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1. RESUMEN

El uso de los agentes antimicrobianos sintéticos ha sido cuestionado por los
consumidores. Como alternativa se pueden utilizar compuestos naturales con
actividad microbiana como los aceites esenciales, pero uso esta limitado por su baja
solubilidad en agua y porque en altas concentraciones pueden producir cambios en el
aroma y sabor. El cinamaldehido y la vainillina son los principales componentes del
aceite esencial de canela y de la vainilla, respectivamente, y son utilizados como
aditivos saborizantes. Por otro lado, el suero de leche es el principal subproducto y
agente contaminante de la industria lactea. Las proteinas del suero de leche
deshidratado permiten formar emulsiones, las cuales pueden mejorar la solubilidad y
la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales. El objetivo de este trabajo fue
estudiar el efecto de la emulsificacion de cinamaldehido y vainillina sobre la
inactivacion de microorganismos modelo en bebidas proteicas a base de suero de
leche y jugo de manzana, durante el almacenamiento en refrigeracion. Para esto, se
prepararon y caracterizaron emulsiones de cinamaldehido y vainillina con concentrado
de proteina de suero de leche (WPC) y se evalu6 su efectividad en la inactivacion de
E. coli, Listeria innocua y S. cerevisiae en un prototipo de bebida proteica saborizada
con jugo de manzana. La emulsificacion incremento la efectividad del cinamaldehido
alcanzando una reduccion de 1,8; 3,5 y 5 ciclos logaritmicos en E. coli, L. innocua y S.
cerevisiae, respectivamente. Mientras que la emulsificacion de vainillina tuvo escaso
efecto sobre la actividad antimicrobiana, reduciendo hasta 0,5; 1,0 y 1,2 ciclos log en

E. coli, L. innocua y S. cerevisiae, respectivamente. Los tratamientos combinados



tuvieron efecto aditivo en la reduccion de E. coli y un efecto sinérgico frente S.
cerevisiae. Tanto el modelo mateméatico de Gompertz como el de Weibull permitieron
describir el efecto de la emulsificacion de los antimicrobianos. El modelo de Gompertz
permitié describir de mejor manera las curvas de los microorganismos mas resistentes
al tratamiento, que presentaban zona de hombro o cola con una poblacién remanente
viable. Mientras que el modelo de Weibull permitié estudiar el comportamiento de la
poblacidn, y describir de mejor manera el efecto de los tratamientos combinados. En
conclusién, la emulsificacion de cinamaldehido con proteina de suero de leche
aumento la actividad antimicrobiana, lo que podria permitir su futura implementacién
como agente antimicrobiano en bebidas proteicas. Es necesario seguir estudiando la
emulsificacion de la vainillina para mejorar su incorporacion a las bebidas proteicas y

su actividad antimicrobiana.
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1. ABSTRACT

The use of synthetic antimicrobial agents has been disputed by the consumers. A
proposed solution might be using essential oils, nonetheless, the use is limited by low
solubility and the possibility of change in aroma and flavor. Cinnamaldehyde and
vanillin are the main compounds of cinnamon and vanilla bark, and they are used as
flavor additives. Whey is a byproduct and the main contaminant of the dairy industry
which proteins allow the formulation of emulsions. This technique could improve
solubility and antimicrobial activity of essential oils. The objective is to study the effect
of cinnamaldehyde and vanillin emulsification in the inactivation of microorganisms. For
this, cinnamaldehyde and vanillin emulsion with whey protein concentrate were
characterized and their ability to inactivate E. coli, L. innocua and S. cerevisae was
evaluated in whey beverages. Emulsification of cinnamaldehyde increased its
antimicrobial activity reaching a reduction of 1,8; 3,5y 5 log cycles in E. coli, L. innocua
and S. cerevisae, respectively. Meanwhile, emulsification of vanillin showed little effect
on their antimicrobial activity, showing a reduction in 0,5; 1,0 y 1,2 log cycles in E. coli,
L. innocua and S. cerevisae, respectively. Combined treatment of cinnamaldehyde and
vanillin exhibited an additive effect on E. coli and a synergistic effect on S. cerevisiae.
Application of Gompertz and Weibull models allowed the mathematical description of
antimicrobial emulsification and their effect on antimicrobial activity. The Gompertz
model described the curves with shoulders and tails, and with resistant
microorganisms. Meanwhile, the Weibull model allowed the study of the microorganism

population and described the effect of the combined treatment. In summary, the

xii



emulsification of cinnamaldehyde improved its antimicrobial activity, which could allow

the future implementation of this compound as antimicrobial agent in whey beverages.
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2. INTRODUCCION

2.1 Suero de leche

El suero de leche es la porcion liquida producida como subproducto en los
procesos de elaboracién del queso o coagulacion de la leche. La coagulacion de las
proteinas de la caseina, ya sea a través de la accién de quimiotripsina 0 quimica
mineral/acida deja un liquido de color amarillento, a veces azulado dependiendo del
tipo de leche, al cual se le llama suero (Smithers, 2008). La composicién del suero de
leche esta dada por un 93-94% de agua y un 6-7% de sélidos solubles, desglosados
en: lactosa (4,5 - 5,0%), proteinas solubles (0,7 - 0,9%), sales minerales (0,6 - 1,0%)
y trazas de vitaminas del grupo B. La calidad del suero es excepcional, pues presenta
un valor biolégico superior a las proteinas del huevo y 1,4 veces mayor a la proteina
de la soya. Ademas tiene un 92% de utilizacion neta proteica y una maxima

digestibilidad (Mazorra-Manzano y Moreno-Hernandez, 2019).

2.1.1. Efecto en el medioambiente

El suero de leche contiene lactosa y proteinas que no son caseinas, y por ende
es un subproducto con alta carga organica asociada a una alta demanda biolégica de
oxigeno y caducidad. Este es considerado el contaminante mas importante de la
industria lactea tanto por su carga organica y volumen (Moguel-Castafieda et al.,
2020). La creciente conciencia medioambiental y alto potencial contaminante de este
subproducto conlleva esfuerzos para que vuelva a la cadena de alimentos humana de

alguna manera. La produccién mundial de queso en el afio 2021 fue de 18997



toneladas de queso (OECD, 2022). Considerando que por cada kilogramo de queso
se forman entre 8,5 - 9,0 litros de suero (Schoina et al., 2019) se producen sobre 160
millones de toneladas al afio. El suero de leche muestra una demanda biologica de
oxigeno entre 27 - 60 g/L y una demanda quimica de oxigeno entre 50 - 102 g/L. Al
compararlo con las aguas servidas domésticas, la carga de oxigeno del suero
corresponde a una contaminacion de 100 veces mas que la de las aguas domeésticas
(Carvalho et al., 2013). Si el efluente no es tratado y es liberado a cuerpos de agua,
canales de irrigacion o tierra conlleva un problema serio de contaminacion ambiental
y de aguas, ya que afecta la estructura fisicoquimica del suelo, disminuyendo el
rendimiento de los cultivos y reduce la vida acuatica al reducir el oxigeno disuelto en
el agua (Marwaha y Kennedy, 2007). Por lo tanto, reutilizar este subproducto es una

oportunidad de establecer un proceso de economia circular.

2.1.2. Efectos en la nutricién

El suero de leche puede influir positivamente en la salud humana ya que esta
contiene un gran porcentaje de los solidos de la leche, siendo la mayoria en forma de
proteinas, asi como lactosa, minerales y vitaminas solubles (Smithers, 2008). Uno de
los aspectos principales de la proteina de suero de leche es su alta digestibilidad y un
perfil proteico de alta calidad. Una de las razones de la detencion del crecimiento de
los nifios es la falta de proteinas o que no se alcanzan a suplir los aminoacidos
esenciales. Estudios han demostrado que una intervencion en la dieta con aislado de
proteina de suero de leche permite la recuperacion de la malnutricion en nifios en hasta

un 80% (Stobaugh et al., 2016).



Por otra parte, acerca del sobrepeso, la proteina de suero de leche también es
una opcion para combatir la sobrenutricion. El sobrepeso y la obesidad son factores
de riesgos primarios para las enfermedades cronicas no transmitibles como la
diabetes, desérdenes musculares y cardiovasculares, y algunos canceres (WHO,
2021). La proteina de suero de leche es efectiva ya que genera cambios en el
metabolismo energético y en la sefalizacion celular. Las proteinas poseen un mayor
efecto en la sensacion de saciedad, o que puede provocar una disminucién de la
ingesta caldrica. Ademas, las proteinas requieren un mayor gasto energético que los
carbohidratos o grasas para ser usadas en el metabolismo (Leidy et al., 2015). La
proteina de alta calidad como la del suero de leche ha demostrado disminuir la grasa
corporal en poblaciones obesas que no han entrenado (Baer et al., 2011), el cual se

atribuye principalmente al efecto termogénico de la proteina de suero de leche.

La sarcopenia es una condicion asociada a la pérdida de funcion y masa
muscular, la cual esta correlacionada con desventajas fisicas, la pérdida de movilidad
y al final, la muerte. Es principalmente observada en edades avanzadas de la vejez,
en los cuales los individuos desde los 40 afios 0 menos empiezan a perder masculo,
la cual se va acelerando con el tiempo (Chalé et al., 2013). La suplementacién sumada
a ejercicios de resistencia muestran efectos positivos como mayor densidad muscular,
mayor fuerza y mejor funcion fisica versus una dieta isocal6rica sin suplementacion

proteica (Camargo et al., 2020), y por ende, una mejora en la calidad de vida.

Estas proteinas no solo presentan un perfil aminoacidico rico y balanceado, sino
gue también poseen actividad bioldgica in vivo. Estas contienen un alto porcentaje de

aminoacidos de cadena ramificada, que incluye leucina, isoleucina y valina, los cuales



poseen funciones en el metabolismo, la homeostasis de glucosa y la funcion neuronal
(Hutson et al., 2001; Yang et al., 2010). La leucina es conocida por regular la sintesis
de musculo esquelético (Hulmi et al., 2010). Ademas, estas contienen aminoacidos
sulfurados como lo es la cisteina, la cual se necesita para la sintesis de glutation,
participante del sistema para combatir el estrés oxidativo (Kerksick y Willoughby,
2005). Asimismo, la digestion enzimatica y/o la fermentacion de las proteinas produce
péptidos, los cuales son secuencias de aminoacidos que tienen actividad bioldgica,
entre las que se encuentran el crecimiento 6éseo, promueve el aumento de masa
muscular, antihipertensiva, antioxidante, antidiabética, antimicrobiana,

inmunomodulador y citomodulador (Gallo et al., 2022).

La actividad antihipertensiva se debe a que los péptidos tienen la capacidad de
inhibir la enzima convertidora de angiotensina I, la cual regula la presion sanguinea
periférica. La inhibicién de esta enzima esta asociada a otros parametros de buena
salud, como lo es la disminucién de los niveles de colesterol total, triglicéridos y LDL,

sin afectar los niveles de HDL (Rice et al., 2011).

La actividad antioxidante depende de varios aspectos, como lo es la
composicién, estructura e hidrofobicidad. Los aminoacidos Tyr, Trp, Met, Lys, Cys e
His son conocidos por tener actividad antioxidante propia (Wang y de Mejia, 2005).
Tyr, Trp e His son los aminoacidos con mayor actividad ya que poseen grupos
aromaticos los cuales pueden donar protones para estabilizar a los radicales
inestables. Cys, por su parte tiene una funcion similar a través de su grupo sulfihidrilo.
Asimismo, se ha visto que los péptidos tienen la capacidad de inhibir la produccién de

citoquinas inflamatorias como IL-18 y TNF-a (Ma et al., 2016).



La actividad antidiabética esta presente a través de varios mecanismos de
accion. Uno es la presencia de aminoacidos de cadena ramificada que son importantes
en el metabolismo de la glucosa, como por ejemplo, estos pueden estimular la
secrecion de insulina en las células 3 pancreaticas (Newsholme et al., 2010). También,
los péptidos presentan actividad de enzimas que regulan los niveles de glucosa séricos
como la dipeptil peptidasa IV, a-amilasa y a-glucosidasa. (Lacroix y Li-Chan, 2014a,

2014b).

El principal efecto antimicrobiano se debe a la presencia de proteinas menores
con actividad antimicrobiana como la lisozima y la lactoferrina. Ademas, se ha visto
que algunos péptidos presentan una actividad fuerte contra bacterias Gram+ y débil
contra bacterias Gram- (Pellegrini et al., 2001). Finalmente, el efecto citomodulador de
algunos péptidos, referido a la capacidad anticancerigena se ha demostrado en
algunas lineas celulares como las de adenocarcinoma colorectal Caco-2 (De Simone

et al., 2009).

2.1.3. Composicién proteica del suero de leche
Las proteinas del suero de leche son las proteinas que no estan relacionadas
con la caseina micelar o particulas lacteas, que se separan en la coagulacion al formar

el queso.
Componentes mayores

a) B-lactoglobulina: representa entre el 50 - 60% de las proteinas séricas. Es una
proteina globular de 162 aminoacidos, de una masa molecular de alrededor de 18300

Da. Contiene una gran cantidad de aminoacidos de cadena ramificada y aminoacidos

5



sulfurados (O’Mahony y Fox, 2013). El alto contenido de azufre es un indicador que
puede participar en el sistema inmune atribuido a una mayor sintesis de glutation
(Bounous, 2000). Debido a su estructura de caliz, posee un bolsillo de union para
ligandos hidrofobicos y anfipaticos. Esta funcionalidad biolégica le permite
aplicaciones tecnoldgicas, como es la formacion de geles, espumas y emulsiones

(Bourbon et al., 2019).

b) a-lactoalbumina: es la segunda proteina del suero de leche mas abundante y
representa alrededor de un 20-30% de las proteinas séricas. Es una metaloproteina
calcica de bajo peso molecular de 123 amino&cidos y una masa de 14178 Da. De su
perfil aminoacidico, el 63,2% de sus residuos son amino&cidos esenciales (Farrell et
al., 2004), los que la hace una rica fuente proteica. Se le ha asociado a una mejoria en
las funciones cognitivas de pacientes depresivos por su alta razon
tript6fano/aminoacidos largos neutros, necesaria para la sintesis de serotonina
(Merens et al., 2005). Se ha demostrado que purificada, forma complejos con acido
oleico que presenta actividad contra células tumorales, moléculas tumoricidas

conocidas como HAMLET (Ho et al., 2017).

c) Seroalbuminas: representan alrededor del 8 - 10% de las proteinas séricas. Tiene
583 aminoacidos y una masa molecular de 66466 Da. Es altamente estructurada
teniendo 3 dominios helicoides los cuales cada uno se subdivide en dos subdominios,
teniendo asi un total de 6 subdominios cada una (Farrell et al., 2004). Al igual que la
albumina humana, esta posee una increible capacidad de unién a ligando entre los
gue se encuentran acidos grasos, metabolitos, nutrientes y metales (Majorek et al.,

2012).



d) Inmunoglobulinas: representan alrededor del 8-10% de las proteinas séricas. Las
formas principales son la IgG, IgA e IgM. La IgG esta en su forma monomérica de 160
KDa, mientras que IgA forma un dimero de 380 KDa e IgM un pentamero de unos 900
KDa. Su estructura es igual a la de las inmunoglobulinas humanas. Cada monémero
presenta dos cadenas livianas y dos cadenas pesadas, y cada monomero presenta
dos regiones de unidén a antigeno. Estas pueden tener una funcion inmune en el
humano (El-Loly, 2007). Se ha promovido su incorporacion en alimentos ya que reduce

el riesgo de enfermedades gastrointestinales (Ulfman et al., 2018).

Componentes menores:

Estas representan el 1% del total de proteinas séricas. Algunas tienen mayor
relevancia por su potencial biotecnolégico como la actividad antibacteriana de la
lactoferrina, lactoperoxidasa y lisozima. Las proteinas presentes seran resumidas en

la Tabla 1.

2.1.4. Obtencion de concentrados de proteinas de suero

Se utilizan membranas de ultrafiltracion para la recuperaciéon de las proteinas
en forma nativa a partir del suero de leche. Esta separacion se alcanza al utilizar una
membrana con un corte de 10 KDa. El nivel de enriquecimiento proteico va variando
segun el factor de concentracién de volumen (FCV), quedando asi un concentrado de
proteinas de suero de leche que varia en un 35 - 80%. Para un concentrado al 35%

(WPC35) necesita un FCV de 4,5-7,0, mientras que para llegar al 80% (WPC80)



Tabla 1

Proteinas menores presentes en el suero de leche

Proteina Masa Molecular Funcion Principal
(KDa)
Lactoferrina 80,0 Antibacterial/Puede unir dos atomos de fierro por
molécula
Proteosa Peptona 3 29,3 Emulsificante/Inhibidor de la lipélisis
Osteopotina 28,0 Inmunomodulador/Inhibidor de la metastasis

Antinflamatoria/Moduladora de la actividad inmune

Glicomacropéptido 10,0 Formacion de espumas y emulsiones
Lactoperoxidasa 78,0 Antibacterial

Lisozima 18,0 Antibacterial

Catepsina D 39,0 Sin mayor importancia

Fosfatasa acida 42,0 Sin mayor importancia

Ribonucleasa | 13,7 Sin mayor importancia

Modificado de (Deeth y Bansal, 2019)

requiere al menos un FCV de 30 - 35. El producto retenido en las membranas luego
es procesado por secado spray para obtener el polvo concentrado (Kelly, 2019).Una
reduccion del porcentaje de grasa es necesario para la obtencion del aislado de suero
proteico (WPI), que se obtiene usando la habilidad de los fosfolipidos de agregarse
usando calcio bajo un tratamiento de calor moderado (8 minutos a 50°C). Luego, por
microfiltracion usando un poro de 1,4 ym se separa el precipitado resultante.
Finalmente, el permeado puede ser filtrado por osmosis reversa para concentrarlo ain
mas y remover los componentes no deseados (Reig et al., 2021). La informacién
nutricional del WPC80 y WPI segun American Dairy Products Institute se encuentra en

la Tabla 2. Un resumen del proceso se observa en la Figura 1.



Tabla 2

Informacién nutricional del concentrado y aislado de proteina de suero de leche

Composicion (%) WPC80 WPI
Proteina 80,0 - 82,0 90,0-92,0
Grasa 4,0 -8,0 0,5-1,0
Ceniza 3,5-5,0 2,0-3,0
Lactosa 4,0 -10,0 0,5-1,0
Humedad 3,5-5,0 4,0-5,0

Suero de leche
Grasas y proteinas no solubles

v
. ' . . 4 |actosa

Microfiltracion: eliminacion de
grasas y proteinas grandes

Ultrafiltracién: retencién de
proteinas solubles y eliminacion
de lactosa

Secado spray: obtencion del
concentrado de proteina de

‘\ / ‘ suero de leche

\ e ESNSSSSE —__oi J

Figura 1. Proceso de obtencion de un concentrado de proteina de suero de leche.



2.1.5. Alimentos funcionales con proteina de suero de leche

Los alimentos funcionales son cualquier producto alimenticio modificado con
intencidn, para su uso sistematico en la dieta de todos los grupos etarios de la
poblacién saludable, para la reduccidn del riesgo de desarrollar enfermedades
asociadas a la nutricibn, manteniendo y mejorando la calidad de vida debido a la
presencia en su composicion de ingredientes fisiologicamente funcionales y que
pueden tener beneficios para la salud humana, en adicion a los nutrientes tradicionales
gue este contiene (Kryuchkova et al., 2022). El consumo de proteina de suero de leche
se asocia a multiples beneficios para la salud, y, debido a su alto valor nutritivo, el
suero por si mismo es un recurso potencial para generar productos con valor
agregado; sin embargo, no es consumido en su forma sin procesar por no tener un
sabor apetecible (Schoina et al., 2019). Debido a esto, una de las formas mas comunes
para utilizar este subproducto es la produccién de bebidas proteicas con suero de
leche, lo cual consiste en combinar el suero de leche con un concentrado de jugo de
frutas (Jelen, 2009). Ademas, la creacion de bebidas proteicas a partir del suero de
leche es una oportunidad de establecer un proceso de economia circular, es decir, la
optimizacién de recursos naturales los cuales son reusados, dandole un valor
agregado, reduciendo los residuos y causando un menor impacto al medioambiente
(Rood et al., 2017), y, por ende, debido al incremento del llamado consumismo verde,
es de interés desarrollar un prototipo de este producto que pueda ser incorporado al

mercado.
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2.2. Emulsiones

Una emulsion consiste en dos liquidos inmiscibles, en los cuales uno de estos
esta disperso como pequefas gotas en el otro. Los didmetros de las gotas usualmente
se encuentran entre 100 nm y 100 um (McClements, 2016). Las emulsiones se
clasifican segun la relativa distribucion espacial de las fases acuosas y de aceite. Una
emulsién aceite en agua se define como una dispersion coloidal compuesta de
pequefias gotas de aceite dispersas en una fase continua acuosa, estabilizada por la
adicién de emulsificantes. Las emulsiones aceite en agua se encuentran en muchos
alimentos, como la leche y la mayonesa. Este tipo de emulsiones se usa
principalmente para encapsular compuestos funcionales como vitaminas liposolubles
o administracion de drogas. Debido a la cinética e inestabilidad termodinamica de la
emulsién, los surfactantes o emulsificantes son requeridos para prevenir la
desestabilizacion durante largos tiempos de almacenamiento (Ferraz et al., 2021). Los
emulsificantes son moléculas con una superficie activa que se adsorben a la superficie
de las gotas formadas durante la homogenizacion, formando una capa protectora que
previene que las gotas se agreguen (McClements, 2016). Estos emulsificantes se
componen de un lado hidrofébico y un lado hidrofilico, permitiendo asi la cara
hidrofébica interactuar con la fase dispersa (aceite) y la hidrofilica con la fase continua
(medio acuoso). Las emulsiones se forman principalmente induciendo estrés
mecanico tipo cizalla usando un homogenizador, por sonicacion o por presion (Lamy
Nickerson, 2013). Un eficiente proceso de emulsificacion es capaz de formar
emulsiones de tamafo pequefo y distribucion homogeénea. Estas caracteristicas son
funcidén de dos fuerzas opuestas, la ruptura de la gota y la coalescencia entre gotas.

Estas propiedades son dependientes del mecanismo de homogenizacion, el tipo y
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concentracion del emulsionante, la razén volumen/masa de la fase dispersa, la
viscosidad, el tiempo de adsorcion del emulsionante en la superficie de la gota y la
frecuencia y tiempo de las colisiones entre gota y gota (Adjonu et al., 2014). Las
emulsiones son una de las estructuras alimenticias mas importantes, ya que confieren
propiedades sensoriales favorables como textura, sabor y apariencia en el producto

final.

2.2.1. Procesos de desestabilizacion en las emulsiones aceite en agua

Las emulsiones son sistemas termodinamicamente inestables que, por su
naturaleza, al pasar el tiempo tienden a separarse en dos fases: agua y aceite. Este
fenémeno se lleva a cabo a través de diferentes mecanismos, los cuales incluyen
separacion gravitacional (cremado y sedimentacién), floculacién, coalescencia y

maduracion de Ostwald (Figura 2) (Cai et al., 2023).

La separacion gravitacional ocurre porque las gotas tienen una densidad
diferente a la del liquido que los rodea, entonces la fuerza gravitacional actia sobre
ellas. Si las gotas tienen menor densidad que el liquido, tienen la tendencia de ir hacia
arriba, lo que se refiere como cremado. Al contrario, si las gotas tienen mayor densidad
que el liquido, tienden a moverse hacia abajo, lo que se refiere a la sedimentacion
(McClements, 2016). Como la densidad de los aceites esenciales es menor a la del
agua, estas tienden a acumularse en la parte superior, lo que conlleva al cremado. Las
fuerzas que determinan la velocidad del cremado de las gotas son la gravedad y el

arraste viscoso, la cual puede ser estimada por la ecuacién de Stokes:
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donde v es la velocidad de la gota, pg ¥ prson las densidades de la gota y el fluido, n
es la viscosidad dindmica del fluido, g es la gravedad y R el radio de la gota. De esto
se deduce que para obtener emulsiones mas estables deben tener un menor tamafio
de gota, ya que asi el cremado ser4d mas lento. Ademas de esto, el aumentar la

viscosidad con agentes espesantes puede disminuir la velocidad del cremado (Wilde,

2019).

La floculacion es el proceso de combinar dos o mas gotas, pero estas
mantienen su integridad. Esta preserva el radio de las gotas, pero se forman
agregados o cluster que aceleran la separacion gravitacional, lo que es perjudicial para
la estabilidad de la emulsion. Sin embargo, también puede llevar a un aumento de la
viscosidad, lo que es crucial para una emulsién estable. La ocurrencia de floculacion
depende de la fuerza de interaccion entre las gotas, las que incluyen fuerzas de
atraccion (fuerzas de van der Waals e interacciones hidrofébicas), y de repulsion
(impedimento estérico y repulsion electroestatica). Cuando la atraccién es dominante,
las gotas floculan. En general, los emulsificantes inhiben este proceso entre las gotas
generando una fuerte repulsién electroestatica e impedimento estérico (Niu et al.,

2023).

La coalescencia es el proceso en que dos 0 mas gotas se aproximan y se
fusionan para formar una gota mas grande. Este fenémeno ocurre cuando las fuerzas
atractivas sobrepasan a las de repulsion, y cuando las capas interfaciales de las gotas

se rompen cuando estas entran en contacto (McClements y Jafari, 2018). Por lo tanto,
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alterar la cara interfacial, a través de una multicapa usando una mezcla de agentes

emulsificantes puede prevenir la coalescencia.

La maduracion de Ostwald is un proceso difusional de transferencia de masa
en la que las gotas mas grandes en la emulsion crecen a costas de las mas pequefas
debido a la difusion de moléculas de aceite desde las gotas mas pequefas a gotas
mas grandes a través de la fase continua (Cai et al., 2023). De acuerdo a la ecuacion
de Kelvin, las gotas mas pequefias son mas solubles que las gotas mas grandes, lo
que quiere decir que hay mayor concentracion de aceite en las gotas mas pequenas.
El aceite se mueve debido a este gradiente de concentracion (Niu et al., 2023). El
principal factor limitante es la solubilidad del lipido en la fase continua, que en general
es baja (Wilde, 2019). Por lo tanto, puede ser un problema principalmente cuando se

usan aceites que tienen una solubilidad relativamente alta en agua.

Emulsion estable Cremado Sedimentacién
Floculacién Coalescencia Maduracion de
Ostwald

Figura 2. El fenomeno de inestabilidad en emulsiones aceite en agua. (Modificado de

Niu et al., 2023)
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2.2.2 Proteinas como agente emulsificante

En la industria alimenticia, se usan principalmente dos tipos de emulsificantes,
los carbohidratos y las proteinas. Las proteinas son conocidas por ser facilmente
absorbidas en la interfaz agua-aceite, proporcionando una emulsion con gran
estabilidad cinética, especialmente por repulsion eléctrica debido a su amplia
superficie cargada (Campelo et al., 2017). Son polimeros anfifilicos que forman films
gruesos Yy flexibles que estan fuertemente anclados a la interfase aceite-agua. Los
principales dos mecanismos de estabilizacion son (a) estabilizacion estérica y (b)
repulsion electroestatica (de Castro et al.,, 2017). Dependiendo del tamafio de la
proteina, su estructura y conformacién, se crea una estabilizacion estérica, formada
principalmente por loops 0 segmentos de cola que estan cargados y restringen la
capacidad de las gotas de interactuar entre ellas (Lam y Nickerson, 2013). En el
segundo caso, la repulsidn electroestatica resulta de la interaccion entre las dobles
capas eléctricas que rodean las gotas. Cuando estas capas se empiezan a superponer
es cuando ocurre la repulsion. Las proteinas estabilizan mas las emulsiones por
repulsion electrostatica que por estabilizacion estérica (de Castro et al., 2017). Por lo
tanto, las proteinas deben trabajarse bajos condiciones de pH que no estén cerca del

punto isoeléctrico.

2.2.3 Proteinas del suero de leche y emulsiones
Como la proteina de suero de leche es un emulsificante y un compuesto
bioactivo, esta cumple un doble rol, el cual es beneficioso para el desarrollo de

productos funcionales. Las proteinas del suero de leche contienen regiones
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hidrofébicas e hidrofilicas las cuales se adsorben rapidamente en la interfase aceite-
agua para formar un film protector, el cual provee un soporte a través de interacciones
electroestaticas y espaciales. La superficie hidrofobica afecta a la capacidad de
adsorcion proteica en el lado oleoso de la interfase. A mayor grado de integracion en
el lado oleoso, mayor es la capacidad emulsificadora (Zhao et al., 2022a). El
concentrado de proteina de suero de leche ha sido usado para emulsionar diferentes
tipos de compuestos naturales, como el aceite de romero, anis, manzanilla, clavo de

olor, albahaca y canela (Tepla et al., 2016).

2.3 Métodos tradicionales de inactivacion microbiana

Los preservantes sintetizados quimicamente tales como sorbato de potasio y
benzoato de sodio, entre otros, han sido usados por la industria alimentaria en las
tltimas décadas. Sin embargo, el uso de estos compuestos quimicos artificiales para
controlar el deterioro de los alimentos y el crecimiento microbiano es controversial, ya
gue se ha reportado que pueden causar enfermedades respiratorias y otros riesgos a
la salud (Zhang et al., 2016a). Ademas, estos tienen periodos lentos de degradacion,
lo que conlleva a problemas medioambientales como la polucién (Calo et al., 2015).
Otro de los métodos tradicionales es el procesamiento térmico de los alimentos, cuya
finalidad es la muerte de los microorganismos por calor. Sin embargo, esta técnica
puede disminuir las propiedades nutricionales y organolépticas de los alimentos debido
a la denaturacion proteica y la pérdida de vitaminas y de compuestos volatiles,
reduciendo asi la aceptabilidad del consumidor por el producto (Cava-Roda, et al.,

2012a). Debido a los problemas anteriormente expuestos, la industria alimenticia ha
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buscado reemplazar y/o complementar las técnicas de preservacion tradicionales por
técnicas menos invasivas como respuesta. Asimismo, los consumidores tienden a
elegir deliberadamente alimentos minimamente procesados, es decir, aquellos que
tienen menos aditivos y/o que contienen aditivos naturales (Martinez-Gracia et al.,
2015). Para suplir estas demandas se encuentran diferentes soluciones como la

implementacion de antimicrobianos naturales.

2.4 Productos naturales y antimicrobianos

Los productos naturales, derivados de plantas han sido utilizados con fines
medicinales desde tiempos ancestrales, teniendo resultados variados en su efectividad
para curar y prevenir enfermedades. Dentro de ellos, los aceites esenciales, que son
los liquidos aromaticos obtenidos de plantas, son usados como saborizantes y tienen
actividad antimicrobiana, antifingica, antioxidante, antiviral y larvicida. Por lo tanto,
estas caracteristicas permiten que sean usadas como preservantes de alimentos
(Negi, 2012). Sin embargo, su aplicacion en la industria alimentaria es escasa y esté
limitada por el sabor, hidrofobicidad, volatilidad y sensibilidad frente a condiciones
ambientales tales como oxigeno, luz y calor (Zhu et al., 2021). Estos compuestos son
pequefias moléculas organicas entre las que se incluyen principalmente terpenos,
terpenoides y polifenoles los cuales son reconocidos como seguros (GRAS, por sus
siglas en inglés) (Bakkali et al., 2008). A pesar del interés de utilizar estos compuestos
como agentes microbianos, estos poseen una eficiencia variable, ya que se ven
afectados tanto con el nimero de microorganismos contaminantes, las condiciones de

almacenamiento y el alimento aplicado, cuyos pH y componentes de la matriz podrian
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reducir el efecto antimicrobiano (Martinez-Gracia et al., 2015; Perricone et al., 2015).
Debido a los efectos de la matriz alimentaria, es necesario conocer la susceptibilidad
de los microorganismos frente a estos compuestos en diferentes alimentos, ya que la
mayoria de los estudios analizan el efecto in vitro de estas moléculas. Existen dos
antimicrobianos naturales de interés a analizar debido a su amplio uso, como lo son el

cinamaldehido y la vainillina.

2.4.1 Cinamaldehido

El cinamaldehido (3-fenil-2-propenal) es el mayor constituyente del aceite
esencial extraido de la corteza de canela y es usado ampliamente como aditivo en
productos como bebidas, dulces, helados, goma de mascar y pasteleria. La molécula
de trans-cinamaldehido consiste en un grupo fenilo unido a un aldehido insaturado.
Tiene una estructura plana y es muy poco soluble en agua, teniendo una solubilidad
en agua de 1,1 g/L a 20°C (Ashakirin et al., 2017). Tiene dos sitios reactivos
electrofilicos, el carbono B en los dobles enlaces conjugados y el carbono del grupo
aldehido, cuya bioactividad depende de estos dos sitios (Doyle y Stephens, 2019). En
la medicina tradicional china se utiliza para curar la gastritis, indigestion, problemas de
circulaciéon e inflamacién. Ademas, tiene un alto espectro antimicrobiano contra
bacterias, levaduras y hongos filamentosos (Qu et al., 2019). Es un compuesto bien
tolerado por los humanos, aceptado como seguro por la FDA y el Concejo Europeo y
tiene una recomendacion de consumo diario de 1,25 mg/kg (Zhu et al., 2017). El
cinamaldehido es un compuesto fendlico que actua a nivel de la membrana plasmatica,

afectando su estabilidad, lo que resulta en la fuga de iones, la pérdida del potencial de
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membrana, y la salida de otras biomoléculas como proteinas y material genético (Shen
et al.,, 2015). Ademas, el cinamaldehido es capaz de atravesar la membrana e
interactuar con proteinas del citoplasma (Zhang, et al., 2016a). Es asi como también
podria ser un desestabilizador metabdlico, inhibiendo enzimas importantes como por
ejemplo, la esterol C-24 reductasa, enzima encargada en la biosintesis de ergosterol
en hongos (Wei et al., 2020). Un esquema simplificado del mecanismo de accion se
muestra en la Figura 3. Presenta un amplio espectro de accion, en el que se incluyen
varias bacterias Gram-positivas y Gram-negativas como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp. (Wan et al., 2023), Listeria monocytogenes
y Bacillus cereus (Friedman, 2017), asi como actividad antifangica contra
Saccharomyces ceverisiae y Aspergillus niger (Shreaz et al., 2016).

C . .
A Disrupcién de Aceite esencial

la membrana P

\ \ celular

HO

~ P

O

moléculas  proteinas
e iones

Figura 3. Aceites esenciales y su mecanismo de accién. A: Estructura quimica del
cinamaldehido; B: Estructura quimica de vainillina; C: Mecanismo de accién de los

aceites esenciales. Creado con BioRender.com
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2.4.2 Vainillina

La vainillina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido) es el fitoquimico predominante
presente en las vainas de vainilla y es considerada como segura (GRAS). Su estado
fisico a temperatura ambiente es solido, y poco soluble en agua a 20 °C (1 g/100 mL)
(Arya et al., 2021). Es un aldehido fendlico, que tiene tres grupos funcionales: un
aldehido, un hidroxilo y un éter localizados alrededor de un anillo aromatico. El
aldehido puede reaccionar con una amina primaria aromatica o alifatica, que en
presencia de un catalizador basico forma un grupo azometino (base de Schiff), la cual
es responsable de su bioactividad (Senthil Kumar et al., 2023). Ademas, este
compuesto puede formar puentes de hidrégeno tanto en su grupo metoxilo, hidroxilo y
carbonilo, y formar agregados gracias a interacciones 11-1r con otros anillos aromaticos
(Kumar et al.,, 2012). Este agente saborizante es usado extensivamente en el
procesamiento de alimentos, y tiene propiedades antioxidantes, antimutagénicas,
antigenotoxicas, también tienen actividad antimicética y antibacteriana (Chung et al.,
2009). Este agente es de uso familiar y aceptado por los consumidores. Ademas, son
sensorialmente compatibles con frutas y derivados de frutas a concentraciones de
vainillina tan altas como 3000 ppm (Ferrario et al., 2020). Su mecanismo de accién es
similar al cinamaldehido. Al ser un compuesto hidrofébico, este afecta a la estabilidad
de la membrana plasmatica, resultando en la disipacién del gradiente de K*, la
homeostasis del pH interno y la inhibicion de la respiracion celular (Fitzgerald et al.,
2004b). La actividad antibacteriana de este compuesto tiene un amplio espectro de
accion, abarcando bacterias Gram-positivas y bacterias Gram-negativas entre las que
se encuentra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,

Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Listeria monocytogenes (Olatunde et al.,
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2022) y, presenta actividad antimicotica contra levaduras y hongos que deterioran los
alimentos como Aspergillus spp., Penicillium spp. (Pei et al., 2021) y Saccharomyces

cerevisiae y Candida spp. (Martau et al., 2021).

2.4.3 Antimicrobianos y emulsiones

La baja solubilidad en agua de los aceites esenciales conlleva la necesidad de
encontrar una estrategia para que puedan ser incorporados en alimentos con elevado
contenido acuoso. Uno de los mecanismos mas usados es la formacion de emulsiones,
las que permiten encapsular y proteger a los componentes lipofilicos, a la vez de
favorecer su incorporacion a alimentos con alta humedad (Chen et al., 2017). La
evidencia indica que la proteina de suero de leche se puede usar como emulsificante
y encapsular agentes antimicrobianos. Se ha reportado que métodos de encapsulacion
como la emulsificaciébn podrian aumentar la actividad antimicrobiana del agente
(Prakash et al., 2018). Por ejemplo, la nanoemulsién de WPC con aceite de clavo de
olor potencio la actividad antimicrobiana del aceite, disminuyendo la concentracion
minima inhibitoria (MIC) a la mitad tanto para E. coli como B. subtilis (Sharma et al.,
2022). También se han probado emulsiones de proteina de suero de leche con
antimicrobianos naturales en matrices alimentarias, tal como la emulsion de aceite de
tomillo con WPC mostré una mejor actividad antimicrobiana que el aceite libre en
melones para E.coli, S. enterica y L. monocytogenes (Zhang et al., 2016b). Para
cinamaldehido, se han descrito otras estrategias de encapsulacion, como la creacion
de nanocapsulas usando como agente encapsulante proteina de suero de leche y

quitosano (Yang et al., 2021). En este estudio se evidencid que las nanocapsulas
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poseen una actividad antimicrobiana mayor que el cinamaldehido libre frente a S.
aureus, E. coli, S. putrefaciens y P. fragi. Sin embargo, hay estudios en donde la
encapsulacion puede no aumentar la actividad antimicrobiana. La emulsificacion de
carvacrol con WPI disminuy® la actividad antimicrobiana del carvacrol puro, tanto sobre
P. fluorescens, S. epidermitis y S. cerevisiae (Mauriello et al., 2021). Por lo tanto, es
de gran interés estudiar el efecto de la emulsificacion en los compuestos de
cinamaldehido y vainillina, y ver su potencial aumento en la actividad antimicrobiana

al ser emulsionados.
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2.5 Oportunidad de proyecto

Debido al alto valor nutricional de las proteinas de suero de leche, se propone
crear un prototipo de bebida proteica en base a proteinas de suero. Ademas, esta
bebida sera lo mas natural posible, siguiendo la nueva tendencia de consumismo
verde, por lo que solo se usara estevia como endulzante, y cinamaldehido y vainillina
como agentes de control antimicrobiano. Es importante estudiar estos dos agentes, ya
gue no se han reportado estudios de su uso en este tipo de matriz alimentaria. Por otra
parte, utilizaremos la proteina de suero de leche como agente emulsificante de ambos
antimicrobianos, y se evaluara si este tipo de encapsulacion permite aumentar la
actividad antimicrobiana. Para ello, se evaluara la inactivacion de tres
microorganismos modelo (Escherichia coli, Listeria innocua y Saccharomyces
cerevisiae) en bebidas proteicas adicionadas con los antimicrobianos naturales

vainillina y cinamaldehido emulsionados y sin emulsionar.
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3. HIPOTESIS

La emulsificacion del cinamaldehido y de la vainillina con proteina de suero de
leche incrementara el efecto antimicrobiano en bebidas proteicas, respecto de los
antimicrobianos sin emulsionar. Asimismo, la combinacion de ambas emulsiones
permitira obtener un efecto aditivo o sinérgico sobre la inactivacidon microbiana durante

el almacenamiento de las bebidas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Estudiar la emulsificacion de los antimicrobianos naturales vainillina vy
cinamaldehido con proteinas de suero de leche y evaluar su efecto sobre la
inactivacion de microorganismos modelo en bebidas proteicas durante el

almacenamiento en refrigeracion.

4.2 Objetivos especificos

1. Formular y caracterizar las emulsiones de cinamaldehido y vainillina utilizando

concentrado proteico de suero de leche (WPC).

2. Estudiar la actividad antimicrobiana de la vainilina y cinamaldehido
emulsionados sobre Escherichia coli, Listeria innocua y Saccharomyces
cerevisiae en bebidas proteicas, en comparacién con los antimicrobianos sin

emulsionar.

3. Evaluar el efecto aditivo/sinérgico de algunas combinaciones de ambos
antimicrobianos emulsionados en las bebidas proteicas durante el

almacenamiento en refrigeracion.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

Acido citrico, caldo tripteina soya, caldo Saboraud dextrosa, agar tripteina soya
(TSA) y agar papa dextrosa (PDA) fueron obtenidos de MERCK. Cinamaldehido y
vainillina fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. Concentrado de proteina de suero de

leche fue conseguido de PRINAL, Chile.

5.2 Preparacién de in6culos

Los inéculos de Escherichia coli ATCC 35218 y Listeria innocua ATCC 33090
se prepararon transfiriendo un stock de células a una botella con 30 mL de caldo
tripteina soya. Los cultivos fueron incubados en agitacion a 37°C por toda la noche y
fueron enumerados a través del método de conteo en placas. La densidad final de los
cultivos fue aproximadamente de 1x10%8 UFC/mL. El inéculo de Saccharomyces
cerevisiae ATCC 9763 se preparo transfiriendo un stock de células a una botella con
30 mL de caldo Saboraud dextrosa. El cultivo fue incubado en agitacién a 28°C por 48
horas y fue enumerado a través del método de conteo en placas. La densidad final del

cultivo fue aproximadamente de 1x10” UFC/mL.

5.3 Preparacion de las bebidas proteicas
El concentrado de proteina de suero de leche fue hidratado en agua estéril en
condiciones de inocuidad. Luego, se realiz6 una mezcla de 70% de solucion proteica

y 30% de jugo clarificado de manzana UHT (L’Onda, Peru) para obtener una bebida
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proteica al 4%. Se afiadio Stevia (Daily, Chile) como endulzante y se ajusté a pH 4
con acido citrico. A esta bebida se le analizo la acidez titulable y el contenido de solidos

solubles (° Brix).

5.4 Preparacion de vainillina

Se prepard un stock de vainillina a una concentracion de 10 %p/v. Para esto se
midié una cantidad adecuada de vainillina y se disolvié en una solucién etanol-agua
en una proporcion 4:6, respectivamente. Diluciones del stock fueron utilizadas para

obtener la concentracion requerida en los experimentos posteriores.

5.5 Preparacion de las emulsiones

Se prepararon emulsiones aceite en agua (O/W) de cinamaldehido 5% (E-CIN)
y vainillina 5% (E-VN) con concentrado de proteina de suero de leche como agente
emulsificante en proporciones WPC:CIN/VN 1:1 y 2:1 respectivamente. Para
cinamaldehido, se dejé hidratar WPC con agua destilada estéril en agitacion a 4°C por
toda la noche. Se afadi6 el cinamaldehido y la solucion resultante fue homogeneizada
a alta velocidad usando un homogeneizador D-160 (DLAB Scientific Co., China) a
15.000 rpm por 5 min. Para vainillina, se dejo hidratar WPC con agua destilada estéril
en agitacion a 4°C por toda la noche. Se prepar6 una solucién sobresaturada de
vainillina en etanol al 20% v/v, la cual fue calentada a 70°C por 15 minutos, una vez
disuelta y enfriada, se afladié a la suspension proteica hidratada, y la solucién

resultante fue homogeneizada a alta velocidad usando un homogeneizador D-160
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(DLAB Scientific Co., China) a 15.000 rpm por 5 min. Las emulsiones obtenidas fueron

almacenadas a -20°C para los experimentos posteriores.

Tabla 3

Composicion final de las emulsiones de cinamaldehido y vainillina

E-CIN 1:1 E-CIN 2:1 E-VN 1:1 E-VN 2:1
Agua destilada 90g 850 82¢ 7749
Cinamaldehido 59 59 - -
Vainillina - - 549 509
WPC 59 109 59 10g
Etanol - - 8¢ 8¢
Total 100 g 100 g 100 g 100 g

5.6 Propiedades fisicoquimicas de las emulsiones
5.6.1 Distribucion del tamafio de particula

La distribucién del tamafio de particula fue determinada por difraccion laser
usando un analizador de tamafio de particula Partica LA960 (Horiba, Japon). El indice
de refraccion utilizado para cinamaldehido y vainillina fue de 1,461 y 1,587
respectivamente, con agua como dispersante. Cada muestra fue medida en triplicado.
Para comparar la distribucién entre las subpoblaciones se considerd el promedio, la

mediana, el q10 y el 90.

5.6.2 Ensayo de estabilidad
El fenbmeno de desestabilizacion de las emulsiones fue determinado por un

analizador Optico de dispersion de luz mdaltiple estatica usando un TurbiScan MA-2000
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(Formulaction, Francia). Las emulsiones fueron incubadas sin diluir en viales
cilindricos. El analizador Optico escaned las muestras en los tubos dando la
informacion de la retrodispersion (BS, por backscattering en inglés) cada 40 um en
funcién de la altura (mm), permitiendo asi proveer informacion macroscopica respecto
a cambios, como los procesos de clarificacion, sedimentacion y coalescencia. Las
muestras se almacenaron a 4°C en oscuridad. Los viales fueron escaneados en
duplicado en los dias 0, 1, 5y 8. La variacion del backscattering (ABS) fue calculado
como la diferencia de porcentaje promedio entre los dias 0 y 8, usando entre los 7 mm
y 10 mm para la parte superior del tubo, entre los 11 mmy 44 mm para la parte media,
y entre 45 mm y 50 mm para la porcion superior del tubo. ElI ABS fue obtenido mediante

la siguiente formula:
ABS = BSg - BS,

Donde BSs es el porcentaje de backscattering en el dia 8 y BSo es el porcentaje de

backscattering en el dia 0, respectivamente.

5.6.3 Eficiencia de encapsulacién

Se midié la eficiencia de encapsulacion (%EE) de las emulsiones E-CIN 1:1 y
E-VN 2:1 usando un espectofotometro UV/VIS UV3-200 modelo ATI (UNICAM, Reino
Unido). Para cinamaldehido, se utilizo el método descrito en Jo et al., (2015). Para
determinar el cinamaldehido libre, se mezclo etanol, n-hexano y la E-CIN en
proporciones 2:3:1 (v:v:v) que se mezclaron y agitaron manualmente. El cinamaldehido
libre quedd disuelto en el sobrenadante correspondiente a la fase de hexano. La

concentracion de cinamaldehido extraido fue determinada usando un
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espectofotémetro UV/VIS a A: 285 nm, calculada indirectamente usando una curva de

calibracién con concentraciones de cinamaldehido disueltas en hexano.

Para vainillina, se utilizé el método modificado descrito en Noshad et al., (2015).
Para esto, 1 mL de emulsion de vainillina se mezclaron con 10 mL de etanol. Luego
de mezclar, los tubos se mantuvieron en reposo en oscuridad por 2 horas para la
decantacion del material de encapsulacion. La concentracion de vainillina libre fue
determinada usando un espectofotometro UV/VIS a A: 279 nm, calculada
indirectamente usando una curva de calibracion con concentraciones de vainillina
disueltas en etanol. La eficiencia de encapsulacion fue obtenida como porcentaje

usando la siguiente ecuacion:

O4EE = Total de antimicrobiano usado (g) — Antimicrobiano libre (g) 100
R Total de antimicrobiano usado (g) X

5.6.4 Tasa de liberacion de los antimicrobianos naturales

Las emulsiones E-CIN 1:1 y E-VN 2:1 se mantuvieron a 4°C en oscuridad para
determinar la tasa de liberacion. Para cinamaldehido se midio la liberacion a los dias
0, 1, 2, 3, 6 y 10 dias, mientras que se estudio la liberacion de vainillina por 7 dias. Se
usaron los métodos espectrofotométricos descritos anteriormente (seccion 5.6.3). La
tasa de liberacion fue expresada como porcentaje del total de la cantidad del agente

usado.
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5.6.5 Observacion microscopica

Las microestructuras de las emulsiones y de las emulsiones en la bebida fueron
observadas usando un microscopio 6ptico Carl Zeiss PrimoStar (ZEISS Microscopy,
Alemania) con el lente 6ptico de 10X y 100X, equipado con una camara digital EOS
Rebel T3 (Canon, Japon). Las muestras fueron analizadas en duplicado en los dias 0,
3 y 6. Las muestras se almacenaron a 4°C en oscuridad. Las imagenes fueron

analizadas con ImageJ 1.24d (Schneider et al., 2012)

5.7 Cinéticas de inactivacion microbiana

Una vez seleccionadas las emulsiones de vainillina y cinamaldehido mas
estables, se evalud la inactivacion microbiana en las bebidas proteicas. El efecto de
los agentes antimicrobianos se evalu6 sobre los microrganismos modelos E. coli, L.
innocua y S. cerevisiae. Un volumen apropiado del agente antimicrobiano o su
correspondiente emulsion fue afiadido a 49,9 mL de bebida proteica bajo agitacion. Se
evaluo el efecto del cinamaldehido y E-CIN a concentraciones de 0,75 g/L y 1,0 g/L,
mientras que vainillina'y E-VN a concentraciones de 1,0 g/L y 1,5 g/L. En cada botella
se inocularon 100 yL del cultivo del microorganismo correspondiente. La densidad final
del inéculo del cultivo en las bebidas fue aproximadamente de 1x10® UFC/mL para E.
coliy L. innocua, y de 1x10°> UFC/mL para S. cerevisiae. Una vez inoculado, se tomé
una muestra (t = 0 dia) y se realizé el respectivo recuento microbiol6gico. También se
realizaron los controles inoculando las bebidas sin antimicrobianos. Las bebidas

inoculadas fueron almacenadas a 4°C en oscuridad por 14 dias y se fueron tomando
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muestras para analizar cada 48 horas. Cada condicién se evalud por triplicado en

ensayos independientes.

5.8 Enumeracién de células supervivientes

Con la muestra de bebida inoculada de cada botella almacenada, se realizaron
diluciones seriadas en agua de peptona 0,1% p/p. Las células sobrevivientes se
enumeraron a través del método de conteo en placa. E. coliy L. innocua se incubaron
usando placas con TSA a 37°C por 24 horas, mientras que S. cerevisiae se incub6 en
placas con PDA a 30°C por 48 horas. Dos diluciones sucesivas se sembraron por

duplicado, reportdndose el promedio obtenido.

5.9 Modelamiento de las curvas de supervivencia

Los resultados de la enumeracion de células supervivientes se graficaron
obteniéndose las curvas de supervivencia. Las curvas de supervivencia se generaron
a partir de los datos experimentales graficando log N¢No (donde N:es el nimero de
UFC/mL a un tiempo determinado y No es el numero inicial de UFC/mL) versus el
tiempo de tratamiento. Adicionalmente, se aplicaron los siguientes modelos
matematicos para cuantificar la respuesta microbiana a través de los parametros

correspondientes:
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5.9.1 Modelo de Gompertz
Las curvas de supervivencia se ajustaron a una version modificada de la

ecuacion general de Gompertz (Linton et al., 1995):

log (&) _ Co—e(at+BO) _ p—e(a)
Ny

donde los pardmetros estimados (A, B y C) representan las diferentes regiones de la
curva de supervivencia: donde (A) es el hombro inicial [min]; (B), la maxima tasa de

muerte [min-], y (C) es el cambio en el nimero de supervivientes [-].

5.9.2 Modelo de Weibull
Las curvas de supervivencia se ajustaron a la forma acumulativa de la

distribucién de resistencias tipo Weilbull (Peleg y Cole, 1998):
S log(—) = b * t"
= [0 _— = *
® 9 N,

donde S es la fraccidn sobreviviente de microorganismos, t es el tiempo de reaccion,
b y n son los parametros de escala y forma respectivamente. El pardmetro b en la
funcién de Weibull representa el grado de inactivacion de las células, mientras que, el
pardmetro n indica la concavidad de la curva de supervivencia. Los valores de b y n
son luego usados para generar las curvas de frecuencia de resistencias usando la

siguiente ecuaciéon

d¢ _
dr. = bnt? texp (—btl)
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donde t. es una medida de la resistencia o sensibilidad del organismo y f es la
c

distribucion de Weibull correspondiente a t.. Otros parametros estadisticos (moda de
distribucion: t.,,; promedio: £, ; varianza: o,.2; coeficiente de sesgo: v,) se calcularon
con las ecuaciones reportadas por Peleg y Cole, (1998) para explicar de mejor manera
las frecuencias observadas. La moda de la distribucion t.,, representa el tiempo de
tratamiento al cual la mayoria de la poblacién muere o es inactivada. El promedio ¢,
corresponde al tiempo de inactivacion promedio con su respectiva varianza o..2. El

coeficiente de sesgo v,, representa la falta de simetria de la distribucion.

5.10 Analisis estadistico

Se aplicé la prueba de comparacion de medias de Tukey para analizar si hay
diferencias significativas entre los parametros fisicos de las emulsiones (p < 0,05). Los
pardmetros de los modelos se obtuvieron a través de técnicas de regresion no lineal.
Los modelos fueron validados internamente mediante el test de ANOVA, el coeficiente
de determinacion ajustado (R?ad) y la prueba de Fisher. Todos los andlisis de regresion
fueron aplicados usando Statgraphics Centurion XV.II® (StatPoint Technologies Inc.,

Warrenton, VA, USA).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Datos fisicos y quimicos de los materiales.

Se obtuvo una mezcla proteica que contiene 70% de suspension de
concentrado de proteina de suero de leche y 30% jugo de manzana clarificado,
endulzado con estevia y ajustado a pH 4. Debido a que es una mezcla, posee

propiedades intermedias entre el jugo y la suspension de WPC (Tabla 4).
Tabla 4

Caracterizacion fisicay quimica de los ingredientes y la bebida proteica

pH Acidez titulable °Brix
Jugo de manzana 3,65+0,05 0,277 £ 0,020 10,6 £ 0,1
Suspension de proteina 5% 6,65 + 0,23 0,067 £ 0,007 57+0,1
Bebida proteica* 5,15+0,13 0,197 £ 0,034 6,8+0,3

*Medicion antes de ajustar el pH

En cuanto a la composicién de azucares, se observé que la suspension proteica
tiene alrededor de un 6,7% de lactosa, mientras que el jugo de manzana fue alrededor
de 11%, correspondiente principalmente a fructosa. Por ende, la bebida tendra estos
dos azlcares presentes en su composicion y un valor de sélidos solubles de 6,8 °Brix.
Asimismo, se observa que la acidez de la bebida viene principalmente del jugo de

manzana, por el contenido de &cido malico de esta fruta.

Se desarroll6 una bebida funcional nutritiva en base a concentrado de proteina
de leche y jugo de manzana. Ha habido otros intentos de combinar jugos de fruta con
WPC, analizando la aceptabilidad del producto por parte de los consumidores (Amaral

et al., 2018; Islam et al., 2021; Oliveira et al., 2022; Pandey y Ojha, 2020). Dentro de
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los desafios, se encuentra obtener un producto que sea aceptado por los
consumidores, ya que al aumentar el contenido de suero de leche, disminuye su
aceptacion (Oliveira et al., 2022). En el prototipo de producto desarrollado en esta
investigacion, se us6 un 70% de suspension de proteina de suero de leche (WPC
reconstituido al 4%), con un 30% de jugo de manzana. El estudio de Islam et al.,
(2021), indica que al mezclar jugo de pifia con suero de leche, este ultimo podria
alcanzar hasta un 35% de la bebida para ser aceptable. Nuestra bebida, tiene un
porcentaje mayor de proteina (4%); sin embargo, hay que considerar que el
concentrado de proteina difiere en composicién con relacion al suero de leche, que
ademas aporta minerales y lactosa que influyen sobre el sabor. Ademas, hay que
considerar el publico objetivo, ya que una bebida alta en proteina estaria dirigida a
personas que regularmente consumen productos altos en proteinas, como los
deportistas. Asimismo, la intencion era desarrollar una bebida lo mas natural posible,
por lo que se propuso reemplazar los antimicrobianos sintéticos por antimicrobianos
naturales, para lo cual se desarrollaron emulsiones de cinamaldehido y vainillina. Estos
son los principales agentes antimicrobianos derivados de la canela y vainilla,

respectivamente, con el fin de poder usarlos como método de conservacion.

6.2 Propiedades fisicas y quimicas de las emulsiones
6.2.1 Tamafo de particula

El tamafo de particula es un primer indicador de estabilidad, ya que se ha
observado que, a menor tamafo de particula, mas estable es la emulsion en el tiempo.

Normalmente el rango observado en las micro emulsiones varia entre 0,2 um y 100
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q (%)

pMm. La emulsién de cinamaldehido E-CIN 1:1 obtuvo un promedio de 11,3 = 23,8 uym
(Figura 4A). La desviacion estandar observada fue grande debido a que se
presentaron 3 subpoblaciones de gotas, una con un promedio aproximado de 0,2 um,
otra con un promedio de 2 ym y otra en un promedio de 90 ym (Figura 4A). El q10, la

mediana y el q90 fueron de 0,166 + 0,001lpym; 2,2 + 0,dum y 53,1 * 6,6 um,

respectivamente.
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Figura 4. Distribucién del tamafio de gota de la emulsion E-CIN. A 1:1; B 2:1

Mientras que, la emulsién de cinamaldehido E-CIN 2:1 obtuvo un promedio de
17,8 + 27,9 um. Se observaron dos poblaciones presentes en E-CIN 2:1, pero la
poblacién de mayor tamafio esta menos definida (Figura 4B). El 10, la mediana y el
g90 fueron de 0,140 £ 0,020 ym; 5,1 £ 0,1 ymy 78,2 £ 16,5 uym, respectivamente. No
se apreciaron diferencias significativas entre ambas emulsiones, por lo cual se elige

continuar los estudios con la E-CIN 1:1.
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q (%)

Por otro lado, la emulsion de vainillina E-VN 1:1 obtuvo un promedio de 132,2 +
23,8 ym. (Figura 5). Se observaron tres subpoblaciones de gotas, en la cual la de
mayor proporcion tuvo un promedio aproximado de 200 um (Figura 5A). El g10,
mediana y q90 fueron de 0,182 + 0,020 ym; 119,0 + 14,1 ym y 289,1 + 105,5 um,
respectivamente. Se observd que el tamafio de gota es demasiado grande, lo cual
indica que probablemente sea una emulsion inestable. Mientras que, la emulsion de
vainillina E-VN 2:1 obtuvo un promedio de 3,1 + 10,4 ym (Figura 5B). El g10, mediana
y q90 fueron de 0,118 + 0,010 ym, 0,2 + 0,2um y 6,3 £ 0,7 um, respectivamente. Se
observd una disminucion del tamafio de gota estadisticamente significativa (P<0,05)
al aumentar la concentracion el agente emulsificante. Ademas, la poblacién de mayor
tamafo se redujo casi completamente, indicando que la emulsion E-VN 2:1 deberia

ser mas estable.
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Figura 5. Distribucion del tamafio de gota de la emulsién E-VN. A 1:1; B 2:1
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El tamafio de gota de las emulsiones mas estables fluctué entre 3 - 15 um, lo
cual es similar a lo obtenido por (Chen et al.,, (2017), en sus emulsiones de
cinamaldehido con aislado de proteina de leche, elaboradas por homogenizacion a
12000 rpm por 3 minutos, obteniendo gotas de tamafo entre 5-10 um. En sus
resultados, igualmente obtuvieron una segunda subpoblacion de alrededor de 25 um,
la cual también se ha observado en otros estudios al utilizar WPC como agente
emulsificante (Ferraz et al., 2021). Campelo et al., (2017) obtuvo mejores resultados
al usar proteina de suero de leche para emulsificar el aceite esencial de lima,
obteniendo particulas de 0,3 um de diametro usando ultrasonido como método de
homogenizacion. Sharma et al., (2022) obtuvieron resultados similares con la
emulsificacion del aceite de clavo de olor al usar ultrasonido como método para formar
las particulas. Asimismo, es favorable la combinacién de técnicas para la obtencién de
emulsiones, tal como Turasan et al., (2015) al emulsificar el aceite de rosa mosqueta
con una mezcla de WPC y maltodextrina obtiene un valor de tamafo de gota de 1,3
um usando homogenizacion a alta velocidad, el cual fue mejorado a 0,3 um cuando se
combind con la homogenizacion por ultrasonido. Es mas, los estudios de Zhou et al.,
(2022) comparan diferentes métodos de emulsificacion usando proteinas miofibrilares
como agente encapsulante, observandose que el usar ultrasonido se obtienen

emulsiones de tamafio de gota mas pequefio y que son mas estables en el tiempo.

6.2.2 Ensayos de estabilidad
En este ensayo se midio la estabilidad de las emulsiones en el tiempo mediante

la medicion de la estabilidad Optica en base a la dispersion de luz (intensidad del back
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Back Scattering
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scattering) durante el almacenamiento. Los resultados de las emulsiones de
cinamaldehido indican que el principal proceso de desestabilizacion fue coalescencia,
denotada por la disminucion de la intensidad del back scattering. Asimismo, se puede
observar un leve aumento en la parte inferior del tubo, indicando una leve
sedimentacion tanto para E-CIN 1:1 como para E-CIN 2:1 (Figura 6, Tabla 5). Ademas,
se observo una disminucion en la parte superior en E-CIN 1:1, el cual indica el
aclarado, el cual no fue observado en la E-CIN 2:1, por lo que en el ensayo de
estabilidad la emulsion E-CIN 2:1 es algo mas estable que la E-CIN 1:1. Sin embargo,
al comparar las variaciones de BS (Tabla 5), se observa claramente que no hay
diferencias significativas entre ABS de E-CIN 2:1 y E-CIN 1:1, ya que, a pesar de no

tener el fenomeno de aclarado, presenta similar cambio en el back scattering.
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Figura 6. Ensayo de estabilidad para las emulsiones de WPC:cinamaldehido. A:

proporcion 1:1; B: proporcion 2:1
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Back Scattering

Por otro lado, la emulsion de vainillina E-VN 1:1 presenté una rapida
desestabilizacion, presente desde el dia 1 (Figura 7), la cual corresponde
principalmente a sedimentacion, observada por el claro aumento de back scattering en
la parte inferior del tubo. En cambio, en la emulsion E-VN 2:1 se observé una leve
sedimentacion en comparacion con E-VN 1:1. Ademas, hay un fendmeno de
coalescencia, pero es minimo. Al comparar los ABS, se observan diferencias
significativas de los valores entre E-VN 2:1y E-VN 1:1, en especial en la parte inferior

del tubo, corroborando la inestabilidad de E-VN 1:1 (Tabla 5).
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Figura 7. Ensayo de estabilidad para las emulsiones de vainillina. A: proporcién 1:1;
B: proporcion 2:1

Tabla 5

Cambios en el back scattering (BS) en diferentes partes del tubo.

A Back Scattering (ABS)

E-CIN 1:1 E-CIN 2:1 E-VN 1:1 E-VN 2:1
Superior  -9,57 £ 1,83%2 -7,33 £ 0,10%? -13,29 * 3,45%? -7,03 £ 0,62%"
Medio -3,96 + 1,75%?2 -3,01 +1,91%?2 -4,35 + 0,60%? -2,20 £ 0,73%"
Inferior 3,92 + 2,14%? 5,15+ 1,32%2 14,45 + 2,96%? 8,47 + 1,56%"

41



Para los ensayos posteriores, se eligieron las emulsiones de E-CIN 1:1 y E-VN
2:1. Se seleccion6 E-CIN 1:1, ya que no hubo diferencias significativas ni en el tamafio
de gota ni en el ensayo de estabilidad, por lo tanto, se eligié a E-CIN 1:1 como Optima
para ser usadas en las bebidas. Mientras que E-VN la proporcion 1:1 claramente es
inestable, y, por consiguiente, la formulaciéon E-VN 2:1 fue seleccionada como la

idénea para su uso posterior.

La estabilidad en el tiempo de almacenamiento es una de las caracteristicas
importantes a evaluar, ya que su desestabilizacion puede ocasionar la aparicién de
gotas en la superficie, cremacion y separacion de fases (Tomoda y Makino, 2014), lo
cual es no deseable para el consumidor. Los resultados indicaron que tanto para las
emulsiones de cinamaldehido y vainillina, ocurren los fenémenos de clarificacion,
floculacidon/coalescencia y sedimentacion. La formulacion E-VN 1:1 fue completamente
inestable, lo cual fue solucionado parcialmente al afiadir una mayor razén de agente
encapsulante. Estudios anteriores, tanto realizados por homogenizacion a alta
velocidad o por ultrasonido indican que el principal mecanismo de desestabilizaciéon es
la coalescencia/floculaciéon (Ferraz et al., 2021; Zhang et al., 2022). Otros estudios en
los que utilizan mayores concentraciones de aceites esenciales (10 - 20%) indican
que, ademas de la coalescencia ocurre un proceso de cremado, contrario a lo ocurrido
en este estudio en el que se ocupod 5% de cinamaldehido (Gomes y Kurozawa, 2023;
Paulo et al., 2020). Ademas, estos estudios que utilizan WPI y aislado de proteina de
arroz, tienen en comun que ocupan un porcentaje de proteina, entre un 0,5% - 1,5%,
mientras que en esta investigacion se utilizé al 5% y al 10%, indicando que este

fendbmeno es dependiente de la concentracion de proteina usada. Por otro lado, un
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resultado parecido fue obtenido por Fernandez-Avila et al., (2015), en el que al utilizar
aislado de proteina de soya observa los mismos fendmenos que en este estudio, en el
cual utilizaron un porcentaje de proteina similar (4%), pero usando un porcentaje alto
de aceite de soya (20%). Interesantemente, al usar el aceite de soya al 10%, las
emulsiones fueron mas inestables, y su explicacion a la desestabilizacion fue atribuida
al gran tamafo de gota y al exceso de proteina usada. Por lo tanto, es importante
evaluar cual es la relacion agente emulsificante:antimicrobiano, ya que es un factor a

considerar en la estabilidad de las emulsiones.

El fendmeno de sedimentacion proteica ha sido minimizado previamente en
emulsiones de cinamaldehido con proteina de suero de leche, en la que se afiadieron
triglicéridos de cadena media a bajas concentraciones (Chen et al., 2017). Por altimo,
dentro de otros factores a considerar, esté la denaturacion proteica, ya que el WPC
usado es reconstituido de un polvo obtenido por secado spray. Altos niveles de
denaturacion durante el secado producen particulas de mayor tamafio, las que tienden
a precipitar al fondo del tubo y producir una clarificacién en la parte superior, mientras
que, bajos niveles de denaturacién y tamafios de gotas pequefios aumentan la

estabilidad de la emulsion (Dapueto et al., 2019).

6.2.3 Eficiencia de encapsulacién y tasa de liberacion
Se analizé la eficiencia de encapsulacion de las emulsiones seleccionadas E-
CIN 1:1 y E-VN 2:1. Para E-CIN 1:1 la eficiencia fue de un 90,23% + 0,29%; por lo

tanto, la gran mayoria del compuesto activo se encuentra encapsulado en las gotas.
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El porcentaje de cinamaldehido emulsificado es alto, siendo la encapsulacion

altamente eficiente.

Por otra parte, la eficiencia de encapsulacion de E-VN 2:1 fue de 52,16% =+
1,44%, indicando que un poco mas de la mitad del antimicrobiano no se encuentra
emulsificado. En investigaciones posteriores se pueden estudiar modificaciones en las

emulsiones de vainillina para aumentar la eficiencia de encapsulacion.

En cuanto a la eficiencia de encapsulacion de cinamaldehido, Jo et al., (2015)
obtuvieron eficiencias de encapsulacion del 78% de cinalmaldehido, usando Tween®
20 como agente emulsificante por homogenizacion con Ultraturrax® a 10000 rpm,
mientras que con WPC se obtuvo una mayor eficiencia de encapsulacion, indicando la
potencialidad de la proteina de suero de leche para encapsular agentes como el
cinamaldehido. Este 90% de eficiencia es similar a los resultados de Zhang et al.,
(2023), quienes obtuvieron un porcentaje similar usando alginato de sodio como medio
encapsulante. Por otro lado, si quisiéramos aumentar aun mas la eficiencia de
encapsulacién, se podria usar una mezcla de WPC con un carbohidrato como la
maltodextrina, ya que Ferraz et al., (2021) demostré que al co-encapsular aceite de
resina de paprika y canela con WPC:maltodextrina en una relacién 3:1, la eficiencia

aumento de un 84% a un 96%.

Mientras que, la encapsulacion de vainillina obtuvo un valor similar al resultado
de Noshad et al., (2015), quienes obtuvieron un 58% de eficiencia de encapsulacién
usando una mezcla de maltrodextrina y aislado de proteina de soya por sonicacién con
ultrasonido. Sin embargo, este porcentaje podria ser mayor, tal como en el caso de

Hundre et al., (2015) que lograron un 86% de eficiencia de encapsulacion de vainillina
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con WPI usando secado spray; mientras que Ferrario et al., (2020), obtuvieron un 95%
de eficiencia de encapsulacién usando una mezcla de carbohidratos (maltodextrina y
HI-CAP). Dentro de las diferencias con este ultimo estudio, se encuentra el método de
emulsificacion, el cual fue por sonicacion seguido de secado spray, y la relacién agente
encapsulante:antimicrobiano, la cual fue 21:5, mientras que en este estudio se utilizé
en proporcion 2:1. Es posible que un aumento en la cantidad de WPC pueda aumentar
el porcentaje de encapsulacion de vainillina; sin embargo, hay que tener en cuenta que

un exceso de proteina puede producir emulsiones poco estables.

6.2.4 Tasa de liberacion de los antimicrobianos naturales

En cuanto a la tasa de liberacion, la liberacién de cinamaldehido de la emulsion
con WPC es lenta durante los 3 primeros dias, para luego pasar a una fase lineal de
liberacién, llegando a una liberacion del 40% del activo a los 10 dias (Figura 8A). El
valor obtenido es similar a la tasa de liberacion del estudio de Zhang et al., (2023),
usando alginato como encapsulante. Sin embargo, los autores reportan que la
liberacion de cinamaldehido fue lineal, mientras que en este estudio observamos una
curva bifasica, con una fase de lenta liberacion, seguida de una segunda fase de
liberacion lineal. Mientras que, un comportamiento similar se observé en el estudio de
Jo et al., (2015), en el cual no se observa la tipica liberacion rapida, sino una liberacion
lenta y estable, la cual aumenta a medida que pasa el tiempo. En ese estudio, se utilizé
Tween® 20 como emulsificante. Las diferencias pueden deberse a que cinamaldehido
deberia tener mas afinidad por el Tween® 20 que por el alginato, ya que este ultimo

es un polianion.
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Figura 8. Curva de liberacion de los antimicrobianos encapsulados. A: Cinamaldehido;

B: Vainillina

Por el contrario, la vainilina comienza a liberarse inmediatamente de la
emulsién con WPC. A los 3 dias ya se ha liberado el 30% del total, llegando a una
meseta del 33% de liberacion a los 7 dias (Figura 8B). Pocos estudios han analizado
la liberacion de vainillina encapsulada. Hasanvand y Rafe, (2019) encapsularon
vainillina con B-ciclodextrina, y observaron solo un 15% de liberacion a los 7 dias de
almacenamiento a 5°C, siguiendo la légica de una rapida liberacion, seguida de una
meseta. Esta forma de liberacion también se ha observado en la encapsulacién de
otros aceites esenciales, como la encapsulacion del aceite esencial de timol con
caseinato y gelatina (Alsakhawy et al., 2022), o la encapsulacion del aceite de bayas

de enebro con goma arabica y maldodextrina (Bajac et al., 2022).

Las diferencias observadas entre las curvas de cinamaldehido y vainillina se

deben a las interacciones formadas en los complejos proteina-antimicrobiano.

46



Cinamaldehido, presenta un grupo carbonilo, el cual puede formar un enlace covalente
con grupos amino a través de la base de Schiff, como en los residuos de lisina y
arginina, o la formacion de ésteres con los grupos sulfhidrilos de cisteina. Zhao et al.,
(2022b) demostro que la cantidad de grupos aminos libres disminuye en la presencia
del complejo WPC-cinamaldehido, indicando la presencia de la formacion de la base
de Schiff. Ademas, estos autores mencionaron que los ensayos de fluorescencia y
dicroismo circular indicaron que la conformacién de WPC cambia en presencia de este
compuesto, en la que incluye una mayor formacion de hojas 8 y una disminucion de
las hélices a, giro B y random coil. Asimismo, la orientacion de los residuos de
triptéfano y tirosina se encuentran en un ambiente mas hidrofobico, lo que tiene sentido
ya que cinamaldehido es un fenol de caracter hidrofébico, por lo que estos residuos se
orientan e interactian con este compuesto. Si bien, en ese estudio no se evalla la
formacion del enlace covalente entre el grupo carbonilo de cinamaldehido y los grupos
sulfihidrilo de cisteina, otros estudios han demostrado la existencia de este tipo de
enlace al estudiar los complejos formados por diferentes polifenoles con grupos
carbonilos y WPC (Tian et al., 2023). En cambio, la vainillina es un compuesto mas
polar que presenta tres grupos funcionales, un grupo carbonilo, un grupo éter y un
hidroxilo. Por su composicion pareciera indicar que podria interactuar con multiples
grupos funcionales de diferentes residuos aminoacidicos. Boeve y Joye, (2020)
estudiaron el complejo WPC-vainillina, demostrando que no habia disminucion de los
grupos amino libre, indicando que no hay presencia de la formacion de la base de
Schiff. Ademas, los ensayos de FT-IR arrojaron que no habia cambios aparentes en
las estructuras secundarias de la proteina de WPC. Estos resultados en conjunto

indican que probablemente las interacciones débiles predominan en la estabilizacion
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del complejo WPC-vainillina, entre las que se pueden incluir las interacciones 1r-1, las
interacciones cation-m y las interacciones sulfuro-aromaticas. Ademas, las
interacciones entre WPC y vainillina son débiles (Houde et al., 2018). Los parametros
indican que tiene una baja constante de asociacion y una alta constante de disociacion,
y por lo tanto, un bajo nivel de unién. Asimismo, estos autores reportan que los ensayos
de fluorescencia indicaron que los triptéfanos, los cuales deberian participar en la
interaccion con vainillina, se encuentran en un ambiente mas hidrofilico, contrario a lo
qgue sucede con cinamaldehido. En resumen, la bibliografia sugiere que el
cinamaldehido establece enlaces covalentes con WPC, lo que explica la lenta
liberacion de este compuesto en la emulsificacién; mientras que la vainillina interactia

débilmente con WPC, y por ende, se libera rapidamente.

6.2.5 Observacién microscopica

La Figura 9 muestra las microfotografias de las emulsiones E-CIN y E-VN y de
la bebida proteica adicionada con las emulsiones a una concentracién de 1,0 g/L
almacenadas a 4°C durante 6 dias. La emulsion de cinamaldehido (E-CIN 1:1)
inicialmente presenta gotas circulares de pequefio tamafio. Asimismo, debido a que
un 10% de cinamaldehido no ha sido emulsionado, se observan algunas pequefias
gotas de aceite (Figura 9A). Al avanzar los dias, se puede apreciar que el activo se va
liberando, observandose mas gotas de aceite libre. Al dia 6, se aprecian gotas de
cinamaldehido libre en mayor proporcion y de mayor tamafio que los dias anteriores

(Figura 9 A).

48



Figura 9. Imdgenes microscoépicas de las emulsiones de cinamaldehido y vainillina, y

de las bebidas proteicas adicionadas con las emulsiones almacenadas a 4°C en
oscuridad durante 6 dias. A: E-CIN; B: E-CIN en bebida proteica; C: E-VN; D: E-VN en

bebida proteica. Las flechas hacen referencia al antimicrobiano libre.




En la bebida proteica, si bien la emulsion E-CIN se encuentra en baja
concentracion (1,0 g/L), se puede apreciar que hay aparicion visible de gotas oleosas
de cinamaldehido en el dia 3, lo cual es consistente con la mayor velocidad de
liberacion que ocurre a partir del tercer dia de almacenamiento (Figura 8A). Ademas,
al pasar los dias se observa mayor presencia y mayor tamafio de gotas de

cinamaldehido en la bebida (Figura 9B).

En el caso de la emulsion de vainillina (E-VN 2:1), se observan cristales de
vainillina, los cuales no han sido encapsulados, ya que segun el ensayo de liberacién
aproximadamente un 50% de este antimicrobiano se encuentra libre en la emulsion.
La vainillina almacenada a 4°C disminuye su solubilidad y debido al bajo porcentaje de
etanol y elevada concentracién (cercana a la solucion saturada) ésta cristaliza.
Asimismo, a los 3 dias de almacenamiento se observa la aparicion de cristales en
mayor proporcion; mientras que, a los 6 dias, se puede observar el crecimiento de los
cristales. Este resultado es consistente con lo observado en la curva (Figura 8B),
donde la liberacion de vainillina es inmediata y creciente hasta el dia 3, y luego la
liberacién de las emulsiones se torna mas lenta entre el dia 3 y 6 (Figura 9C). Por
consiguiente, esto también se observa en la bebida, la cual al inicio ya presenta
cristales de vainillina, pero de menor tamafio que en la emulsion, por encontrarse en
menor concentracion. Igualmente, los cristales van aumentando en proporcion durante

el almacenamiento (Figura 9 D).

Se comprobo la liberacion de los activos a través de la microscopia Optica, en
la que se observa la liberacion de cinamaldehido en forma de microgotas de aceite.

Por otro lado, la vainillina se encontraba tanto en suspension, como en forma de cristal,
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posiblemente debido a las bajas temperaturas de almacenamiento. Este fendmeno fue
explicado por Liu et al., (2023), quienes argumentan que las particulas esféricas se
rompen a bajas temperaturas y a baja concentracion de sodio, resultando en la

presencia de cristales de vainillina con aglomeracion irregular.

6.3 Cinéticas de inactivacion microbiana

Tanto los antimicrobianos cinamaldehido y vainillina, como las emulsiones de
éstos incluidos en la formulacion de bebidas proteicas provocaron distinto grado de
inactivacion de E. coli, L. innocua y S. cerevisiae. En el caso de cinamaldehido (Figura
10), se observo que S. cerevisiae fue el microorganismo mas sensible, resultando en
una inactivacion mayor a 5 ciclos logaritmicos en todos los tratamientos, tanto con el
antimicrobiano con o sin emulsionar, al cabo de 7 dias de almacenamiento (Figura 10

C).

En el caso de L. innocua, cinamaldehido 0,75 g/L y 1,0 g/L produjo una
reduccion de 1,9 y 2,1 ciclos logaritmicos, respectivamente, en 14 dias de
almacenamiento. La emulsificacibn increment6 la efectividad del agente
antimicrobiano. Las emulsiones E-CIN 0,75 g/L y E-CIN 1,0 g/L redujeron 3,2y 3,5

ciclos log respectivamente (Figura 10 B).

En cambio, E. coli fue el microorganismo mas resistente a cinamaldehido, ya
gue concentraciones de 0,75 g/L y 1,0 g/L redujeron 1,0 y 1,2 ciclos logaritmicos,
respectivamente, a los 14 dias de almacenamiento. Al igual que con L. innocua, la

emulsificacién incrementd la efectividad del tratamiento, permitiendo asi que E-CIN
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0,75 g/L y E-CIN 1,0 g/L redujeran 1,5 y 1,8 ciclos logaritmicos de E. coli

respectivamente (Figura 10 A).

Por otro lado, L. innocua fue el microorganismo mas sensible al tratamiento con
vainillina (Figura 11 B). La concentracién de 1,0 g/L y 1,5 g/L disminuyeron la poblacion
en 1,0y 1,4 ciclos logaritmicos respectivamente. No se observéd ningln aumento de la
actividad antimicrobiana con las emulsiones del agente antimicrobiano. E-VN 1,0 g/L

y E-VN 1,5 g/L, los cuales redujeron solamente 0,9 y 1,0 ciclos logaritmicos.

En cuanto a S. cerevisiae, la levadura tuvo una resistencia levente mayor. No
hubo diferencias entre el tratamiento con vainillina y su emulsién correspondiente.
Vainillina 1,0 g/L y 1,5 g/L redujeron 0,9 y 1,0 ciclos logaritmicos, mientras que las
emulsiones E-VN 1,0 g/L y E-VN 1,5 g/L provocaron una reduccién de 1,0 y 1,1 ciclos

logaritmicos al cabo de 14 dias de almacenamiento (Figura 11 C).

Al igual que con cinamaldehido, E. coli fue el microorganismo mas resistente.
La reduccion en esta bacteria fue minima, ya que vainillina 1,0 g/L y 1,5 g/L redujo 0,3
y 0,4 ciclos logaritmicos, mientras que las emulsiones E-VN 1,0 g/L y E-VN 1,5 g/L

redujeron 0,3 y 0,5 ciclos logaritmicos (Figura 11 A).

Se observd que cinamaldehido fue capaz de reducir la poblaciéon de S.
cerevisiae, L. innocua y E. coli, siendo este ultimo el organismo mas resistente.
Estudios previos ya habian determinado que L. innocua es mas sensible que E. coli
frente al cinamaldehido (Muthuswamy et al., 2008), lo cual fue corroborado en esta
tesis. Se usaron concentraciones sobre la concentracibn minima inhibitoria (MIC)
descrita in vitro para este agente, que es de 0,31 g/L para E. coliy S. aureus (Ye et al.,

2013). Esta decisién fue tomada ya que estudios han demostrado que la matriz
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alimentaria afecta la concentracion minima efectiva para la inhibicion del crecimiento

microbiano, siendo necesario aumentar de tres a cuatro veces el MIC para obtener el

mismo efecto en matrices alimenticias (Shaaban, 2020). Se ha observado que al
utilizar cinamaldehido para inhibir S. aureus en leche se necesito aplicar al menos 4
veces el MIC (Babic et al., 2019). Ademas, otros estudios han confirmado, que el MIC
para aceites esenciales puede aumentar mas de 5 veces al pasar del medio de cultivo
de laboratorio a una matriz como la leche, debido a la interaccion que tienen estos

compuestos con las proteinas de la leche (Nielsen et al., 2016).

Se observo una reduccion de hasta 1,2 ciclos logaritmicos para E. coli, valores
por debajo de lo analizado previamente por Baskaran et al., (2010) en jugos de
manzana y sidra de manzana, en las que cinamaldehido ~0,8 g/L presentd una
reduccion de 5 ciclos logaritmicos a los 5 dias de almacenamiento a 4° C. Dentro de
las diferencias entre los alimentos evaluados, se encuentra el pH, el cual fue méas acido
(pH 3,6 para la sidra y 3,8 para el jugo), la cepa utilizada que fue E. coli O157:H7, y la
presencia de las proteinas del suero de leche. Estudios han demostrado que las
proteinas de la leche interfieren en la actividad antimicrobiana. El estudio de Nielsen
et al., (2016) utilizando isoeugenol demostré que la MIC en la leche es mas de 20
veces mayor a la MIC en el jugo de zanahoria. Para L. innocua se logré una reduccion
de hasta 2,1 ciclos logaritmicos con cinamaldehido libre y de hasta 3,5 ciclos
logaritmicos con cinamaldehido emulsificado. Los estudios de Guan et al., (2023)
usaron 1,0 g/L de cinamaldehido en sistema modelo, y se observo una reduccion de
3,9 ciclos logaritmicos de L. monocytogenes durante el almacenamiento a 4 °C. Por

altimo, para cinamaldehido se vio una gran actividad antifingica frente a S. cerevisiae,
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con una disminucion de 5 ciclos logaritmicos a los 7 dias de almacenamiento a 4 °C.
Esta alta efectividad también se habia observado en medios de cultivo, al usar una
concentracion de 0,25 g/L se obtuvo una reduccion de 6 ciclos logaritmicos a las 40
horas de almacenamiento a 35° C (Liu et al., 2021). Como ya se ha discutido, la matriz

proteica del suero de leche aumenta la MIC.

En cambio, para vainilina se ha determinado que para E. coli y L.
monocytogenes la MIC es de 1,0 g/L y 2,8 ¢/L respectivamente, en leche
semidescremada (Cava-Roda et al.,, 2012b). En este mismo estudio, en leche
semidescremada usando vainilina 3,0 g/L se observé una reduccién en L.
monocytogenes de ~1 ciclo logaritmico, mientras que al usar vainillina 1,5 g/L en E.
coli, se observé una reduccién de ~1,5 ciclos logaritmicos a los 14 dias de
almacenamiento a 7° C. En esta tesis se demostré un comportamiento similar al usar
vainillina 1,5 g/L en las bebidas proteicas, con una reduccién de hasta 0,5y 1,4 ciclos
logaritmicos para E. coli y L. innocua, respectivamente. Sin embargo, los autores
demostraron que L. monocytogenes fue mas resistente que E. coli, mientras que en
este trabajo ocurri6 lo contrario. Probablemente, haya diferencias entre las
sensibilidades entre las cepas de L. innocua y L. monocytogenes, y también
diferencias en el pH y temperatura usadas en los ensayos. Asimismo, la morfologia de
las bacterias Gram positiva como L. innocua presentan una pared celular de
peptidoglicano, mientras que las bacterias Gram negativa como E. coli presentan una
membrana externa con porinas que las hace mas resistentes a los agentes
antimicrobianos (Cava-Roda et al., 2012b). En el caso de S. cerevisiae, el tratamiento

con vainillina o vainillina emulsificada redujo la poblacién de levaduras en 1 ciclo
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logaritmico. Este resultado es similar a lo observado en el estudio de Fitzgerald et al.
(2004a), en donde se observa una reducciéon de 1 ciclo logaritmico, al usar vainillina
1,5 g/L a las dos semanas en el almacenamiento en jugo de manzana almacenado a
8° C.

Uno de los objetivos de esta investigacion era evaluar el efecto de la
emulsificacion de los compuestos naturales cinamaldehido y vainillina sobre la
actividad microbiolégica de estos compuestos. Se demostr6 que emulsificar
cinamaldehido pudo aumentar su capacidad como antimicrobiano tanto sobre E. coli,
L. innocua y S. cerevisiae. Estudios previos han demostrado que la encapsulacién de
cinamaldehido con alginato aumenta la capacidad antifingica en mani, siendo la
principal razon la liberacion sostenida del compuesto, la que permite proteger al
antimicrobiano (Zhang et al., 2023). Este efecto también fue corroborado con los
ensayos de liberacion, en la que se observa una liberacién sostenida en el tiempo. Sin
embargo, también se han visto estudios en que la encapsulaciéon de cinamaldehido no
ha tenido efecto en la actividad antimicrobiana. Por ejemplo, al encapsular
cinamaldehido con lecitina de soya o caseinato, Liao et al., (2021) no observaron un
aumento aparente en la reduccion de E. coli o L. innocua. Sin embargo, hay que
considerar que los ensayos se realizaron en agar, en la incubacién de un solo dia, y
que compararon 50 pL de cinamaldehido puro con 50 pL de la emulsién de
cinamaldehido al 10%. Por ende, la cantidad afiadida de cinamaldehido no era la
misma. Asimismo, tampoco se explica el aumento en la actividad antimicrobiana
debido a la mayor estabilidad del compuesto en el tiempo. Otros estudios en que

emulsificaron cinamaldehido con trigliceridos de cadena media y Tween 80
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demostraron que la concentracion minima inhibitoria en E. coli tanto para
cinamaldehido libre, como emulsificado, era la misma. Sin embargo, cuando se media
el efecto en el tiempo se observaba mayor actividad antimicrobiana del compuesto
emulsificado (Tian et al., 2016). Una de las hipotesis es que, debido a la emulsificacion,
la estabilidad oxidativa del agente antimicrobiano aumenta, lo cual ya se ha verificado
en otros estudios con aceites esenciales (Hebishy et al., 2022). Es probable que esta
sea otra de las razones por la que cinamaldehido emulsificado presenta mayor
actividad antimicrobiana en el almacenamiento. Para vainillina no se encontraron
estudios en donde comparan el antimicrobiano libre y el antimicrobiano emulsificado.
Los resultados experimentales indican que la emulsificacion de vainillina no tuvo
ningun efecto en la actividad antimicrobiana de este compuesto. También se habia
observado en la emulsificacion de aceite de mirto limén con Tween 80
(Buranasuksombat et al., 2011) y en la encapsulacién de carvacrol con triglicéridos de
cadena media y Tween 80 (Chang et al., 2013). Estudios futuros mejorando la
emulsificacion de vainillina, evitando su cristalizacion podrian resultar en el aumento

de la capacidad antimicrobiana de este compuesto.

6.4 Cinéticas de inactivacion de las combinaciones de antimicrobianos
emulsionados

Ademas, se evaluaron los tratamientos combinados de E-CIN con E-VN. Para
esto se usaron las dos concentraciones minimas E-CIN 0,75 g/L con E-VN 1,0 g/L y
las dos concentraciones maximas E-CIN 1,0 g/L con E-VN 1,5 g/L. Las

concentraciones maximas se usaron para determinar la maxima capacidad
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antimicrobiana al usar ambos compuestos como agentes antimicrobianos. En cambio,
se usaron las concentraciones minimas para poder asi evaluar un posible efecto
aditivo o sinérgico entre ambos agentes con la menor modificacion de aroma y sabor
de la bebida. En el caso de E. coli, éste fue el microorganismo mas resistente al
tratamiento combinado, ya que E-CIN 0,75 g/L + E-VN 1,0 g/L y E-CIN 1,0 g/L + E-VN
1,5 g/L redujeron 1,6 y 2,2 ciclos logaritmicos respectivamente, a los 14 dias de
almacenamiento (Figura 12A). El afiadir la emulsion de vainillina a las emulsiones de
cinamaldehido produjo un leve aumento de actividad antimicrobiana en la combinacién
de mayor concentracion, aumentando la inactivacion en 0,4 ciclos logaritmicos
respecto que E-CIN, produciendo un efecto aditivo. En cambio, para la combinacién
de emulsiones de menor concentracion, la adicion de la emulsion de vainillina fue

indiferente a los 14 dias de almacenamiento.

Por otro lado, sobre L. innocua las emulsiones E-CIN 0,75 g/L + E-VN 1,0 g/L y
E-CIN 1,0 g/L + E-VN 1,5 g/L produjeron una reduccién de 3,4y 4,0 ciclos logaritmicos,
respectivamente, en 14 dias de almacenamiento. Al compararlo con la efectividad de
la emulsién de cinamaldehido, se observa que hubo un leve aumento de la actividad
antimicrobiana, alcanzandose una reduccién de 0,2 y 0,5 ciclos logaritmicos
adicionales, al afiadir E-VN 1,0 g/L y E-VN 1,5 g/L respectivamente, lo que da cuenta
de que existe un leve aumento del efecto antimicrobiano, sin llegar a la sumatoria de

las actividades de ambas emulsiones por separado (Figura 12B).

En cuanto a S. cerevisiae, ambos tratamientos combinados alcanzaron una

inactivacion de casi 5 ciclos logaritmicos a los 6 dias de almacenamiento. Se observa
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un sinergismo entre cinamaldehido y vainillina tanto en E-CIN 0,75 g/L + E-VN 1,0 g/L

y E-CIN 1,0 g/L + E-VN 1,5 ¢g/L, ya que a los dos dias de almacenamiento ya producian

una inactivacion de 3,3 y 4,3 ciclos logaritmicos respectivamente, aumentando 1,6 y
2,2 ciclos log la inactivacion respecto de la suma de los efectos de E-VN y E-CIN

actuando por separado (Figura 12C) (Tabla 6).

Se pudo comprobar que el cinamaldehido es un agente antimicrobiano mas
efectivo que vainillina sobre los microorganismos evaluados. Las diferencias podrian
derivar del mecanismo de accidn de ambos compuestos y de los cambios introducidos
por la emulsificacion. Lamentablemente, hay pocos estudios del mecanismo de accién
de vainillina, el cual genera la disrupciébn de la membrana plasmética,y como
consecuencia, la disipacion del gradiente de K*, la alteracion de la homeostasis del pH
interno y la inhibicion de la respiracion celular (Fitzgerald et al., 2004b). Mientras que,
cinamaldehido también es un disruptor de membrana (Shen et al., 2015), pero se le
han atribuido mas mecanismos de accion. Entre ellos, se ha observado un aumento

en la oxidacion de los acidos grasos insaturados de la membrana plasmaética,
Tabla 6

Resumen de los resultados de los tratamientos individuales y combinados en

las bebidas proteicas

Microoraanismo Tratamiento Reduccion Tratamiento Reduccion Tiempo TTZ?aun:icelgtno Resultado
9 E-CIN E-CIN E-VN E-VN (dia) :
combinado
E coli E-CIN 0,75 g/L 15 E-VN 1,0 g/L 0,3 14 1,6 Sin efecto
' E-CIN 1,0 g/L 1,8 E-VN 1,5¢g/L 0,5 14 2,2 Aditivo
L innocua E-CIN 0,75 g/L 3,2 E-VN 1,0 g/L 0,9 14 3,4 Sin efecto
' E-CIN 1,0 g/L 34 E-VN 1,5¢g/L 1,0 14 4,0 Sin efecto
- E-CIN 0,75 g/L 14 E-VN 1,0 g/L 0,3 2 3,3 Sinérgico
S. cerevisiae e
E-CIN 1,0 g/L 1,6 E-VN 1,5 g/L 0,5 2 4,3 Sinérgico
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produciendo especies reactivas de oxigeno (He et al., 2019). Ademas, es capaz de
unirse a la proteina FtsZ, inhibiendo la division celular bacteriana (Domadia et al.,
2007), y es capaz de interferir en la biosintesis de UPD-N-acetilglucosamina,
compuesto precursor en la via de sintesis de la pared celular (Sun et al., 2021). Este
altimo mecanismo de accidn podria ser la razén por la que L. innocua es mas sensible
qgue E. coli, ya que la bacteria Gram positiva es mas dependiente de la integridad de
Su gruesa capa de peptidoglucano para protegerse. Por otro lado, estudios en S.
cerevisiae indican que bajo el estrés de vainillina se fosforila la proteina Yrrpl, la que
se transloca al nucleo y es un factor de transcripcion para los genes SNQ2 y YOR1,
gue estan encargados de la resistencia a vainillina (Zhao et al., 2023), raz6n por la que
la levadura es mas resistente a vainillina que a cinamaldehido. Sin embargo, se ha
demostrado que hay efectos antifungicos con este agente. Se ha demostrado que tiene
un efecto a nivel de disrupcion de membrana plasmatica, pero no en la pared celular
(Li y Zhu, 2021). Ademas, o-vainillina que es un isémero de vainillina, ha demostrado
producir disrupcion en la membrana plasmatica, produciendo especies reactivas de
oxigeno, disminuyendo el contenido total de lipidos, ergosterol y trehalosa en la
membrana plasmatica e inhibiendo la sintesis de ergosterol (Li et al., 2022). Mientras
que, cinamaldehido no afecta a los niveles de ergosterol y del total de lipidos en la
membrana plasmética, sino mas bien afecta a la estabilidad de la pared celular
inhibiendo las quitina-sintasas (OuYang et al., 2019). Si bien es extrafio el resultado
qgue cinamaldehido no afecte los niveles de ergosterol ya que es un inhibidor de la
esterol C-24 reductasa (Wei et al., 2020), queda claro que al combinar cinamaldehido

con vainillina, la levadura tiene una desestabilizacion tanto a nivel de pared celular y
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de membrana plasmaética, explicando asi el sinergismo observado en las curvas de

inactivaciéon con ambas concentraciones evaluadas.

Dentro de los métodos para la conservacién de alimentos, se encuentra la
tecnologia de barreras (Hurdle technology), en la que se utilizan dos 0 mas estrategias
de reduccion de microorganismos, para llegar a una reduccion de 5 ciclos logaritmicos,
como lo exige la FDA (FDA, 2001). En el caso de cinamaldehido, este se ha usado
con diferentes estrategias como son la combinacién con el tratamiento con luz UV-C
(Beristain-Bauza et al., 2018), procesamiento a altas presiones (Zhou et al., 2020),
irradiacion (Lacroix et al., 2004), campos eléctricos pulsados (Pina-Pérez et al., 2012),
tratamientos térmicos suaves (Ding et al., 2023), combinacion con acidos organicos
(Yossa et al., 2012), combinacién con &cidos grasos de cadena media (Kim y Rhee,
2016) y mezcla de antimicrobianos. En este Ultimo aspecto, se ha determinado que el
cinamaldehido tiene efectos aditivos tanto con timol, eugenol (Yuan et al., 2019) y
carvacrol frente a E. coli en estudios in vitro (Ye et al., 2013). Mientras que, para
vainillina se han descrito estudios combinando este agente antimicrobiano con
ultrasonido (Tomadoni et al., 2016), tratamientos térmicos suaves (Char et al., 2009;
Orizano et al., 2022), combinacién con acidos grasos de cadena media (Kim y Rhee,
2016), tratamiento con luv UV-C (Ferrario et al., 2020), en combinacién con acidos
organicos (Choi et al., 2013) y mezcla de antimicrobianos. Estudios in vitro han
demostrado un efecto aditivo con timol, eugenol y carvacrol (Yuan et al., 2019). En
cuanto a la combinacion de antimicrobianos usada en esta investigacion, no se han
encontrado estudios en donde midan la actividad combinada de cinamaldehido y

vainillina. Lo mas cercano, es un estudio donde utilizan vainillina en combinacion con
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extractos de corteza de canela y hojas de canela (Cava-Roda et al., 2021). En el caso
de la reduccion de L. monocytogenes, se observa un efecto aditivo entre los extractos
oleicos y vainillina, mientras que para E. coli, los autores describen sinergismo entre
los componentes. Sin embargo, los isobologramas indican que la curva esta apenas
desplazada hacia el sinergismo, siendo probablemente méas un efecto aditivo que un
efecto sinérgico. Estos resultados son similares a los realizados en esta investigacion,
donde se observaron efectos aditivos tanto en E. coli y L. innocua, ademas de

encontrar un efecto sinérgico para S. cerevisiae.

6.5 Modelamiento matematico de las curvas de supervivencia

6.5.1 Aplicacion del modelo de Gompertz

Se aplicé el modelo de Gompertz a los datos de la curva de supervivencia, cuya
ecuacion explicé sobre el 93% de la variacion observada de los datos experimentales,
ya que los coeficientes de determinacion ajustados (R?ad;.) variaron entre 93,4 — 99,9%

(Tablas 7,8y 9).

La version modificada de la ecuacién general de Gompertz para curvas de
supervivencia entrega tres parametros, C que es el cambio global en el nimero de
supervivientes, que esté asociado con el numero de ciclos logaritmicos que se reduce
la poblacion inicial después del tratamiento, A es el hombro inicial, y B la maxima tasa
de muerte, relacionado con la pendiente de la curva de supervivencia. Como se
observa en la figura 13, las curvas predichas se correlacionaron adecuadamente con
los datos experimentales. Los tratamientos con cinamaldehido y E-CIN donde se logra

mayor inactivacion (L. innocua y S. cerevisiae) presentan curvas mas sigmoideas.
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Tabla 7

Parametros estimados de Gompertz en los tratamientos con cinamaldehido

0
Microorganismo Tratamiento C A B (\FQE:") Fisher
adj.
CIN 0,75 g/L -1,97 0,60 -0,11 99,8  2027**
. CIN 1,0 g/L -2,30 0,49 -0,11 99,8 2744
E. coli -
E-CIN 0,75 g/L -2,09 0,89 -0,16 98,5 300
E-CIN 1,0 g/L -2,96 0,93 -0,13 98,4 272*
CIN 0,75 g/L -3,71 1,31 -0,13 99,9  3458*
. CIN 1,0 g/L -3,22 1,25 -0,16 99,8  1595**
L. innocua x
E-CIN 0,75 g/L -4,13 0,97 -0,20 99,1 490
E-CIN 1,0 g/L -4,84 0,70 -0,17 98,3 283**
CIN 0,75 g/L -6,28 1,24 -0,36 934 65*
. CIN 1,0 g/L -6,86 1,03 -0,35 98,1 238**
S. cerevisiae N
E-CIN 0,75 g/L -6,16 1,42 -0,47 93,3 64
E-CIN 1,0 g/L -7,05 1,19 -0,44 99,8 2074+

*Estadisticamente significativo al 0,05%; **Estadisticamente significativo al 0,01%

En cuanto a los parametros del modelo (Tabla 7), en general a mayor
concentracion del antimicrobiano y por lo tanto mayor efectividad antimicrobiana,
disminuy6 el valor del hombro (A), aumento la tasa de muerte (B) y la inactivacion
global (C) (en valores absolutos). En el caso de L. innocua, la emulsificacion del
cinamaldehido disminuyé el valor del hombro (A), y aumenté los valores de By C lo
gue indica el aumento de la efectividad del agente antimicrobiano al ser emulsificado.
Mientras que en el caso de E. coli y S. cerevisiae se observé un aumento de la
velocidad de muerte y de la inactivaciéon global al usar la emulsion E-CIN, pero no se

observo una tendencia definida del parametro A.

En el caso de vainillina (Figura 14), se observa que las curvas de supervivencia
presentan diferente forma segun el tipo de microorganismo: son de caracter lineal con
escasa inactivacion en el caso de E. coli, con hombro en el caso de L. innocua, y sin
hombro y mayor pendiente en el caso de S. cerevisiae, indicando mayor sensibilidad
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Figura 14. Ajuste del modelo de
Gompertz aplicado a las curvas de
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predichos por el modelo.
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Tabla 8

Parametros estimados de Gompertz en los tratamientos con vainillina

0
Microorganismo Tratamiento C A B (\égf) Fisher
adj.
VN 1,0 g/L -0,29 1,59 -0,34 99,5 996**
, VN 1,5 g/L -0,69 0,72 -0,13 99,2 553**
E. coli -
E-VN 1,0 g/L -0,41 1,12 -0,20 99,7 1296
E-VN 1,5 g/L -0,95 1,10 -0,12 99,3 560**
VN 1,0 g/L -1,26 1,43 -0,20 98,3 229*
: VN 1,5 g/L -1,69 1,49 -0,21 98,8 330**
L. innocua %
E-VN 1,0 g/L -1,33 1,12 -0,15 99,5 842
E-VN1,59g/L -1,48 1,06 -0,14 99,1 457+
VN 1,0 g/L -1,25 0,37 -0,21 95,7 143*
. VN 1,5 g/L -1,48 0,24 -0,29 96,4 207*
S. cerevisiae %
E-VN 1,0 g/L -1,39 0,38 -0,26 98,4 417
E-VN1,5qg/L -1,45 0,39 -0,30 98,2 409**

*Estadisticamente significativo al 0,05%;*Estadisticamente significativo al 0,01%

en este Ultimo caso. En cuanto al efecto de los tratamientos, en L. innocua se observa
una disminucién de A (hombro) y por lo tanto mayor sensibilidad al usar vainillina
emulsionada, al igual que en el tratamiento con cinamaldehido. Sin embargo, usando
1,5 g/L de vainillina libre sin emulsionar, existe un aumento de los parametros B
(pendiente) y C (cambio global en el nimero de microorganismos) lo que conlleva a
una mayor velocidad de inactivacién del microorganismo (Tabla 8). En tanto que en S.
cerevisiae, presentd los menores valores de hombro (A) y la mayor velocidad de
muerte (parametro B), al usar 1,5 g/L de vainillina emulsionada. Sin embargo, los
pardmetros muestran escasa variacion entre los valores con vainillina libre y
emulsionada, indicando que la emulsificacion no mejord sustancialmente la actividad
antimicrobiana de la vainillina, alcanzando una inactivacion menor a 2 ciclos

logaritmicos en todos los microorganismos evaluados.
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Tabla 9

Parametros estimados de Gompertz de los tratamientos combinados

0
Microorganismo Tratamiento C A B (\FQE:") Fisher
adj.
E_ coll E-CIN 0,75 g/L + E-VN 1,0 g/L -3,11 2,27 -0,18 96,5 77*
' E-CIN1,0g/L+E-VN15¢g/L -4,92 2,03 -0,16 98,8 230**
L innocua E-CIN 0,75 g/L + E-VN 1,0 g/L -490 1,83 -0,19 99,0 324**
' E-CIN1,0g/L+E-VN15¢g/L -5,16 1,82 -0,19 97,0 104*
- E-CIN 0,75 g/L + E-VN 1,0 g/L -6,43 0,09 -1,07 99,7 1020**
S. cerevisiae
E-CIN1,0g/L+E-VN15¢g/L -6,08 0,35 -1,59 99,4 688**

*Estadisticamente significativo al 0,05%; **Estadisticamente significativo al 0,01%

Por otro lado, en los tratamientos combinados de E-VN + E-CIN se observan
curvas que se desvian de la linealidad para los tres microorganismos (Figura 15). En

el caso de E. coli, cuyo efecto fue descrito como aditivo, se observa un aumento (en

valor absoluto) de los 3 parametros: C, A y B, respecto del tratamiento individual con
E-CIN, relacionados con una mayor inactivacion de los microorganismos (C) y a una
mayor velocidad (B). Sin embargo, se presenta un aumento del pardmetro A, indicando
un aumento en el tiempo de fase lag, lo que se puede deber a la lenta liberacion del
cinamaldehido emulsionado durante los primeros 2 dias de almacenamiento (Tabla 9).
Es decir, que la inactivacion es mas lenta al principio, pero alcanza una mayor

inactivacion global.

En el caso de S. cerevisiae, cuyo efecto fue sinérgico, hubo una gran
disminucion del pardmetro de hombro A, junto a un aumento de la velocidad de
inactivacion B, sin grandes cambios en el parametro C. Esto conlleva a una misma
reduccion del nimero de microorganismos en menor tiempo, demostrando el efecto

sinérgico de la combinacion de los antimicrobianos emulsionados.
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En cuanto a L. innocua, no se observan cambios en la velocidad de muerte
(parametro B), pero si se demuestra un aumento de C y un aumento en A, lo que
explica que a los 14 dias no haya marcadas diferencias respecto de E-CIN. Hay una
mayor disminuciéon de microorganismos, pero la reduccion empieza a ser efectiva
algunos dias mas tarde. EI modelo matematico de Gompertz modificado explicé muy
bien la mayoria de las curvas de inactivacion microbiana, tanto las lineales de los
tratamientos con vainillina, como las curvas con hombro y las curvas con cola
observadas en los tratamientos combinados. Sin embargo, las curvas mas irregulares
tuvieron un menor valor de RZgdj (Figura 10, CIN 0,75 g/L y E-CIN 0,75 g/L),

disminuyendo la precisién del modelo.

Se han reportado diferentes estudios donde se aplicé el modelo modificado de
Gompertz. Uno de ellos fue el tratamiento combinado de quitosano y ultrasonido contra
S. cerevisiae (Guerrero et al., 2005), en donde se observan curvas lineales y
sigmoideas, en las cuales el modelo explic6 por sobre un 98% de los datos
experimentales. Asimismo, se observo que el tratamiento combinado presentaba una
disminucién del pardmetro A, junto a un aumento de los parametros C y B, y, por lo
tanto, que la combinacién de tratamientos era mas efectiva que la incubacién con
quitosano, siendo un resultado similar al obtenido en este trabajo con los tratamientos
combinados contra S. cerevisiae. Otro ejemplo de aplicacion del modelo combina la
luz UV-C con tratamientos térmicos suaves contra E. coli, S. cerevisae y P. fluorescens
en jugos de zanahoria (Garcia, 2020). En general, el aumento de la temperatura en el
tratamiento combinado ejercié mayor efecto inhibidor, lo que llevé a un aumento en los

parametros B y C, mientras que no se observo ningun patrén en el parametro A,
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explicando asi la eficacia del tratamiento combinado. Este resultado es similar al efecto
de la emulsificacion de cinamaldehido, la que presentdé cambios en los mismos

parametros, explicando asi el aumento de la actividad antimicrobiana.

6.5.2 Aplicacion del modelo de Weibull

Al aplicar modelo de Weibull a los datos experimentales se observa que la
ecuacion explica sobre el 90% de los datos experimentales, ya que la variacion
explicada por el modelo mediante el coeficiente de determinaciéon (RZ%adj.) presenta
valores entre 91,9 — 99,9%, indicando un buen ajuste del modelo (Tabla 10, 11 y 12).
Las curvas de supervivencia de los tratamientos combinados E-CIN + E-VN contra S.
cerevisiae (Figura 19C) fueron las que mostraron menor ajuste del modelo a los datos
experimentales. Esto debido a que presentan una curva bifasica con una caida muy
rapida de la poblacion y luego una pequefia subpoblacion mas resistente que

permanecio viable durante el tiempo de almacenamiento (Tabla 12, Figura 20 C).

El modelo de Weibull describe los datos con dos pardametros, b que es el
parametro de escala, que da cuenta de la magnitud o grado de la inactivacion
microbiana, y n que es el parametro de forma o tendencia de la curva de supervivencia
(Peleg y Cole, 1998). La importancia de la aplicacion de este modelo radica en el
estudio de las frecuencias de resistencias del microorganismo, que se producen
debido a que la totalidad de la poblacion microbiana no tiene exactamente el mismo
nivel de resistencia al tratamiento aplicado. Por lo tanto, cada individuo no se inactiva
al mismo tiempo durante el proceso, generando toda una distribucion de resistencias

(Peleg y Cole, 1998). Las curvas de distribucion de frecuencias de resistencias se
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graficaron a partir de los parametros del modelo (b y n) y se calcularon los estadisticos

asociados (moda, media, varianza y coeficiente de sesgo).

En los tratamientos con cinamaldehido (Figura 16), se observa que el parametro
b aumenté con la emulsificacion del cinamaldehido, indicando mayor grado de
inactivacion a mayor concentracion de E-CIN, especialmente frente a L. innocua y S.
cerevisiae (Tabla 10). EI mayor efecto del cinamaldehido emulsificado se observo
sobre L. innocua, en el que b aumentd mas de 4 veces, desde 0,05 - 0,08 a 0,28 - 0,34,
respectivamente. Ademas, se observo un cambio en la concavidad de las curvas, las
cuales pasaron de tener concavidad hacia abajo (n > 1) a curvas con concavidad hacia
arriba (n < 1), lo cual es consistente con la mayor efectividad de los tratamientos con
E-CIN. Este comportamiento se verifica al observar las curvas de frecuencia de
resistencias (Figura 17), donde se observa claramente el cambio en la respuesta de
poblacion de L. innocua frente a la emulsion, pasando desde una amplia distribucion
de tiempos de muerte con CIN, a distribuciones mas angostas, con menor moda,
media y varianza cuando se utilizé E-CIN, indicando un mayor efecto letal con una

rapida inactivacion de la mayor parte de la poblacion microbiana.

En el caso de S. cerevisiae, si bien aumentd el grado de inactivacion b, y
disminuy6 el valor de n con la emulsién, la magnitud del efecto fue menor que en L.
innocua. Sin embargo, las curvas de frecuencia de resistencias demuestran que tuvo

una mayor influencia la dosis de cinamaldehido utilizada, ya que la concentracion de
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Figura 16. Ajuste del modelo de
Weibull aplicado a las curvas de
supervivencia de los tratamientos de
cinamaldehido y E-CIN en bebidas
proteicas. A: E. coli; B: L. innocua; C:
S. cerevisiae; (o) datos
experimentales; (—) valores predichos

por el modelo.
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Parametros estimados de Weibull en los tratamientos con cinamaldehido

Tabla 10

. . . VE% . Moda Media Varianza Coef.
-n
Microorganismo Tratamiento b (dM) (R%q1) Fisher (dia) (dia) (dia?) sesgo (-)
CIN 0,75 g/L 0,08 0,99 99,7 1275* 0,16 13,81 195,5 2,1
E coli CIN 1,0 g/L 0,10 0,94 99,7 1283~ 0,62 11,64 154,2 2,3
' E-CIN 0,75 g/L 0,11 1,00 99,5 722* 0,00 9,51 90,3 2,1
E-CIN 1,0 g/L 0,10 1,10 98,6 640* 0,95 7,88 51,2 1,9
CIN 0,75 g/L 0,05 1,41 99,8 1352* 3,62 7,98 33,1 1,6
. CIN 1,0 g/L 0,08 1,26 99,5 698* 2,16 7,13 32,7 1,7
L. innocua "
E-CIN 0,75 g/L 0,28 0,94 98,4 247 0,20 3,96 17,8 2,3
E-CIN 1,0 g/L 0,34 0,88 98,1 214> 0,34 3,59 16,5 2,4
CIN 0,75 g/L 0,48 1,17 97,5 144* 0,37 1,75 2,2 1,8
- CIN 1,0 g/L 0,68 1,04 99,6 872* 0,07 1,43 1,9 2,0
S. cerevisiae "
E-CIN 0,75 g/L 0,54 1,24 98,1 187 0,43 1,53 1,5 1,8
E-CIN 1,0 g/L 0,78 1,09 99,1 3rr* 0,12 1,22 1,3 2,0
*Estadisticamente significativo al 0,01%
A 0,75 0,75
~ 0,60 ~ 0,60
) )
® 0,45 ® 0,45
(&) (&)
o o
3 0,30 3 0,30
o o
L 0,15 L 0,15
0,00 0,00
0O 2 4 6 8 10 12 14 0O 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (d) Tiempo (d)
CIN 0,75 g/L CIN 1,0 g/L CINO,75g/L ——CIN1,09/L

——E-CIN 0,75 g/L—E-CIN 1,0 g/L

——E-CIN 0,75 g/L——E-CIN 1,0 g/L

Figura 17. Distribucion de resistencias de Weibull para los tratamientos con

cinamaldehido y E-CIN en A: L. innocua; B: S. cerevisiae

1 g/L de CIN y E-CIN presentaron un mayor peak, con curvas mas estrechas, con

menor moda, media y varianza que con la concentracién 0,75 g/L y, por ende, la
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poblacién de microorganismos responde de manera mas uniforme al cinamaldehido,

inactivandose la mayoria a tiempos similares (Figura 17).

Por otro lado, el comportamiento de E. coli mostré6 poca influencia de la
concentracion y de la emulsificacion del cinamaldehido sobre los valores de b, que
demostraron las mas baja efectividad antimicrobiana y valores de n cercanos a 1, con
curvas de supervivencia lineales. Ademas, la baja inactivacion alcanzada impidio
generar curvas de frecuencia adecuadas ya que presentaron una gran varianza (entre

51,2y 195,6 dia?) con una gran dispersion de tiempos de muerte microbiana.

En cuanto al antimicrobiano vainillina (Figura 18), S. cerevisiae fue el
microorganismo que mostré mayor grado de inactivacion, con valores de b entre 0,15
y 0,30 donde vuelve a manifestar mayor influencia de la dosis de vainillina, que de la
emulsificacion (Tabla 11). Ademas, presento valores n < 1, con curvas con concavidad
hacia arriba indicando una relativamente rapida muerte inicial y luego efecto cola con
una gran poblacion resistente que permanece viable. En este sentido, las
distribuciones de frecuencia de resistencias (Figura 19 B) mostraron valores muy
grandes de media y varianza, con distribuciones asintéticas, demostrando que el
modelo mateméatico de Weibull esté limitado cuando las inactivaciones microbianas

son bajas.

En cuanto a E. coli y L. innocua, no se observé nada concluyente en relacion
con los cambios en los parametros del modelo. ElI b presenté valores muy bajos
indicando baja inactivacion microbiana, mientras que n presenté valores cercanos a n
= 1 para E. coliy n > 1 para L. innocua. Por esta razon, las curvas de frecuencia

acumulada de E. coli no se adecuaron bien al modelo (no mostradas). Es decir, que el
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Figura 18 Ajuste del modelo de Weibull
aplicado a las curvas de supervivencia de
los tratamientos de vainillina y E-VN en
bebidas proteicas. A: E. coli; B: L.
innocua; C: S. cerevisiae; (o) datos
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77



Tabla 11

Parametros estimados de Weibull en los tratamientos con vainillina

Microorganismo Tratamiento b (d™) (\R/,ZEa?) Fisher I\(Ao(ljig;l Ng?;? V?&';g)za AS'T_fma
VN 1,0 g/L 0,028 090 958 91* 4,63 56,05 3889,3 2,4
E coli VN 1,5 g/L 0,030 1,00 99,2 447> 0,01 33,81 1144,0 2,1
E-VN 1,0 g/L 0,024 1,01 98,9 334** 0,40 40,76 1630,1 2,1
E-VN 1,5 g/L 0,019 1,25 995 618* 6,65 22,46 327,1 1,7
VN 1,0 g/L 0,036 1,26 99,6 864** 3,08 13,08 109,5 1,7
L innocua VN 1,5 g/L 0,046 1,28 99,9 4737 3,38 10,15 63,5 1,7
E-VN 1,0 g/L 0,040 1,17 99,7 1168* 3,03 14,86 162,1 1,8
E-VN 1,5 g/L 0,046 1,16 999 5261** 2,57 13,63 139,3 1,9
VN 1,0 g/L 0,15 0,68 98,6 361** 5,45 21,31 1048,5 3,5
S. cerevisiae VN 1,5 g/L 0,30 0,49 99,7 1852** 1274 24,10 3123,1 6,5
E-VN 1,0 g/L 0,23 0,59 99,4 983** 6,79 19,14 1196,4 4,4
E-VN 1,5 g/L 0,30 051 991 658** 9,43 19,91 1846,7 5,8

*Estadisticamente significativo al 0,05%; **Estadisticamente significativo al 0,01%

efecto del agente antimicrobiano con y sin emulsionar es técnicamente el mismo, por
lo que no hay diferencia entre los tratamientos de L. innocua con vainillina libre y

vainillina emulsificada (Figura 19A).

Por otro lado, el modelo de Weibull aplicado a los tratamientos combinados
muestra curvas con diferente concavidad segun el microorganismo evaluado. En E.
coli se observan pequefios valores del parametro b con valores del pardmetro n > 1,
lo que conlleva a bajos niveles de inactivacion con curvas con concavidad hacia abajo
(Figura 20, Tabla 12). Al comparar 2 curvas, el valor de b refleja adecuadamente el
grado de inactivacion solo cuando los valores de n estan en el mismo rango (Peleg,
2006). Debido a que los tratamientos de E. coli con E-CIN presentaron valores n = 1,
y los pardmetros de E-CIN + E-VN presentaron valores n > 1,5, estos deben
compararse a través de los parametros de las distribuciones de frecuencia. Se puede
observar que tanto E-CIN como el tratamiento combinado presentan modas parecidas.

Sin embargo, los tratamientos combinados presentan menor varianza, y por ende, son

78



A 075 B 0,75

_.0,60 _.0,60
3 5
«© 0,45 « 0,45
O o
5 5
> 0,30 S 0,30
[} o
2 2
" 0,15 " 0,15

0,00 0,00

0O 2 4 6 8 10 12 14 0O 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (d) Tiempo (d)
VN 1,0 g/L VN 1,5 g/L VN 1,0 g/L VN 1,5 g/L
——E-VN 1,0 g/L——E-VN 1,5 g/L E-VN 1,0 g/L E-VN 1,5 g/L

Figura 19. Distribucion de resistencias de Weibull para los tratamientos con vainillina

y E-VN en A: L. innocua; B: S. cerevisiae

mas efectivos, aunque las distribuciones de frecuencia siguen siendo bastante amplias

(Tabla 12, Figura 21).

En el caso de L. innocua, el tratamiento combinado significo la reduccién del
valor b, pero con un aumento del valor de n. Al igual que con el tratamiento con E. coli,
debido a que los valores de n son diferentes en ambos tratamientos, solo se pueden
comparar los efectos entre E-CIN y E-CIN + E-VN con los parametros estadisticos. En
este sentido, se puede observar que el efecto combinado conlleva a un aumento de
los valores de moda y media, con una reduccion en los valores de varianza. Asimismo,
se observa un cambio en la concavidad de la curva, presentando valores de n < 1 en
el tratamiento con E-CIN, y valores n > 1 en el tratamiento combinado. Es decir, que
el tratamiento combinado al tener mayor n aumenta el tiempo en que hace efecto el

tratamiento, pero la poblacion responde de manera mas uniforme (menor varianza), y
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Tabla 12

Parametros estimados de Weibull en los tratamientos combinados

i ' i VE% . Moda . Varianza Asimetria
-n

Microorganismo Tratamiento b (™ (R%q;) Fisher (dia) Media (dia) (dia?) 3
E'E_'\’,\'Nofg g;t 0,017 168 93,6 34* 6,68 10,25 39,5 14

E. coli !
E:\(;II\INlléoggll/LL T 0024 167 957 53 5,36 8,29 26,1 1,4
E_E-”QINO’JS g;:: 0,029 1,79 99,9  2029** 454 6,35 13,4 1,4

Limocua £\ ogll +

E-VN L5 gQ/]L 0,036 1,78 99,9 2273 4,09 5,80 11,4 1.4
EE—I\TNOJS S;IE 202 049 949 60 0,26 0,49 13 6.4

S. cerevisiae !
E:S,'\INlléog?/LL o252 041 91,9 42 0,25 0,32 0.9 9.7

*Estadisticamente significativo al 0,10%; **Estadisticamente significativo al 0,05%; ***Estadisticamente

significativo al 0,01%

por lo tanto, no hay efecto aditivo. Ademas, se menciond anteriormente, que en L.

innocua no existe un efecto adicional al combinar ambas emulsiones y, al igual que E.

coli, el mecanismo de accién se basa en la acumulacién de dafno.

Por ultimo, en S. cerevisiae se observa un aumento de mas de tres veces el

valor de b junto a una disminucion del parametro n. Las curvas de frecuencia nos dan

a entender que el mecanismo de accion es una reduccion marcada del microorganismo

a tiempos muy cortos (Figura 21). Asimismo, al comparar E-CIN y E-CIN + E-VN, los

tratamientos combinados obtuvieron curvas de frecuencia que presentan menores

valores en la moda, media y varianza, indicando asi un aumento en la actividad

antimicrobiana al utilizar ambas emulsiones. Ademas, la curva de frecuencia cae

rapidamente, indicando que la mayoria de la poblacién antimicrobiana ha sido

eliminada en ese corto periodo de tiempo.
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En el estudio del tratamiento combinado de quitosano y ultrasonido contra S.
cerevisiae (Guerrero et al., 2005), se observé una disminucion del parametro b junto a
un aumento del parametro de n, al igual que los tratamientos combinados de E-CIN +
E-VN en E. coli y L. innocua. Al igual que en esta tesis, las curvas de distribucion

permiten explicar el efecto del tratamiento combinado. Los parametros estadisticos
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indican un menor valor de media, al igual que el tratamiento combinado contra E. coli.
Asimismo, en el tratamiento mas efectivo se observa un cambio en la concavidad de
la curva, pasando de una concavidad hacia abajo (n > 1) a una concavidad hacia arriba
(n < 1), demostrando que el tratamiento inactiva a los microorganismos de manera
mas rapida y uniforme, similar a lo ocurrido en el tratamiento combinado en S.
cerevisiae. Por otro lado, en el tratamiento combinado de la luz UV-C con tratamientos
térmicos suaves contra E. coli, S. cerevisae y P. fluorescens en jugos de zanahoria,
no se observa ningun patron claro en la variacion de los parametros b y n. Sin embargo,
se observa una disminucion en la varianza y la media de las distribuciones de
frecuencia, similar al efecto observado en la emulsificacion de cinamaldehido,

indicando asi el aumento en la actividad antimicrobiana.

En general, ambos modelos pudieron explicar en gran medida los resultados
experimentales, llegando a obtener valores de R?ag;. cercanos al 99,9%. Sin embargo,
los modelos matematicos tienen sus propias limitaciones. Uno de los problemas del
ajuste de Weibull es que no predice bien cuando hay curvas bifasicas, como en el
caso de los tratamientos combinados con E-CIN 1,0 g/L + E-VN 1,5 g/L contra S.
cerevisiae, donde el valor de R?aq;. disminuyé a un 91,9%. En este gréfico, la curva
presenta una cola desde el dia 3, y el modelo no explica este tipo de comportamientos
en las curvas de supervivencia. Para este caso, el ajuste del modelo de Gompertz
modificado fue mejor. Asimismo, el otro caso particular es cuando se presentan
hombros en las curvas, como en el tratamiento E-CIN 0,75 g/L + E-VN 1,0 g/L contra
E. coli, el cual obtuvo un valor de RZag. que disminuyé a un 93,6%. Este

comportamiento también se ha observado en otros tratamientos, como en la
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combinacion de luz UV-C con tratamientos térmicos suaves en jugos de zanahoria, en
donde se observan curvas bifasicas (Garcia, 2020). Al igual que en esta tesis, en estos
casos el ajuste del modelo Gompertz fue mas adecuado que el modelo de Weibull.
Para las curvas mas sigmoides, se han descritos variantes del modelo matematico de

Weibull para poder explicar este tiempo comportamientos (Buzrul, 2022).

Por otro lado, una ventaja del modelo de Weibull es que entrega gréficos de
distribuciones de frecuencia, y parametros estadisticos para poder describir los
comportamientos de cada individuo de la poblacion microbiana frente a los
tratamientos. Sin embargo, la distribucion también tiene sus limitantes, ya que, cuando
los microorganismos son muy resistentes al tratamiento, como los es en el caso de los
tratamientos de cinamaldehido y E-CIN contra E. coli, o los tratamientos con vainillina
pueden observarse graficos de frecuencia que podrian dar a conclusiones

equivocadas, ya que la varianza presenta valores excesivamente altos.

Por otro lado, el modelo mateméatico de Gompertz pudo describir las curvas en
la cual el modelo matematico de Weibull esta limitado, como son los casos
anteriormente expuestos: la presencia de hombro o colas en la curva, y cuando la
reduccion del nimero de microorganismos es baja, como lo es en el caso del efecto
de la emulsificacion de cinamaldehido, ya que al comparar los parametros C, Ay B, se
entiende el efecto de la emulsificacion. Esto también se observa en el estudio de
tratamientos combinados de quitosano con ultrasonido contra S. cerevisiae (Guerrero
et al., 2005), en las que los parametros C, A y B del modelo de Gompertz explica de
mejor manera que los parametros b y n del modelo de Weibull. Sin embargo, este

modelo también tiene sus limitantes, cuyas carencias si pueden ser explicadas por el
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modelo de Weibull. Uno de estos casos es el efecto combinado de E-CIN + E-VN
contra L.innocua, la cual pareciera encontrarse un efecto aditivo, ya que se presentan
aumentos en los valores de C y B. No obstante, el comportamiento de la poblaciéon
frente a este tratamiento presenta mayor media en el tiempo de tratamiento, y, como
consecuencia, no hay efecto a los 14 dias de almacenamiento. Esto también ocurre al
comparar los parametros C, B y A del tratamiento combinado de luz UC-C con un
tratamiento de 45 °C y 50 °C (Garcia, 2020), en donde al observar los parametros del
modelo de Gompertz uno no puede determinar cual es el mejor tratamiento. Sin
embargo, el andlisis de la distribucion de la poblacion del modelo de Weibull permite
explicar esto, ya que no hay diferencias en la moda observada, pero si en la varianza,
demostrando que el tratamiento a 50° C, al tener una menor moda, es mas eficaz. En
resumen, la aplicacién de ambos modelos fue necesaria para entender a cabalidad los
procesos de inactivacidon realizados por cinamaldehido, vainilina y sus

correspondientes emulsiones.
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7. CONCLUSIONES

Los aceites esenciales tienen propiedades antimicrobianas que fueron descritas
en la medicina tradicional, y que son utilizados en diversos ambitos de la industria
alimentaria. La emulsificacion de estos compuestos hidréfobos como la vainillina y
cinamaldehido con concentrado de proteina de suero de leche permitié incrementar su
solubilidad e incorporarlos en matrices acuosas, como una bebida lactea. Con
cinamaldehido, se pudieron formar emulsiones estables con similar tamafio de gota
sin importar la proporcion de emulsificante:antimicrobiano usada. Mientras que, la
emulsificacion de vainillina en proporciones WPC:vainillina 1:1 formé emulsiones
inestables y con gran tamafio de gota. En cambio, la proporcién WPC:vainillina 2:1

formd emulsiones mas estables.

En todos los ensayos, E-CIN demostré tener mayor actividad antimicrobiana
que E-VN, siendo muy eficaz para S. cerevisiae, alcanzado reducciones de 5 ciclos
logaritmicos a los 7 dias de almacenamiento. Asimismo, E-CIN alcanz6 una reduccion
de hasta 1,8 y 3,5 ciclos logaritmicos para E. coli y L. innocua respectivamente a los
14 dias de almacenamiento. La emulsificacion de cinamaldehido aumenté la
capacidad antimicrobiana de este compuesto. Los estudios de liberacién permitieron
demostrar que una de las posibles razones del incremento de la actividad

antimicrobiana es la liberacidon controlada de cinamaldehido.

En cambio, E-VN produjo una reduccion de hasta 0,5, 1,0 y 1,1 ciclos
logaritmicos para E. coli, L. innocua y S. cerevisiae, respectivamente, a los 14 dias de
almacenamiento. La emulsificacién de vainillina no tuvo ningun efecto en la actividad

antimicrobiana de este compuesto.
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Las emulsiones aplicadas en combinacion en bebidas inoculadas con S.
cerevisiae, mostraron un sinergismo, lo que permitié una reduccion de mas 4,0 ciclos
logaritmicos a los dos dias de almacenamiento. Ademas, se observo un efecto aditivo

de la combinacion contra E. coli, y un nulo efecto en la inactivacién de L. innocua.

Tanto el modelo matematico de Gompertz como el de Weibull describieron el
efecto de la emulsificacion de los antimicrobianos. El modelo de Gompertz describio
todo tipo de curvas: lineales, con hombros y/o cola, y en aquellas donde el
microorganismo presenta alta resistencia al tratamiento. Mientras que, el modelo de
Weibull describié el comportamiento de cada individuo de la poblacién a través de las
distribuciones de frecuencia de resistencias, y permitié describir de mejor manera el

efecto de los tratamientos combinados.

La emulsificacién de cinamaldehido con proteina de suero de leche demostré
ser una buena estrategia para mejorar la incorporacion de los aceites esenciales a
alimentos e incrementé la actividad antimicrobiana, lo que podria permitir su futura
implementacion como agente antimicrobiano en bebidas proteicas. Es necesario
seguir estudiando la emulsificacion de la vainillina para mejorar su incorporacion y su

actividad antimicrobiana en alimentos.
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8. PROYECCIONES FUTURAS

En esta tesis se ha demostrado el potencial del cinamaldehido para ser
incorporado como agente antimicrobiano en bebidas proteicas. Asimismo, se demostré
gue la emulsificacién de cinamaldehido permite aumentar la capacidad antimicrobiana
del compuesto. Sin embargo, incluso con la combinacion con vainillina, este no logra
una reduccion de 5 ciclos logaritmicos para ser considerado como unico factor de
preservacion y es necesario combinarlo con alguna otra tecnologia de procesamiento
minimo.

Es posible proponer esta emulsion E-CIN como un preservante para alargar la
vida util del producto. Para cumplir este criterio, habria que evaluar la estabilidad
microbiolégica con el recuento de aerdbios mesdfilos, segun lo estipulado en el

Reglamento Sanitario de los Alimentos.

Por otra parte, otro posible planteamiento también seria reformular la
emulsificacion de vainillina, para ver si algun otro agente encapsulante u otra técnica
permite aumentar la actividad antimicrobiana. Otro aspecto importante es evaluar la
aceptabilidad del producto en consumidores, a través de un panel de evaluacion

sensorial, cuya investigacién también se esta realizando en el laboratorio.

Por dltimo, en términos comerciales, habria que hacer un estudio de mercado
para evaluar el publico objetivo, debido a que el uso de antimicrobianos y la creacion
de esta bebida funcional tendria un costo mas elevado que si se usaran los métodos
convencionales de la industria. Sin embargo, si el mercado objetivo tiene presente la

obtencion de productos méas naturales, sin conservantes artificiales y la tendencia a
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este tipo de productos sigue creciendo, es posible que esta bebida pueda salir al

mercado en algun futuro.
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