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Resumen

La creciente demanda de envases plasticos, si bien crucial para prolongar la vida util de los
alimentos, genera un modelo de produccién y descarte lineal que compromete la
sostenibilidad ambiental del sistema alimentario global. Para abordar este problema, este
trabajo se orienté al desarrollo de materiales sustentables, alternativos a los polimeros de
origen fosil, con funcionalidades mejoradas (activas e inteligentes) mediante la valorizacion
de biomasas residuales, subproductos agroindustriales y extractos naturales, destinadas a
aplicaciones en la industria alimentaria. Los extractos naturales utilizados fueron humo
liquido refinado (HL), un conservante alimentario natural exento de sabor y aroma ahumado,
y extracto acuoso de yerba mate residual (YM), obtenido a partir de los residuos posconsumo
de la infusion. Los materiales en forma de pelicula se obtuvieron mediante la técnica de
casting, utilizando dos biomasas: pared celular de levadura residual cervecera (YCW-R),
rico en B-glucanos y mananoproteinas, y granulos de kéfir de agua (K-5), compuesto por
dextrano (polisacarido de glucosa). En ambas matrices se incorporaron los extractos (HL y
YM) y se caracterizaron las propiedades funcionales de las peliculas resultantes. Los
materiales desarrollados presentaron mejoras significativas en sus propiedades mecanicas,
térmicas y de barrera al vapor de agua, junto con una destacada actividad antioxidante y
antimicrobiana. Ademas, en esta tesis se logré desarrollar un prototipo de etiquetas
inteligentes, a partir de las peliculas K-5 con YM, capaces de monitorear en tiempo real la
calidad de filetes de merluza, demostrando su potencial como herramienta practica para el
control de frescura. En conclusién, este trabajo demostré la posibilidad de desarrollar
materiales innovadores y sustentables con funcionalidades mejoradas, posicionandolos

como una alternativa viable para aplicaciones en la industria de envasado alimentario.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



TR AT 2025

DESARROLLO DE NUEVOS MATERIALES
AGTIVOS £ INTELIGENTES A BASE

DE BIOMASA DE LEVADURA Y KEFIR
DEAGUA CON EL AGREGADO DE EXTRABTU
DF YERBA MATE Y HUMO LiQUIDO

AUTOR: ING. GUILLERMO DARIO REZZANI
DIRECTORA: DRA. MERCEDES ANA PELTZER
CODIRECTOR: DR. ANDRES GERARDO SALVAY

njvefsidad
Nacional
de Quilmes

DOCTORADO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA






Bernal, 14 de octubre de 2025

Sres. Comision de Doctorado en Ciencia y Tecnologia

Universidad Nacional de Quilmes

De mi mayor consideracion,

En carécter de directora y co-director de la tesis de Doctorado
del Ing. Guillermo Dario Rezzani, quien ha desarrollado su trabajo en el Laboratorio de
Obtencion, Modificacion, Caracterizacion y Evaluacion de Materiales (LOMCEM), nos
dirigimos a Ud. para hacerle llegar nuestro aval respecto a la defensa de tesis presentada ante
ustedes, la cual se titula: ""Desarrollo de nuevos materiales activos e inteligentes a base de
biomasa de levadura y kéfir de agua con el agregado de extracto de yerba mate y humo
liquido” y ya se encuentra finalizada.

Sin otro particular, saludo a Ud. muy atentamente,

(i % e

. /
Dr. Andrés G. Salvay
Profesor asociado

Prof. Dr. Mercedes A. Peltzer Director en Laboratorio de Fisicoquimica y

Directora LOMCEM Estudios Funcionales de Alimentos.
Investigadora independiente CONICET Plataforma de Servicios Biotecnolégicos
LOMCEM

mercedes.peltzer@ung.edu.ar

E-mail: asalvay@ung.edu.ar

Firma y Aclaracion Director Firma y Aclaracién Co-Director


https://d.docs.live.net/29884f820af00311/Documentos/BECA%20DAAD/mercedes.peltzer@unq.edu.ar
mailto:asalvay@unq.edu.ar




Dedicado a mis padres por su apoyo incondicional






ﬁy/‘aa/w/}f(/é/(ta@

A la Universidad Nacional de Quilmes, casa de altos estudios donde me gradué como
Ingeniero en Alimentos, lo que me permitio ser la primera generacion de universitarios en mi
familia, y ahora finalizar este doctorado en Ciencia y Tecnologia. Asimismo, le agradezco por
el financiamiento recibido para desarrollar este trabajo: “Programa de Investigacion UNQ:
Investigaciones Aplicadas al Sector Alimentario I PUNQ 990/19; PUNQ 918/22” dirigido por
la Dra. Ludemann y el Dr. Palazolo. También al financiamiento recibido a través de la Agencia
Nacional de Promocion de la Investigacion, el Desarrollo Tecnoldgico y la Innovacion:
“PICT2015-3150 y PICT2021-92” dirigidos por la Dra. Peltzer. Asimismo, le agradezco al
Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) por la beca doctoral
que se me ha otorgado (Res. N°154-2021) para realizar esta investigacion.

Muchas gracias al jurado: Dra. Bertuzzi, Dra. Lépez y Dra. Piermaria, por su tiempo, trabajo
y buena predisposicion al haber aceptado ser parte del jurado.

Mi mas profundo agradecimiento a mis directores, Mercedes A. Peltzer y Andrés G. Salvay,
por su guia, acompafiamiento y ensefianzas desde mis comienzos en la investigacion hasta este
cierre de mi etapa doctoral. Gracias por confiar en mi, por la calidez y el espacio tan agradable
para poder trabajar de la mejor manera. Sin ellos nada de esto hubiera sido posible. Espero que
la ciencia y el compafierismo nos sigan uniendo por siempre.

Gracias a mis compafieros y compafieras: Andrea, Celeste, Carla y Juan, por su
compafierismo, ayuda y aportes. Deseo que sigamos compartiendo juntos muchos momentos
lindos dentro y fuera del laboratorio.

Mi mas sentido agradecimiento a mis padres, quienes me acompafiaron siempre, dandome
fuerzas y todo lo necesario para que lograra mis objetivos. Este trabajo se lo dedico a ellos.

A mi compaiiera de vida Natacha, quiero agradecerle con profundo amor por su apoyo en
todo momento, su amor y contencidon. Gracias por formar parte de mi vida y sigamos
construyendo juntos.

Por ultimo, quiero agradecerle a la educacion publica, gratuita y de calidad de nuestro pais,
asi como, a la ciencia y tecnologia que desarrollamos con tanto esfuerzo y dedicacion. Gracias
a Peron, Evita, Néstor y Cristina: por pensar en los que menos tienen, por permitir que los hijos
de obreros vayan a las universidades, por apostar por un pais con desarrollo cientifico y

tecnologico. S€ que tiempos mejores vendran.






Publicaciones

Los resultados de este trabajo fueron presentados parcialmente en las siguientes revistas

cientificas:

e Rezzani, G. D, Salvay, A. G., & Peltzer, M. A. (2025). Yerba Mate and Water Kefir Grain
Films for Food Preservation and Freshness Indicators. Food and Bioprocess
Technology, 18(3), 2781-2794. https://doi.org/10.1007/s11947-024-03629-0

e Rezzani, G. D., Salvay, A. G., & Peltzer, M. A. (2024). Bioactive materials from brewery
yeast cell wall residues with the addition of refined liquid smoke: development and study
of functional properties. Journal of Polymers and the Environment, 32(7), 3285-3297.
https://doi.org/10.1007/s10924-023-03165-6

Ademads, se trabajo colaborativamente para la publicacion de los siguientes articulos

cientificos relacionados con materiales basados en las biomasas utilizadas en este trabajo:

e Ramirez Tapias, Y. A., Rezzani, G. D., Delgado, J. F., Peltzer, M. A., & Salvay, A. G.
(2024). New Materials from the Integral Milk Kefir Grain Biomass and the Purified
Kefiran: The Role of Glycerol Content on the Film’s Properties. Polymers, 16(22), 3106.
https://doi.org/10.3390/polym16223106

e Lago, A., Delgado, J. F., Rezzani, G. D., Cottet, C., Ramirez Tapias, Y. A., Peltzer, M. A.,
& Salvay, A. G. (2023). Multi-Component Biodegradable Materials Based on Water Kefir
Grains and Yeast Biomasses: Effect of the Mixing Ratio on the Properties of the
Films. Polymers, 15(12), 2594. https://doi.org/10.3390/polym15122594

e Rezzani, G.D., Choque, E., Salvay, A. G., Mathieu, F., & Peltzer, M. A. (2022). New
Antioxidant Active Packaging Films Based on Yeast Cell Wall and Naphtho-y-Pyrone
Extract. Polymers, 14(10), 2066. https://doi.org/10.3390/polym14102066

e Choque E, Rezzani G.D., Salvay AG, Mathieu F, Peltzer MA (2021). Impact of fungal
extracts on the physical and antioxidant properties of bioactive films based on

enzymatically hydrolyzed yeast cell wall. J Polym Environ.
https://link.springer.com/article/10.1007/s10924-020-02004-2

Asimismo, se presentaron resultados de este trabajo en las siguientes reuniones cientificas:

[2025]: Salta, Argentina
“Valorizacion de residuos en etiquetas inteligentes: indicadores de calidad alimentaria”. XVII
Simposio Argentino de Polimeros (SAP 2025).

[2025]: Bernal, Argentina
“Aplicacion de subproductos en indicadores de frescura alimentaria”. VI Jornadas de
investigadores e investigadoras en formacion en ciencia y tecnologia - UNQ.

[2024]: Argentina.

“Peliculas activas de residuos de levadura cervecera y yerba mate”. V Workshop virtual de
polimeros biodegradables y biocompuestos (BIOPOLI).

9


https://doi.org/10.1007/s11947-024-03629-0
https://doi.org/10.1007/s10924-023-03165-6
https://doi.org/10.3390/polym16223106
https://doi.org/10.3390/polym15122594
https://doi.org/10.3390/polym14102066
https://link.springer.com/article/10.1007/s10924-020-02004-2

[2023]: Mar del Plata, Argentina
“Uso de humo liquido como agente activo en peliculas de kéfir de agua”. XV Simposio
Argentino de Polimeros (SAP 2023).

[2023]: Bernal, Argentina
“Peliculas de kéfir de agua con dcido citrico como agente entrecruzante”. V Jornadas de
investigadores e investigadoras en formacion en ciencia y tecnologia - UNQ.

[2021]: Bahia Blanca, Argentina
“Nuevos materiales activos a base de pared de levadura residual con adicion de humo
liquido”. XV Simposio Argentino de Polimeros (SAP 2021).

Parte de este trabajo fue publicado en los siguientes medios periodisticos:
[3 de julio de 2023]: “Cientificos de la UNQ desarrollan envases inteligentes que detectan

alimentos en mal estado.” Agencia de Noticias Cientificas UNQ. Link:
https://agencia.ung.edu.ar/?p=13296

[5 de julio de 2023]: “Desarrollan envases inteligentes que alertan si el alimento estd en mal
estado.” Tiempo Argentino. Link: https://www.tiempoar.com.ar/informacion-
general/desarrollan-envases-inteligentes-que-alertan-si-el-alimento-esta-en-mal- estado/

[8 de julio de 2023]: “Desarrollan materiales para envases biodegradables”. Pdgina 12.
Link:https://www.paginal2.com.ar/56608 1 -desarrollan-materiales-para-envases-
biodegradables

[10 de julio de 2023] “Cientificos de la UNQ desarrollan envases inteligentes para alimentos.”
Mestiza Radio FM 88.5. Link: https://radio.unaj.edu.ar/cientificos-de-la-ung-desarrollan-
envases- inteligentes-para-alimentos/

[11 de julio de 2023]: “Investigadores del CONICET desarrollan envases inteligentes que
alertaran el estado del alimento.” Estacion Sur Digital. Link:
https://www.estacionsur.ar/2023/07/11/investigadores-del-conicet-desarrollan- envases-
inteligentes-que-alertaran-el-estado-del-alimento/

10


https://agencia.unq.edu.ar/?p=13296
https://www.tiempoar.com.ar/informacion-general/desarrollan-envases-inteligentes-que-alertan-si-el-alimento-esta-en-mal-estado/
https://www.tiempoar.com.ar/informacion-general/desarrollan-envases-inteligentes-que-alertan-si-el-alimento-esta-en-mal-estado/
https://www.tiempoar.com.ar/informacion-general/desarrollan-envases-inteligentes-que-alertan-si-el-alimento-esta-en-mal-estado/
https://www.pagina12.com.ar/566081-desarrollan-materiales-para-envases-
https://www.pagina12.com.ar/566081-desarrollan-materiales-para-envases-biodegradables
https://radio.unaj.edu.ar/cientificos-de-la-unq-desarrollan-envases-inteligentes-para-alimentos/
https://radio.unaj.edu.ar/cientificos-de-la-unq-desarrollan-envases-inteligentes-para-alimentos/
https://radio.unaj.edu.ar/cientificos-de-la-unq-desarrollan-envases-inteligentes-para-alimentos/
https://www.estacionsur.ar/2023/07/11/investigadores-del-conicet-desarrollan-envases-inteligentes-que-alertaran-el-estado-del-alimento/
https://www.estacionsur.ar/2023/07/11/investigadores-del-conicet-desarrollan-envases-inteligentes-que-alertaran-el-estado-del-alimento/
https://www.estacionsur.ar/2023/07/11/investigadores-del-conicet-desarrollan-envases-inteligentes-que-alertaran-el-estado-del-alimento/

INDICE

1 INTRODUCCION .....coooiriireinreireseieesssessssesssssesssessssessssessssessssesssssssssesssnsenes 23
1.1  Materiales biobasados ..........cooueeieriiiriiiiieiiieeeeeee s 23
1.2 Uso de residuos industriales para el desarrollo de materiales............c.cccccveeneen. 28

1.2.1 Biomasa de levadura residual CErvecera ........oooiiniiriianiieiieenieeiieneeeee 29
1.2.2 Biomasa de KEfir de agua.........cc.eeeciieeiiiieeiiiecieeeeeee e 32
1.3 Materiales activos € INtelieNteS ........cceeeviieeiiieeiieeeie e 35
1.4  Extracto de humo liquido refinado ........ccccuveeiiieeiiieciieceeeeee e 38
1.5  Extracto de yerba mate residual............cocoiiiiiiiiiiiniiie e 40

2 HIPOTESIS oot ess sttt 43

3 OBIETIVOS ..ttt ettt et st e bt et esatesae e e saeens 45
3.1 ODbBJEtIVO GENETAL.....ccuviiiiiiiieiiecie ettt ettt e e et eebe e taeesbeessaesnseennneens 45
3.2 ODbJetiVOS €SPECITICOS .iovririiiiiieiieiie et ertie ettt et e e e teeebeesteeesbeessaesseesaneens 45

4 MATERIALES Y METODOS ......coiiiimriimreieeessessessssessssesssssssssssssssssssessssenes 47
4.1  Obtencion de biomasas ¥ €XIraCtOS . ..ccuueeeueeerieeeriieeiieeerveeerieeeeieeesseeesreeenneens 47

4.1.1 Biomasa de pared celular de levadura residual cervecera ...........cceeeneeennn. 47
4.1.2 Biomasa de kéfir de agua..........cocoeveiiiiiiiiiiiini 47
4.13 Extracto de yerba mate residual............coccoeviiiiiiiiiiniiinie e 48
4.1.4 Extracto de humo liquido refinado ..........coceeveriiniiiiniiniiiceccce 49

4.2 Preparacion de peliculas activas a base de pared celular de levadura residual

cervecera y extracto de humo liquido refinado (YCW-R con HL).......cccooeviiiiiiiiniiinnin. 49

4.3  Preparacion de peliculas activas a base de granulos de kéfir de agua y extracto de

humo liquido refinado (K-5 con HL)......cccoviiiiiiiiiiee e 49

4.4  Preparacion de peliculas activas a base de pared celular de levadura residual

cervecera y extracto de yerba mate residual ..........occoeviiiiiiiiiiiiieee e 50

4.5  Preparacion de peliculas activas e inteligentes a base de granulos de kéfir de agua

y extracto de yerba mate residual..........ccciiviiiiiiiiiiiiiieee s 50

4.6 TECNICAS A€ CATACLETIZACION «..eeeveeeeeee e et e e et e e e e e e e e e eeeaeeaaeeeeeeeeeennnas 50



4.6.1

4.6.2

4.6.3

4.6.4

4.6.5

4.6.6

4.6.7

4.6.8

4.6.9

4.6.10

4.6.11

4.6.12

4.6.13

4.6.14

4.6.15

4.6.16

4.6.17

4.6.18

Contenido de SOLIAOS tOLALES . .coveeeeeeeee e eeees 50

MediCiONn de PH.....ccuviieiieeieeeeeee e e 51
Contenido de proteinas totales y B-glucanos ..........ccccceeeeveeeciieeecneeesneeennee, 51
Inspeccidn visual, densidad y espesor de las peliculas.........ccceevveeerenenneee. 52
Determinacion de color mediante coordenadas CIELab ............ccceeuenenee 52
Propiedades tErMICaAS ........c.cecvieriiieiiieiie ettt 53
Propiedades MECANICAS .........ceevueieiieriieeiiieie ettt ettt 54
Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)................... 56
Microscopia electronica de barrido (SEM)......c.covvveciieniieiiienieeiieeieeiee 56
Actividad antioXidante ...........cceeveereirienienieieee e 56
Contenido de fenoles totales: método Folin-Ciocalteu...........cccceevueennennnen. 58
Actividad antimiCrobiana.............eecueeriiiiiienieeieere e 58
Ensayo de migracion en simulante alimentario ...........cccceeeeeveeiiiienieenenne. 60
Isotermas de hidratacion de agua............cceeeeeiiieniiiiienieeee e 60
Permeabilidad al vapor de agua ............cocceeviiiiiiniiiiieeeeee e 61
Solubilidad efectiva del agua y difusion efectiva del agua...........ccceueeenee. 62
Evaluacion de la sensibilidad al amoniaco y al acido acético ..................... 62
ANAlISIS €STAAISTICO. .. eeeutiiiiiiiiiiiceeee e 63

4.7  Aplicacion de etiquetas inteligentes basadas en K-5 con YM para monitoreo de

calidad en filetes de Merluccius RUDDSI ..............ccccocueeviiiiiiiiiiiiiiiieceteee e 64
4.7.1 Cambio de COIOT ...ccuuiiiiiiiiiieeie s 65
4.7.2 Determinacion de pH .......cooociiiiiiiiieieceee e 65
4.7.3 Determinacion de nitrégeno basico volatil (NBV) ......cccoeeieiiiiiiiniieee 66
4.7.4  Andlisis comparativo de sensibilidad mediante velocidades relativas de

CAIMDIO. ..ottt ettt ettt s h ettt bttt a e sae et e e bt e eb e e bt e et e sb e e bt eab e ehe et e et saeen 67

5  RESULTADOS Y DISCUSION ......coooiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeseeeesee e, 69

5.1  Contenido de proteinas totales y B-glucanos .........ccccceeevvieecieenciiencieeeie e 69
5.2 Estudio de extracto de humo liquido refinado como agente activo..................... 69

12



5.2.1

antioxidante

522

523

Contenido de soélidos totales, pH, contenido de fenoles totales y actividad

......................................................................................... 70
Actividad antimicrobiana............cueevueeeieenieniieniie e eree e esee e eie e 71
Conclusiones Parciales........ccueereeriieriierieeiie ettt 72

5.3 Caracterizacion de peliculas activas a base de pared celular de levadura residual

cervecera y extracto de humo liquido refinado...........cccoevviiiiiiiiiiiiiiiiciee e 73
53.1 EXaminacion ViSual.........c.coeciiiiiiiiiiiieee e 73
53.2 Microscopia electronica de barrido (SEM).......c.ooeviieiiiiiciieecieeceeeiee, 73
533 Pruebas MeCANICAS .........oovuiiiiiiiieeiiee e 74
534 Analisis termogravimeétrico (TGA).....oovvieiiiiieieeeeeee e 76
5.3.5 Calorimetria Diferencial de Barrido a Temperatura Modulada (MDSC)....79
5.3.6 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) ................. 80
53.7 Isotermas de SOrcion de AU .........c.eevueeriienieeiieie e 81
5.3.8 Transporte de vapor de agUa .........c.ceeveeeiieiiieeiieiieeie et 84
539 Actividad antioXidante ...........ccevveerieiiinienieie e 85
5.3.10  Actividad antimicrobiana..........cocueevuieriieiieniiinieeeete e 86
5.3.11  Conclusiones Parciales...........cecuieerieeeiieeeiieeeieeeieeeeeeeieeesreeeereeesaee e 86

5.4  Desarrollo y estudio de peliculas activas a base de granulos de kéfir de agua y

extracto de humo liquido 1efiNadO ........cceeeiiiiiiiiiii e 88
54.1 Examinacion visual y colorimetria CIELab...........ccccoocieniiiiniininiinicene 88
54.2 Propiedades MECANICAS ......cc.eevueriiriiiiiriiieeientee et 89
543 Analisis termogravimeétrico (TGA)......oovvieriiiiieriieiee e 90
54.4 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)................... 93
545 Hidratacion y transporte de agua ..........ccceeveeeiienieeiiienieeieesee e esiee e 94
54.6 Actividad antioX1dante ............oeoeeiiieriiiiiinie e 96
5.4.7 Actividad antimiCrobiana...........cceeueeriiriiiinie e 98
54.8 CoNClUSIONES PATCIALES .......vveeeiieeiiiieeiieeiee et eeee e e ereesre e e ereeeseseeeeens 98

5.5  Caracterizacion de extracto de yerba mate residual...........cccceevevieniieeniieenieen, 99

13



5.5.1 Contenido de solidos totales, pH, actividad antioxidante y contenido de
1153 110 (T 10 (<SRRI 99
5.5.2 Actividad antimiCrobiana...........ccueeevieruieeiiienieeiiienie e e eee e e sae e 100
5.53 Conclusiones Parciales. ........cueeveeruieeiieniienieerie ettt eee e ens 101

5.6  Desarrollo y estudio de peliculas activas a base de pared celular de levadura

residual cervecera y extracto de yerba mate residual...........ccceeeciieiiiniienienieeiieee e, 103
5.6.1 Examinacion visual y colorimetria CIELab.........c.ccceecvvvivciieeciieeeieeeee, 103
5.6.2 Propiedades MECANICAS .........eeevuieieiiiieeiiieeie e 104
5.6.3 Analisis termogravimeétrico (TGA)......oovuieiieiiieiee e 105
5.6.4 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)................. 107
5.6.5 Hidratacion y transporte de agua .........coccueevueeriieniienieeiienie e 108
5.6.6 Actividad antioXidante ...........eevuieeiieriieniieieeeee e 109
5.6.7 Actividad antimiCrobiana............ccocuieiuieriieiiienieeie e 111
5.6.8 Estudio de migracion en simulante alimentario graso ...........ccceeeveeevvennnenne 111
5.6.9 Conclusiones Parciales.........cueeiieriieeiiieriieeieeeie ettt seeereesreeeeesene e 114

5.7  Desarrollo y estudio de peliculas activas e inteligentes a base de granulos de kéfir

de agua y extracto de yerba mate residual ...........ccoeeriieiiiiiiiiiii e 115
5.7.1 Examinacion visual y colorimetria en el espacio CIELab......................... 115
5.7.2 Microscopia electronica de barrido (SEM)........cooieiiiiiiiniiiiieiiceieeee 116
5.7.3 Propiedades MECANICAS .........c.cevuieriieiiiiiieeiie ettt 117
5.7.4 Analisis termogravimeétrico (TGA)......oovvieiiiiiieieieeeee e 117
5.7.5 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)................. 120
5.7.6 Hidratacion y transporte de agua. .........cccueevuieeieeniienieeiiiesie e 121
5.7.7  Actividad antioXidante ...........coecueriiieniiniinenee e 123
5.7.8 Actividad antimiCrobiana............coooueiiiieriiiiiienieeeeee e 123
5.7.9 Estudio de migracion en simulante alimentario graso ...........cccceeevveeennnenn. 124
5.7.10  Estudio de sensibilidad en amoniaco y 4cido ac€tico ..........cccvvvevveeenenennns 126
5.7.11  Conclusiones Parciales...........cecueeerrieerieeeiieeeiieeeireeeieeeereeesveeeereeesenee s 128



5.8  Aplicacion de etiquetas inteligentes basadas en K-5 con YM para monitoreo de

calidad en filetes de Merluccius RUDDSI ..............cccoveeccueeeciieeciieecieeee e 129
5.8.1 Conclusiones Parciales........cccueeveeriieeiiieriieeieerie ettt e e sreeeeesine e 136

6 CONCLUSIONES ...ttt ettt st 137

7 PERSPECTIVAS FUTURAS. . .....ottetiteteeet ettt 141

8  BIBLIOGRAFTA ...t 143

15



16



Glosario

%RSA: porcentaje de inhibicion radicalaria.

AH.nqa: cambio de entalpia asociado a una transicién endotérmica.
A: 4rea de las peliculas (m?).

ay: actividad de agua

b.s: base seca.

c: fuerza de union de las moléculas de agua a la monocapa.
CIELab: coordenadas del espacio de color tirimensional.

D,*; coeficiente de difusion efectiva del agua (m?. s™).

GAE: equivalente de acido galico.

h.r: humedad relativa.

h: contenido de agua o hidratacion (gramos de agua por gramo de materia seca).
HL: extracto de humo liquido refinado.

ICsy: concentracion de extracto necesaria para estabilizar el 50% de los radicales ABTS y
DPPH (mg/L).

k: capacidad del agua para unirse en capas multiples.

K-5: peliculas a base de granulos de kéfir de agua.

L: espesor de las peliculas (m).

m.s.: materia seca.

MIC: concentracion minima inhibitoria.

N: contenido de agua en la monocapa (gramos de agua por gramo de materia seca).
NBYV: nitrogeno bésico volatil.

Nr: nitrégeno total (% p/p).

P+YM: matriz de papel impregnado con 5% extracto de yerba mate.
Ps: proteina bruta (% p/p).

P,,*?: permeabilidad al vapor de agua (g s m™! Pa™!).

Resd. sp0°c: porcentaje de residuos remanente a 600 °C.

S,: coeficiente de solubilidad efectiva del agua (g m™. Pa™).

Ty: temperatura inicial de degradacion.

Tena: temperatura de la transicion endotérmica.

T,: temperatura de transicion vitrea.

Tmax: temperatura maxima de degradacion.
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TPC: contenido de fenoles totales.

YCW-R: peliculas a base de pared celular de levadura residual cervecera.

YM: extracto de yerba mate residual.

AE: cambio de color expresado en coordenadas CIELab.

vag: velocidad de cambio de color en un intervalo determinado.

vngy: velocidad de incremento del NBV en un intervalo determinado.

vy parametro de sensibilidad obtenida por el cociente entre la velocidad de cambio de color
(vag) y del NBV (vnsr) en el mismo intervalo de tiempo.

pay: densidad de las peliculas secas, (g m™).
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Resumen

RESUMEN

La creciente demanda de envases plasticos, si bien crucial para prolongar la vida 1til de los
alimentos, genera un modelo de produccion y descarte lineal que compromete la sostenibilidad
ambiental del sistema alimentario global. Para abordar este problema, este trabajo se orient6 al
desarrollo de materiales sustentables, alternativos a los polimeros de origen fosil, con
funcionalidades mejoradas (activas e inteligentes) mediante la valorizaciéon de biomasas
residuales, subproductos agroindustriales y extractos naturales, destinadas a aplicaciones en la
industria alimentaria. Los extractos naturales utilizados fueron humo liquido refinado (HL), un
conservante alimentario natural exento de sabor y aroma ahumado, y extracto acuoso de yerba
mate residual (YM), obtenido a partir de los residuos posconsumo de la infusion. En ambos
extractos se determind el contenido de fenoles totales, la actividad antioxidante (I/Cso) y
antimicrobiana (MIC). Asimismo, se evalud la respuesta cromatica dependiente del pH del
extracto de YM para analizar su potencial aplicacion como indicador en el desarrollo de
materiales inteligentes. Los materiales en forma de pelicula se obtuvieron mediante la técnica
de casting, utilizando dos biomasas: pared celular de levadura residual cervecera (YCW-R),
rico en B-glucanos y mananoproteinas, y granulos de kéfir de agua (K-5), compuesto por
dextrano (polisacarido de glucosa). En ambas matrices se incorporaron los extractos de HL
(0,05% - 10% p/p b.s) y YM (5% —20% p/p b.s) y se caracterizaron las propiedades funcionales
de las peliculas resultantes. Los extractos de HL y YM mostraron una notable actividad
antioxidante, correlacionada con su alto contenido de fenoles totales, junto con una efectiva
actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella
enteritidis. Adicionalmente, el extracto de YM demostrd una respuesta cromatica visible en
medios alcalinos, evidenciando su potencial como indicador natural en etiquetas inteligentes
para el monitoreo de la frescura en productos pesqueros. La adiciéon de HL en las peliculas
YCW-R y K-5 mostraron un comportamiento dependiente de la concentracion.
Concentraciones bajas (0,05-1% p/p) mejoraron la estabilidad térmica y las propiedades
mecanicas debido al entrecruzamiento entre la matriz y el extracto, confirmado por FTIR. Por
el contrario, concentraciones elevadas (5-10% p/p) incrementaron la plastificacion y la
capacidad de hidratacion. Las peliculas con 10% HL mostraron una relevante actividad
antioxidante (%0RSA > 90%) y actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus. La
incorporacion de YM en las peliculas YCW-R indujo una coloraciéon oscura, atribuida a la
reaccion de las cianidinas en el medio alcalino de la matriz. La adicién de 5% YM increment6

la rigidez en un 60%, mientras que un 20% YM mejor6 las propiedades barreras al vapor de
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agua. Ademads, los ensayos de migracion en simulante de alimento graso confirmaron una
actividad antioxidante dependiente de la concentraciéon de YM y de liberacién controlada,
validando su potencial para envases activos. La adicion de 5% y 10% YM en las peliculas K-
5 increment6 su rigidez, mientras que el agregado de 20% ejercié un efecto plastificante.
Asimismo, la adicion de 20% YM mejord las propiedades barreras al vapor de agua y confirio
una notable actividad antioxidante, alcanzando porcentajes de captacion radicalaria (%6RSA) de
99 + 1 (ABTS) y 71 £ 5 (DPPH). Ademas, esta concentracion tuvo un efecto bactericida
completo (100%) frente a Staphylococcus aureus. Los estudios de sensibilidad al amoniaco
confirmaron una respuesta cromatica visible en estas peliculas, validando su potencial
aplicacion como etiquetas inteligentes para monitorear la frescura de productos pesqueros. El
monitoreo de los filetes de merluza confirm6 que la sensibilidad de las etiquetas K-5 20% YM
se correlaciona con los cambios del nitrégeno basico volatil (NBV) del pescado. Las etiquetas
cambiaron de color al alcanzarse el limite establecido por la legislacion alimentaria y
exhibieron una transicién cromatica hacia tonos mas oscuros en etapas avanzadas de
degradacion. Ademas, los resultados demostraron que la matriz K-5 con YM constituye un
sistema de monitoreo mas eficaz que las matrices de papel con el mismo extracto, y que la

inspeccion visual directa de los filetes no representa un método objetivo para evaluar la
frescura. En conclusion, este trabajo demostré la posibilidad de desarrollar materiales

innovadores y sustentables con funcionalidades mejoradas, posiciondndolos como una

alternativa viable para aplicaciones en la industria de envasado alimentario.
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Abstract

ABSTRACT

The growing demand for plastic packaging, while crucial for extending the shelf-life of food,
generates a linear production and disposal model that compromises the environmental
sustainability of the global food system. To address this problem, this work was oriented
towards the development of sustainable materials, alternative to fossil-based polymers, with
enhanced (active and intelligent) functionalities through the valorisation of residual biomass,
agro-industrial by-products, and natural extracts, intended for applications in the food industry.
The natural extracts used were refined liquid smoke (HL), a natural food preservative exempt
from smoky flavour and aroma, and an aqueous extract of residual yerba mate (YM), obtained
from post-consumption waste of the infusion. The total phenolic content, the antioxidant
activity (ICso) and antimicrobial activity (MIC) were determined for both extracts.
Furthermore, the pH-dependent chromatic response of the YM extract was evaluated to analyse
its potential application as an indicator in the development of intelligent materials. The film-
based materials were obtained using the casting technique, employing two types of biomasses:
residual brewer's yeast cell wall (YCW-R), rich in B-glucans and mannoproteins, and water
kefir grains (K-5), composed of dextran (a glucose polysaccharide). Both HL (0.05% - 10%
w/w d.b.) and YM (5% — 20% w/w d.b.) extracts were incorporated into these matrices, and
the functional properties of the resulting films were characterised. The HL and YM extracts
showed notable antioxidant activity, correlated with their high total phenol content, along with
effective antimicrobial activity against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and
Salmonella enteritidis. Additionally, the YM extract demonstrated a visible chromatic response
in alkaline media, evidencing its potential as a natural indicator in intelligent labels for
monitoring the freshness of fish products. The addition of HL to the YCW-R and K-5 films
showed concentration-dependent behaviour. Low concentrations (0.05-1% w/w) improved
thermal stability and mechanical properties due to a cross-linking effect between the matrix
and the extract, as confirmed by FTIR. Conversely, high concentrations (5-10% w/w) increased
plasticisation and hydration capacity. Films with 10% HL showed significant antioxidant
activity (%RSA > 90%) and antimicrobial activity against Staphylococcus aureus. The
incorporation of YM into the YCW-R films induced a dark coloration, attributed to the reaction
of cyanidins in the alkaline matrix medium. The addition of 5% YM increased stiffness by
60%, while 20% YM improved water vapour barrier properties. Furthermore, migration assays
in a fatty food simulant confirmed a concentration-dependent and controlled-release

antioxidant activity for YM, validating its potential for active packaging. The addition of 5%
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and 10% YM to the K-5 films increased their stiffness, whereas the addition of 20% exerted a
plasticising effect. Likewise, the addition 0f 20% YM improved water vapour barrier properties
and conferred notable antioxidant activity, achieving radical scavenging activity (%6RSA)
percentages of 99 = 1 (ABTS) and 71 = 5 (DPPH). Furthermore, this concentration had a
complete (100%) bactericidal effect against Staphylococcus aureus. Ammonia sensitivity
studies confirmed a visible chromatic response in these films, validating their potential
application as intelligent labels for monitoring the freshness of fish products. The monitoring
of hake fillets confirmed that the sensitivity of the K-520% YM labels correlates with changes
in the fish's volatile basic nitrogen (NBV). The labels changed colour upon reaching the limit
established by food legislation and exhibited a chromatic transition towards darker shades in
advanced stages of degradation. Furthermore, the results demonstrated that the K-5 matrix with
YM constitutes a more effective monitoring system than paper-based matrices with the same
extract, and that the direct visual inspection of the fillets does not represent an objective method
for assessing freshness. In conclusion, this work demonstrated the possibility of developing
innovative and sustainable materials with enhanced functionalities, positioning them as a viable

alternative for applications in the food packaging industry.
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Introduccion

1 INTRODUCCION

1.1 Materiales biobasados

Los materiales plasticos de fuentes fosiles son ampliamente utilizados en el envasado de
alimentos debido a su bajo costo, ligereza, versatilidad, facilidad de procesamiento y
durabilidad. La produccion global de plasticos ha crecido exponencialmente desde 1950,
alcanzando los 464 millones de toneladas en 2020, con proyecciones que superarian los 884
millones de toneladas para 2050 (Dockl et al., 2024). Sin embargo, el alto volumen de
produccion, el corto tiempo de uso, la naturaleza no biodegradable y la gestion inadecuada de
los plésticos han generado preocupacion a nivel mundial.

La industria de envases alimentarios representa uno de los mayores consumidores de
plasticos de fuentes fosiles, con un significativo impacto ambiental derivado de: (1) elevadas
emisiones de gases de efecto invernadero durante su produccion, (2) alto consumo de agua y
energia en sus procesos de fabricacion, y (3) una marcada falta de circularidad en su ciclo de
vida, debido a que el 95% de los envases se disefian para un solo uso y se desechan en periodos
menores a seis meses (Kan & Miller, 2024). Esta realidad contrasta con los principios de
economia circular y plantea una paradoja: mientras los envases plasticos prolongan la vida ttil
de los alimentos, su modelo de produccion y descarte actual compromete la sostenibilidad
ambiental del sistema alimentario global. Esta problematica exige buscar alternativas a estos
polimeros de fuentes fosiles como materiales de base para la produccion de plasticos.

Quimicamente, los polimeros son macromoléculas constituidas por mondmeros repetitivos,
cuya procedencia y comportamiento ambiental determinan su clasificacion segiin la norma EN
16575 en: (1) biobasados, (2) de fuentes fosiles, (3) biodegradables y (4) no biodegradables
(Figura 1.1.1). Es crucial destacar que los términos "biobasado" y "biodegradable" no son
equivalentes, ya que describen propiedades distintas de los materiales (Eissenberger et al.,

2023).
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Biobasados

Bio-PE,
Bio-PET,
Bio-PA,

No Biodegradable
ajqepelgopolg

Fuentes fosiles

Figura 1.1.1. Clasificacion de los polimeros.

Un material se considera biobasado cuando su composicion deriva total o parcialmente de
biomasa de origen vegetal, animal o microbiana, rica en biopolimeros. Esta caracteristica hace
referencia exclusivamente al origen de la materia prima, sin implicar necesariamente que el
material sea biodegradable (Oliver-Cuenca et al, 2024).

Por otro lado, la biodegradabilidad se refiere al proceso bioquimico mediante el cual los
microorganismos descomponen el material en condiciones ambientales especificas,
transforméandolo en agua, di6xido de carbono y biomasa (Shah et al., 2008). El proceso de
biodegradacion se ve afectado por diversos factores, como la morfologia del polimero, la
estructura, el tratamiento quimico y la masa molecular (Samir et al., 2022). Como ilustra la
Figura 1.1.2, el espectro de polimeros biodegradables abarca desde aquellos presentes
naturalmente en biomasas vegetales, animales y microbianas (proteinas y polisacaridos) hasta
poliésteres sintetizados a partir de recursos biobasados (PLA), petroquimicos (PCL, PBAT,
PVOH) o producidos por fermentaciones microbianas (PHA, PHB) demostrando la diversidad

de estrategias disponibles (Zhong et al., 2020).
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Figura 1.1.2. Clasificacion de polimeros biodegradables de fuentes renovables
(biobasados) y de fuentes fosiles.

La biosfera ofrece una amplia gama de recursos naturales para la obtencion de biopolimeros,
los cuales pueden clasificarse en cuatro categorias principales segun su origen. Entre las fuentes
mas destacadas se encuentran los recursos vegetales, que incluyen cultivos como arroz
(Alonso-Gonzalez et al., 2025), maiz (Stasi et al., 2020), trigo (Peron-Schlosser et al., 2021),
yuca (Lilavanichakul & Yoksan, 2023), papa (Calliope et al., 2023), soja (Uribarrena et al.,
2025) y cebada (Tejinder, 2003). Estos cultivos proporcionan materias primas fundamentales
para la produccion quimica de biopolimeros, ya que contienen componentes monomericos
clave como aceites, azlicares y aminodcidos, que pueden ser transformados mediante procesos
biotecnoldgicos y quimicos en materiales poliméricos sostenibles.

Por otro lado, los recursos animales también representan una fuente importante de
biopolimeros, siendo el ganado vacuno una de las principales fuentes de coldgeno, gelatina y
otras proteinas estructurales (Duta & Sit, 2023; Kumar et al., 2023; Carter et al., 2021).
Ademas, los ecosistemas marinos aportan biopolimeros de alto valor a través de organismos
como corales, esponjas, peces, langostas y camarones, de los que se obtienen quitosano
(Kumari & Rath, 2014) y otros polisacéaridos con aplicaciones en biomedicina, envases activos
y agricultura (Ibrahim et al., 2023).

Sin embargo, una de las fuentes mas prometedoras y versatiles de biopolimeros es el mundo
microbiano, representado por bacterias, levaduras, y hongos filamentosos. Algunos de estos
microorganismos son capaces de asociarse entre ellos y formar comunidades simbioticas que

realizan procesos fermentativos eficientes y escalables que producen polisacaridos como
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subproducto (Cottet et al., 2020). Como ejemplo tenemos las comunidades simbidticas de
bacterias y levaduras del kéfir de agua, de leche y la kombucha que producen como
subproducto los polisacaridos dextrano, kefirano y celulosa, respectivamente (Coma et al.,
2019; Ramirez Tapias et al., 2024; Ramirez Tapias et al., 2020). Por otra parte, algunos
microorganismos tales como la levadura constituyen una biomasa rica en proteinas y
polisacaridos estructurales como B-glucanos (Sharma et al., 2024).

A diferencia de los cultivos vegetales tradicionales, los sistemas microbianos presentan
ventajas significativas: (1) son una fuente de biomasa de répido crecimiento y bajo costo
(Cottet et al., 2020); (2) no requieren grandes extensiones de tierra cultivable, evitando asi la
deforestacion y el uso excesivo de herbicidas y plaguicidas (Bos et al., 2012); y (3) pueden ser
cultivados en biorreactores bajo condiciones controladas, optimizando la produccion y
reduciendo la huella ambiental (Ramirez Tapias et al., 2024).

Estas caracteristicas convierten a los microorganismos en una alternativa sostenible para la
produccion de biopolimeros destinados a aplicaciones en cosmética, industria alimentaria y
biomedicina (Sharma et al., 2024). En el campo biomédico, los biopolimeros derivados de
levaduras y otros hongos han demostrado potencial en sistemas de liberacion controlada de
farmacos y materiales de curacion de heridas, gracias a su biocompatibilidad y propiedades
reguladoras del sistema inmunoloégico (Jayachandran et al., 2018; Choque et al., 2015).
Asimismo, en la industria cosmética (Serra ef al., 2024), se emplean como agentes hidratantes
y vehiculos para la encapsulacion de principios activos (Fu et al., 2022). En el sector
alimentario, los biopolimeros microbianos se utilizan en soluciones innovadoras como el
desarrollo de peliculas y recubrimientos biobasados con propiedades activas e inteligentes
(Yam et al., 2005). Los materiales activos son aquellos que interactuan con el alimento
extendiendo su vida util, mientras que los materiales inteligentes son aquellos que informan al
consumidor el estado del alimento en tiempo real. Ambos tipos de materiales se describiran en
profundidad en la seccion 1.3.

Una de las metodologias mas utilizadas a escala laboratorio para la preparacion de peliculas
basadas en biopolimeros naturales es el casting. Esta técnica parte de una solucion o dispersion
de polimeros de cadenas largas, a la cual se le elimina el solvente mediante un método
apropiado, generalmente evaporacion. Este proceso permite que las cadenas poliméricas se
aproximen entre si de manera controlada. Cuando las cadenas poliméricas se encuentran
proximas, pueden interactuar entre si y entrecruzarse y entrelazarse, aumentando la viscosidad
del sistema y llegando al estado de ‘film” o pelicula. En sistemas acuosos, las cadenas

poliméricas entrelazadas constituyen la matriz de la pelicula, que puede estar totalmente
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deshidratada, o contener agua de hidratacion que actua en forma de plastificante flexibilizando
el movimiento entre las cadenas (Felton, 2013). La utilizacion de peliculas biobasadas en
aplicaciones alimentarias se basa en ciertas caracteristicas tales como disponibilidad,
propiedades funcionales, mecénicas (tension y flexibilidad), opticas (brillo y opacidad), sus
propiedades barreras frente al flujo de gases y vapor de agua, resistencia estructural al agua, a
microorganismos y su aceptabilidad sensorial. Estas caracteristicas son influenciadas por
parametros como el tipo de material implementado como matriz estructural (conformacion,
masa molecular, distribucion de cargas), las condiciones bajo las cuales se preforman las
peliculas (tipo de solvente, pH, concentracion de componentes, temperatura) y el tipo y
concentracion de los aditivos (plastificantes, agentes entrecruzantes, antimicrobianos,
antioxidantes) (Rojas-Graii et al., 2009).

Los plastificantes son esenciales para mejorar la integridad y las propiedades mecanicas de
las peliculas biopoliméricas (Perera et al., 2023). Tipicamente, los plastificantes son moléculas
pequeiias, siendo el glicerol —un compuesto triol simple— el méas utilizado en peliculas a base
de biopolimeros debido a su buena miscibilidad y bajo costo (Ramirez Tapias et al., 2024). Los
plastificantes desestabilizan los enlaces de hidrégeno interpoliméricos, reduciendo las fuerzas
intermoleculares y, por lo tanto, aumentando la movilidad y el espacio entre las cadenas de
polimeros (Ozeren et al., 2021). En consecuencia, los plastificantes pueden modificar las
propiedades mecénicas. Es asi que pueden reducir la resistencia a la traccion y la dureza,
mientras aumentan la elongacion en la rotura, asi como la flexibilidad y la resistencia a la
fractura de la matriz polimérica (Ramirez Tapias et al., 2020). Adicionalmente, los
plastificantes suelen aumentar la hidratacion de la pelicula y disminuir las propiedades de
barrera al vapor de agua (Delgado et al., 2018b).

Los biopolimeros para el envasado de alimentos se encuentran principalmente en fase de
investigacion. Aunque presentan desafios, como su inherente hidrofilicidad, demuestran un
gran potencial para su escalado industrial como alternativa sostenible a los plasticos
convencionales (Muneer et al., 2021). Para lograr esto, es fundamental que su procesamiento
utilice métodos ya establecidos en la industria de polimeros sintéticos, tales como la extrusion,
el moldeo por inyeccion, el termoformado y, maés recientemente, la impresion 3D. Su
produccion a gran escala podria reducir significativamente la contaminacion ambiental y
acelerar la transicion hacia una economia circular.

En consecuencia, en este trabajo se desarrollaran peliculas biobasadas mediante la técnica
de casting para realizar una caracterizacion exhaustiva de sus propiedades fisico-quimicas y

funcionales. Este estudio permitird determinar las caracteristicas fundamentales del material,
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identificar sus ventajas y limitaciones, y sentar las bases para su futuro procesamiento mediante

tecnologias escalables industrialmente, como las previamente mencionadas.

1.2 Uso de residuos industriales para el desarrollo de materiales

Los residuos y subproductos agroalimentarios, histéricamente considerados como
materiales de escaso valor, han adquirido en la actualidad un notable interés cientifico-
tecnologico como materias primas estratégicas para la fabricacion de envases biobasados con
propiedades mejoradas (Zhang & Sablani, 2021; Guillard et al., 2018). Los biopolimeros
obtenidos de estas fuentes presentan aplicaciones potenciales en diversos sistemas de envasado,
incluyendo la produccidn de bioplasticos, recipientes termoformados, embalajes de un solo uso
y recubrimientos comestibles para proteccion alimentaria (Abotbina et al, 2022). La
utilizacion de estos materiales de origen biologico ofrece ventajas sustanciales desde la
perspectiva de la sostenibilidad: su naturaleza renovable, la ausencia de toxicidad, su capacidad
de reciclaje y su competitividad economica los posicionan como alternativas viables a los
materiales convencionales derivados del petroleo.

Por otro lado, el procesamiento de biomasa agricola destinada a la industria alimentaria
genera considerables volimenes de subproductos, residuos y desechos organicos (Baetge &
Kaltschmitt, 2018). Se estima que mas del 50% de las frutas y hortalizas frescas se pierden
durante las etapas de postcosecha, procesamiento, almacenamiento y consumo (Rezaei & Liu,
2017). Sin embargo, estos residuos, principalmente constituidos por bagazo (compuesto por
pulpa, cascaras, semillas y tallos), representan una fuente valiosa de polisacaridos, proteinas,
pigmentos y compuestos fendlicos con multiples aplicaciones potenciales (Szymanska-Chargot
etal.,2017).

Las biomasas microbianas residuales constituyen desechos generados por la industria de
alimentos y bebidas, caracterizados por su riqueza en microorganismos (bacterias, levaduras y
otros hongos) que confieren un alto valor biotecnologico. Este potencial reside en su contenido
de biopolimeros estructurales (como B-glucanos, quitina y celulosa microbiana), proteinas y
compuestos bioactivos (Cottet et al., 2020). En este trabajo, se utilizaron levaduras residuales
de la industria cervecera (seccion 1.2.1), un residuo que se genera masivamente tras el proceso
de fermentacion y que, debido a su elevada carga organica, no puede destinarse a vertederos,
siendo actualmente utilizado principalmente para alimentacion animal. No obstante, esta
biomasa, de bajo costo, abundante y con un alto contenido de B-glucanos y proteinas, retne las
caracteristicas idoneas para su aprovechamiento en el desarrollo de materiales biobasados

activos (seccion 1.3).
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Por otra parte, los microorganismos forman consorcios simbioticos integrados por bacterias
y levaduras. En esta cooperacion mutualista, establecen una cadena trofica donde los desechos
de una especie son el alimento de otra (Cottet et al., 2020). La interaccion deriva en un proceso
de fermentaciéon cuyo subproducto es, generalmente, un exopolisacarido. Estos son
polisacaridos extracelulares sintetizados y secretados por bacterias, como las presentes en el
kéfir de agua y leche, mediante la accion de proteinas de membrana especificas (Ramirez
Tapias et al., 2024). En la produccion de las bebidas de kéfir, estos polisacaridos constituyen
los comunmente denominados granulos, de los cuales solo una fracciébn menor se reutiliza
como indculo para nuevos cultivos (Cottet et al., 2020). En este trabajo se utilizaron granulos
de kéfir de agua (seccion 1.2.2), una biomasa de facil y ripida obtencion, compuesta
principalmente por dextrano. Este polisacarido estd constituido por cadenas lineales de glucosa
con uniones a-D-1,6 y con una baja proporcion de ramificaciones a-1,3 (Coma et al., 2019).
Estudios previos realizados en LOMCEM (Coma et al., 2019; Lago et al., 2023), han
demostrado la factibilidad de utilizar esta biomasa para la preparacion de peliculas
transparentes y destacadas propiedades mecénicas, que sustentan su potencial como matriz para

el desarrollo de materiales activos e inteligentes (seccion 1.3).

1.2.1 Biomasa de levadura residual cervecera

Entre las biomasas microbianas derivadas de residuos industriales, destacan las levaduras
Saccharomyces cerevisiae, un ingrediente alimentario seguro, economico y de alta
disponibilidad. Historicamente, este hongo unicelular ha sido fundamental para procesos
industriales clave como la produccion de etanol y didxido de carbono en panificacion,
vitivinicultura y destilerias. Sin embargo, investigaciones recientes revelan aplicaciones
innovadoras para su biomasa residual. La levadura residual contiene aproximadamente 50% de
su peso seco en proteinas y polisacaridos estructurales, componentes con extraordinario
potencial para su aplicacion en matrices filmogénicas (Delgado et al., 2016).

El Dr. Delgado, integrante del grupo de investigacion LOMCEM, ha estudiado y
demostrado la factibilidad de la aplicacion de la biomasa de levadura entera para la produccion
de peliculas (Delgado et al., 2016; Delgado et al., 2018a; Delgado et al., 2018b). Sus
investigaciones sentaron precedente al desarrollar una metodologia que combina la ruptura
celular de levaduras mediante homogeneizacion a alta presion (125 MPa) y tratamiento térmico
a 90 °C (Delgado et al., 2016). En su trabajo se estudiaron las distintas fracciones de la célula
para la produccion de peliculas. Se observaron mejoras en las propiedades térmicas, mecénicas

y de barrera al vapor de agua de las peliculas obtenidas al utilizar la fraccion insoluble (pared
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celular) y alcalinizacion de la dispersion (Delgado ef al., 2021; Delgado, 2021, pp. 183-201).
Estas mejoras se atribuyen principalmente a su composicion rica en [-glucanos y
mananoproteinas.

La pared celular de las levaduras (Figura 1.2.1) esta compuesta por 55-65% B-glucanos y
35-40% mananoproteinas (Fan et al., 2025). Estructuralmente, los B-glucanos presentes en
estas biomasas presentan una cadena principal de B-(1,3)-D-glucosa con ramificaciones de -
(1,6)-D-glucosa, lo que les confiere propiedades bioactivas Uinicas. Numerosas investigaciones
han demostrado que los B-glucanos fortalecen el sistema inmunitario, poseen actividad
antioxidante, antibacteriana, antitumorales y antivirales, ademas de acelerar la cicatrizacion de

heridas (Peltzer et al., 2018b; Jayachandran ef al., 2018).
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Figura 1.2.1. Vista transversal de la membrana y pared celular de levadura S. cerevisiae.
Fuente: Delgado, 2021, p. 35.

La elevada concentracion de biopolimeros en esta biomasa permite producir peliculas cuyas
propiedades dependen de su origen, la concentracion de plastificante y la incorporacion de
agentes activos. En este sentido, trabajos realizados en LOMCEM, han demostrado que las
matrices de pared celular de levadura son portadores Optimos de agentes antimicrobianos y
antioxidantes naturales (Rezzani et al., 2022). La incorporacién de metabolitos flngicos en
estos materiales, exhibieron una notable actividad antioxidante, alcanzando aproximadamente
un 90% de inhibicion de radicales libres tras 15 minutos de incubacidon. Asimismo, en medios

simulantes de alimentos grasos, la liberacion de los compuestos activos mostrd una
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dependencia directa con la concentracion inicial del aditivo, observandose un incremento
progresivo a lo largo del tiempo.

Por su parte, la Dra. Peltzer, estudid la utilizacion de biomasa residual proveniente de la
fabricacion de extracto de levadura. Este producto es obtenido tras la hidrélisis mecanica o
enzimatica de las células de levadura, luego el material intracelular es aislado y utilizado para
suplementos alimentarios, realzadores de sabor o para medios de cultivo. La pared celular (rica
en polisacaridos y proteinas) es descartada como residuo o para alimentacion animal (Peltzer
et al., 2018). A partir de esta biomasa se prepar6 una dispersion al 5% p/p en base seca, se le
realizo un tratamiento térmico a 90 °C durante 20 min, se alcalinizé a pH 11 y se agregaron
distintas concentraciones de glicerol como plastificante. Las peliculas obtenidas por el método
de casting fueron homogéneas y de color amarillo-marrén. La caracterizacion reveld que,
aunque el glicerol increment6 la solubilidad de las peliculas, este permanecid efectivamente
unido dentro de la red polimérica. Ademas, se identificd que una concentracion de glicerol al
15% en peso era la 6ptima para las propiedades mecanicas, aunque la permeabilidad al vapor
de agua exhibid6 un aumento lineal con el contenido de glicerol, reflejando el papel del
plastificante en la modulacién de las propiedades hidrofilicas.

En la industria cervecera, la levadura residual representa el segundo subproducto mas
abundante, superado solo por los residuos de grano o también llamado bagazo. La separacion
de la levadura del medio fermentado ocurre mediante floculacion, un proceso natural que tiene
lugar en las etapas finales de la fermentacion. Durante este fendomeno, miles de células de
levadura se agregan formando "floculos”, los cuales pueden ascender a la superficie (en el caso
de levaduras de fermentacién alta) o sedimentar en el fondo del tanque (levaduras de
fermentacion baja) (Jaeger et al., 2020).

Una porcion minoritaria de esta levadura se reutiliza para iniciar nuevos ciclos de
fermentacion mediante reinoculacion, mientras que el excedente constituye un residuo. Aunque
los productores la reciclan entre 3 y 5 veces, y en algunos casos hasta 8-10 ciclos, su vida util
esta limitada por la degeneracion celular y la acumulacion de metabolitos que alteran el perfil
sensorial de la cerveza (Loviso y Libkind, 2018).

El vertido directo de este residuo a efluentes estd prohibido sin tratamiento previo, debido a
su alta carga orgénica y un valor de demanda quimica de oxigeno (DQO) de 0,53 kg/hL, que
generaria un impacto ambiental severo (Jaeger et al., 2020). Se estima que el volumen de
levadura residual equivale al 1,5-2,5% de la produccion total (Ferreira et al., 2010). En
Argentina, donde la produccién anual supera los 20 mil millones de hectolitros de cerveza, esto

se traduce en aproximadamente 400 millones de hectolitros anuales de residuo (MAGyP,
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2010). Pese a su potencial, en muchos casos este subproducto solo se destina a alimentacién
animal, desaprovechando oportunidades de valorizacién tecnoldgica.

En este trabajo se empleo levadura residual procedente de una cerveceria artesanal local, la
cual fue sometida a un proceso de ruptura celular mediante homogeneizacion mecanica a alta
presion, con el fin de obtener biomasa de pared celular de levadura. Este material innovador se
utilizé de forma integral (sin purificacion previa de sus biopolimeros constituyentes) para la

fabricacion de peliculas activas destinadas a aplicaciones en el envasado de alimentos.

1.2.2 Biomasa de kéfir de agua

El kéfir de agua es una bebida fermentada, ligeramente acida y de bajo contenido alcoholico
(<3% vol.), elaborada mediante la fermentacion de una solucion acuosa azucarada con higos y
limén, producida por cultivos iniciadores denominados nddulos, tibicos o granulos de kéfir de
agua. El Cédigo Alimentario Argentino (CAA) define esta bebida como: “Kéfir de agua (Water
kefir o Sugary kefir) a la bebida obtenida a partir de la fermentacion de granulos de kéfir de
agua en agua azucarada de la cual se han retirado los nddulos (cultivo iniciador)” (Argentina,
2024). El origen del kéfir de agua es incierto, algunos reportes de 1892 indican que los granulos
se denominaban "gingerbeer plants" y que fueron importados por soldados britanicos durante
la Guerra de Crimea en 1855. Otros reportes de 1899 mencionan un sistema similar llamado
“Tib1”, de origen mexicano y asociado a plantas de Opuntia, una especie de cactus de cuyas
hojas fueron extraidos (Gulitz et al., 2011).

Hasta la fecha, se conoce que la diversidad de especies microbianas del kéfir de agua
consiste en un consorcio estable compuesto principalmente por bacterias lacticas, bacterias
acéticas y levaduras (Cottet ef al., 2020). Estas cepas no patdgenas, junto con los metabolitos
que producen y que permanecen en la bebida fermentada “kéfir”, ejercen multiples efectos
beneficiosos para la salud. Entre ellos destacan: propiedades probidticas, regulacion de la
composicion de la microbiota intestinal, actividad antimicrobiana y mejoras en la salud
inmunometabolica. Ademas, presentan efectos especificos como actividad anticancerigena,
antihipertensiva y antioxidante, entre otros (Papadopoulou et al., 2024).

En la elaboraciéon de la bebida probiotica “kéfir” se genera como subproducto de
fermentacion los granulos. Estos albergan al consorcio microbiano adheridos a su superficie,
por lo que una pequefia porcion de estos puede reutilizarse como iniciador (o indculo) para
nuevos cultivos. Esta biomasa se produce en grandes cantidades, llegando a duplicarse tras un

periodo de 48 horas (Lago ef al., 2023).
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Los granulos de kéfir de agua (Figura 1.2.2) estan constituidos por exopolisacaridos,
compuestos predominantemente por dextrano (~99%). Este polimero estd conformado por
cadenas lineales de glucosa con enlaces o-D-1,6 y presenta una baja proporcion de
ramificaciones a-1,3 (Coma et al., 2019). La sintesis de este polisacarido es producida por la
enzima dextranosacarasa, una proteina inicialmente unida a la membrana celular de bacterias
lacticas, principalmente Leconostoc mesenteroides, y luego liberada al medio (Lanvers et al.,
2025; Naessens et al., 2005). Estas proteinas, estan constituidas por varios dominios que
hidrolizan la sacarosa del medio y polimerizan la glucosa para formar una cadena de dextrano,
la cual es finalmente excretada (Naessens et al., 2005). La longitud de esta cadena determina
directamente la masa molecular del polimero, la cual depende de la actividad de la enzima al
unir las unidades de glucosa. Esta actividad puede verse afectada por diversos factores (pH del
medio, temperatura, etc.), lo que confiere una alta polidispersidad en la masa molecular del
dextrano producido (Lanvers et al., 2025).

Estudios realizados en LOMCEM han determinado que el dextrano obtenido posee una
masa molecular promedio de 3,3 x 10° Da. Este alto peso molecular le confiere propiedades
notables, como una elevada viscosidad y una marcada capacidad gelificante. Asimismo, la
abundancia de grupos hidroxilos en su estructura lo convierte en un compuesto altamente
hidrofilico (Delgado ef al., 2025).
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Figura 1.2.2. A) Granulos de kéfir de agua; B) Proteina productora de dextrano
(dextranosacarasa); C) Estructura quimica del dextrano.

Desde el afio 2024, el kéfir de agua se encuentra incorporado en el Codigo Alimentario
Argentino (Articulo 1084 del capitulo XIII “Bebidas fermentadas™), con esta medida se espera

que se incremente la distribucion y produccion a mayor escala (Argentina, 2024). Actualmente,
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si bien es posible encontrar bebidas de kéfir comercializadas en supermercados, centros
comerciales y tiendas naturistas, la forma predominante de adquisicion y transmision del
conocimiento sobre su preparacion sigue métodos tradicionales (CONICET, 2023).

A menudo, el kéfir de agua es confundido con el kéfir de leche, tanto por consumidores
como en cierta literatura cientifica, a pesar de que sus caracteristicas son marcadamente
diferentes (Moretti et al., 2022). Si bien ambos son consorcios simbidticos de bacterias acido
lacticas, bacterias acido acéticas y levaduras, se distinguen fundamentalmente en tres aspectos.
Primero, por su medio de cultivo: el de leche emplea la lactosa como sustrato, mientras que el
de agua se fermenta en una solucién acuosa azucarada. Segundo, por la morfologia de sus
granulos: los del kéfir de leche poseen una estructura similar a una coliflor, de 1 a4 cm, y color
blanco a amarillo claro (Azizi et al., 2021); en contraste, los granulos de kéfir de agua son
gelatinosos, translicidos, de color amarillento a marrén, con formas irregulares y un tamafio
que va desde milimetros hasta pocos centimetros (Moretti ef al., 2022). La tercera y crucial
diferencia reside en la composicion de los exopolisacaridos que forman los granulos: el kéfir
de leche estd compuesto principalmente por kefiran, un heteropolisacarido ramificado de
glucosa y galactosa en proporciones similares, mientras que, como se ha mencionado, el kéfir
de agua se compone casi en su totalidad por dextrano, un polimero lineal de glucosa con enlaces
a-1,6 y algunas ramificaciones a-1,3.

Existen numerosos reportes sobre el uso de dextrano comercial de bajo peso molecular (70
kDa — 150 kDa) para diversas aplicaciones (Campos et al., 2016; Diaz-Montes, 2021). En
cambio, en este trabajo se utilizo el grano de kéfir de agua, el cual, luego de sucesivos lavados
con agua destilada, produce dextrano de alta pureza (99%) y de alto peso molecular (3,3 x 10¢
Da) (Delgado et al., 2025). Por esta razon, el uso integral de los granulos de kéfir de agua se
presenta como una alternativa mas eficiente y sustentable para el aprovechamiento de estas
biomasas microbianas. En esta linea, estudios realizados en LOMCEM han demostrado la
factibilidad de desarrollar peliculas biodegradables mediante la técnica de casting, utilizando
directamente la biomasa integral de granulos de kéfir de agua. Dichas investigaciones
evaluaron el efecto de la concentracion de biomasa y del plastificante en las propiedades
fisicoquimicas, térmicas, mecénicas y barrera al vapor de agua del material resultante (Coma
et al., 2019). Las peliculas obtenidas destacaron por su excelente transparencia y notables
propiedades mecanicas, alcanzando valores excepcionales de elongacion (275 + 15%) con la
incorporacion de 30% de glicerol como plastificante. Este comportamiento se atribuye
principalmente a la accion molecular del glicerol con las moléculas de dextrano, reduciendo

las fuerzas cohesivas entre las cadenas poliméricas, incrementando su movilidad y mejorando
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significativamente la flexibilidad del material. Cabe destacar que estos valores de deformacion
superaron ampliamente los reportados para otros materiales biodegradables en condiciones
similares, incluyendo peliculas de kefiran plastificado con mayor concentracion de glicerol
(35%, ~170% de elongacion) e incluso materiales convencionales como el polietileno de alta
densidad (150 =+ 8%) (Cottet et al., 2020), lo que posiciona a estas peliculas basadas en kéfir
de agua como una alternativa prometedora en el desarrollo de materiales sostenibles.

La biomasa de granulos de kéfir de agua, revalorizada bajo los principios de economia
circular, fue seleccionada para este estudio debido a su capacidad comprobada de formar
peliculas biobasadas con propiedades funcionales destacables, tales como su transparencia y
capacidad de elongacion (Coma ef al., 2019; Lago et al., 2023).

En la presente investigacion se explord especificamente el potencial de esta biomasa para
dos aplicaciones innovadoras: por un lado, la produccion de peliculas activas mediante la
incorporacion de compuestos bioactivos, aprovechando la transparencia de las peliculas para
desarrollar peliculas inteligentes para aplicaciones en el monitoreo de calidad alimentaria,

particularmente como indicadores de frescura en tiempo real.

1.3 Materiales activos e inteligentes

Numerosas investigaciones han demostrado que las peliculas biobasadas pueden
proporcionar propiedades de barrera contra el oxigeno (Oyom et al., 2022; Senturk Parreidt et
al., 2018; Kjellgren et al., 2006), grasas (Coltelli et al., 2015; Park et al., 2000), y/o vapor de
agua (Vijayan et al., 2023; de Oliveira Filho et al., 2020; Bosquez-Molina et al., 2003). Si bien
estos materiales protegen y conservan la frescura de los alimentos envasados hasta cierto punto,
aln no existen soluciones Optimas disponibles en el mercado. Ademas, en muchos casos, seria
deseable una mayor extension de la vida util de los productos.

Para abordar esta limitacion, los envases activos representan un avance significativo al
incorporar componentes que interactan directamente con el alimento. Estos sistemas
innovadores pueden operar mediante dos mecanismos: sistemas absorbentes, que eliminan
compuestos indeseables como humedad, oxigeno o etileno, y sistemas emisores, que liberan
sustancias activas como COz, etanol o conservantes naturales (Deshmukh et al., 2023). Entre
estos ultimos, los agentes antimicrobianos y antioxidantes son los mas estudiados por su
impacto directo en la seguridad y estabilidad de los alimentos (Benbettaieb ez al., 2018).

En este contexto, las peliculas biobasadas activas con propiedades antioxidantes y/o
antimicrobianas surgen como una solucion prometedora (Gigante ef al., 2021). Estos materiales

no solo pueden mejoran las propiedades barreras, sino que también permiten la liberacion
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controlada de compuestos bioactivos, prolongando asi la vida 1til de los alimentos (Jamroz et
al., 2019). Su desarrollo representa uno de los mayores desafios tecnologicos para la industria,
ya que deben combinar eficacia con sostenibilidad y seguridad (Perera ef al., 2023).

Los agentes antioxidantes juegan un papel crucial en alimentos grasos, donde previenen la
oxidacion lipidica responsable de la rancidez, alteraciones organolépticas y pérdida de valor
nutricional (Dominguez et al., 2019). Su eficacia depende de factores como su estructura
molecular, la matriz del envase y la cinética de migracion hacia el alimento, donde actuan
mediante mecanismos redox especificos (Deshmukh & Gaikwad, 2024). Los polifenoles, son
compuestos con multiples beneficios para la salud humana, destacandose su efecto preventivo
contra enfermedades cardiovasculares, asi como sus propiedades antiinflamatorias,
anticoagulantes, anticancerigenas y particularmente su potente actividad antioxidante, que los
convierte en compuestos de gran interés para la industria alimentaria y farmacéutica (Nemes
et al.,2020). Estos compuestos se encuentran ampliamente distribuidos en productos de origen
vegetal (verduras, hierbas, semillas), y también pueden ser recuperados de residuos
agroindustriales como cdascaras, salvado y cascarillas, que normalmente son descartados
durante el procesamiento de alimentos.

Los sistemas de envasado antimicrobiano representan un avance tecnoldgico clave en la
preservacion de alimentos, donde la liberacion controlada y sostenida de agentes bioactivos
gjerce un efecto inhibitorio sobre microorganismos patogenos y alterantes en la interfase
alimento-envase (Cha & Chinnan, 2004). Particularmente, los agentes antimicrobianos de
origen natural han adquirido especial relevancia como alternativa sostenible a los conservantes
sintéticos, exhibiendo diversos modos de accién que incluyen la interferencia con rutas
metabolicas esenciales y la desestabilizacion de membranas celulares (Malhotra ef al., 2015).
La implementacion de estas tecnologias no solo prolonga la vida util de los alimentos, sino que
ademas preserva sus atributos de calidad y garantiza su seguridad microbiolédgica a lo largo de
la cadena de distribucion, posiciondndose como una herramienta estratégica para la industria
alimentaria.

Otro avance en el ambito del envasado de alimentos son los materiales inteligentes, ya que
permiten el monitoreo en tiempo real de las alteraciones asociadas a la calidad del producto o
de las condiciones del entorno que lo contiene, proporcionando informacion objetiva al
consumidor (Yam et al., 2005). Estos sistemas estan adquiriendo especial relevancia en el
sector de productos pesqueros, dado su elevado grado de susceptibilidad al deterioro.
Tradicionalmente, el consumidor ha dependido de pardmetros organolépticos subjetivos (color,

brillo, aroma) para evaluar la frescura y decidir su consumo. No obstante, la implementacion
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de estos sistemas inteligentes ofrece una herramienta complementaria basada en indicadores
objetivos, facilitando asi la seleccion de productos en Optimo estado de frescura y
contribuyendo a garantizar la seguridad alimentaria.

Las etiquetas indicadoras de frescura consisten en un sustrato que incorpora un pigmento,
cuya coloracion se modifica en respuesta a las variaciones de pH del medio (Balbinot-Alfaro
et al., 2019). En el caso de los productos pesqueros, este mecanismo adquiere especial
relevancia debido a que la proliferacion microbiana y enzimatica durante el deterioro
genera compuestos nitrogenados volatiles, como amoniaco (NHs), trimetilamina (TMA) y
dimetilamina (DMA), productos de la degradacion del 6xido de trimetilamina (OTMA)
presente en los tejidos (Zhai et al., 2017).

En la Figura 1.3 se muestra el mecanismo de accion de las etiquetas inteligentes para el
monitoreo de frescura en pescados u otros productos carnicos. Los compuestos nitrogenados
volatiles generados durante el proceso de degradacion se acumulan progresivamente en el
espacio de cabeza del envase. Dado su caracter alcalino (Ezati ef al., 2019), estos compuestos
interactian con las etiquetas indicadoras presentes en el interior del envase, produciendo un
cambio de color visible (Dodange et al., 2024). Este fenémeno proporciona al consumidor

una sefial directa y objetiva del estado de frescura del producto.
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Figura 1.3. Esquema de funcionamiento de las etiquetas inteligentes indicadoras de
frescura a base de kéfir y extracto de yerba mate residual.

La cuantificacion de nitrégeno basico volatil (NBV) es el método reconocido por el Codigo

Alimentario Argentino (CAA) para evaluar la calidad de los productos pesqueros. En
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particular, la legislacion argentina establece un limite maximo de 30 mg de N/100 g de
muestra para especies de peces teledsteos marinos, incluyendo peces planos (ej.: lenguados) y
merluzas (Merluccius hubbsi, M. merluccius y M. australis) (Burkhard et al., 2023).

En este contexto, las etiquetas inteligentes emergen como una alternativa prometedora, ya
que permiten monitorear la frescura del pescado en tiempo real mediante cambios de color,
proporcionando informacion cualitativa o semicuantitativa. Estas tecnologias presentan
ventajas significativas frente a los métodos analiticos tradicionales, destacandose por su
rapidez, cardcter no destructivo, y bajo costo (Zhang et al., 2022). En los tltimos afos, ha
aumentado el interés en el desarrollo de materiales inteligentes basados en biopolimeros y
colorantes naturales, destacados por su seguridad, biocompatibilidad y baja toxicidad (Zhang
et al., 2019). Entre los colorantes naturales mas empleados como indicadores de frescura se
encuentran las antocianinas, la curcumina, la alizarina y las betaninas, extraidos de fuentes
vegetales como repollo colorado, arandanos, azafran y curcuma (Priyadarshi et al., 2021).
Ademés, investigaciones recientes destacan el potencial de los subproductos agricolas como
fuente de sustratos y colorantes para el desarrollo de materiales inteligentes, estableciendo asi
un modelo de economia circular en el sector del envasado alimentario (Nemes et al., 2020).

En base a lo expuesto, este trabajo propone el desarrollo de materiales activos e inteligentes
utilizando como matrices la biomasa residual de levadura cervecera y los granulos de kéfir de

agua, incorporando para ello agentes bioactivos que se detallaran en la seccion siguiente.

1.4 Extracto de humo liquido refinado

El humo liquido es un aditivo natural ampliamente utilizado en la industria alimentaria para
impartir aroma y sabor ahumado a carnes, pescados y quesos. Su uso presenta ventajas
significativas frente a las técnicas de ahumado tradicionales: facilidad de aplicacion, rapidez,
uniformidad de las caracteristicas finales del alimento, limpieza en el proceso y menor impacto
ambiental. Ademads, permiten un control mas preciso de compuestos toxicos, especialmente
hidrocarburos aromaticos policiclicos, derivados del proceso de combustion (Soldera et al.,
2008).

Los extractos de humo liquido se obtienen mediante la condensacion y posterior purificacion
del humo generado durante la pir6lisis controlada de virutas o aserrin de madera en condiciones
de oxigeno limitado (Lingbeck et al., 2014). La composicion quimica de estos extractos esta
determinada fundamentalmente por el tipo de madera utilizado y su contenido de humedad,
siendo este ultimo parametro particularmente relevante ya que influye directamente tanto en la

temperatura alcanzada durante el proceso de pir6lisis como en la duracion de la generacion del
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humo. La composicion de los extractos de humo liquido es extremadamente compleja,
integrando compuestos pertenecientes a diversas clases quimicas: aldehidos, cetonas,
alcoholes, acidos, ésteres, derivados de furano y pirano, derivados fendlicos, hidrocarburos y
compuestos nitrogenados (Montazeri et al., 2013b). Desde un punto de vista cualitativo y
cuantitativo, los compuestos fenolicos representan una fraccion particularmente relevante. Este
grupo esta constituido principalmente por fenol, 2-metoxifenol (guayacol), 2,6-dimetoxifenol
(siringol) y sus derivados, asi como por dihidroxibencenos originados durante la pirdlisis de la
lignina. Los compuestos fenolicos han sido identificados como los principales responsables del
aroma caracteristico del humo, ademds de contribuir significativamente a la actividad
antimicrobiana y antioxidante en los alimentos ahumados (Xin ef al., 2021; Soldera et al.,
2008).

Aunque el humo liquido posee propiedades antibacterianas y antioxidante que lo convierten
en un potencial conservante, su intenso aroma ahumado limita su aplicacién en diversos
sistemas alimentarios (Montazeri et al., 2013a). Esta limitacion ha motivado el desarrollo de
formulaciones refinadas del extracto con perfiles de sabor y color modificados, conservando
su capacidad como agente conservante natural (Toledo, 2007). Se ha reportado que los
extractos de humo liquido refinado poseen un contenido reducido de compuestos fendlicos
(principales responsables de las notas ahumadas), valores de acidez comprendidos entre pH 2,0
y 4,3 con una acidez titulable que oscila del 1,5% al 5,9%, junto con concentraciones
significativas de compuestos carbonilicos (110-200 mg/mL) (Montazeri et al., 2013a). A pesar
del reducido contenido de fenoles, estudios han demostrado que el alto contenido de
compuestos carbonilos y acidos organicos les confieren significativa actividad antibacteriana
a estos extractos refinados (Lingbeck et al., 2014, Toledo, 2007).

Estudios recientes demuestran que el extracto de humo liquido refinado presenta un gran
potencial para el desarrollo de peliculas activas. Se ha incorporado exitosamente en matrices
biopoliméricas como hidroxipropilmetilcelulosa, caseina, carragenina y peliculas basadas en
proteina de suero lacteo (Soazo et al., 2016). Sin embargo, estos trabajos no caracterizaron
completamente las propiedades de las peliculas resultantes. Otras investigaciones revelaron
que la adicién de humo liquido al 3% p/p (peso seco) en peliculas de gelatina (Wang et al.,
2016), y en concentraciones del 5%, 10% y 15% v/v en peliculas de proteina de suero, mejord
significativamente las propiedades barrera, térmicas y mecanicas del material (Soazo et al.,
2016). Este efecto se atribuye a la capacidad de entrecruzamiento de los compuestos
carbonilicos del extracto con las proteinas de la matriz (Wang et al., 2016). El entrecruzamiento

implica la formacion de diferentes tipos de enlaces entre las cadenas poliméricas para generar
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una red tridimensional mas fuerte (Garavand et al., 2017). Pueden clasificarse segun el tipo de
enlace que se produce, lo que da lugar a un entrecruzamiento fisico creado por enlaces idnicos,
puentes de hidrogeno, dipolo-dipolo y dipolo-dipolo inducido (interacciones de Van der
Waals). Por su parte, los enlaces covalentes, también llamados enlaces quimicos, involucran
energias mayores en orden de magnitud comparadas con las de los enlaces fisicos, estos enlaces
covalentes involucran interacciones electronicas que resultan en compartir electrones entre
atomos estableciendo orbitales moleculares regidos por el Principio de Exclusion de Pauli de
la mecénica cuantica.

Sin embargo, persisten interrogantes sobre el comportamiento de matrices biopoliméricas
ante concentraciones elevadas de humo liquido (superiores al 1% p/p), asi como sobre ciertos
efectos observados a bajas concentraciones. La investigacion en esta area resulta crucial para
comprender plenamente las interacciones extracto-biopolimero y optimizar el desarrollo de
envases activos basados en esta tecnologia. Por lo tanto, este estudio propone la incorporacion
de humo liquido refinado (suministrado por Kerry Group) en un amplio rango de
concentraciones, con el fin de evaluar su impacto sobre las propiedades de matrices
biopoliméricas basadas en kéfir y en pared celular de levadura residual. Ademas, se estudiara
la actividad antioxidante y antimicrobiana conferida a estos materiales tras la adicion del

extracto, con vistas a su potencial aplicacion en el desarrollo de envases activos.

1.5 Extracto de yerba mate residual

La yerba mate (llex paraguariensis), especie arboérea nativa de la region subtropical de
América del Sur, constituye un recurso de gran relevancia socioecondmica y cultural en
Argentina, Uruguay, Paraguay y Brasil, donde su consumo tradicional como infusion ("mate")
genera anualmente millones de toneladas de residuos vegetales. Segin datos del Instituto
Nacional de la Yerba Mate (INYM, 2024), el consumo per cépita en Argentina fue de 5,92 kg
en 2020, lo que representd aproximadamente 270 millones de kilogramos de desechos
potencialmente valorizables. Estos residuos poseen compuestos fenolicos (acidos cafeico y
clorogénico), flavonoides (catequina, quercetina), metilxantinas (cafeina, teobromina),
saponinas, taninos, minerales (P, Fe, Ca) y vitaminas (C, B1, B2) (Arrieta et al., 2018),
responsables de sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimutagénicas (Bastos et
al., 2007; Bracesco et al., 2011).

Los extractos acuosos y alcohodlicos de yerba mate presentan una alta concentracion de
polifenoles superando incluso a fuentes reconocidas como el té verde y los vinos tintos. Uno

de los polifenoles mayoritarios es el acido clorogénico (~ 42%), el cual posee actividad
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antioxidante debido a su capacidad inhibidora de radicales libres y secuestrador de metales
(Bracesco et al., 2011). Ademas, estudios han confirmado su efectividad antimicrobiana frente
a patogenos alimentarios criticos como Escherichia coli y Staphylococcus aureus (Burris et
al., 2011), lo que sugiere un doble mecanismo de accion para su aplicaciéon en materiales
activos.

Los residuos de yerba mate poseen ademas compuestos colorantes denominadas cianidinas,
una especie de antocianinas, compuestos colorantes sensibles a los cambios de pH (Ceballos et
al.,2020; Wang et al., 2023). Estudios recientes con peliculas de almidon nativo e hidrolizado
confirman el potencial del extracto para desarrollar materiales inteligentes (Ceballos et al.,
2020). Los resultados de esta investigacion demostraron que las peliculas desarrolladas con
extracto de yerba mate presentaron un comportamiento cromatico diferencial segun el pH del
medio, manteniendo su coloracion estable en condiciones acidas mientras exhibian un cambio
de color visible en medios alcalinos. Esta respuesta selectiva resulta particularmente relevante
para su aplicacion en el monitoreo de la frescura de productos carnicos y pesqueros, ya que,
durante los procesos de deterioro microbiano y enzimatico, como se menciond anteriormente,
se genera una acumulacion progresiva de compuestos nitrogenados volatiles (NHs, TMA y
DMA), que elevan el pH del medio a valores alcalinos (Ezati et al., 2019). El mecanismo de
accion (Figura 1.3) se fundamenta en la interaccion especifica entre estos compuestos basicos
y las cianidinas, presentes en el extracto de yerba mate, que actuan como indicadores naturales
de pH. Esta propiedad innovadora permitiria el desarrollo de sistemas de envasado inteligente
capaces de proporcionar informacidn visual y sostenible sobre el estado de conservacion de
productos perecederos, representando un avance significativo en la tecnologia de alimentos.

Estudios sobre matrices biopoliméricas han revelado un comportamiento dual del extracto
de yerba mate: mientras en peliculas de almidon el agregado de 20% yerba mate actia como
agente plastificante mejorando la flexibilidad (Jaramillo et al., 2015), en sistemas basados en
alginato (de Farias et al., 2021) o 4cido polilactico (PLA) funciona como agente entrecruzante,
incrementando significativamente la resistencia mecéanica y estabilidad térmica debido a la
presencia de nanoparticulas de lignocelulosa en el extracto (Arrieta et al., 2018).

Sin embargo, no se han reportado estudios que exploren la incorporacion de extractos de
yerba mate residual en matrices biopoliméricas basadas en biomasas integrales de subproductos
y residuos industriales, como los granulos de kéfir de agua y la levadura residual cervecera. Por
lo tanto, la presente investigacion propone caracterizar este extracto residual acuoso y evaluar

su impacto como agente activo en las biomasas seleccionadas. Adicionalmente, en el caso
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particular de la matriz de kéfir, se explorard su aplicabilidad en el disefio de etiquetas

inteligentes para monitorear el estado de frescura de productos pesqueros.
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2 HIPOTESIS

La incorporacion de extractos bioactivos de yerba mate residual y humo liquido refinado en
matrices biopoliméricas, obtenidas a partir de levadura residual cervecera y granulos de kéfir
de agua, permiten el desarrollo de materiales activos e inteligentes destinados a aplicaciones
alimentarias.

Los extractos de humo liquido refinado y yerba mate residual poseen caracteristicas
antioxidantes y antimicrobianas que se mantienen al ser incorporados en las matrices
biopoliméricas mencionadas.

La presencia de cianidinas en la yerba mate, compuesto colorante pH-dependiente, permite
utilizar este extracto como indicador para el desarrollo de etiquetas inteligentes que monitorean

en tiempo real la calidad de productos alimenticios.
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3

3.1

OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar materiales innovadores activos e inteligentes para su aplicacion en la industria

alimentaria, obtenidos a partir de la valorizacion de biomasas residuales (levadura cervecera)

y subproductos de fermentacion (granulos de kéfir de agua), con la incorporacion de extractos

naturales de yerba mate y humo liquido refinado como agentes bioactivos.

3.2  Objetivos especificos

a)
b)

Obtener un extracto acuoso de yerba mate (YM) a partir de residuos posconsumo.

Evaluar las propiedades funcionales de los extractos de YM y humo liquido refinado (HL),
mediante la determinacion de su actividad antioxidante, antimicrobiana y la caracterizacion
de la respuesta cromatica dependiente del pH del extracto de YM.

Formular peliculas mediante la técnica de casting, utilizando matrices de pared celular de
levadura residual cervecera (YCW-R) y granulos de kéfir de agua (K-5), incorporando los
extractos de HL y YM en distintas concentraciones.

Caracterizar las propiedades fisicoquimicas, mecanicas, térmicas, hidratacion, barrera al
vapor de agua y funcionales de las peliculas activas/inteligentes obtenidas.

Validar la eficacia de las etiquetas inteligentes de kéfir y extracto de YM para monitorear
la frescura de filetes de merluza, correlacionando su respuesta cromatica con parametros

de deterioro quimico durante el almacenamiento refrigerado.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Obtencion de biomasas y extractos

4.1.1 Biomasa de pared celular de levadura residual cervecera

Se recibi6 levadura descartada del proceso de elaboracion de cerveza artesanal (Cerveza
Néstor, La Plata, Argentina), la cual se lavo tres veces con agua destilada y sucesivas
centrifugaciones a 3000 rpm y 4 °C por 20 min (Centrifuga Avanti, Rotor JA-14) para eliminar
impurezas. Luego, la levadura lavada se suspendid en agua destilada para obtener una
dispersion 5% p/v (peso en base seca/volumen). La dispersion fue sometida a un proceso de
homogeneizacion para romper las células, liberar el material citoplasmatico y separar la pared
celular (YCW-R). La ruptura de la dispersion de levadura se llevd a cabo con un
homogeneizador a vélvula (Panda 2 K NS1001L, GEA Niro-Soavi, Italia) a 1250 bar,
procesando la dispersion durante 9 minutos. Posteriormente, la dispersion ya homogeneizada
se centrifugd a 12000 rpm y 4 °C, durante 15 minutos (Centrifuga Avanti, Rotor JA-14). El
precipitado obtenido (YCW-R), se lavo con agua destilada y sucesivas centrifugaciones en las
condiciones antes descriptas. Este procedimiento se realizo tres veces con el objetivo de separar
eficientemente el material citoplasmatico (soluble), de la pared celular (insoluble). Al finalizar

los lavados, se determinoé el contenido de solidos en estufa a 105 °C.

4.1.2 Biomasa de kéfir de agua

La biomasa de kéfir de agua se obtuvo en el laboratorio LOMCEM a partir de granulos
LOMCEM KWK como iniciadores de cultivo. Se colocaron 100 g de los granulos de kéfir en
un medio de cultivo acuoso de 2 L con 100 g de azucar mascabo, 50 g de higos negros, y un
limoén cortado en cuatro rodajas (Figura 4.1.2). El medio de cultivo se cambi6 cada 48 h para
mantener la viabilidad de los microorganismos e incrementar la biomasa. Para la preparacion
de peliculas, los granulos de kéfir se filtraron, se lavaron cinco veces con agua destilada, y se
escurrieron para remover el excedente de agua. El contenido de sélidos se determind
deshidratando los granulos a 105 °C hasta peso constante y su resultado se utilizd para la

preparacion de las dispersiones filmogénicas a partir de los granulos escurridos.
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Figura 4.1.2. Medio de cultivo de kéfir de agua.

4.1.3 Extracto de yerba mate residual

El extracto residual de yerba mate se obtuvo de los residuos posconsumo de la infusion en
agua caliente (mate), recolectados en LOMCEM, provenientes de diversas marcas y sin
agregado de azucar. Se sec6 en estufa a 40°C durante 24 h. El extracto se obtuvo por destilacion
a reflujo de la siguiente manera: 10 g de residuos de yerba mate y 100 mL de agua destilada se
colocaron en un balon de vidrio y se calentd hasta ebullicion bajo reflujo durante 60 min.,
siguiendo la metodologia descrita por Arrieta et al. (2018) con algunas modificaciones. Cuando
la solucion alcanz6 la temperatura ambiente se filtro para separar los sedimentos. El extracto
se concentr6 utilizando un evaporador rotatorio (Laborota 4000, Heidolph, Alemania) a 80 °C,
30 rpm de velocidad, y 60 mm Hg de vacio durante 2 h. El extracto concentrado se centrifugd
a 5000 rpm por 20 min y se filtrd para remover impurezas. El extracto de yerba mate residual

(YM) se conservo congelado a -18 °C.
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4.1.4 Extracto de humo liquido refinado

El extracto de humo liquido refinado utilizado en este trabajo fue provisto por la compatfiia
Kerry Group. El refinamiento realizado por la empresa consiste en disminuir el contenido de
fenoles totales para eliminar el olor y aroma ahumado. El objetivo de Kerry Group es aplicar
estos extractos de humo liquido refinados como conservantes naturales en una amplia gama de

productos alimenticios evitando sabor y aromas indeseados.

4.2 Preparacion de peliculas activas a base de pared celular de levadura residual

cervecera y extracto de humo liquido refinado (YCW-R con HL)

Para la preparacion de las peliculas activas se realizé una dispersion 5% p/p (b.s) de pared
celular de levadura residual cervecera (YCW-R) en agua destilada. Se ajusté el pH de la
dispersion a 11 con una solucion de NaOH 0,1 M y se realizé un tratamiento térmico en un
bafio a 90 °C durante 20 min para inactivar enzimas y el despliegue de los B-glucanos. Con el
objetivo de romper aglomerados producidos durante el calentamiento, la dispersion se tratd con
un equipo Ultraturrax T-25 (IKA Works, Inc., Staufen, Alemania) a 12000 rpm durante un
minuto. Luego se sometid a agitacion suave bajo vacio para evitar la formacion de burbujas en
las peliculas. Se agrego la cantidad necesaria de extracto de humo liquido refinado (HL) para
preparar formulaciones de: 0%, 0,05%, 0,3%, 0,5%, 1%, 5% y 10% (b.s). Se adiciono glicerol
al 25% p/p (b.s) como plastificante. Se vertieron 15 g de cada formulacion en placas de Petri
de plastico de 90 mm de diametro para que los espesores sean similares. Las peliculas se
obtuvieron por el método de casting en estufa a 38 °C por 18-20 h, se pesaron y acondicionaron
a 43% h.r para su posterior caracterizacion. Estas peliculas se identificaron como YCW-R y su

correspondiente concentracion de HL.

4.3 Preparacion de peliculas activas a base de granulos de kéfir de agua y extracto de

humo liquido refinado (K-5 con HL)

Se prepar6 una dispersion al 5% p/p (b.s) de granulos escurridos de kéfir en agua destilada
y se traté con un equipo Ultraturrax T-25 (IKA Works, Inc., Staufen, Alemania) a 12000 rpm
durante 3 min. La dispersion se homogeneizd con un equipo de ultrasonido VCX-750 (Sonics
and Materials, Inc., Newtown, CT, USA) con una amplitud de 80%, 15 min y pulsos de 30 s.
El objetivo de este procesamiento es romper los granulos y obtener la dispersion filmogénica.
Luego, se realizo un tratamiento térmico a 90 °C por 20 min. para inactivar microorganismos
y enzimas. La dispersion se proces6 nuevamente mediante Ultraturrax y ultrasonido bajo las

condiciones descritas anteriormente. Se extrajo el aire de las dispersiones mediante una bomba
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de vacio para evitar la formacion de burbujas en las peliculas. Se utilizé glicerol como
plastificante al 25% p/p (b.s) y se adicion6 el extracto de humo liquido refinado (HL) para
preparar formulaciones de: 0%, 0,05%, 0,3%, 0,5%, 1%, 5% y 10% p/p (b.s). Se colocaron 19
g de cada formulacioén en placas de Petri de plastico de 90 mm de diametro para obtener
peliculas de igual espesor. Las peliculas se obtuvieron por el método de casting en estufa a 38
°C durante 18-20 h. Se registrod el peso de estas y se colocaron a43% h.r para su caracterizacion.
Las peliculas activas de kéfir de agua y humo liquido se identificaron como K-5 y su

correspondiente concentracion de HL.

4.4 Preparacion de peliculas activas a base de pared celular de levadura residual

cerveceray extracto de yerba mate residual

Se prepararon dispersiones 5% p/p (b.s) de YCW-R disueltas en extracto de yerba mate
residual (YM) y agua destilada para preparar formulaciones con 0%, 5%, 10% y 20% p/p (b.s).
Las dispersiones se procesaron siguiendo la metodologia descrita en la seccion 4.2. Se adicion6
glicerol como plastificante al 25% p/p (b.s) y se agitd durante 10 min. Posteriormente se
vertieron 15 g en placas de Petri de 90 mm de didmetro y se colocé en estufa a 38 °C durante
18 h para obtener las peliculas. Las peliculas obtenidas se pesaron y acondicionaron a 43% h.r.

Estas peliculas activas se denominaron YCW-R con su respectivo porcentaje de YM.

4.5 Preparacion de peliculas activas e inteligentes a base de granulos de kéfir de agua y

extracto de yerba mate residual

Se prepararon dispersiones 5% p/p (b.s) de granulos escurridos de kéfir de agua, utilizando
el extracto de yerba mate residual (YM) y agua destilada, para realizar formulaciones con 0%,
5%, 10% y 20% p/p (b.s) de YM. Luego se procesaron siguiendo la metodologia descrita en la

seccion 4.3. Las peliculas se denominaron K-5 con su respectivo porcentaje de YM.
4.6 Técnicas de caracterizacion

4.6.1 Contenido de sélidos totales

La determinacion de solidos totales de los extractos y biomasas de pared celular de levadura
y granulos de kéfir de agua se realizaron en estufa a 105 °C hasta peso constante. Las
determinaciones se realizaron por triplicado y se expresaron los resultados en porcentaje peso

en peso (% p/p).
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4.6.2 Medicion de pH

Los valores de pH de los extractos y dispersiones filmogénicas se midieron con un pHimetro

Altronix TPA-V (SAEN SRL, Buenos Aires, Argentina).

4.6.3 Contenido de proteinas totales y p-glucanos

Se determiné el porcentaje de proteina en las biomasas de pared celular de levadura y
granulos de kéfir, a partir del contenido de nitrégeno total obtenido por el método Kjeldahl
(FOSS, Dinamarca) y posterior conversion mediante factor (Fn—p = 6,25) para alimentos
multicomponente.

Para esto, las muestras se secaron, molieron y pesaron en balanza analitica (£10™ g).
Posteriormente, se colocaron en los tubos de digestion con dos pastillas catalizadoras
Kjeltabs® (CuSO4-5H20 y K2SO4) y 17,0 mL de H2SO4 concentrado (98% p/v, p =1,84 g/mL).
Paralelamente se realizaron dos blancos con pastillas catalizadoras y acido sulfurico, pero sin
muestra. Se realizo la digestion a 420 °C durante una hora. Al finalizar, se dejaron enfriar los
tubos y se realizo la destilacion en el mddulo Kjeltec® 8100, programado para que se utilicen
80 mL de agua destilada, 70 mL de NaOH 40% p/v, una intensidad del flujo de vapor de 100%,
un tiempo de destilacion de 5 min. y el vaciado automatico del tubo de digestion al finalizar la
destilacion. Como recipiente colector se utilizd un Erlenmeyer de 250 mL con 30 mL de
solucion 4cido borico (H3BO3) 4,0% p/v con indicador combinado rojo de metilo — verde de
bromocresol. Al finalizar la destilacion, el indicador combinado en el Erlenmeyer colector
cambi6 de color (rojo-naranja a azul-verde) indicando que el NHj; fue recolectado en la solucion
de H3BO:s. Se realizé el mismo procedimiento para los tubos con el blanco.

Se valorizaron los destilados de todos los Erlenmeyer en forma secuencial con una solucién
estandarizada 0,1 N de H>SO4 hasta viraje del indicador combinado de azul-verde a rojo-
naranja. Se registrd el volumen gastado (mL) de solucion valorante para los ensayos
correspondientes a las muestras y blancos.

Los porcentajes de nitrogeno total (% p/p) para las muestras (N7) se calcularon por medio

de la siguiente ecuacion:

(Viy—Vg). 0,1N .0,014007

%NT = Iy,

100 Ecuacion 1

Donde Viry Va son los volumenes gastados de solucion estandarizada de H>SO4, en mL, en

la valoracion de la muestra y del blanco, respectivamente; 0,1 N es la normalidad de la solucion
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estandarizada del acido; 0,014007 es la masa de un miliequivalente de nitrogeno, en gramos;
M es la masa de muestra en gramos.

El porcentaje de proteina bruta (P, % p/p) de las muestras se calculéo como:

%Ps= Nr.Fnsp Ecuacion 2

Donde Fy—.pes el factor de conversion de nitrogeno total a proteina bruta. Para las biomasas
se utilizo el factor Fy—.p = 6,25, correspondiente a alimentos que estan formulados con
ingredientes de distintas fuentes que aportan proteinas.

La determinacion de los B-glucanos presentes en la biomasa de levadura se realizo por el
método enzimatico y espectrométrico que se fundamenta en cuantificar el contenido de (1-3:1-

4)-B-D-glucanos utilizando un Kit ©Megazyme.

4.6.4 Inspeccion visual, densidad y espesor de las peliculas

Las peliculas se inspeccionaron visualmente para evaluar su apariencia general (color,
fracturas, imperfecciones) y se tomaron fotos con una cdmara Huawei Y 19 Pro. Los espesores
fueron medidos en diez locaciones de la muestra con un calibre digital (3109-25-E, Insize Co.,
China) con una precision de = 10 m. Para la determinacion de densidad de las peliculas secas,
muestras de 58 cm? de 4rea circular se secaron en desecadores con silica gel durante 7 dias. Las
peliculas se pesaron utilizando una balanza analitica (£10* g). La densidad de las peliculas

secas par. (g m™) se calculo a través de la Ecuacién 3:

pay. =m/(A.L) Ecuacion 3

donde m es la masa seca (g), 4 el area (m?), y L es el espesor (m).

4.6.5 Determinacion de color mediante coordenadas CIELab

La determinacion de color de las peliculas se realizd6 mediante coordenadas CIELab
utilizando un colorimetro Konica Minolta CR400 (Osaka, Japon) tomando cuatro medidas

sobre cada muestra. La diferencia de color AE se calculd mediante la Ecuacion 4:

AE = \/(L1 —Ly)? + (ay — ag)? + (by — by)? Ecuacion 4
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donde el parametro L indica la luminosidad, a el rango de colores del rojo al verde y b del
amarillo al azul. Lo, ap y by representan los parametros de color de la muestra control (peliculas
sin aditivo), mientras que L;, a; y b; corresponden a las peliculas aditivadas. Un valor de AE
> 6 implica un cambio de color perceptible al 0jo humano (Mokrzycki & Tatol, 2011).

Las representaciones de los colores se obtuvieron insertando las coordenadas en la

aplicacion “Analise the Color” (Lab Tools).

4.6.6 Propiedades térmicas

Las propiedades térmicas de las muestras se estudiaron por analisis termogravimétrico

(TGA) y calorimetria diferencial de barrido con temperatura modulada (MDSC).

4.6.6.1 Analisis termogravimétrico (TGA)

La técnica de analisis termogravimétrico en modo dinamico consiste en registrar a través de
una microbalanza, la pérdida del peso con la temperatura de una muestra sometida a una
velocidad lineal de calentamiento preestablecida, controlando las condiciones atmosféricas en
las que se realiza el ensayo (Prime et al., 2009). El equipo consiste en un horno que contiene
una balanza cuya precision ronda el microgramo, que registra el peso de la muestra colocada
en una canasta. El material de la canasta varia segin el rango de temperaturas en el que se
realiza el ensayo. Por debajo de 500 °C se puede utilizar aluminio, pero si el ensayo requiere
temperaturas mas altas, la canasta debe ser de platino o un material cerdmico. La temperatura
es controlada por una termocupla que se ubica muy cerca de la muestra. A pesar de la simpleza
de la técnica, sus aplicaciones son multiples, la principal es la determinacion de la estabilidad
térmica de un material, pero también puede utilizarse para diferenciar contenido organico de
inorganico, analizar composicion de un material polimérico, realizar control de calidad, y para
el estudio de procesos oxidativos, entre otras aplicaciones.

Ademas del peso en funcion de la temperatura, puede obtenerse la derivada del peso respecto
de la temperatura, la cual suministra informacion interesante como la temperatura a la que se
produce la méxima tasa de descomposicion o, en algunos casos, permite revelar ciertos eventos
de descomposicion que no se aprecian tan facilmente en la sefal original.

La estabilidad térmica de las muestras fue realizada en atmosfera inerte de nitrogeno (60
mL/min) utilizando un equipo TGA Q-500 (TA-Instruments), calentando a 10 °C/min en un
rango de temperatura de 40 a 600 °C. Para llevar a cabo este ensayo se pesaron entre 3 y 5 mg
de muestra. El andlisis termogravimétrico se centrd en tres parametros fundamentales para
caracterizar el comportamiento térmico de los materiales. La temperatura de degradacion

inicial (79) se determind como el punto correspondiente a una pérdida de masa del 12%,
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obtenido mediante analisis grafico de las curvas termogravimétricas. Por otro lado, la
temperatura maxima de degradacion (7.a) se identifico como el valor asociado al pico
principal en las curvas derivadas de pérdida de peso (DTG), que representa la etapa de mayor
descomposicion térmica del material. Finalmente, se cuantifico el porcentaje de residuo
carbonoso remanente a 600 °C, parametro que refleja la capacidad del material para formar
estructuras estables a altas temperaturas. Estos tres indicadores (7, Tinax y Resd. soo°c) permiten
evaluar de manera integral la estabilidad térmica y los mecanismos de degradacion de las

diferentes formulaciones estudiadas.

4.6.6.2 Calorimetria diferencial de barrido con temperatura modulada (MDSC)

Las transiciones térmicas fueron determinadas utilizando un calorimetro diferencial de
barrido con temperatura modulada (MDSC) (TA Instruments Q200, Delaware, USA). El
MDSC aplica una sefial de temperatura modulada (lineal + sinusoidal) y analiza la respuesta
en flujo de calor. Esto permite separar fendmenos termodinamicos reversibles de los cinéticos
irreversibles, mejorando la interpretacion frente al DSC convencional. Las ventajas del
modulado son una mayor resolucion en transiciones sobrepuestas, determinacion mas precisa
de Tg, incluso en presencia de reacciones, cuantificacion de la capacidad calorifica (Cp) con
mas exactitud, identificacion de procesos reversibles e irreversibles.

Las transiciones térmicas fueron determinadas en el rango de -80 °C a 170 °C, con una etapa
previa de equilibrio a -80 °C durante 5 min, y luego la temperatura se incrementé a 10 °C/min.
El procedimiento modulado se realizo a = 1 °C cada 4 s. Aproximadamente 4 mg de muestra
fueron colocados en capsulas TzeroR de aluminio. Las muestras se acondicionaron a 22 °Cy
secadas con silica gel por una semana y selladas con tapas herméticas antes de comenzar el
experimento. Las transiciones vitreas fueron determinadas utilizando el programa TA
Universal Analysis (v4.5, TA Instruments, USA), en el punto medio. Los experimentos se

realizaron por duplicado.

4.6.7 Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas se estudiaron mediante ensayo de traccion, el cual consiste en
someter una probeta a la deformacion hasta su rotura, con una carga determinada (con una
celda de carga) y que es aplicada uniaxialmente a lo largo del eje de la probeta (Callister, 1995).
La probeta, de tamafio normalizado, se monta con sus extremos en las mordazas de la maquina
de ensayos y se programa para alargarla a velocidad constante, y para medir continua y

simultdneamente la carga instantanea aplicada y el alargamiento resultante (utilizando un
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extensometro). El ensayo dura hasta la deformacion permanente o rotura de la probeta
(Callister, 1995).
Con el resultado del ensayo de traccion se obtienen distintos parametros caracteristicos del

material a ensayar. La fension nominal (o) que se define mediante la relacion:

o =— Ecuacion 5

En donde F es la carga instantdnea aplicada perpendicularmente a la seccion de la probeta,
en unidades de Newtons (N), y 4, es el area de la seccion original antes de aplicar la carga
(m?). La unidad de tensién es MPa (SI).

La deformacion nominal se define como:

Ll Al .
g= 22 =— Ecuacion 6
Lo Ly

En donde /, es la longitud original antes de aplicar la carga, y /; es la longitud instantanea.
La cantidad A/ es el alargamiento producido por deformacion, o cambio en longitud en un
instante determinado, con respecto a la longitud inicial. La deformacion no tiene unidades, a
veces se expresa como porcentaje, esto es, el valor de la deformacion multiplicado por 100.

El grado con que un material se deforma es proporcional a la tensién impuesta segin la

relacion:

E =0d/¢ Ecuacion 7

Esta relacion se conoce con el nombre de ley de Hooke, la constante de proporcionalidad,
E (MPa) es el modulo de elasticidad, o modulo de Young.

Cuando se cumple esta relacion la deformaciéon se denomina deformacion elastica; al
representar la tension en el eje de ordenada en funcion de la deformacion en el eje de abscisas
se obtiene una relacion lineal. La pendiente de este segmento lineal corresponde al modulo de
elasticidad E. Este modulo puede ser interpretado como la rigidez, o sea, la resistencia de un
material a la deformacion eléstica. Cuanto mayor es el modulo, mas rigido es el material, o sea,
menor es la deformacion eléstica que se origina cuando se aplica una determinada tension

Si se grafica una curva o vs. ¢, llamada curva esfuerzo-deformacion, se obtiene una funcién

caracteristica de cada material, y a partir de la misma, es posible obtener varias propiedades
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mecanicas, como la elongacion maxima hasta ruptura, el modulo de elasticidad o de Young y
la resistencia a la tension.

Los ensayos de traccion se realizaron en una maquina universal de ensayos mecénicos
Megatest® TC-500 serie II (Micrometric SRL, Buenos Aires, Argentina) a 22 °C, con una
celda de carga de 30 kgr. La velocidad de traccion para las peliculas YCW-R y K-5 fuede 5y
10 mm/min, respectivamente. Se cortaron probetas rectangulares de 10 x 50 mm y fueron
almacenadas hasta su analisis en una atmoésfera controlada de humedad relativa de 53% dada
por una solucion saturada de Mg(NO3)2 (ay registrada a 24 °C: 0,53). Se midieron los espesores

en cuatro puntos en forma aleatoria de cada probeta con un calibre digital.

4.6.8 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros infrarrojos de las peliculas se registraron en el rango de 4000 a 400 cm™ en
un espectrofotometro infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) Shimadzu IR-Affinity
(Shimadzu Co., Japén) equipado con un modulo de ATR con punta de diamante (GladiATR,
Pike Technologies, USA). Los espectros de IR se midieron como un promedio de 48 barridos,

una resolucion de 4 cm.

4.6.9 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La microestructura de las peliculas se analizo utilizando un microscopio electrénico de
barrido (Carl Zeiss NTS-SUPRA). Para la observacion de las peliculas K-5 con YM se utilizé
una tension acelerada de 20 kV con una magnificacion de 1000x%, mientras que para las
peliculas YCW-R con HL se utiliz6 una tension acelerada de 8 Kv con magnificaciones de
500x y 10000x. Las secciones transversales se obtuvieron cortando las muestras con una
cuchilla de acero inoxidable y colocandolas en el porta muestras. Todas las muestras se

recubrieron con una fina capa de oro y se analizaron por duplicado.

4.6.10 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos y de las peliculas activas se evalué mediante los
ensayos de ABTS y DPPH. Estos ensayos, que se basan en la transferencia de electrones,
implican una reaccion redox en la que el oxidante actia como un indicador del punto final de
la reaccion. Se emplean para medir la capacidad de una muestra de neutralizar o atrapar
radicales libres, lo que proporciona informacidn valiosa sobre su potencial antioxidante. Esta
capacidad es crucial para el desarrollo de materiales activos que puedan ofrecer beneficios
funcionales, como la preservacion de alimentos frente a la oxidacion. Los resultados obtenidos

mediante estos métodos permiten evaluar la eficacia de las peliculas y los extractos en
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contextos de aplicacion practica. Sin embargo, es necesario considerar que las variaciones
inherentes a las metodologias, como factores estéricos, mecanismos y sensibilidad de reaccion,
pueden dificultar la comparacion directa de los resultados entre un método y otro. Por lo tanto,
es fundamental tener en cuenta estas limitaciones al analizar y discutir los resultados obtenidos

mediante los ensayos de ABTS y DPPH.

4.6.10.1 Actividad antioxidante de los extractos: método ABTS

La inhibiciéon del cation radical ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico)) se monitorizo a través de su decoloracion a 734 nm (Re, 1999). La solucién radical
se generd al reaccionar una solucion de ABTS a 7 mM (Sigma RA1888) con 2,45 mM de
persulfato de potasio, K>S>0Og (Sigma® 216,224), y se dejé reposar en la oscuridad a
temperatura ambiente durante 16 horas antes de su uso. Esta solucion fue denominada solucion
A. Posteriormente, se diluyd 1 mL de la solucion A en agua destilada hasta alcanzar una
absorbancia de 0,70 £ 0,02, lo que dio lugar a la solucién B, que se empled como solucion de
trabajo.

La capacidad antioxidante de los extractos se expres6 como /Csyp (mg/L) (Rezzani et al.,
2024), valor que representa la concentracion necesaria del extracto para inhibir el 50% de los
radicales ABTS y DPPH. Por lo tanto, un menor valor de /Csp indica una mayor actividad

antioxidante del extracto. Las mediciones se realizaron por triplicado.

4.6.10.2 Actividad antioxidante de extractos: metodo DPPH

El ensayo de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) se evalu6 siguiendo el método descrito por
Brand-Williams ef al. (1995) con modificaciones. La solucion del radical DPPH se prepar6
disolviendo 19,75 mg de DPPH en 50 mL de etanol grado anhidro y se mantuvo en la oscuridad
durante 30 minutos. Posteriormente, se mezclaron 0,1 pL de extracto con 0,8 puL de etanol
grado anhidro y 0,1 pL de la solucion de radicales DPPH. La mezcla se mantuvo en la oscuridad
durante 15 minutos antes de medir su absorbancia a 517 nm. Las mediciones se realizaron por

triplicado y los resultados se expresaron como /Csp (mg/L).

4.6.10.3 Actividad antioxidante de peliculas activas por método ABTS y DPPH

Se prepar6 solucion A de ABTS como se explico en la seccion 4.6.10.1. Posteriormente, se
diluy6 1 mL de la solucion A en etanol 96% hasta alcanzar una absorbancia de 0,70 + 0,02, lo
que dio lugar a la solucion B, que se empled como solucion de trabajo. Luego se colocaron 10
mg de cada pelicula en tubos Eppendorf y se les adicion6 1 ml de la solucidon B. Se midio la

absorbancia de las soluciones a distintos tiempos en un espectrofotémetro UV-visible (UV-
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9000S, Shangai, China) a 734 nm y, por lo tanto, se determino la actividad antioxidante de las
peliculas activas.

La solucioén radicalaria de DPPH preparada en la seccion 4.6.10.2 se utiliz6 para determinar
la actividad antioxidante de las peliculas activas. En un Eppendorf se colocaron 10 mg de
pelicula con 0,9 mL de etanol anhidro y 0,1 mL de solucion DPPH. Se midio la absorbancia a
517 nm a distintos tiempos para evaluar la actividad antioxidante de las peliculas activas.

Para ambas metodologias, las mediciones de absorbancia se realizaron por triplicado y los

resultados se expresaron en porcentaje de inhibicion radicalaria (%0RSA) relativo a cada tiempo:

Abs.blanco—Abs.muestra
%RSA = x 100 Ecuacion 8

Abs.blanco

Donde, “Abs. blanco” corresponde a las soluciones radicalarias de DPPH y ABTS sin estar
en contacto con las peliculas activas y “Abs. muestra” corresponde a las soluciones radicalarias

DPPH y ABTS en contacto con las peliculas activas a distintos tiempos.

4.6.11 Contenido de fenoles totales: método Folin-Ciocalteu

El contenido total de fenoles (TPC, por sus siglas en inglés) de los extractos fue estimado a
través de una modificacion del método de Folin-Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965). 250 puL
de cada extracto se mezclaron con 1250 pL de reactivo Folin-Ciocalteu (1/10 dil.) y 1000 pL.
NaxCOs3 (7,5% p/v) y se mantuvo en oscuridad por 2 h. La absorbancia de las soluciones se
midié a 765 nm en un espectrofotometro UV-visible (UV-9000S, Shangai, China). Los
experimentos de TPC se realizaron por triplicado y se expresaron en mg equivalente de 4cido

galico (GAE) por g de materia seca.

4.6.12 Actividad antimicrobiana

4.6.12.1 Determinacion de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC)

La concentracion minima inhibitoria (MIC) de los extractos de humo liquido refinado (HL)
y yerba mate residual (YM) contra Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Bacillus cereus (ATCC 14579) y
Salmonella enteritidis (ATCC 13076) fue determinada siguiendo el método de microdilucién
en caldo de cultivo segun las directrices del Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI
MO07-A10) (Cottet et al., 2021). Un cultivo overnight de cada cepa bacteriana en agua de
peptona estéril al 0,1% se ajusté al estandar McFarland 0,5 (aproximadamente ~10® UFC/mL)

y se utilizé como indculo. Esta suspension se diluy6 1:10 en caldo Mueller-Hinton para lograr
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una suspension del indculo de ~10” UFC/mL. Posteriormente, 200 pL de extracto se pipetearon
en la primera columna de un microplato estéril de 96 pocillos y 100 uL de caldo Mueller-
Hinton se agregd al resto de los pocillos, excepto a la primera columna. Luego, 100 puL de
extracto se diluy6 en forma seriada a la mitad en el resto de los pocillos, excepto por la Gltima
columna. Finalmente, 100 puL de cada suspension de microorganismo se inoculd en todos los
pocillos. La tltima columna, que no contenia extracto, fue usada como control de crecimiento
de microorganismos. Los microplatos se cultivaron a 37 °C durante 24 h; al cumplirse este
tiempo, se realiz6 una examinacion visual. La presencia de precipitado negro en el fondo del
pocillo evidencié crecimiento microbiano. Por el contrario, donde hubo inhibicion de
crecimiento microbiano, no se observd precipitado o turbidez. La concentracion minima
inhibitoria (MIC) se determin6 visualmente (sin precipitados) como la concentraciéon mas baja

de extracto que inhibid el crecimiento microbiano.

4.6.12.2 Actividad antimicrobiana de las peliculas: método de contacto directo

La metodologia desarrollada se basé en la norma ASTM E2149 (ASTM International,
2001). La actividad antimicrobiana de las peliculas se evalud frente a la cepa bacteriana Gram-
positivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923). El aislado del microorganismo se incub6 en
placas de agar nutritivo estéril durante 24 h a 37 °C. Luego, se prepard una suspension del
microorganismo en tubos con agua de peptona 0,1% estéril hasta una turbidez equivalente a
0,5 McFarland (10® UFC/mL). La suspension del inéculo se diluyé en PBS estéril (pH 7,4)
hasta obtener una concentracién final de 10° UFC/mL. Las muestras fueron cortadas en
cuadrados de 1 cm de lado y colocadas en tubos Eppendorf con 1 mL de la solucion de inoculo.
Los tubos se incubaron a 37 °C con agitacion de 100 rpm. Se tomaron alicuotas y se realizaron
conteos de UFC totales a las 0 y 24 h de tiempo de contacto. Se realiz6 un control de la solucion
de indculo (sin pelicula), y aquellas que no contenian extracto de humo liquido refinado (HL)
o yerba mate residual (YM) se consideraron peliculas control. El porcentaje de reduccion

bacteriana (%) se calcul6 utilizando la Ecuacion 9:

B —
B

A
x 100 Ecuacion 9

Reduccion bacteriana (%) =

Donde 4 es UFC/mL para la pelicula con aditivo luego de 24 h de tiempo de contacto, y B

es UFC/mL para la pelicula control (sin aditivo) luego de 24 h de contacto.
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4.6.13 Ensayo de migracion en simulante alimentario

La liberacion de los compuestos activos de las peliculas se evalu6 mediante ensayos de
migracion especifica en un simulante alimentario graso (etanol 95%). Para ello, las peliculas
de cada formulacion se recortaron en secciones de 6 cm? y se sumergieron en 10 mL del
simulante, manteniendo una temperatura constante de 40 °C. El ensayo se realiz6 a distintos
intervalos de tiempo con el objetivo de analizar la migracion de los compuestos fendlicos, con
capacidad antioxidante.

Este procedimiento establecié una relacion superficie/volumen de 6 dm*L de simulante,
conforme a las especificaciones del método estandarizado UNE-EN 13130-1:2005. La cantidad
de compuestos fendlicos migrados desde las peliculas fue cuantificada utilizando el método
Folin-Ciocalteu (seccion 4.6.11), mientras que la actividad antioxidante de los compuestos
transferidos al simulante se midi6é en términos de %RSA (Ecuacion 8) mediante los métodos

ABTS y DPPH (seccion 4.6.10.3). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

4.6.14 Isotermas de hidratacion de agua

Las isotermas de sorcion de agua se determinaron a 22 °C siguiendo procedimientos
establecidos (Rezzani et al., 2024). Las peliculas fueron secadas y colocadas en desecadores
para alcanzar el equilibrio en diferentes actividades de agua (aw=%h.r./100). Se utilizaron
soluciones saturadas de NaOH, MgCl,, K2COs, NaBr, NaCl y BaCl para generar condiciones
de a, de 0,10; 0,33; 0,43; 0,57; 0,75 y 0,90, respectivamente. Se generaron atmosferas secas
utilizando silica gel. Las muestras fueron pesadas periddicamente con una balanza analitica (+
10 g) y los experimentos se realizaron por triplicado.

El contenido de agua o hidratacion (%), expresado como gramos de agua por gramo de
materia seca (m.s.), se evaluo en funcion de a,. Las isotermas se ajustaron utilizando el modelo
de Guggenheim-Anderson-De Boer (GAB) (Guggenheim, 1966), el cual considera la
hidratacion como formada por moléculas de agua directamente unidas a la matriz,
estableciendo una monocapa de hidratacion, y por moléculas de agua indirectamente unidas a
la matriz, formando multicapas de hidratacion. El modelo de GAB esta representado en la

FEcuacion 10:

h(a,) = (Ncka,,)/[(1 + (¢ — Dka,,)(A — ka,,)] Ecuacion 10

donde N representa el contenido de agua en la monocapa (g de agua por g de m.s.) asociado a

los sitios primarios de union de agua; ¢ es un pardmetro relacionado con el calor de sorcion
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para la unidon de la monocapa, que da cuenta de la fuerza de unidn de las moléculas de agua a
los sitios primarios; y k se relaciona con el calor de sorcion de las multicapas, que indica la
capacidad del agua para unirse en capas multiples (Salvay, Colombo & Grigera, 2003).

Para cada muestra se obtuvo una isoterma de sorcion de agua y se determind el contenido
de agua & correspondiente a cada a, como el promedio de tres mediciones experimentales con
sus respectivas desviaciones estandar Los valores de los parametros N, ¢ y k, junto con sus
errores asociados, se obtuvieron ajustando los puntos de los datos experimentales al modelo

GAB utilizando OriginPro 8 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EE. UU.).

4.6.15 Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua se determiné de manera gravimétrica, siguiendo el
método ASTM E-96 con modificaciones (Delgado et al., 2018b). Las muestras fueron
acondicionadas a 22 °C y 43% h.r. durante diez dias, y posteriormente se sellaron sobre celdas
(Figura 4.6.15) que contenian una solucidn saturada de BaCl, (90% h.r.). Las celdas fueron
colocadas en gabinetes desecadores a 22 °C con una humedad relativa de 10%, mantenida

mediante una solucion saturada de NaOH.

La atmosfera exterior se acondiciona con
una solucién saturada de NaOH (10 % h.r.) Tornillos

Tapa superior

Pelicula a analizar
Aro de goma

Base de la celda con
solucién saturada de BaCl,
(90 % h.r.)

Figura 4.6.15. Esquema de la celda utilizada para medir la permeabilidad al vapor de agua
de las peliculas. Fuente: Delgado et al., 2018b.

El transporte de agua se monitored pesando las celdas con una balanza analitica (£107 g).
Se grafico la pérdida de peso (m, en g) en funcidn del tiempo (¢, en min) y, una vez alcanzado
el estado estacionario (una linea recta), se registraron datos adicionales durante 36 h. La

permeabilidad experimental al vapor de agua (P,,*? ) se calcul6 utilizando la Ecuacion 11:

61



Materiales y Métodos

ex 1 /Am L .r
P; [ — (_) — Ecuacion 11
A\ At /) Apy,

donde A4 representa el area efectiva expuesta de la pelicula (2,2x107 m?), (Am/At) es la
pendiente de la regresion de la pérdida de peso en funcion del tiempo, L corresponde al espesor
de la pelicula, y Apw=(pw2—pw1) es la diferencia de presion parcial de vapor de agua a través de
la pelicula. pw1 (263,9 Pa) y pw2 (2375,4 Pa) son las presiones parciales de vapor de agua (Pa)

fuera y dentro de la celda, respectivamente. Los experimentos se realizaron por triplicado.

4.6.16 Solubilidad efectiva del agua y difusion efectiva del agua

Cuando no hay poros, defectos o perforaciones en la pelicula, Pw**P puede expresarse segun

la Ecuacion 12 (Delgado et al., 2022):
B,** =D,7s, Ecuacién 12

donde Sy (g m™ Pa!) es el coeficiente de solubilidad efectiva del agua en el rango de
concentracion cw2 a cwi, correspondiente a las presiones de vapor de agua pw2 y pwi,
respectivamente, y Dy (m? s7!) es el valor efectivo del coeficiente de difusion en el rango de
concentracion de agua, cw2 a cwi. Las isotermas de sorcion de agua permitieron la evaluacion
de la concentracion de agua cw (cw=h(aw)*pms.) en la superficie de cada muestra de pelicula

eff

en el experimento de permeabilidad. El valor de Sw®" correspondiente al gradiente de presion

o intervalo aw [aw2=0,9; aw1=0,1] se obtuvo mediante la Ecuacion 13 (Delgado et al., 2022):

Sw¥" = [(h(@w2) — h(@1))/ Puz — Puwi)] X pay.  Ecuacion 13

donde A(aw2) y h(aw1) son el contenido de agua de la pelicula (g H2O por g de materia seca) en

su superficie inferior a pw2 y en la superficie exterior de la taza a pwi, respectivamente. Segliin

eff

la Ecuacion 11, D" se calcula con la Ecuacion 14:

D, = p,**?/s, It Ecuacion 14

4.6.17 Evaluacion de la sensibilidad al amoniaco y al 4cido acético

Se realizaron ensayos de sensibilidad al amoniaco y al dcido acético en peliculas elaboradas

a partir de granulos de kéfir y extracto de yerba mate residual (K-5 con YM). La seleccion de
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estas muestras se baso en su capacidad para evidenciar cambios de color de manera clara debido
a su transparencia, lo que las posiciona como candidatas prometedoras para su aplicacién como
materiales inteligentes indicadores del estado de conservacion de alimentos.

En el ensayo de sensibilidad de las peliculas al amoniaco (Figura 4.6.17), se utilizd un vaso
de precipitados de 25 mL que contenia 10 mL de una soluciéon de amoniaco al 25% v/v, el cual
fue cubierto con una muestra de pelicula de 2 cm de lado (Zhao et al., 2022). Después de 24 h,
el color de la pelicula fue medido tres veces para cada muestra utilizando el método CIELab
(seccion 4.6.5). Las coordenadas resultantes se ingresaron en la aplicacion “Analise the Color”
(Lab Tools) para representar visualmente el color. De manera analoga, se realiz6 un ensayo de

deteccion de acido acético utilizando una solucidon de acido acético al 3% v/v.

K-50%YM K-55% YM K-510% YM K-520% YM

Figura 4.6.17. Ensayo de sensibilidad al amoniaco y acido acético de las peliculas K-5
con 0%, 5%, 10% y 20% YM.

4.6.18 Analisis estadistico

Los resultados se presentan como medias con desviacion estandar. Los analisis estadisticos
se realizaron utilizando OriginPro 8 (OriginLab) y el software R (v 3.4.4, R Foundation for
Statistical Computing, Viena, Austria). Los datos fueron sometidos a un ANOVA, con las
medias comparadas utilizando la prueba post-hoc de HSD de Tukey, considerando un valor de
p < 0,05 como significativo. Los errores en los parametros GAB de las isotermas de sorcion de

agua se estimaron a partir del anélisis del ajuste.
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4.7 Aplicacion de etiquetas inteligentes basadas en K-5 con YM para monitoreo de

calidad en filetes de Merluccius hubbsi

Para el estudio de la aplicacion de las peliculas inteligentes K-5 con YM, se utilizo filete de
merluza (Merluccius hubbsi) fresco proveniente de una pescaderia local (Pescaderia Mar
Argentino, Quilmes). El pescado fue preservado a temperatura de refrigeracion hasta el inicio
del experimento, el cual comenz6 aproximadamente una hora después de la adquisicion. El
filete de merluza se cort6 en trozos de 50 g cada uno y fueron colocados en recipientes con tapa
de polietilentereftalato (PET), con dimensiones de 160 mm de ancho, 120 mm de profundidad
y 60 mm de alto (Figura 4.7). Se evaluaron cuatro formulaciones de etiquetas K-5 con YM:
0%, 5%, 10% y 20% de extracto afadido con respecto a la masa seca. Adicionalmente, se
preparo6 una etiqueta de papel como matriz modelo, destinada a comparar el comportamiento
del color del extracto en un sustrato distinto al preparado a partir del kéfir de agua. El
procedimiento de impregnacion consistio en sumergir la etiqueta en el extracto de YM durante
una hora, seguido de un secado en estufa a 50 °C por un periodo de 24 h. La concentracion
final de YM en la etiqueta, determinada por triplicado mediante peso seco en estufa, fue de 4,8
+ 0,4 % p/p (b.s). Dado este resultado, el valor se redonded al entero mas cercano para
simplificar la nomenclatura, designandose esta muestra una concentracion 5% YM vy

denominada P+YM.

-

L 20%YM 0% YM

| 10%YM P +YM 5% YM

N

B
>

Figura 4.7. Recipiente PET con muestra de filete de merluza y etiquetas inteligentes K-5 con
0%, 5%, 10% y 20% YM. P+YM representa una etiqueta a base de papel con 5% YM.
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Las etiquetas fueron adheridas al dorso de la tapa de los recipientes utilizando cinta bifasica,
de manera que una de sus caras quedara expuesta a los gases generados durante el proceso de
deterioro del filete de merluza. Estos gases incluyen amoniaco (NHs), trimetilamina (TMA) y
dimetilamina (DMA), productos de la degradacién del 6xido de trimetilamina (OTMA)
presente en los tejidos y que son indicativos de la descomposicion microbiana del pescado
(Zhai et al., 2017). Los recipientes fueron almacenados en una camara de refrigeracion de gran
volumen a una temperatura constante de 4 + 2 °C durante periodos de 2, 4 y 7 dias. Al cumplirse
cada uno de estos tiempos, se realizaron mediciones del color de las etiquetas, el pH del filete
y el contenido de nitrogeno basico volatil Total (NBV), con el objetivo de evaluar tanto el
progreso del deterioro del pescado como la efectividad de las peliculas inteligentes para indicar
el deterioro a través del color.

El experimento y las determinaciones se llevaron a cabo por duplicado, y también se
realizaron mediciones de color, pH y NBV al tiempo 0, es decir, al momento de la recepcion

del pescado.

4.7.1 Cambio de color

Se midi6 el color de las etiquetas inteligentes y los filetes de pescado mediante coordenadas
del espacio de color CIELab (seccion 4.6.5) utilizando un colorimetro Konica Minolta CR400
(Osaka, Japon) realizando tres medidas de cada etiqueta sobre la cara externa de la tapa PET
del recipiente. También se tomaron cinco medidas de color sobre los filetes colocando una
pelicula de polietileno transparente sobre el tejido. En cada caso, se tomaron como referencia
de blanco la tapa PET y la pelicula de polietileno. El cambio de color (AE) de las etiquetas
inteligentes y el pescado se determin6 mediante la Ecuacion 4, segin el cual un valor de AE >
6 implica un cambio de color perceptible visualmente (Mokrzycki & Tatol, 2011).

Adicionalmente, se incorpord un esquema de la evolucion del color promedio del pescado
(Merluccius hubbsi), se tomaron los valores promedio de las coordenadas del espacio CIELab
para cada tiempo y se convirtieron al espacio de color RGB para poder representar el color en

gréaficos de computadora.

4.7.2 Determinacion de pH

Se homogeneizaron 10 g de filete de merluza con 90 mL de agua destilada con un equipo
Stomacher (EasyMIX® Blender, bioMerieux, Argentina) durante 1 minuto. El pH de la mezcla
homogeneizada se determind con un pHimetro Altronix TPA-V (SAEN SRL, Buenos Aires,

Argentina). La determinacion se realizo por duplicado.

65



Materiales y Métodos

4.7.3 Determinacion de nitrégeno basico volatil (NBV)

La determinacion de NBV es el método de referencia reconocido por el Codigo Alimentario
Argentino (CAA) para evaluar la calidad de los productos pesqueros. Como se mencion6 en la
seccion 1.3, la legislacion argentina establece un limite maximo de 30 mg de N/100 g para la
especie Merluccius hubbsi.

La determinacion de NBV en la muestra de filete de merluza se realiz6 siguiendo el método
descrito en la norma EU: 2019/627. En primer lugar, se prepard un extracto de la muestra de
pescado, para lo cual se mezclaron 10 g de filete de merluza con 90 mL de é4cido perclorico 6%
p/v y se homogeneizd en un equipo Stomacher durante 1 minuto. Posteriormente, la mezcla se
filtro y se separo el extracto para proceder con la determinacién de NBV.

Para la medicion de NBV, se utilizo un equipo de destilacion, como se muestra en la Figura
4.7.3. En el balon de destilacion se colocaron 50 mL del extracto de pescado y cuatro gotas de
fenolftaleina. El destilado se recogié en un Erlenmeyer que contenia 60 mL de 4cido bérico
3% p/v y cinco gotas de un indicador combinado rojo de metilo — verde de bromocresol. En la

trampa situada sobre el balon, se colocaron 6,5 mL de hidroxido de sodio 20% p/v.

Figura 4.7.3. Equipo de destilacion para determinacion de nitrogeno basico volatil (NBV).

Para iniciar la determinacion, se abrio el paso de agua a través de la columna refrigerante y

se encendid la manta calefactora. Una vez que comenzaron a observarse los primeros vapores
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en el balon, se descarg6 hidroxido de sodio desde la trampa. Este agregado provoco el viraje
de la fenolftaleina a un color fucsia, confirmando la alcalinidad del medio. Se cerrd
rapidamente la trampa y se afladieron 2 mL de hidréxido de sodio en la trampa para evitar la
fuga de gases. Al observarse la primera gota de destilado en el Erlenmeyer recolector, se
registrd como tiempo cero y se continud con la destilacion durante 10 minutos. Al finalizar, el
destilado, de color turquesa, se titul6 con una solucién previamente valorada de acido sulfurico
0,0582 N hasta que el color vir6 a amarillo-naranja. Se registrd el volumen de 4cido sulftrico
consumido y se determind el nitrégeno basico volatil (NBV) en mg por cada 100 g de muestra

mediante la Ecuacion 15:

ng/ =V(éc.sulf.) xN(éC.sulf.)x14,007x2 x 100= Ecuacion 15
100 g muestra muestra

Donde Vicsuir) Y Naesulr) corresponden al volumen consumido y a la normalidad del 4cido
sulfurico utilizado en la titulacion del destilado, respectivamente. El valor de muestra
representa el peso del trozo de filete que se homogeneiz6 con acido perclorico. El numero
14,007 hace referencia al peso equivalente del nitrogeno en miligramos, y el factor 2
corresponde a la dilucion, debido a que se utiliz6 la mitad del extracto de pescado. Las

determinaciones se realizaron por duplicado.

4.7.4 Analisis comparativo de sensibilidad mediante velocidades relativas de cambio

Para evaluar comparativamente la sensibilidad de los diferentes indicadores de frescura
(cambio de color, 4E, de las etiquetas y del pescado obtenido segin se explico en la seccion
4.7.1) frente al deterioro del pescado (cuantificado mediante nitrégeno basico volatil, NBV),
se definié un pardmetro que da cuenta sobre la sensibilidad del cambio de color AE en las
etiquetas respecto al cambio en la deteccion de NBV en el pescado. Este parametro fue
evaluado en tres intervalos temporales caracteristicos: fase inicial (0-2 dias), fase critica (2-4
dias) y fase avanzada (4-7 dias) de almacenamiento.

A tal efecto se calculd la velocidad de cambio de color (v4£) en un intervalo temporal

determinado (finicia @ tina) mediante la expresion:

__ AMAg __ AEfinal —AEinicial
VAo = A

Ecuacion 16
tfinal —tinicial
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Donde AE finai y AE inciar representan los valores de cambio de color de las etiquetas y del
pescado al final e inicio del intervalo, respectivamente y (%finai - tinicial) corresponde a la duracion
del intervalo analizado.

En forma andloga se calculd la velocidad de cambio del NBV (vnBv) en cada intervalo

temporal determinado (Ziniciar @ tinat) utilizando la siguiente ecuacion:

Angy _ NBVgingi =NBVinicial

1Y = Ecuacion 17
NBV At tfrinal —tinicial

Donde NBV finat y NBV inicias representan los valores de NBV del pescado al final e inicio
del intervalo de tiempo analizado (¢final - tinicia)-

Finalmente, el parametro de sensibilidad (v/) que da cuenta de la velocidad relativa del
cambio de color AF en las etiquetas y el pescado respecto al cambio en la deteccion de NBV
en el pescado, se obtuvo como el cociente entre la velocidad de la variacion de color (etiquetas

y pescado) (v4k) y la velocidad de evolucion del NBV (vazy) en el mismo intervalo de tiempo:

VAE __ DMaE

v, = Ecuacion 18

VNBV Angy

Los valores del pardmetro v, permiten cuantificar la sensibilidad de cada etiqueta: v, >1
indica mayor rapidez de cambio que el incremento de NBV (alta sensibilidad), mientras que v:
<1 refleja menor velocidad de cambio (baja sensibilidad). Esta relacion determina si las
etiquetas detectan el deterioro antes o después que el método de referencia (NBV). Los valores
del parametro de sensibilidad deben ser interpretados en el mismo intervalo de tiempo
especifico de su calculo. Durante la fase inicial, por ejemplo, donde no se produjo un cambio
en el NBV que implique rechazo, el pequefio cambio en el NBV puede impulsar valores de v,
mayores a 1, aunque esto no signifique una alta sensibilidad de respuesta y posible rechazo del
producto. Por esto, este andlisis se propuso por intervalo de tiempo (fase inicial, fase critica y

fase avanzada).
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Contenido de proteinas totales y p-glucanos

El contenido de proteinas totales de la biomasa de pared celular de levadura resulté ser de
37% p/p (b.s), mientas que el de glucanos totales fue de 20% p/p (b.s), distribuidos en un 3%
p/p (b.s) de a-glucanos y un 17% p/p (b.s) de B-glucanos. Al compararlo con lo descrito en la
seccion 1.2.1, donde se indica que la pared celular de levadura contiene entre 35% y 40%
mananoproteinas, se observa que el contenido proteico obtenido se encuentra dentro de dicho
rango. No obstante, los valores de [-glucanos determinados en este estudio fueron
considerablemente inferiores al rango reportado en bibliografia de 55-65%, descritos en la
seccion 1.2.1. Esta diferencia puede atribuirse principalmente al origen del material empleado:
levadura residual cervecera. Aunque se realizaron los procedimientos correspondientes para la
obtencion de pared celular, es posible que persistan otros componentes que incrementarian el
contenido total de biomasa y reducirian proporcionalmente el porcentaje de polisacaridos.

Cabe destacar que, dentro de la fraccion de glucanos, los B-glucanos constituyeron el tipo
mayoritario. En el trabajo de Jaeger ef al. (2020) se recopilan composiciones de biomasas de
levadura cervecera reportadas por distintos autores. Si bien estos datos no corresponden
especificamente a pared celular aislada, permiten apreciar que cada componente puede
presentarse en intervalos amplios, siendo esta variabilidad caracteristica del trabajo con
biomasas residuales.

Por otra parte, en la biomasa de granulos de kéfir de agua se determind un contenido de
proteinas totales del 1%. Este resultado se condice con lo descrito en la seccion 1.2.2, donde
se ha mencionado que los granulos de kéfir de agua estan constituidos principalmente por
dextrano (~99%), un polimero de glucosa con enlaces a-D-1,6 y ramificaciones a-1,3 (Coma

etal.,2019).

5.2 Estudio de extracto de humo liquido refinado como agente activo

El extracto de humo liquido refinado provisto por la empresa Kerry Group se almacen6 en
un lugar seco y oscuro hasta su estudio. En las siguientes secciones se describen los estudios
realizados en el extracto para evaluar sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas para su

aplicacion en materiales activos.
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5.2.1 Contenido de sélidos totales, pH, contenido de fenoles totales y actividad

antioxidante

La Tabla 5.2.1 presenta los resultados de los estudios de solidos totales, densidad, pH,

contenido de fenoles totales y actividad antioxidante del extracto de humo liquido refinado

(HL).

Tabla 5.2.1. Caracterizacion del extracto de humo liquido refinado.

Analisis Resultado Metodologia
Solidos (g/100g) 5,43 Estufa 105°C
pH 483 -
1Cs9 (mg/L) 593%* Método ABTS
1C59 (mg/L) 1377* M¢étodo DPPH
Fenoles totales (mg GAE/L) 450* Folin-Ciocalteu

*Referidos al contenido de so6lidos del extracto de humo liquido refinado.

El extracto de humo liquido refinado de Kerry Group presentd color amarillo homogéneo y
ausencia de aroma ahumado debido a la reduccién de compuestos fendlicos luego del proceso
de refinado. Esta caracteristica hace posible su aplicacién como preservante en diversos
productos alimenticios o como aditivo natural para el desarrollo de peliculas activas.

El ICsy del extracto HL medido mediante los métodos ABTS y DPPH, fue de 593 mg/L y
1377 mg/L, respectivamente. En comparacion, Soldera et al. (2008) evaluaron la actividad
antioxidante mediante el método DPPH de doce tipos de humos liquidos comerciales,
reportando valores de /Csp entre 1300 mg/L y 4800 mg/L. Esta amplia variacion se atribuye
principalmente al contenido de compuestos fenolicos presentes en cada extracto. Como se
menciond en la seccion 4.6.10.1, un menor valor de /Csp indica una mayor actividad
antioxidante. Por lo tanto, el extracto HL (/Csp: 1377 mg/L, DPPH) demostrdé poseer una
notable actividad antioxidante. Aunque no se han reportado valores de /Csyp por el método
ABTS para extractos de humos liquidos en la bibliografia, se pueden establecer comparaciones
con otros antioxidantes naturales. Por ejemplo, los aceites esenciales de albahaca (/Csp: 687
mg/L) y tomillo (/Cso: 896 mg/L) (Rezzoug et al., 2019), ampliamente utilizados en peliculas
bioactivas, presentan una menor actividad antioxidante (es decir, un /Csp mas alto) en
comparacion con el HL (/Cso: 593 mg/L, ABTS). Ademés de presentar una mayor capacidad

antioxidante, el extracto HL, al carecer de aroma podria ser una alternativa mas favorable para
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el desarrollo de peliculas activas en comparacion con los aceites esenciales. Estos presentan la
desventaja de poseer un aroma muy intenso, lo que puede alterar las caracteristicas sensoriales
de los alimentos en contacto con la pelicula activa.

El contenido de fenoles totales (TPC) en el extracto de humo liquido (HL), determinado
mediante el método de Folin-Ciocalteu, fue de 450 mg GAE/L. Este valor se encuentra dentro
del rango inferior de los fenoles totales reportados para humos liquidos comerciales (300-600
mg GAE/L), los cuales son cominmente utilizados como conservantes en alimentos (Lingbeck
et al., 2014). Esta reduccion en el contenido de compuestos fendlicos se atribuye al proceso de
refinado descrito previamente, que también disminuye el sabor y aroma ahumados del extracto.
Sin embargo, esta disminucién de compuestos fendlicos presentes en HL no ha afectado su

actividad antioxidante, sino por el contrario y como se ha mencionado, ha sido muy destacada.

5.2.2 Actividad antimicrobiana

En la Tabla 5.2.2 se presentan los valores de la concentracion minima inhibitoria (MIC) del
extracto de humo liquido (HL) en mg/mL sobre base seca. Tras la evaluacion visual de la
microplaca después de 24 horas de incubacion a 37 °C, no se detectd crecimiento microbiano
en los pocillos sin inocular, lo que confirma la ausencia de contaminaciones durante el
procedimiento. El extracto de HL mostro efectividad en la inhibicion del crecimiento de todas
las bacterias evaluadas, tanto las Gram negativas como positivas. Los valores mas bajos de
MIC se observaron frente a Bacillus cereus y Salmonella enteritidis. Estos resultados destacan
el potencial del HL como agente antimicrobiano para su uso en alimentos y el desarrollo de
peliculas activas.

Resultados similares han sido reportados en la literatura, donde se ha demostrado que el
extracto de humo liquido es efectivo frente a bacterias patdgenas como Listeria
monocytogenes, atribuyéndose esta actividad a la presencia de acidos organicos y compuestos

carbonilicos en el extracto (Lingbeck ef al., 2014; Montazeri et al., 2013a).
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Tabla 5.2.2. Concentracion minima inhibitoria (MIC) del extracto de humo liquido refinado.

Bacteria MIC (mg/mL) *
Pseudomonas aeruginosa 1,612
Staphylococcus aureus 0,806
Escherichia coli 0,806
Bacillus cereus 0,403
Salmonella enteritidis 0,403

*Referidos al contenido de sélidos del extracto de humo liquido refinado.

5.2.3 Conclusiones parciales

El extracto de humo liquido refinado (HL) demostr6 una destacada actividad antioxidante y
antimicrobiana. Ademas, debido a la ausencia de aroma ahumado, se presenta como una
alternativa superior frente a otros agentes activos empleados en el desarrollo de peliculas
bioactivas. En las siguientes secciones se evaluard la incorporacion del extracto de humo
liquido refinado (HL) en dispersiones filmogénicas formuladas a partir de pared celular de
levadura residual cervecera y en dispersiones basadas en granulos de kéfir de agua, con el

objetivo de desarrollar peliculas activas.
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5.3 Caracterizacion de peliculas activas a base de pared celular de levadura residual

cervecera y extracto de humo liquido refinado

5.3.1 Examinacion visual

Las peliculas desarrolladas a partir de pared celular de levadura residual cervecera (YCW-

R) con extracto de humo liquido refinado (HL) se presentan en la Figura 5.3.1.

0% HL 0,05% HL 0,3% HL 0,5% HL

19% HL 5% HL 10% HL

Figura 5.3.1. Peliculas activas YCW-R con HL.

El color marron intenso observado en las peliculas se atribuye a reacciones de Maillard
ocurridas durante el proceso de casting. Ademas, es importante considerar que la levadura
empleada, al ser un residuo de la industria cervecera, podria contener componentes residuales
que contribuyan al color marron. La predominancia de este color oscuro en el material sugiere

su potencial como alternativa para el envasado de alimentos sensibles a la luz.

5.3.2 Microscopia electronica de barrido (SEM)

En la Figura 5.3.2 se presentan las micrografias de la superficie de las peliculas YCW-R
con HL (Figura 5.3.2 A-F) y de la seccion transversal (Figura 5.3.2 G-L). Las superficies de
las peliculas mostraron diferencias notables con la incorporacion de HL. En particular, las
peliculas YCW-R con 0,3% y 10% de HL exhibieron superficies mas lisas y homogéneas en

comparacion con las muestras control (YCW-R 0% HL).
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YCW-R 0% HL

YCW-R 0,3% HL

YCW-R 10% HL

Figura 5.3.2. Microscopia electronica de barrido (SEM) de peliculas YCW-R con 0%; 0,3%
y 10% HL. A-F: micrografias de superficie; G-L: micrografias de seccion transversal.

Por otro lado, la seccion transversal de las peliculas con HL present6 fracturas y canales, lo
cual podria atribuirse a una interaccion deficiente entre los polisacaridos y las proteinas de la
matriz. Este comportamiento ha sido reportado en estudios previos que analizan mezclas de
biopolimeros, como almidén y gelatina de pescado (Al-Hassan & Norziah, 2012). De manera
similar, investigaciones realizadas en peliculas de pectina con la adicion de gelatina de pescado
o proteina de poroto de soja demostraron que las superficies eran lisas cuando solo se utilizaba
el polisacarido, pero que con la incorporacion de proteinas las peliculas se volvian rugosas y
quebradizas (Liu, Fishman & Hicks, 2007).

Asimismo, otros estudios reportaron que peliculas elaboradas con gelatina y goma gellan o
kappa-carragenina producian zonas discontinuas con fracturas distribuidas de manera aleatoria,
generando canales en la matriz de las peliculas (Pranoto, Lee & Park, 2007). Sin embargo, en
este caso, la seccion transversal de las peliculas con HL resulté ser mas homogénea que la
muestra control, lo que sugiere que la presencia del extracto en la matriz podria mejorar la

microestructura del material.

5.3.3 Pruebas mecanicas

Como se muestra en la Tabla 5.3.3, las propiedades mecanicas de las peliculas YCW-R

fueron afectadas por la adicion de HL. Los resultados indicaron efectos diferenciados segun la
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concentracion de extracto de humo liquido refinado afiadido. La pelicula YCW-R con 0,3%
HL present6 el valor mas alto de médulo de elasticidad (E) (213 = 24 MPa), lo que sugiere un
aumento en la rigidez, presumiblemente debido al entrecruzamiento entre los grupos carbonilos
de los aldehidos del humo liquido con las proteinas presentes en la matriz, lo que inhibi6 la

movilidad de las cadenas poliméricas (Wang et al., 2022).

Tabla 5.3.3. Parametros mecanicos de las peliculas YCW-R con la adicién de HL.

Muestras E (MPa) &% TS (MPa)
YCW-R 0% HL 133 + 152 15+ 22 6,9 + 0,62
YCW-R 0,05% HL 168 +212P 10 + 2P 7,5 + 0,9
YCW-R 0,3% HL 213 +24° 11+1° 8,7+ 1,0°
YCW-R 0,5% HL 186 + 15° 11 +28b 8,0 £ 0,8%°
YCW-R 1% HL 147 + 172 14 + 22b 6,8 + 0,82
YCW-R 5% HL 86 £ 7° 15 + 43P 4,7+ 0,6°
YCW-R 10% HL 70 £ 7¢ 19 + 32 4.4+ 0,4°

Las diferentes letras asignadas en cada columna se refieren a diferencias significativas (p < 0,05; n
=11).

Es bien conocido que los aldehidos, en particular el glutaraldehido y el formaldehido, son
agentes entrecruzantes ampliamente utilizados debido a su rdpida reaccidon con grupos amino
y su relativo bajo costo. Sin embargo, tanto el glutaraldehido como el formaldehido han sido
asociados con efectos adversos para la salud y el medioambiente (Azeredo & Waldron, 2016).
El humo liquido es un aditivo alimentario comercial; sus aldehidos no son toxicos y estan
reconocidos como seguros por la FDA, por lo que podria utilizarse como agente entrecruzante
en materiales en contacto con alimentos (Montazeri et al., 2013a).

Sin embargo, cuando la concentracion anadida del extracto supero el 1% p/p, los valores de
E y resistencia a la traccion (7S) de las peliculas disminuyeron. El exceso de HL podria generar
un efecto plastificante a través de interacciones por enlaces de hidrégeno con polisacaridos y
proteinas en la matriz de levadura, lo que reduciria las fuerzas cohesivas entre las cadenas
poliméricas (Choque et al., 2021). Esta interaccion provocada por el exceso de HL
incrementaria el volumen libre dentro del material permitiendo movimientos segmentarios
(pequetios movimientos en ciertas porciones especificas de la cadena polimérica) capaces de

producir reordenamientos localizados, otorgandole la plasticidad a la matriz (Coma et al.,

2019).

75



Resultados y Discusion

Resultados similares fueron reportados en peliculas a base de concentrado de proteina de
suero incorporadas con humo liquido, donde la adicion del 10% v/v mejord la resistencia
mecanica, pero el agregado del 15% v/v redujo los parametros de E'y 7S (Soazo et al., 2016).

La variacion de 7S y €% con la adicién de HL se represent6 en la Figura 5.3.3, donde se
pudieron reconocer claramente dos efectos significativos: el efecto de entrecruzamiento en
YCW-R 0,05%, 0,3% y 0,5% HL, donde la elongacién disminuyd mientras que 7S aumento
con respecto a YCW-R 0% HL,; y el efecto plastificante en YCW-R 5% y 10% HL, donde €%

aumento y 7S disminuy6 significativamente.

10

— 0%HL
0,05% HL
— 0,3%HL
0,5% HL
1% HL
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10% HL

TS (MPa)

o
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Figura 5.3.3. Curvas esfuerzo-deformacion de las peliculas YCW-R con la adicion de HL.

5.3.4 Analisis termogravimétrico (TGA)

El anélisis termogravimétrico de las peliculas YCW-R con HL, condicionadas a 43% h.r, se
muestra en la Figura 5.3.4. Como se aprecia en la Figura 5.3.4-A y 5.3.4-B, las peliculas
presentan diferencias significativas tras la adicion de HL, evidenciando un perfil de
degradacion multietapa que se puede dividir en tres zonas bien definidas. La primera etapa (40
— 130 °C) corresponde a la pérdida de humedad y compuestos volatiles del extracto (Lozano-
Navarro et al., 2018). La segunda etapa de degradacion térmica (130 — 360 °C), corresponde a

la degradacion del glicerol, mananoproteinas y polisacaridos (Delgado et al., 2018a). En la
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tercera etapa (360 — 600 °C), ocurre la degradacion final de la matriz, con un residuo remanente
de aproximadamente 24% y 32% para las muestras con 0% y 10% HL, respectivamente.

La degradacién térmica inicial de las peliculas YCW-R con HL se muestra en la Figura
5.34-A. En YCW-R 0,3% HL, se observdé un incremento en la temperatura inicial de
degradacion (7o: 185°C) en comparacion con YCW-R 0% HL (7o: 159 °C). Este efecto puede
deberse al entrecruzamiento, como se explico en la seccion 5.3.3, entre aldehidos de HL con
grupos aminos de proteinas presentes en la matriz (Azeredo & Waldron, 2016). El andlisis
térmico revel6 una mayor estabilidad térmica en las peliculas con 0,05%, 0,3% y 0,5% de HL,
lo que indica un efecto positivo de las bajas concentraciones de HL sobre la resistencia térmica
del material. Resultados similares fueron reportados por Wang et al. (2016) en peliculas de
gelatina, donde se observo un aumento significativo en la estabilidad térmica al incorporar
extracto de humo liquido.

Por otro lado, las muestras YCW-R con 5% de HL mostraron la menor estabilidad térmica
(Ty: 147°C) en comparacion con la muestra control. Este comportamiento podria atribuirse a
un efecto plastificante, como se describid en las pruebas mecénicas (seccion 5.3.3) causado por
los componentes de bajo peso molecular del extracto de HL, que no se involucraron en el efecto
entrecruzante. Estos componentes podrian formar enlaces de hidrogeno con los polisacéridos
y proteinas de la matriz YCW-R, debilitando la interaccion entre las cadenas de biopolimeros
(Choque et al., 2021).

En la Figura 5.3.4-B se observaron diferencias significativas en el valor de Tyax, las cuales
se atribuyen a la incorporacion de HL en las peliculas. Las muestras YCW-R 0% HL mostraron
un hombro a 270 °C y Tmax a 310 °C; sin embargo, este hombro desaparecid al incorporar
concentraciones de 0,05%, 0,3% y 0,5% de HL. Por otro lado, las peliculas con 1%, 5% y 10%
de HL exhibieron dos picos principales a 250 °C y 310 °C. Estos cambios podrian explicarse
por las distintas interacciones entre HL y la matriz polimérica, que varian segin la
concentracion del extracto, tanto a bajas como a altas concentraciones. En conjunto, los
resultados del analisis termogravimétrico sugieren que el extracto de humo liquido tendria un
efecto entrecruzante en concentraciones bajas (hasta 0,5% de HL) y un efecto plastificante a
concentraciones mas altas (por encima del 1% de HL), comportamiento que ha sido observado
también en otros estudios con diferentes matrices biobasadas y humo liquido (Wang et al.,

2016).

71



Resultados y Discusion

A) 100 -

80 +

9
% g5.T, - Pérdida peso 12%
o

II
60 -
= | —— 0% HL T:159°C 100 150 200 250
o 0 Temperatura (°C)
@ ——0,05% HL T:181°C
& 40+

— 0,3% HL T:185°C
1— 0,5%HL T:174°C
204 —— 1% HL T;:155°C
| —— 5% HL T:147°C
—— "10% HL T_161°C

I

II

T

-

T y T y v
200 300 400 500 600
Temperatura (°C)

T
100

B) 0% HL
0,05% HL
0,3% HL

— 0,5% HL

1% HL
5% HL
10% HL

Rel. Derivada peso (%/°C)
1

o
o
($)]
| 1

L
T T T

) 1
300 400 500 600
Temperatura (°C)

I I
100 200

Figura 5.3.4. Analisis termogravimétrico (TGA) de las peliculas YCW-R con diferente
contenido de HL. A) Termogramas y temperatura inicial de degradacion térmica. B) Derivada
de degradacion térmica.
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5.3.5 Calorimetria Diferencial de Barrido a Temperatura Modulada (MDSC)

Las peliculas activas YCW-R con 0; 0,3 y 10% HL fueron analizadas mediante MDSC para
identificar las transiciones térmicas en su compleja matriz polimérica. La seleccion de las
concentraciones de 0,3% y 10% de HL se basé en su capacidad para representar los dos
comportamientos opuestos y mas significativos dentro de la matriz polimérica. Las peliculas
con 0,3% HL se eligieron porque en los ensayos mecanicos (seccion 5.3.3) esta concentracion
mostro los valores méaximos de tension y modulo elastico, lo que indica que el efecto de
entrecruzamiento del extracto era predominante. Por el contrario, la formulacién con 10% HL
exhibi6 los valores minimos en esas propiedades mecanicas y un incremento en la elongacion,
demostrando el claro efecto plastificante del HL.

La determinacion de las transiciones térmicas en peliculas biobasadas conformadas por
polisacaridos y/o proteinas no es tan sencilla como en otros polimeros y depende en gran
medida de la fuente de estos (Ullah et al., 2019). Debido a estas complejidades, resulta dificil
comparar los valores obtenidos con los reportados en la literatura. Sin embargo, en la Tabla
5.3.5 se presentan las propiedades térmicas de las peliculas secas de YCW-R obtenidas
mediante MDSC, tales como la temperatura de transicion vitrea (7y) y las transiciones
endotérmicas (7end, AHena). El flujo reversible confirmé la presencia de dos 7,5 en todas las
muestras, aproximadamente a 10 °Cy 70 °C. Dado que las peliculas de YCW-R son materiales
multicomponentes, es probable que las 7gs correspondan a una fase rica en componentes mas
compatibles con el glicerol y otra fase rica en componentes no plastificados. La adicion de HL
no genero diferencias significativas en estas temperaturas.

Por otro lado, el flujo no reversible mostro la presencia de dos transiciones endotérmicas en
todas las muestras, las cuales corresponden a transiciones en el B-glucano (Delgado et al.,
2018a): una a 56 °C, cuya energia asociada aumento con la adicion de HL, y otra entre 96 °C
y 107 °C. El incremento en la energia en esta tltima transicion podria atribuirse al efecto de
entrecruzamiento generado por la incorporacion de HL en la matriz de pared celular de

levadura.
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Tabla 5.3.5. Calorimetria Diferencial de Barrido a Temperatura Modulada (MDSC) de
peliculas YCW-R con 0%, 0,3% y 10% de HL.

Flujo de calor reversible Flujo de calor no reversible
Muestras
Tq [°C] T2 [°C] Tenar [°C] AHenar [J/g] T enaz[°C] AHenaz [J/g]
0%HL 104+1,77 74+£17* | 56,0£0,5* 0,5+0,1* 97,8+0,3* 1,7+ 0,4

0,3% HL  10,2+0,8 68+ 6" 56,1 £0,5* 1,0+0,5* 96,2 + 0,4° 1,6 £0,2%

10% HL 9,8+ 1,3 69+16* | 552+04* 2,7+14° 106,9 +0,1¢ 1,3+0,5*

Las diferentes letras asignadas en cada columna se refieren a diferencias significativas (prueba de
Tukey, p <0,05).

5.3.6 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La Figura 5.3.6 muestra los espectros FTIR comparativos de las peliculas YCW-R con
incorporaciones de 0%, 0,3% y 10% de HL y normalizados al nimero de onda 1030 cm™ para
mayor claridad. Esta seleccion de formulaciones permite evaluar de manera contrastante los
efectos estructurales producidos por bajas (0,3%) y altas (10%) concentraciones del extracto
en la matriz polimérica. El andlisis de estas tres concentraciones posibilita una clara
identificacion de las modificaciones moleculares inducidas por el HL en el rango estudiado.

En los espectros FTIR del sistema, se observo una banda de absorcion a 3275 cm™, asociado
con la frecuencia de vibracion por estiramiento de los grupos hidroxilo (O-H) y amino (N-H)
(Min et al., 2024). Esta sefal se atribuye a la presencia de agua residual, polisacaridos, glicerol
y proteinas en la muestra. Las bandas en 2920 cm™ y 2855 cm ™' correspondieron a la vibracion
de estiramiento del enlace C-H de las unidades de glucosa. Las bandas de absorcion de las
amidas I y II, relacionados con proteinas, se observaron en 1632 cm™' y 1536 cm’,
respectivamente. La banda de amida I se debe principalmente al estiramiento del enlace C=0,
mientras que la amida II tiene una contribucion predominante del doblamiento del grupo N-H
en el enlace amida y una contribucion menor del doblamiento del enlace C-N. La banda a 1400
cm ! corresponde al estiramiento de C(CHs)2 de las proteinas. La banda de absorcion principal
a 1030 cm™! indica la presencia de mananos y B-glucanos (Delgado ef al., 2018a).

Las bandas de absorcion FTIR de las peliculas YCW-R con 0%, 0,3% y 10% de HL
exhibieron caracteristicas similares de absorcion infrarroja. Resultados similares fueron
reportados por Rahmasari & Yenis (2022) en peliculas activas basadas en almidon de jengibre,

donde la adicion de humo liquido no altero la estructura quimica del material (Rahmasari &
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Yemis 2022). Sin embargo, al comparar YCW-R 10% HL con YCW-R 0% HL, se observé un
aumento en la intensidad de las bandas en 1400 cm™'. Ademas, el hombro en 1140 cm™ presente
en YCW-R 0% y 0,3% HL desaparecio en las muestras de YCW-R 10% HL. Estas diferencias
pueden deberse a la posible plastificacion producida por el exceso de HL, como se concluyé
en el andlisis de propiedades térmicas y pruebas mecanicas, en la que se producen nuevos

enlaces entre el extracto y la matriz disminuyendo la interaccion entre las cadenas poliméricas.
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Figura 5.3.6. Espectros FTIR de las peliculas YCW-R con 0%, 0,3% y 10% de HL.

5.3.7 Isotermas de sorcion de agua

Las isotermas de sorcion de agua mostradas en la Figura 5.3.7 ilustran el efecto del contenido
de HL en la hidratacion de las peliculas. Los puntos experimentales se ajustaron al modelo
GAB mediante la Ecuacion 10, y los pardmetros obtenidos del ajuste se presentan en la Tabla
5.3.7. Todas las isotermas mostraron un leve aumento en el contenido de agua de hidratacion
para a,,<0,6, lo que revelo la presencia de una pequefia cantidad de agua directamente unida a
la matriz polimérica formando la monocapa de hidratacion. Esto fue confirmado por los
pequefios valores del parametro N (relacionado con el numero de sitios primarios de union de
hidratacién) obtenidos de todas las isotermas (7abla 5.3.7). Por otro lado, las isotermas

presentaron un marcado aumento en la hidratacion para a,, >0,6, lo que sugiere que la mayor
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parte del agua de hidratacion estaba formando multicapas y se encontraba unida indirectamente
a la matriz polimérica (Guggenheim, 1966; Delgado et al., 2018b). En general, este
comportamiento de las isotermas de sorcién es comun en la mayoria de las peliculas
hidrofilicas obtenidas a partir de biopolimeros (Delgado, Peltzer & Salvay, 2022; Ramirez
Tapias et al., 2020).
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Figura 5.3.7. Isotermas de sorcion de agua de peliculas YCW-R con adicién de HL.

La Tabla 5.3.7 muestra que el parametro N disminuy6 cuando se incorporé HL en la matriz
de la pelicula, lo que sugiere que la adicion del aditivo neutraliz6 algunos de los sitios primarios
de unidn al agua. HL podria unirse a algunos de estos sitios y mediar interacciones entre ellos,
obstruyendo asi su union directa con las moléculas de agua. Por el contrario, el parametro ¢
(relacionado con la fuerza de union del agua a los sitios primarios de hidratacion) aument6 con
la adicion de HL. La Tabla 5.3.7 también muestra el producto Nxc, que esta relacionado con
el contenido de la monocapa de hidratacion y la fuerza de unidn del agua a la matriz (Ramirez

Tapias et al., 2022).
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Tabla 5.3.9. Parametros del modelo GAB obtenidos del ajuste de las isotermas de sorcion
de agua (Fig. 5.3.7 y contenido de agua medido en las peliculas en equilibrio a 90% h.r de las
peliculas YCW-R con HL.

Isotermas de sorcion de agua

Parametros GAB

Muestras hoovh NXxc

N i r2  [gH:0/g]  [gH:0/g]
[g H20/g]

0% HL 0,22+0,02 0,59+0,06 0,81+0,01 0,999 0,49+0,02* 0,13+0,02
0,05% HL 0,15+0,01 0,88+0,05 0,85+0,01 0,999 0,46=+0,02* 0,13+0,01
0,3% HL 0,15+0,01 0,84+0,04 0,85+0,01 0,999 0,46=+0,02* 0,13+0,01
0,5% HL 0,16 0,01 0,76+0,03 0,84+0,01 0,999 0,46=+0,01* 0,13+0,01
1% HL 0,14+0,01 0,99+0,06 0,89+0,01 0,999 0,53+0,02° 0,13+0,01
5% HL 0,14+0,01 0,88+0,09 0,91+0,01 0,999 0,63+0,02° 0,13+0,03
10% HL 0,16 0,01 0,92+0,09 0,91+0,01 0,99 0,71 +0,02¢ 0,15+0,02

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (prueba
de Tukey, p<0,05). Los valores reportados del parametro estadistico R? indican un buen ajuste del
modelo. Los errores en los parametros GAB se obtuvieron del andlisis del ajuste, y los errores en los
valores de Nxc se calcularon mediante las reglas de propagacion de errores.

Se puede observar que Nxc es practicamente constante para concentraciones de aditivo de
hasta 5% de HL, lo que se refleja en la similitud de las isotermas de estas muestras para a,,<0,6.
Por otro lado, se observé en la Figura 5.3.7 y la Tabla 5.3.7 que el valor de equilibrio de
hidratacion al 90% de humedad relativa (f90%:m) no se alter6 marcadamente en las peliculas que
contenian HL hasta un 0,5%, mientras que en las peliculas con mayor contenido de HL, /90%:h
aument6 a medida que se incrementd el contenido del aditivo. Esto es consistente con los
valores obtenidos para el parametro & (relacionado con la capacidad de union del agua a la
multicapa) mostrados en la Tabla 5.3.7, que presentaron el mismo comportamiento en funcién
del contenido de HL.

De esta manera, la adicion de HL por encima del 0,5% aument6 la capacidad de unién del
agua a la multicapa e increment6 el valor de /90%m. Un comportamiento similar del pardmetro
k y el valor de equilibrio de hidratacion /Ao en funcion del contenido de glicerol fue
observado en peliculas basadas en almidon de yuca (Mali et al., 2004), peliculas basadas en
biomasa de levadura (Delgado ef al., 2018a) y peliculas basadas en pared celular de levadura
(Peltzer et al., 2018). De este modo, desde una perspectiva de hidratacion, la incorporacion de

HL por encima del 0,5% produjo un efecto similar al de un plastificante.
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5.3.8 Transporte de vapor de agua

En peliculas biopoliméricas hidrofilicas, la mayoria de las moléculas de agua de hidratacion
forman multicapas y estdn unidas indirectamente a la matriz polimérica. Por lo tanto, las
moléculas de agua de hidratacion en materiales biopoliméricos pueden transportarse mediante
un mecanismo de sorcidén-difusion-desorcion a través de un gradiente de presion de vapor de
agua (Delgado et al., 2018b; Delgado et al., 2022). La permeabilidad al vapor de agua en
peliculas biopoliméricas depende de las condiciones experimentales del gradiente de presion
de vapor de agua y del espesor de la pelicula (Delgado et al., 2022). Por lo tanto, para comparar
los valores de Py**? de diferentes peliculas, estas deben tener el mismo espesor (0,12 + 0,01
mm en nuestro caso) y realizarse bajo los mismos gradientes de presion de vapor agua.

La Tabla 5.3.8 muestra los valores de Py“*? de las peliculas en funcion del contenido de HL.
Se detectdé que Py no presentd cambios significativos para contenidos de hasta 1% HL,
mientras que la incorporacion de HL por encima del 1% incrementd Pw**P. La Tabla 5.3.8

también presenta los valores de Sy y Dy, que contribuyen como fenémenos separados a

eff

Py®®, como se indica en la Ecuacion 12. Se observd que Sw°" aumento considerablemente por

eff

encima de un contenido de HL del 1%, mientras que D" no se vio alterado por la

incorporacion del aditivo.

Tabla 5.3.8. Efecto de la concentracion del HL en la permeabilidad experimental al vapor
de agua (PyP), solubilidad del agua (Sw°") y difusividad del agua (DY) y la densidad de la
pelicula seca (pms)

Pms. P, X S, eff Dcft
Muestras

[10'%gm3]  [10"% s'm'Pa!] [gm>Pa!] [10°m’s]

YCW-R 0% HL 123 +£32 33£0,1% 274 £ 8 12+2
YCW-R 0,05% HL 135+92 34+0,1* 283 + 8 12+12
YCW-R 0,3% HL 126 £ 6% 34+0,17 264 + 122 13 +£22
YCW-R 0,5% HL 128 + 32 3,5+£0,1% 272 £ 52 13 £22
YCW-R 1% HL 122 +9° 34+0,1% 297 £ 5° 11+£1°2
YCW-R 5% HL 123 +£52 3,7+0,1° 361 + §° 10 + 12
YCW-R 10% HL 120 + 6° 4,2 +0,1°¢ 390 + 84 11+£12

Las mismas letras en los datos reportados en una columna indican diferencias no significativas
(prueba de Tukey, p < 0,05).
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De esta manera, el aumento de Pw**® observado en peliculas con alto contenido de HL se
debio al incremento de S,%/. Un comportamiento comparable de Py*®, S,/ y D, en funcién
del contenido de glicerol fue observado en peliculas basadas en biomasa de levadura (Delgado
et al., 2018b) y en peliculas basadas en pared celular de levadura (Peltzer et al., 2018). Por lo
tanto, desde el punto de vista del transporte de agua, la incorporacion de HL en altas
concentraciones produjo un efecto similar al de un plastificante. Este resultado esta alineado

con los obtenidos en los estudios espectroscopicos, térmicos, mecanicos y de hidratacion.

5.3.9 Actividad antioxidante

Los resultados de la capacidad antioxidante (%6RSA) de las peliculas de YCW-R con la
adicion de HL a lo largo del tiempo en solucion de ABTS se muestran en la Figura 5.3.9. Se
observd que, para todas las formulaciones, la capacidad antioxidante aumentd con el tiempo,
demostrando una liberaciéon gradual del aditivo en el solvente de reaccion. Ademas, se
evidencid que la formulacion que mostré mayor eficacia fue YCW-R 10% HL, alcanzando
valores superiores al 90% de RSA después de 15 minutos de ensayo. En el mismo tiempo de
estudio, YCW-R 0,5% HL mostr6 el menor %RSA4, lo que podria deberse a la indisponibilidad
de HL para reaccionar con el ABTS debido a las reacciones de entrecruzamiento con la matriz
mencionadas anteriormente. Las muestras YCW-R 0% HL también mostraron actividad
antioxidante en todos los tiempos estudiados. Este comportamiento podria atribuirse a una
reaccion de los B-glucanos y los aminoacidos presentes en la matriz, en particular la tirosina,
con el radical ABTS (Rezzani et al., 2022; Yu et al., 2021; Jaehrig et al., 2008; Giil¢in, 2007,
van Overveld et al., 2000).
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Figura 5.3.9. Capacidad antioxidante de las peliculas YCW-R con la adiciéon de HL en
solucion de ABTS en etanol.

5.3.10 Actividad antimicrobiana

El método de contacto directo se utilizé para estudiar la actividad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus de las peliculas de YCW-R con HL. Las muestras con 10% de HL
mostraron una reduccioén bacteriana del 76% calculada mediante la Ecuacion 9, con un
recuento de 3,1 x 10° UFC/mL, en comparacién con las muestras control (0% HL), las cuales
presentaron 1,3 x 10° UFC/mL. La efectividad antibacteriana del extracto de humo liquido se
basa en la presencia de fenoles, carbonilos y 4cidos orgéanicos (Montazeri et al., 2013a; Soazo
et al., 2016). Al compararlo con los resultados obtenidos del ensayo MIC (seccion 5.2.2) se
observa que el HL mantiene su actividad antimicrobiana al incorporarla en la matriz en altas

concentraciones.

5.3.11 Conclusiones parciales

La incorporacion de extracto de humo liquido refinado en matrices de pared celular de
levadura cervecera residual permiti6 la obtencion de peliculas homogéneas, flexibles y de color
predominantemente marrdon. Las propiedades térmicas, mecénicas, antioxidantes y de
hidratacién de las peliculas se vieron afectadas por la concentracion de humo liquido afiadido.
En bajas concentraciones de extracto, las peliculas mejoraron su estabilidad térmica y
resistencia mecdnica debido a un posible efecto de entrecruzamiento. Sin embargo, altas

concentraciones de humo liquido produjeron un efecto plastificante, donde el extracto debilita
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las fuerzas de interaccion entre las cadenas poliméricas de la matriz. Debido a este efecto, se
observo un aumento en la permeabilidad al vapor de agua y la hidrataciéon, una menor
resistencia mecanica y una menor estabilidad térmica en las muestras YCW-R 10% HL. No
obstante, esta formulacion mostrdé la mayor actividad antioxidante y antimicrobiana. En
conclusion, este trabajo demostro el potencial de utilizar levadura residual y humo liquido
refinado para el desarrollo de peliculas activas antioxidantes y antimicrobianas con
caracteristicas mejoradas, constituyendo una alternativa prometedora para el envasado de

alimentos.

87



Resultados y Discusion

5.4 Desarrollo y estudio de peliculas activas a base de granulos de kéfir de agua y
extracto de humo liquido refinado
5.4.1 Examinacion visual y colorimetria CIELab

Las peliculas activas de granulos de kéfir de agua con diferentes concentraciones de extracto

de humo liquido refinado (K-5 % HL) se muestran en la Figura 5.4.1:

K-51%HL K-5 S%HL K-510% HL

Figura 5.4.1. Peliculas activas de granulos de kéfir con extracto de humo liquido refinado.

Las peliculas obtenidas presentaron superficie brillante, flexibilidad, homogeneidad
estructural y ausencia de imperfecciones macroscopicas. En cuanto a sus propiedades Opticas,
se observo que la incorporacion de bajas concentraciones de extracto (<1% HL) no produjo
cambios significativos en la coloracion, manteniendo el tono amarillo palido y la transparencia
caracteristica de la matriz control. Sin embargo, al incrementar la concentracion de extracto (5-
10% HL), las peliculas desarrollaron un color amarillo mas intenso, aunque conservando su
transparencia. Para cuantificar estas variaciones cromaticas de forma objetiva, se realizaron
mediciones mediante un colorimetro Konica Minolta CR-400, registrando las coordenadas

CIELab en la Tabla 5.4.1.
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Tabla 5.4.1. Coordenadas CIELab de las peliculas K-5 con HL.

Muestras L a b AE
K-5 0% HL 85+ 12 1,1 £0,2° 2,0+0,7° -
K-5 0,05% HL 86 + 12 1,5+0,1° 0,3+0,1° 3,2+ 0,8
K-50,3% HL 85+ 12 1,2+0,1° 1,7 +£0,2° 1,7 +0,3"
K-50,5% HL 85 + 22 0,9 + 0,3 6+1° 2,3+0,8%
K-51% HL 83+1° 0,3+0,1¢ 10+ 24 7+2°
K-5 5% HL 81 + 3P -0,4+0,1¢ 16 + 4¢ 14 + 44
K-510% HL 79 +2° 0,1 £0,1f 18 +2¢ 16 + 34

Las mismas letras en los datos reportados en una columna indican diferencias no significativas
(prueba de Tukey, p < 0,05).

Los valores del parametro de luminosidad (L) mostraron magnitudes elevadas cercanas al
maximo tedrico (L=100) en todas las formulaciones, aunque se observd una disminucidon
significativa (p<0,05) en las peliculas con 5% y 10% HL, indicando una ligera reduccion en su
transparencia respecto al control y a las muestras con bajas concentraciones de HL (<1%). En
el parametro a (-a verde y +a rojo), los valores proximos a cero confirmaron la ausencia de
tonalidades rojas o verdes marcadas, aunque se detecté un desplazamiento significativo hacia
valores negativos al aumentar la concentracion de HL, sugiriendo una leve tendencia hacia
tonos verdosos.

El parametro b (-b azul y +b amarillo) presento las variaciones mas notables, mostrando un
incremento proporcional a la concentracion de HL (de b: 2,0 £ 0,7 con 0% HL a b: 18 + 2 con
10% HL), lo que corrobora cuantitativamente el aumento en la intensidad del color amarillo
observado visualmente. Estos cambios se reflejaron en los valores de 4E, donde todas las
formulaciones con >1% HL superaron el umbral de percepcion visual (4E > 6), siendo este
efecto mas pronunciado en las muestras con mayor concentracion de extracto (4E: 16 £ 3 con

10% HL).

5.4.2 Propiedades mecanicas

En la Tabla 5.4.2 se muestran los resultados de las pruebas mecénicas de las peliculas K-5
con HL. Las propiedades mecanicas de las peliculas variaron con la concentracion del extracto,
como se menciono con las peliculas YCW-R con HL (seccion 5.3.3). Las peliculas K-5 1% HL
se obtuvieron los valores maximos de médulo de elasticidad (£) (126 + 30 MPa) y resistencia
a la traccion (7S) (11,0 £ 1,4 MPa), lo que indica un aumento en la rigidez de las muestras.

Esto podria deberse al efecto de entrecruzamiento entre los aldehidos presentes en el extracto
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de humo liquido y grupos hidroxilo del dextrano (Azeredo & Waldron, 2016). Sin embargo,
con la adicion de 10% HL los valores de E'y 7S disminuyeron respecto a las muestras K-5 1%
HL y se incremento6 la elongacion maxima hasta ruptura (£€%) (56 = 10 %). Una mayor adicion
de HL podria tener un efecto plastificante en las peliculas, como se menciono en la seccion
5.3.6, que logra disminuir la cohesion entre las macromoléculas que constituyen las peliculas.
Esto se debe a un alto contenido de compuestos de bajo peso molecular (acidos carboxilicos,
carbonilos y fenoles) en la matriz, los cuales se colocan entre las cadenas poliméricas,
disminuyendo las fuerzas de interaccion, y por lo tanto, aumentando la capacidad de

desplazamiento intercatenario (Calva-Estrada et al., 2019).

Tabla 5.4.2. Propiedades mecanicas de las peliculas K-5 con la adicion de HL.

Muestras E (MPa) &% TS (MPa)
K-5 0% HL 62 + 6° 31 +92b 6,5+ 0,9
K-5 0,05% HL 47 + 8P 26+ 5° 5,0+ 0,9
K-50,3% HL 55+ 15%b 26 + 72b 5,3+ 1,22
K-50,5% HL 97 + 14 37 & 7% 8,6 +0,8°
K-5 1% HL 126 + 30° 40 + 10*0 11,0 + 1,4

K-5 5% HL 76 +230¢ 43 £ 11b¢ 8,0+ 1,7°¢

K-5 10% HL 58 + 10>P 56 + 10° 6,6 + 0,7%P

Las diferentes letras asignadas en cada columna hacen referencia a diferencias significativas
(p<0,05; n=10).

5.4.3 Analisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico de las peliculas K-5 con HL (Figura 5.4.3 A-B) evidencio
perfiles de degradacion térmica multietapa con diferencias significativas segin la

concentracion de HL incorporada.
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Figura 5.4.3. Andlisis termogravimétrico (TGA) de las peliculas K-5 con diferente

contenido de HL. A) Termogramas y temperatura inicial de degradacion térmica. B) Derivada
de degradacion térmica.

La primera etapa (40-120 °C) correspondi6 a la pérdida de agua de hidratacion y compuestos
volatiles, mostrando una disminucién de masa del 10%. Entre 120-215 °C se observo la

degradacion de los componentes mas labiles, incluyendo el extracto de HL y el glicerol, junto
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con el inicio de la descomposicion de la matriz polimérica. La region de 215-375 °C presento
la mayor pérdida de masa (50-60%), asociada a la degradacion térmica del dextrano como
componente mayoritario de la matriz. Finalmente, en el rango de 375-600 °C se degradaron los
residuos carbonosos y compuestos termoestables derivados del HL, dejando un contenido de
residuos remanente que vari6 entre 8-23% (Tabla 5.4.3) en proporcion a la concentracion de
extracto adicionada en las peliculas.

Enla Tabla 5.4.3 se presentan las temperaturas iniciales de degradacion (7)), la temperatura
de degradacion maxima (7o) y el porcentaje de residuos remanente a 600°C (Resd.s0°c) de
cada formulacion. Las peliculas K-5 1% HL mostraron un marcado incremento en la
temperatura inicial de degradacion (79: 191 £ 8 °C) respecto a la muestra control (79: 176 + 4
°C). Asimismo, la temperatura de degradacion maxima (Za: 315 £ 1 °C) se increment6 8 °C
respecto a la muestra control (7ax: 307 = 1 °C). Por el contrario, la adicion de 10% HL en las
peliculas K-5, produjo que las peliculas sean mas termoldbiles evidenciado por una
disminucion significativa en la temperatura de degradacion maxima (7 max: 289 £ 4 °C) respecto
a la muestra K-5 0% HL (Tyax: 307 £ 1 °C).

De la misma manera a lo que se observd para las peliculas YCW-R, los resultados
demuestran un comportamiento térmico diferencial dependiente de la concentracion de HL en
la matriz polimérica. A bajas concentraciones (1% HL), se observa una mejora en la estabilidad
térmica del material, posiblemente debido al efecto de entrecruzamiento entre los grupos
carbonilo de los aldehidos del HL y los grupos hidroxilo del dextrano. Este mecanismo de
entrecruzamiento, descrito previamente en las propiedades mecénicas (seccion 5.4.2), genera
una estructura polimérica mas compacta y resistente a la degradacion térmica.

Por el contrario, a altas concentraciones de extracto (10% HL), el material muestra mayor
termolabilidad. Este fenomeno se explica por el predominio de moléculas de bajo peso
molecular del extracto que, al incrementarse su concentracion, establecen numerosos puentes
de hidrogeno con las cadenas de dextrano. Estas interacciones compiten con el
entrecruzamiento, reduciendo la densidad de enlaces no-covalentes en la matriz y generando
una estructura menos estable térmicamente, como se corrobord en los ensayos mecéanicos

(seccion 5.3.2).

92



Resultados y Discusion

Tabla 5.3.3. Temperaturas iniciales (79), temperaturas maximas de degradacion (7Tmax) y
contenido de residuos a 600 °C (Resd.s00°c) de las peliculas K-5 con adicion de HL.

Muestras Ty (°C) Tmaix (°C) Resd. s00°c (%)
K-5 0% HL 176 + 4° 307+ 12 8+1°
K-50,05% HL 171 + 82 309 + 12 7+1°
K-50,3% HL 177 £ 112° 316+ 1° 10+ 1°
K-50,5% HL 165 + 2° 316+ 1° 14 £ 1°¢
K-5 1% HL 191 + §° 315+ 1° 15 £ 4°
K-5 5% HL 176 + 8° 301 £ 1°¢ 17 £5¢
K-510% HL 180 + 12%¢ 289 + 44 23+ 14

Las diferentes letras asignadas en cada columna hacen referencia a diferencias significativas
(p<0,05; n=3).

5.4.4 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 5.4.4 se presentan los espectros FTIR de las peliculas K-5 con 0%, 1% y 10%
HL normalizados en el nimero de onda 1030 cm™ para mayor claridad. Estas tres
concentraciones se seleccionaron por ser representativas del efecto de entrecruzamiento (1%
HL) y plastificante del extracto dentro de la matriz (10% HL). En las propiedades mecénicas,
en la formulacion con 1% HL se observaron los valores maximos de tension y modulo elastico.
La incorporacién de 10% HL produjo una disminucién en estos parametros junto con un
incremento en la elongacion maxima hasta ruptura, un comportamiento tipico de agentes
plastificantes. Cabe destacar que estos criterios son especificos para la matriz K-5 y difieren de
los utilizados para la matriz de levadura (YCW-R), donde las concentraciones representativas
fueron 0.3% y 10% HL. La diferencia en la concentracion Optima para el entrecruzamiento (1%
en K-5 vs. 0.3% en YCW-R) evidencia la distinta interaccion y sensibilidad de cada matriz al
extracto de humo liquido.

El analisis FTIR mostré una amplia banda entre 3600-3000 cm™, atribuible a los grupos
hidroxilo del sistema agua-dextrano-glicerol y otra banda bien definida, en el rango 3000-2800
cm™', asociada especificamente a los modos vibracionales de estiramiento C-H de los grupos
alquilo (CHs y CH2) presentes en la estructura polimérica, en concordancia con lo reportado
por Coma et al. (2019) para peliculas de kéfir con distintas concentraciones de glicerol. En las
peliculas K-5 10% HL, la banda a 1560 cm! se debe principalmente al estiramiento del enlace
C=0 presente en los aldehidos y cetonas que componen el extracto (Montazeri et al., 2013b).

En las peliculas K-5 1% HL, la ausencia de la banda de absorcion a 1076 cm™ (Fig. 5.4.4 —
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derecha: acercamiento), caracteristica de los modos vibracionales de enlaces C-O-C, C-OH y
C-H del dextrano (Coma et al., 2019), indica la participacion de estos grupos funcionales en
reacciones de entrecruzamiento con aldehidos del humo liquido. Este fendmeno sugiere la
formacion de estructuras acetal/hemiacetal, donde los grupos carbonilo (C=0) de los aldehidos
reaccionan con los hidroxilos (-OH) del dextrano, modificando la red polimérica. Hallazgos
concordantes fueron reportados por Wang et al. (2016) en peliculas de gelatina entrecruzadas
con humo liquido, donde la disminucion de bandas FTIR asociadas a grupos carbonilo (1700—
1600 cm™) y C-O (~1100 cm™) corrobor6 la formacion de enlaces no-covalentes entre los
aldehidos del humo liquido y los grupos amino/hidroxilo de la matriz proteica. Este paralelismo
refuerza el mecanismo propuesto para el sistema dextrano-humo liquido, donde la reactividad

de los aldehidos con polisacaridos conduce a redes poliméricas mas estables.
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Figura 5.4.4. Espectros FTIR de las peliculas K-5 con 0%, 1% y 10% de HL.
5.4.5 Hidratacion y transporte de agua

Las isotermas de sorcion de agua de las peliculas K-5 con extracto HL se muestran en la
Figura 5.4.5. Los puntos experimentales se ajustaron al modelo GAB mediante la Ecuacion 10

y los parametros obtenidos del ajuste se presentan en la 7abla 5.4.5.
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Figura 5.4.5. Isotermas de sorcion de agua de peliculas K-5 con adicion de HL.

Todas las isotermas presentaron la convexidad tipica de los materiales biopoliméricos con
un marcado aumento en la hidratacion para «,>0,6, indicando una hidratacién
mayoritariamente en forma de multicapa. Esto indica, como se ha explicado con las peliculas
YCW-R con HL (seccion 5.3.9), que a altas humedades la mayor parte del agua de hidratacién
no estd unida directamente a la matriz. La hidratacion en equilibrio a la maxima humedad de
90% h.r. (hgoesrn) presentd los méximos valores para K-5 0% HL y para las muestras con 5%y
10% HL. Sin embargo, la incorporacion de bajas concentraciones de humo liquido (0,05 — 1%
HL) disminuyeron los valores de hidratacion respecto a la muestra control, mostrando un
comportamiento no monotono con el contenido de humo liquido. La muestra K-5 0% HL
presentd la menor cantidad de agua en la monocapa (N: 0,11 + 0,01 g H2O/g) y la multicapa
mas poblada (k: 0,92 + 0,01) mientras que en la muestra K-5 10% HL ocurre lo contrario (N:
0,32 = 0,02 g H.O/g; k: 0,78 + 0,05), alcanzando ambas muestras valores similares de
hidratacion al 90% h.r. De esta forma, se observa que el agregado de 10% HL no altera
significativamente la cantidad de agua de hidratacion, solo cambia la forma en que esta
estructurada o distribuida en la matriz: poseen mayor cantidad de agua en la monocapa, pero
se encuentra débilmente ligada a la matriz ya que presentaron valores de ¢ (relacionado con la

fuerza de unidn del agua a los sitios primarios) notablemente mas pequefios.
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En la Tabla 5.4.5 se muestran ademas los valores de permeabilidad al vapor de agua (P,“")
de las peliculas K-5 con HL. Se observo que el agregado de bajas concentraciones (< 0,5%) de
HL mejor6d las propiedades barreras al vapor de agua debido a un posible efecto de
entrecruzamiento del extracto con la matriz, como se describi6 en las secciones 5.4.2'y 5.4.3.
Sin embargo, con 10% HL se observd un incremento en la permeabilidad al vapor de agua

posiblemente debido al efecto plastificante del extracto dentro de la matriz.

Tabla 5.4.5. Parametros del modelo GAB obtenidos del ajuste de las isotermas de sorcion
de agua (Fig. 5.4.5), contenido de agua medido en las peliculas en equilibrio a 90% h.r,
permeabilidad al vapor de agua y espesor de las peliculas K-5 con HL.

Parametros GAB

hoovrh P L
N . i R [gH0/g] [107°g  [10°m]
[g H.O/g] s'm Pa]
0% HL 0,11 +£0,01 1,3+0,2 092+0,01 0,999 0,56=+0,02% 5,7+0,1° 10+ 22
0,05% HL 0,11+0,01 1,3+0,2 0,90+0,01 0,999 0,53+0,02° 53+0,1° 9442
03%HL 0,12+0,01 1,2+0,2 0,89+0,01 0,999 0,52+0,02® 52=+0,1° 9428
0,5% HL 0,13+0,01 1,0+0,3 0,88+0,02 0,999 0,52+0,01® 5,1+0,1° 941
1% HL 0,12+0,01 1,2+0,2 0,88+0,01 0,999 0,49+0,02® 6,2+0,1° 13+58
5% HL 0,13+£0,01 1,1+0,2 0,89+0,01 0,999 0,56+0,02*® 4,8+0,1¢ 10 £ 42
10% HL 0,32+0,02 0,5+0,2 0,78+0,05 0,999 0,58+0,02* 6,0+0,1°¢ 11+32

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (prueba
de Tukey, p < 0,05). Los valores reportados del parametro estadistico R? indican un buen ajuste del
modelo.

5.4.6 Actividad antioxidante

Los resultados de la actividad antioxidante (%0RSA4) de las peliculas K-5 con la adicion de

HL a lo largo del tiempo en solucion de ABTS en etanol se muestran en la Figura 5.4.6.
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Figura 5.4.6. Capacidad antioxidante de las peliculas K-5 con la adiciéon de HL en
solucién de ABTS en etanol.

Se observd un aumento en la actividad antioxidante en el tiempo para todas las
formulaciones, demostrando una liberacion a tazas controladas del aditivo en el solvente de
reaccion. A partir del grafico, lo que se pudo observar es un incremento gradual de la actividad
antioxidante en el tiempo de estudio. Ademas, las peliculas con bajas concentraciones de HL
tuvieron %RSA similares a las de 10% HL. En las peliculas K-5 se potencio significativamente
la actividad antioxidante con la adiciéon de HL en la matriz. Un efecto destacable se observo en
las peliculas K-5 1% HL, que presentaron una marcada disminucion en la actividad
antioxidante. Este fenomeno podria explicarse por la formacion de interacciones moleculares
mas fuertes entre los componentes del HL y la matriz polimérica (como se detalla en las
secciones 5.4.2, 5.4.3 'y 5.4.4), lo que reduciria la disponibilidad de los grupos activos para
reaccionar con el radical ABTS. Por su parte, las peliculas sin adicion de HL mostraron valores
de %RSA cercanos al 10%, atribuibles a la presencia de metabolitos fermentativos del kéfir,
particularmente acidos organicos (acido lactico y acético) y compuestos fendlicos residuales.
Estos compuestos, conocidos por su capacidad reductora, pueden interactuar con el radical
ABTS segtn lo reportado por Papadopoulou et al. (2025) en estudios de la actividad

antioxidante en bebidas de kéfir de agua.
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5.4.7 Actividad antimicrobiana

Se determind la actividad antimicrobiana de las peliculas K-5 con HL frente a
Staphylococcus aureus. Los resultados mostraron una reduccion microbiana del 92%
(Ecuacion 9) en las peliculas con 10% HL, con un recuento de 1,2 x 10®° UFC/mL, valor
marcadamente inferior al registrado en las peliculas control (0% HL), las cuales alcanzaron 4,4
x 107 UFC/mL. Como se ha discutido previamente en la seccion 5.2.2, esta actividad
antibacteriana puede atribuirse a la presencia de compuestos bioactivos en el extracto de HL,
entre los que destacan acidos organicos, aldehidos y cetonas, conocidos por su capacidad
inhibitoria frente a microorganismos. Esta destacada reduccion microbiana demuestra que el
extracto de HL conserva su eficacia antimicrobiana al ser incorporado en la matriz de kéfir, lo
que sugiere una adecuada compatibilidad y preservacion de las propiedades funcionales del

extracto dentro del material.

5.4.8 Conclusiones parciales

Las peliculas desarrolladas a base de granulos de kéfir de agua, incorporadas con humo
liquido refinado, se caracterizaron por ser transparentes, homogéneas y flexibles. La
incorporacion del extracto ejercié un efecto dual dependiente de la concentracidon: a bajas
concentraciones, se observo una mejora significativa en las propiedades mecanicas, térmicas y
de barrera al vapor de agua, atribuible a un efecto de entrecruzamiento molecular dentro de la
matriz polimérica. Por el contrario, la incorporacién al 10% HL indujo un marcado efecto
plastificante, resultando en una disminucién de la rigidez y la estabilidad térmica. No obstante,
esta misma formulacién exhibié la mayor actividad antioxidante y antimicrobiana entre los
sistemas evaluados, atribuible a la liberacion de compuestos bioactivos. Estos resultados
posicionan a estos materiales como candidatos prometedores para el envasado activo de
alimentos, con potencial para retrasar el deterioro oxidativo e inhibir el crecimiento

microbiano, extendiendo asi la vida util de los productos alimenticios.
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5.5 Caracterizacion de extracto de yerba mate residual

El extracto de yerba mate residual (YM) fue caracterizado integralmente para evaluar su
potencial como aditivo funcional en el desarrollo de materiales activos e inteligentes. Los
estudios se centraron en determinar sus propiedades antioxidantes mediante ensayos ABTS y
DPPH, asi como su capacidad antimicrobiana frente a microorganismos relevantes en el
deterioro de alimentos. Paralelamente, se analizo su comportamiento cromatico en funcién del
pH (rango 2-12) para evaluar su aplicabilidad como indicador colorimétrico en materiales

inteligentes.

5.5.1 Contenido de sélidos totales, pH, actividad antioxidante y contenido de fenoles

totales

Los resultados de la caracterizacion del extracto de yerba mate residual (YM) se presentan

en la Tabla 5.5.1.

Tabla 5.5.1. Caracteristicas del extracto de yerba mate residual (YM).

Solidos o *ICs0, ABTS  *ICs9, DPPH *TPC
p
(%) (mg/mL) (mg/mL)  (mg GAE/g)
1,9 44+0,1 0,92+0,04 1,19+0,01 245+ 13

*Relacionado con el contenido de so6lidos del extracto de yerba mate residual.

Antes de la extraccion, los residuos de yerba mate en agua destilada mostraron un pH de 6,2
+ 0,1, mientras que el extracto presentdé un pH de 4,4 + 0,1. Esta disminucion del pH puede
atribuirse a la extraccion de 4cidos fenodlicos, como el acido clorogénico y el acido cafeico
(Bastos et al., 2007; Jaramillo et al., 2016). El contenido de fenoles totales (TPC) en el extracto
fue de 245 + 13 mg de equivalente de acido galico (GAE) por gramo de extracto seco. Este
valor superd significativamente los 50-70 mg GAE/g reportados en extractos acuosos de yerba
mate por otros investigadores (Arrieta et al., 2018; Correa et al., 2017), aunque fue comparable
con el TPC (329,12 mg GAE/g) obtenido en extractos hidroalcoholicos (Budin et al., 2023).
De este modo, se alcanzo6 un alto contenido de fenoles totales evitando el uso de alcohol, un
solvente de mayor costo y menor compatibilidad con las dispersiones acuosas formadoras de
pelicula, particularmente con las de kéfir.

La actividad antioxidante del extracto, evaluada mediante los ensayos de captacion de

radicales ABTS (/Csp: 0,92 mg/mL) y DPPH (ICsp: 1,19 mg/mL), confirm6 su potencia.
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Estudios previos han destacado las propiedades antioxidantes de Illex paraguariensis, con
valores de ICsp variables segin la metodologia de extraccion y medicion. Por ejemplo,
Ziemlewska et al. (2021) reportaron /Csp de 0,263 mg/mL (DPPH) y 0,160 mg/mL (ABTS) en
extractos de yerba mate. En este estudio, el uso de residuos de la infusion podria explicar la
actividad ligeramente menor, aunque aun significativa.

Adicionalmente, se evalu6 visualmente el cambio de color del extracto en funcion del pH
(Figura 5.5.1). En medios acidos predominaron tonalidades amarillas sin variaciones notorias
del color en comparacién con el control (pH = 4, extracto de YM sin solucion buffer). Sin
embargo, con valores de pH igual y superiores a 8, el extracto cambio a colores oscuros. Este
comportamiento se atribuye a la presencia de cianidinas, un tipo de antocianina presente en las
hojas de yerba mate (Ceballos et al., 2020; Wang et al., 2023). La coloracion de las cianidinas
depende del nimero y orientacion de los grupos hidroxilo y metoxilo, asi como de su
glicosilacion con carbohidratos. La posicion de estos grupos funcionales influye en la absorcion

y reflexion de la luz, determinando el color percibido (Badui Dergal, 2013).

pH 2 pH 4 pHS pH 6 pH7 pH 8 pH 10 pH 12

Figura 5.5.1. Respuesta cromatica del extracto de yerba mate residual frente a distintos
valores de pH. La muestra control corresponde al recipiente de pH 4.

5.5.2 Actividad antimicrobiana

Los resultados de actividad antimicrobiana, realizado mediante microdilucion en placa (37
°C, 24 h), del extracto de yerba mate residual (YM), revelaron valores de concentracion minima
inhibitoria (MIC) diferenciados segin el tipo de bacteria evaluada (7abla 5.5.2).
Staphylococcus aureus (Gram positiva) mostré mayor sensibilidad (MIC: 1,206 mg/mL) con
respecto a Escherichia coli y Salmonella enteritidis (Gram negativas, MIC: 4,825 mg/mL).
Esta variacion en la efectividad antimicrobiana puede atribuirse a las diferencias estructurales
en la pared celular bacteriana: mientras que la monocapa de peptidoglicano caracteristica de

las bacterias Gram positivas permite una mayor penetracion de los compuestos bioactivos de
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YM (especialmente acido clorogénico y otros polifenoles), la estructura mas compleja de la
bicapa lipoproteica de las Gram negativas actiia como barrera efectiva.

En este sentido, los valores obtenidos en el presente estudio resultan consistentes con
antecedentes reportados para extractos metanolicos de yerba mate. Prado Martin et al. (2013)
informaron MIC de 1,56 mg/mL frente a Staphylococcus aureus y de 6,25 mg/mL frente a
Salmonella enteritidis, mientras que no observaron inhibicién sobre FEscherichia coli.
Comparativamente, el extracto de YM evaluado en este trabajo mostr6 una actividad similar
frente a S. aureus y una mayor eficacia frente a las bacterias Gram negativas, particularmente
en el caso de E. coli, donde si se evidencio inhibicion bacteriana. Estas diferencias podrian
asociarse a variaciones en el origen de la materia prima, el método de extraccion, la
composicion fendlica resultante y/o las condiciones experimentales empleadas.

Los resultados obtenidos validan el potencial de YM como agente antimicrobiano para
aplicaciones en sistemas de envasado activo, particularmente contra patdgenos Gram positivos

de relevancia en seguridad alimentaria.

Tabla 5.5.2. Concentracion minima inhibitoria (MIC) del extracto de yerba mate residual.

Bacteria MIC (mg/mL) *
Staphylococcus aureus 1,206
Escherichia coli 4,825
Salmonella enteritidis 4,825

*Referidos al contenido de solidos del extracto.

5.5.3 Conclusiones parciales.

El extracto acuoso de yerba mate residual (YM) desarrollado en este estudio presentd un
elevado contenido de fenoles totales (245 + 13 mg GAE/g), comparable al obtenido con
métodos que emplean alcoholes como solvente, lo que confirma la eficiencia del proceso de
extraccion acuosa. Su perfil funcional, caracterizado por una notable capacidad antioxidante
(evaluada mediante ABTS/DPPH), actividad antimicrobiana selectiva (particularmente
efectiva contra bacterias Gram positivas) y una marcada respuesta cromatica dependiente del
pH, lo posicionan como un aditivo versatil para aplicaciones innovadoras en materiales

biobasados activos e inteligentes.
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5.6 Desarrollo y estudio de peliculas activas a base de pared celular de levadura
residual cervecera y extracto de yerba mate residual
5.6.1 Examinacion visual y colorimetria CIELab

Las peliculas YCW-R con 0%, 5%, 10% y 20% YM obtenidas se muestran en la Figura
5.6.1.

YCW-R 0% YM YCW-R 5% YM YCW-R 10% YM YCW-R 20% YM

Figura 5.6.1. Peliculas de pared celular de levadura residual cervecera con diferentes
concentraciones de extracto de yerba mate residual.

Las peliculas desarrolladas exhibieron excelentes propiedades macroscopicas, mostrando
homogeneidad estructural, flexibilidad y opacidad. Desde el punto de vista Optico, se observo
una marcada variacion cromatica dependiente de la concentracion de YM. Las peliculas control
(0% YM) presentaron un color marron oscuro, atribuible a los componentes naturales de las
levaduras residuales cerveceras y a las reacciones de Maillard ocurridas durante el proceso de
casting, como se observo en las peliculas YCW-R con HL (seccion 5.3.1). Sin embargo, la
incorporacion de YM indujo una notable modificacion hacia tonalidades negras,
particularmente evidente tras la alcalinizacion a pH 11 durante la preparacion de las peliculas.
Este cambio cromatico se explica por la transformacion estructural de las cianidinas presentes
en el extracto, como se detallo en la seccion 5.5.1, donde estos compuestos fendlicos sufren
cambios conformacionales en medio alcalino que modifican sus propiedades de absorcion de
la luz.

La cuantificacion del color mediante coordenadas CIELab (7abla 5.6.1) confirmo estas
observaciones visuales, revelando disminuciones significativas en todos los parametros

colorimétricos: la luminosidad (L) se redujo notablemente, mientras que los valores de los ejes
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a (verde-rojo) y b (azul-amarillo) mostraron desplazamientos hacia regiones negativas del
espacio de color. El cambio de color total (4F), que superd sistematicamente el umbral de
percepcion humana (4E > 6) en todas las formulaciones con YM, demostré que estas

modificaciones son claramente discernibles visualmente.

Tabla 5.6.1. Parametros de coordenadas CIELab de las peliculas YCW-R con YM.

Muestras L a b AE
YCW-R 0% YM 24,0 + 0,6 7,9 +1,4° 3,3+0,7° -
YCW-R 5% YM 22,1 +023° 1,3+0,2° 1,4 +03° 7,1 +0,22
YCW-R 10% YM 21,4+0,6° 0,24 + 0,07 0,52 + 0,07 8,5+0,2°
YCW-R 20% YM 21,5+0.3° 0,00 =+ 0,024 0,20 + 0,044 8,8+0,1¢

Las diferentes letras asignadas en cada columna refieren a diferencias significativas (p < 0,05; n = 8).

5.6.2 Propiedades mecanicas

Los resultados mecanicos (7abla 5.6.2) muestran un comportamiento dependiente de la
concentracion de YM. Mientras que la formulacion con 5% YM presentd un incremento
significativo en el modulo de elasticidad (270 + 40 MPa) respecto al control (167 + 22 MPa),
este efecto reforzante desaparece a mayores concentraciones (10-20% YM), donde los valores
de E fueron similares al control. Sin embargo, la reduccion en la elongacion a la ruptura (%)
se mantiene en todas las formulaciones con YM, sugiriendo dos fenémenos competitivos: por
un lado, a bajas concentraciones (5%) las nanoparticulas de lignocelulosa del extracto actuarian
como refuerzo efectivo mediante interacciones con la matriz polimérica (Arrieta ef al., 2018);
por otro, a mayores concentraciones (10-20%) podrian formarse agregados que, si bien
mantienen la rigidez (al impedir la movilidad de las cadenas poliméricas, explicando la baja
€%), ya no proporcionan el efecto reforzante observado a 5% YM, sino que pueden actuar
como puntos preferenciales de ruptura. Este comportamiento coincide con lo reportado por
Khan et al. (2012) en sistemas de quitosano y nanocompuestos, donde al superar la
concentracion Optima de particulas (5% p/p), la agregacion de estas no incrementa el
reforzamiento del material. La resistencia a la traccion (75) muestra una tendencia decreciente
con el aumento de YM (de 8 + 1 MPa a 5 £ 1 MPa), lo que refuerza la hipdtesis de que a altas

concentraciones se compromete la transferencia efectiva de tensiones en la matriz.
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Tabla 5.5.2. Parametros mecanicos de peliculas YCW-R con adicion de YM.

Muestras E (MPa) &% TS (MPa)
YCW-R 0% YM 167 + 222 10 + 22 7 + 12b
YCW-R 5% YM 270 + 40° 6+ 1P g+ 1°
YCW-R 10% YM 176 + 152 5+ 1P 6+ 120
YCW-R 20% YM 170 + 272 5+ 1P 5+1°

Las diferentes letras asignadas en cada columna refieren a diferencias significativas (p < 0,05; n = 10).

5.6.3 Analisis termogravimétrico (TGA)

Los analisis termogravimétricos de las peliculas YCW-R con YM (Figura 5.6.3 A-B)
revelaron un proceso de degradacion térmica en tres etapas diferenciadas, como se ha descrito
en las peliculas YCW-R con HL (seccion 5.3.4). La primera etapa (50-160 °C) corresponde a
la pérdida de humedad y compuestos volatiles, seguida por la degradacion del glicerol, el
extracto de YM y los biopolimeros principales (B-glucanos y mananoproteinas) en el rango de
160-400 °C (Jaramillo et al., 2016; Delgado et al., 2018a). Finalmente, entre 400-600 °C ocurre
la degradacion final de la matriz, dejando un residuo carbonoso del 23-25%.

Las peliculas con YM mostraron mayor pérdida de peso que el control, evidenciado por la
disminucién en las temperaturas iniciales de degradacion (7y) desde 191 °C (0% YM) hasta
175 °C (20% YM), atribuible a la presencia de compuestos termolabiles en el extracto. El
analisis de la derivada termogravimétrica (Figura 5.6.3-B) identificd dos eventos principales:
Tmax1 (260-280 °C), exclusivo de las formulaciones con YM y proporcional a su concentracion,
sugiriendo interacciones especificas con la matriz; y T2 (310 °C), presente en todas las
muestras y asociado a la degradacion de los B-glucanos y mananoproteinas de la pared celular
de levadura, como se ha descrito anteriormente (seccion 5.3.4). La presencia de estos dos
eventos térmicos diferenciados confirma el efecto modificador del extracto de YM sobre el

comportamiento térmico de la matriz polimérica YCW-R.
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Figura 5.6.3. Analisis termogravimétrico (TGA) de las peliculas YCW-R con diferente
contenido de YM. A) Termogramas y temperatura inicial de degradacion térmica.
B) Derivada de la degradacion térmica.
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5.6.4 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros FTIR normalizados a 1030 cm™ de las peliculas YCW-R con diferentes
concentraciones de YM se presentan en la Figura 5.6.4, mostrando un perfil espectral
consistente con lo reportado previamente para sistemas similares (seccion 5.3.6). Las bandas
caracteristicas identificadas incluyen: (i) una absorcioén ancha centrada en 3275 cm™, atribuible
al estiramiento de grupos hidroxilos (O-H) y amino (N-H) procedentes del agua residual,
polisacaridos, glicerol y proteinas de la matriz; (ii) bandas a 2920 cm™ y 2855 cm™
correspondientes a los modos de estiramiento (C-H) de las cadenas glucosidicas; y (iii) las
bandas de amida I (1625 cm™) y amida II (1540 cm™) caracteristicas de las proteinas
estructurales. Particularmente relevante fue el incremento progresivo en la intensidad de la
banda a 1400 cm™ (C(CHs)2) con el aumento de concentracion de YM, efecto que podria
asociarse tanto a la contribucion de grupos metilo del extracto como a posibles vibraciones (C-
O) de polifenoles (Ceballos et al., 2020). La intensa absorcion a 1030 cm™, asignada a los
modos (CO) de mananoproteinas y -glucanos (Delgado ef al., 2018a), sirvi6 como referencia
para la normalizacion espectral. Cabe destacar que, a pesar de la incorporacion de hasta 20%
YM, no se observaron diferencias significativas en los espectros entre las distintas
formulaciones, lo que sugiere que las posibles interacciones matriz-extracto (enlaces de
hidrogeno, interacciones dipolo-dipolo) no generan modificaciones estructurales detectables
por esta técnica, probablemente debido al enmascaramiento espectral producido por los

componentes mayoritarios de la matriz.
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Figura 5.6.4. Espectros FTIR de peliculas YCW-R con 0%, 5%, 10% y 20% YM.
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5.6.5 Hidratacion y transporte de agua

Las isotermas de sorcion de las peliculas YCW-R con YM se muestran en la Figura 5.6.5,

y los puntos experimentales se ajustaron con el modelo GAB utilizando la Ecuacion 10.

064 —— YCW-R 0% YM
—— YCW-R 5% YM :
054 ——YCW-R10% YM

— YCW-R 20% YM

h (g HyO per g m.s)

1,0

Figura 5.6.5. Isotermas de sorcion de agua de las peliculas YCW-R con adicion de YM.

Las isotermas de sorcion revelaron que el contenido de humedad asociado a la hidratacion
aumenté moderadamente en condiciones de baja actividad acuosa (aw < 0,6), mientras que,
para valores superiores, el incremento fue mas notable. Este patron es caracteristico de sistemas
biopoliméricos, como se ha explicado en las secciones 5.3.8 y 5.4.5, donde inicialmente las
moléculas de agua se adsorben preferentemente en sitios especificos de la matriz, formando
una monocapa. Al elevarse la ay, el agua adicional se organiza en multicapas, estableciendo
interacciones mas débiles con la matriz polimérica. Como consecuencia, esta fraccion de agua
presenta mayor movilidad, favoreciendo su transporte por procesos difusivos (Delgado et al.,
2018; Delgado, Peltzer & Salvay, 2022).

Los pardmetros derivados del modelo de Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB), como el
numero de sitios de union primarios (N), la constante de afinidad (c) y el coeficiente de
interaccion multicapa (k), no mostraron variaciones significativas ante la adicion de YM.
Tampoco se detectaron diferencias significativas en el contenido de humedad de equilibrio

(h9o%m), medido a una humedad relativa del 90% (Tabla 5.6.5).
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Por otro lado, los ensayos de permeabilidad al vapor de agua (Pw“*?) demostraron que la
adicion de 20% YM redujo significativamente este parametro en comparacion con las peliculas
control. Dado que ambos sistemas alcanzaron valores similares de A9ovm, la disminucion
observada en Py sugiere un efecto restrictivo sobre la difusividad del agua dentro de la matriz
polimérica (Delgado, Peltzer & Salvay, 2022). Este fendmeno podria atribuirse a que las
nanoparticulas de lignocelulosa derivadas del YM generan una estructura matricial mas
tortuosa, limitando la movilidad del agua a través de la red polimérica. En otras palabras,
aunque la capacidad de hidrataciéon no varia, la dispersion de las nanoparticulas actuaria como

barrera fisica, dificultando la difusion del vapor de agua.

Tabla 5.6.5. Parametros del modelo GAB obtenidos del ajuste de las isotermas de sorcion
de agua (Fig. 5.6.5), contenido de agua medido en las peliculas en equilibrio a 90% h.r,
permeabilidad al vapor de agua y espesor de las peliculas YCW-R con YM.

Parametros GAB homi P, I
N . i R [g H,O/g] [10°g [10°m]
[g HO/g] s'm'Pal]

0% YM 0,13£0,04 0,7+0,3 0,87+£0,04 0,999 0,43+0,05 5,0+0,1* 17,0£0,5
5% YM 0,10+0,03 08+03 0,92+0,03 0,999 0,49+0,04* 48+0,1** 16,3+0,2°
10% YM 0,09+0,02 1,1+0,5 094+0,02 0,998 0,49+0,05 4,6+0,1° 14,3+0,4°
20% YM 0,10+£0,03 09+04 0,93+0,03 0,998 0,50+0,05° 4,6+0,1°> 16,4+0,3°
Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (prueba
de Tukey, p < 0,05). Los valores reportados del parametro estadistico R? indican un buen ajuste del
modelo. Los errores en los parametros del modelo GAB se obtuvieron del analisis de ajuste.

5.6.6 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de las peliculas YCW-R con YM medido en %RSA4 por el método
ABTS y DPPH tras 5 y 15 minutos de incubacion se muestra en la Figura 5.6.6.
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Figura 5.6.6. Actividad antioxidante de peliculas YCW-R evaluada mediante los métodos
ABTS y DPPH: efecto de la concentracion de YM (0-20% p/p) y tiempo de reaccion (5y 15
min). Los valores seguidos por la misma letra (mintusculas para ABTS, mayusculas para
DPPH) no presentan diferencias significativas (ANOVA, p <0,05; n = 3).

Los ensayos de actividad antioxidante revelaron un comportamiento dependiente del
método analitico empleado y del tiempo de reaccion. En las mediciones iniciales (5 minutos)
mediante ABTS, se observo un incremento significativo en la capacidad de estabilizacion de
radicales (%6RSA) Unicamente para la formulacion con 20% YM (18 + 1%), mientras que las
muestras con 5% y 10% YM mostraron valores inferiores o comparables al control. Este patron
sugiere que, a bajas concentraciones, los compuestos fendlicos de YM podrian estar
parcialmente inmovilizados en la matriz polimérica, limitando su interaccion con los radicales
ABTS. Sin embargo, al extender el tiempo de reaccion a 15 minutos, se evidencio un notable
aumento en la actividad antioxidante de las muestras control (24 + 1%) y aquellas con 5% y
10% YM, lo que confirma la contribucion intrinseca de los B-glucanos de la matriz (Rezzani et
al., 2022). Curiosamente, la formulacion con 20% YM no mostré mejoramiento adicional en
su %RSA (16 £ 2%), posiblemente debido a una saturacion en la migracion de compuestos
activos al medio de reaccion.

En marcado contraste, los ensayos con DPPH mostraron valores consistentemente bajos
(%0RSA < 5% para todas las formulaciones), incluso tras tiempos de incubacion prolongados.
Esta discrepancia puede explicarse por las limitaciones inherentes del método DPPH,

particularmente su sensibilidad a factores estéricos y su preferencia por mecanismos
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especificos de transferencia de hidrogeno (HAT) sobre transferencia de electrones (SET) (Prior
et al., 2005). La estructura voluminosa del radical DPPH y su menor reactividad con
compuestos poliméricos o glicosilados explicarian su baja sensibilidad para detectar la
actividad antioxidante en este sistema, donde los compuestos bioactivos pueden estar
parcialmente inmovilizados o presentar grupos funcionales menos accesibles. Estos resultados
destacan la importancia de considerar tanto las caracteristicas del material como las
particularidades de cada método analitico al evaluar propiedades antioxidantes en materiales

biopoliméricos con adicion de extractos vegetales.

5.6.7 Actividad antimicrobiana

La determinacion de la actividad antimicrobiana de las peliculas YCW-R con incorporacioén
de 20% YM frente a Staphylococcus aureus, realizada mediante el método de contacto directo,
demostrd que la adicién del extracto no indujo una reduccidén en la carga bacteriana. Sin
embargo, se observo que tampoco se produjo un aumento en el recuento microbiano, lo que
sugiere un posible efecto bacterioestatico de YM. Este fendmeno implica la inhibicion de la
proliferacion bacteriana sin una disminucidén de la poblacién inicial. Este comportamiento
podria atribuirse a una interaccion entre los compuestos activos del extracto (especialmente
acido clorogénico y cafeico) y la matriz polimérica de YCW-R. Como se discutio en la seccion
5.6.6, dicha interaccion podria reducir la biodisponibilidad de los compuestos antimicrobianos,
resultando en una fraccion libre insuficiente para ejercer un efecto inhibitorio sobre el

crecimiento de Staphylococcus aureus.

5.6.8 Estudio de migracion en simulante alimentario graso

Los resultados del ensayo de migracion en simulante alimentario graso a 40 °C se muestran
en la Figura 5.6.8. La actividad antioxidante de los componentes migrados se evalué mediante
dos metodologias complementarias: ABTS y DPPH, expresando los resultados como
porcentaje de inhibicion radicalaria %6RSA. Paralelamente, se cuantificd el contenido de fenoles
totales liberados al medio graso (Figura 5.6.8-C) mediante el método espectrofotométrico de

Folin-Ciocalteu, reportando los valores en equivalentes de acido galico (GAE, pg/mL).
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Figura 5.6.8. Ensayo de migracion a 40 °C de las peliculas YCW-R con 0%, 5%, 10% y
20% de YM en simulante de alimento graso. A) Actividad antioxidante medida por ABTS.
B) Actividad antioxidante medida por DPPH. C) Compuestos fenolicos totales
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Los resultados de actividad antioxidante obtenidos en el simulante alimentario mediante el
método ABTS (Figura 5.6.8-A) mostraron una correlacion directa con el contenido de fenoles
totales liberados al medio (Figura 5.6.8-C). Las peliculas YCW-R 0% YM presentaron una
notable actividad antioxidante atribuida a la capacidad de los B-glucanos presentes en la matriz
para reaccionar con especies radicalarias. También se observo que la incorporacion de un 20%
de YM en las peliculas YCW-R produjo un incremento significativo de la actividad
antioxidante tras 120 y 240 h de ensayo de migracion. Ademas, la tasa de liberacioén de los
componentes activos aumentd progresivamente con el tiempo, alcanzando un estado de
equilibrio a las 120 horas. Este comportamiento sugiere que el agregado de YM no solo mejora
la capacidad antioxidante de las peliculas, sino que también permite una liberacion controlada
del compuesto activo hacia el alimento, lo que podria contribuir a retardar los procesos de
rancidez oxidativa. Resultados similares fueron reportados por el grupo LOMCEM, quienes
estudiaron peliculas elaboradas a partir de pared celular de levadura con la adicién de
metabolitos secundarios flingicos, observando que la tasa de liberacién al medio era
dependiente de la concentracion inicial del agente activo (Rezzani et al., 2022).

En el andlisis por el método DPPH (Figura 5.6.8-B), las peliculas YCW-R 20% YM
alcanzaron la maxima actividad antioxidante (%RS4: 13 + 5) a las 5 horas de migracion. Luego,
esa actividad antioxidante disminuyd a las 24 h pero se incrementd gradualmente en el tiempo
hasta las 240 h. Esto indicaria que la liberacion de antioxidantes se da a tazas controladas y su
actividad perdura en el tiempo. Cabe destacar que las muestras control (YCW-R 0% YM)
mantuvieron una actividad antioxidante considerable durante todo el periodo de estudio. Estos
hallazgos, consistentes entre ambos métodos (ABTS y DPPH), confirman que la incorporacioén
de YM mejora la funcionalidad antioxidante de las peliculas. Asimismo, se verificé que la
liberacion del agente activo ocurre de manera controlada, una caracteristica altamente deseable

en materiales activos destinados al envasado de alimentos.
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5.6.9 Conclusiones parciales

El desarrollo de peliculas YCW-R con incorporacion de YM mostraron resultados
destacables. En primer lugar, la YM les aport6 un color marrén oscuro — negro que podria ser
deseable para la proteccion de alimentos frente a la luz. En segundo lugar, la incorporacion de
YM en bajas concentraciones mejord las propiedades mecanicas debido a la interaccion de los
componentes de la matriz con el extracto y al posible refuerzo por parte de nanoparticulas de
lignocelulosa que podrian estar presentes en el extracto. Asimismo, estas nanoparticulas serian
las responsables de mejorar las propiedades de barreras de las peliculas con 20% YM. En tercer
lugar, los estudios de migracion en simulante alimentario graso demostr6é que los componentes
de la YM incorporados en las peliculas se liberaron al medio y presentaron una actividad
antioxidante significativa. Adicionalmente, se evidencié que la matriz de YCW-R posee
notable actividad antioxidante atribuida a la capacidad de los B-glucanos presentes en la matriz
para reaccionar con especies radicalarias. Las peliculas YCW-R con 20% YM tuvieron un
efecto bacterioestatico frente a Staphylococcus aureus, lo que implica la inhibicion de la
proliferacion bacteriana sin una disminucién de la poblacion inicial. En conjunto, estos
resultados demuestran el potencial de la utilizacion de un residuo industrial, como es la

levadura cervecera, para el desarrollo de materiales activos en contacto con alimentos.
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5.7 Desarrollo y estudio de peliculas activas e inteligentes a base de granulos de kéfir

de agua y extracto de yerba mate residual

5.7.1 Examinacion visual y colorimetria en el espacio CIELab

Las peliculas K-5 con YM se muestran en la Figura 5.7.1. Las peliculas obtenidas fueron
flexibles, homogéneas y sin grietas o imperfecciones macroscopicas y la incorporacion de
extracto de yerba mate resultd en cambios notables en su color. Para cuantificar estas
alteraciones de manera precisa, se emplearon las coordenadas del espacio de color CIELab. La
coordenada L varié de 90 + 1 a 74 &+ 3 con la adicion de 0% YM a 20% YM, lo que indica una
disminucion en la luminosidad de las muestras. Los valores obtenidos en la coordenada a
indicaron una muy leve tendencia hacia el color verde en todas las muestras, con valores en el
rango de -0,21 £ 0,07 a -2,3 £ 0,5. Mientras que los valores de b variaron de 8 £ 1 a45+ 4, lo
que indica un aumento en el color amarillo con la incorporacion de YM. Por lo tanto, el cambio
de color AE fue facilmente observable al ojo humano (AE > 6) para todas las muestras con YM
y aumento en proporcion al extracto afiadido, con un AE méaximo de 40 + 4 para K-5 20% YM

en comparacion con la muestra de control.

Figura 5.7.1. Peliculas de kéfir con extracto de yerba mate.
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Tabla 5.7.1. Coordenadas CIELab de las peliculas K-5 con YM

Muestras L a b AE
K-50% YM 90 + 1* 0,21 + 0,072 8+ 12 -
K-55% YM 85+ 1° -1,7£0,1° 21+2° 13£2°
K-510% YM 76 + 2° -1,2+0,3¢ 36 + 3° 31+3°
K-520% YM 74 + 3¢ 2,3+ 0,5¢ 45+ 44 40 + 4°

Las diferentes letras asignadas en cada columna refieren a diferencias significativas (p < 0,05; n=38)

5.7.2 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La Figura 5.7.2 muestra las micrografias de la seccion transversal de las peliculas K-5 con

0% YM (A), 5% YM (B), 10% YM (C) y 20% YM (D). Las muestras presentaron una matriz

densa con una seccidn transversal continua y homogénea, sin aglomerados, poros, fallas o

separacion de fases. No se observaron diferencias significativas entre las micrografias con la

incorporacion de YM, lo que indica que el extracto se dispersé adecuadamente en la matriz a

través de enlaces de hidrogeno (Jaramillo et al., 2015).

Figura 5.6.2. Micrografias de la seccion transversal de las peliculas K-5 con 0% YM (A),
5% YM (B), 10% YM (C) y 20% YM (D).
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5.7.3 Propiedades mecanicas

Los parametros mecanicos de las peliculas K-5 con YM se muestran en la Tabla 5.7.3. El
modulo eléstico (£) y la resistencia a la traccion (7S) exhibieron un aumento marcado con la
adicion de 5% YMy 10% YM en comparacion con la muestra control K-5 0% YM. Esto puede
deberse a la accion de compuestos de la YM, entre ellas nanoparticulas de lignocelulosa, que
se conectan a las cadenas poliméricas mediante enlaces de hidrogeno, reforzando la red de la
matriz y reduciendo la movilidad de las cadenas poliméricas. Un efecto similar se observo en
las peliculas YCW-R cuando se incorporo el extracto de YM en bajas concentraciones (seccion
5.6.2). Como consecuencia de esta interaccion, la resistencia y la rigidez de las peliculas K-5
con 5% YM y 10% YM aumentaron. Sin embargo, los valores de £y TS de las peliculas K-5
disminuyeron cuando se incorporé un 20% de YM. Este efecto podria deberse a un efecto
plastificante que enmascard el refuerzo producido en la matriz a bajas concentraciones de YM.
Un exceso de YM en la pelicula podria desestabilizar los enlaces de hidrégeno entre las cadenas
poliméricas, reduciendo las fuerzas entre estas y aumentando el espacio y la movilidad de las
cadenas poliméricas, de manera similar a un plastificante (Coma et al., 2019; Bourtoom, 2008).
No se observaron diferencias significativas en la elongacion maxima hasta ruptura (%) en todas

las muestras cuando se afladié YM.

Tabla 5.7.3. Parametros mecénicos de peliculas K-5 con adicién de YM.

Muestras E (MPa) % TS (MPa)
K-5 0% YM 50 + 6 40 + 10° 5,8+0,7°
K-5 5% YM 65 + 120 42 + 92 7,4 + 0,4
K-5 10% YM 66 + 8° 35+ 107 6,6 + 0,6*P
K-520% YM 53 + 720 37+ 72 5,4 + 0,42

Las diferentes letras asignadas en cada columna refieren a diferencias significativas (p < 0,05; n = 10).

5.7.4 Analisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico de las peliculas, previamente equilibradas a 43% de humedad
relativa, se presenta en la Figura 5.7.4. Como se muestra en las Fig. 5.7.4-A'y 5.7.4-B, los
termogramas se pueden dividir en cuatro zonas distintas, como se ha descrito en las peliculas
K-5 con HL (seccion 5.4.3). La degradacion térmica de las peliculas K-5 exhibi6 diferencias
significativas con la adicion de YM, manifestando un perfil de degradacion en maultiples etapas,
como se ilustra en las Fig. 5.7.4-A'y 5.7.4-B. La pérdida de masa hasta 120 °C se atribuye a la
evaporacion de humedad en la etapa inicial. La segunda pérdida de peso, entre 120 °C y 250

°C, corresponde a la degradacion del glicerol y componentes del YM (Jaramillo ef al., 2016;

117



Resultados y Discusion

Lago et al., 2023). La tercera pérdida de peso, entre 250 °C y 360 °C, corresponde a la
degradacion térmica del dextrano, que es el componente principal de las peliculas (Coma et al.,
2019). La cuarta etapa de degradacion, entre 360 °C y 600 °C, estd relacionada con la
degradacion final de la matriz y los residuos de carbonizacién provenientes de anillos
aromaticos.

La temperatura inicial de degradacion de las muestras (79) aumentd de 166 °C a 180 °C con
la incorporacion de 5% de YM. La estabilidad térmica del material se vio significativamente
mejorada por la interaccion entre los compuestos de la YM y las cadenas poliméricas, como se
menciono en las propiedades mecanicas (seccion 5.7.3), lo que estabiliza la matriz frente al
aumento de temperatura. Este efecto se observd ademas en la Fig. 5.7.4-B, donde el Tinuxs fue
de 160 °C para K-5 0% Y M, mientras que las formulaciones con 5% YMy 10% YM exhibieron
un Tpaxs de 205 °C y 200 °C, respectivamente. El Tyax2, correspondiente a la degradacion del
dextrano, se desplaz6 de 313 °C a 320 °C con 5% YM y 10% YM. Sin embargo, la adicion de
20% YM mostré una disminucion en 7y (169 °C), Tmax: (193 °C) y Tmaxz (314 °C) en
comparacion con los valores de las peliculas con 5% y 10% YM. Como se observd en los
ensayos mecanicos, el exceso de YM en la matriz reduce las fuerzas entre las cadenas de
polisacaridos, aumentando asi la movilidad de las cadenas de dextrano de manera similar a un
plastificante. Este efecto plastificante con un 20% de extracto de yerba mate también fue
reportado por Jaramillo et al. (2016) en peliculas de almidon.

La Fig. 5.7.4-A mostré diferencias significativas a 600 °C con la incorporacion de YM en
las matrices, atribuidas a residuos de carbonizacion derivados de anillos arométicos presentes

en el extracto (Jaramillo et al., 2016).
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Figura 5.7.4. Andlisis termogravimétrico (TGA) de las peliculas K-5 con diferente

contenido de YM. A) Termogramas y temperatura inicial de degradacion térmica.
B) Derivada de la degradacion térmica.
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5.7.5 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La Figura 5.7.5 muestra los espectros infrarrojos de las peliculas K-5 con YM normalizados
a numero de onda 1010 cm™'. La primera banda (3600-3000 cm™) corresponde a los grupos
hidroxilo provenientes del agua, el dextrano y el glicerol. La segunda banda de absorcion
(3000-2800 cm™) esta asociado con el estiramiento de C-H en los grupos funcionales metilo
(CHs) y metileno (CH2) (Coma et al., 2019), como se describid en las peliculas K-5 con HL
(seccion 5.4.4). Se observo un desplazamiento de la banda 1655 cm™ a 1630 cm™ en las
muestras que contenian YM, siendo mas prominente con un 20% de YM. Esta banda de
absorcion se atribuye a los enlaces de hidrogeno y a las interacciones entre los grupos hidroxilo
de las cadenas de polisacaridos, el glicerol y el YM, lo que confirma observaciones previas en
los ensayos mecanicos y térmicos (Jaramillo et al., 2016; Ceballos ef al., 2020). La zona entre
1200-900 cm™ contiene bandas principalmente asignadas a los modos de estiramiento de los
anillos de carbohidratos y grupos laterales (C-O-C, C-OH, C-H). La banda a 900 cm™ mostr6
cambios significativos tras la incorporacion de YM, atribuibles a vibraciones C-H aromaticas
de los compuestos fenolicos del extracto (Ceballos et al., 2020). Estas modificaciones reflejan
interacciones del YM con la matriz polimérica, consistentes con los resultados de actividad

antioxidante y estabilidad térmica reportados.
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Figura 5.7.5. Espectros FTIR de peliculas K-5 con 0%, 5%, 10% y 20% YM. Los espectros se
normalizaron al pico mayor de 1010 cm™! para claridad.
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5.7.6 Hidratacion y transporte de agua.

Las isotermas de sorcion de las peliculas K-5 con YM se muestran en la Figura 5.7.6, y los

puntos experimentales se ajustaron con el modelo GAB utilizando la Ecuacion 10.
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Figura 5.7.6. Isotermas de sorcion de agua de las peliculas K-5 con adiciéon de YM.

En todas las isotermas, el contenido de agua de hidratacion aumento6 ligeramente a bajos
valores de a, y de manera mas pronunciada cuando a, superd 0,6. Este comportamiento es
comun en la mayoria de los materiales biopoliméricos. Esto sugiere que una pequefia cantidad
de moléculas de agua se une directamente a la matriz polimérica formando una monocapa.
Luego, la fraccién mas grande del agua de hidratacion formo parte de la multicapa y se unid
indirectamente a la matriz polimérica. Por lo tanto, el agua de hidratacion en materiales
biopoliméricos es agua movil y susceptible de ser transportada por mecanismos de difusion
(Delgado et al., 2018; Delgado, Peltzer & Salvay, 2022).

La Tabla 5.7.6 muestra los parametros del modelo GAB obtenidos del ajuste de las
isotermas de sorcion de agua. El nimero de sitios primarios de union de hidratacion (N), el
parametro c¢ relacionado con la fuerza de union del agua a los sitios primarios y la capacidad
del agua para unirse a la multicapa (k) no se vieron afectados por la adicion de YM. No se

observaron diferencias significativas en el pardmetro soo%:m, que se refiere al contenido de agua
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medido en las peliculas en equilibrio a 90% de humedad relativa. De esta manera, es posible

decir, con toda claridad, que el YM no tiene efecto en la hidrataciéon maxima de las peliculas.

Tabla 5.7.6. Parametros del modelo GAB obtenidos del ajuste de las isotermas de sorcion
de agua (Fig. 5.7.6), contenido de agua medido en las peliculas en equilibrio a 90% h.r,
permeabilidad al vapor de agua y espesor de las peliculas K-5 con YM.

Parametros GAB howi P, I
N c i g [gHO/g  [107g  [10°m]
[g H.O/g] s'm Pa]

0% YM 0,10+0,01 1,502 33+0,1 0999 0,56+0,02* 49+0,1* 9,5+0,3*
5% YM 0,10+0,01 1,9+£0,2 3,4+0,1 0999 0,53+0,01° 5,7+0,1> 11,4+0,2°
10% YM 0,10+0,01 1,8+0,2 34+0,1 0999 0,54+0,01* 6,0+0,1° 13,4+0,5°
20% YM 0,10+0,01 1,8+£0,3 3,5+0,1 0,999 0,56+0,02®° 4,5+0,1¢ 94+0,2°
Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (prueba
de Tukey, p < 0,05). Los valores reportados del parametro estadistico R? indican un buen ajuste del
modelo. Los errores en los pardmetros del modelo GAB se obtuvieron del analisis de ajuste.

La Tabla 5.7.6 presenta los valores de permeabilidad al vapor de agua (Pw**?) determinados
experimentalmente en funciéon del contenido de YM. Es importante aclarar que la
permeabilidad al vapor de agua de las peliculas biopoliméricas depende de las condiciones
experimentales del gradiente de presion de agua y del espesor de la pelicula (Delgado, Peltzer
& Salvay, 2022). En general, para materiales hidrofilicos, la permeabilidad al vapor de agua
aumenta con el incremento del espesor de la pelicula (Delgado ef al., 2018). Para permitir una
comparacion valida de los valores de permeabilidad al vapor de agua entre las peliculas, estas
deben tener el mismo espesor y estar sometidas a idénticas condiciones de presion de vapor de
agua en cada lado de la muestra.

Enla Tabla 5.7.6 se observa que las muestras con 5% y 10% de YM mostraron un aumento
en los valores de Pw“® en comparacion con el control. Sin embargo, estas muestras también
mostraron un aumento en su espesor (L), por lo que no es posible confirmar si la diferencia en
Py se debio a la incorporacion de YM. No obstante, no hubo diferencias significativas en el
espesor entre las peliculas con 0% y 20% de YM, y los valores de PP disminuyeron
significativamente con la adicion de 20% de YM. Ambas muestras alcanzaron el mismo valor
de equilibrio de hidratacion a 90% de humedad relativa (/49o%m). Dado que la permeabilidad al
vapor de agua se define como el producto de la solubilidad de la especie permeante en la matriz
y difusividad en la pelicula (Delgado, Peltzer & Salvay, 2022), la reduccion en Py~
probablemente se deba a una disminucién en la difusividad del vapor de agua dentro de la

matriz ya que la hidratacion es directamente proporcional con la solubilidad.
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5.7.7 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante, medida como el porcentaje de actividad de captura de radicales
(%6RSA) de las peliculas K-5 con YM mediante los ensayos de ABTS y DPPH, se muestra en
la Tabla 5.7.7. A tiempos cortos de exposicion (t = 1 y 5 min), la actividad antioxidante de las
muestras aumentd notablemente con la incorporacion de YM. Este comportamiento puede
explicarse por el incremento de compuestos fenolicos en las peliculas K-5. Resultados similares
fueron reportados por Knapp et al. (2019) en peliculas de almidon con extracto de yerba mate.
Las muestras K-5 con 20% de YM presentaron un %RSA méaximo de 99 = 1 y 41 + 1 para los
ensayos de ABTS y DPPH, respectivamente. El método ABTS demostrd que las peliculas con
YM capturaron cantidades significativas de radicales libres a t = 15 min, indicando una notable
actividad antioxidante incluso cuando solo se afadié un 5% de YM a las matrices. Se observo
un %RSA menor con el método DPPH, probablemente debido a la diferente afinidad quimica
del YM con el compuesto radical, como se ha reportado en otros estudios (Horton ef al., 2019;
Floegel et al., 2011; Platzer et al., 2021). Tanto en los ensayos de captacion de radicales ABTS
como DPPH, la actividad antioxidante de las peliculas mostré un aumento significativo con la
incorporacion de YM, confirmandose que el extracto no pierde su capacidad antioxidante al
ser incorporado en la matriz de kéfir. Estos hallazgos sugieren que las muestras K-5 con YM
podrian ser candidatos prometedores para el desarrollo de materiales antioxidantes activos para

aplicaciones alimentarias.

Tabla 5.7.7. Porcentaje de actividad captadora de radicales (%0RSA) de las peliculas K-5 con
YM mediante ensayos de ABTS y DPPH.

Muestras ABTS bPPH
t=1 min t=15 min t=5 min t=15 min
K-5 0% YM 4 + 22 0+1° 0+12 2412
K-5 5% YM 44+ 10° 90 + 4° 14 4+ 2° 23 +3b
K-510% YM  73+11° 96 + 1° 39+ 1° 33 +4°
K-520% YM 99 + 14 98 + 2° A1 £ 1° 71+ 54

Las mismas letras en los datos reportados en una columna indican que no hay diferencias
significativas (prueba de Tukey, p < 0,05).

5.7.8 Actividad antimicrobiana

La determinacion de la actividad antimicrobiana de las peliculas de K-5 con la incorporacion
de 20% YM frente a Staphylococcus aureus, mediante el método de contacto directo, demostro

la ausencia total de crecimiento bacteriano. Este resultado, indica un efecto bactericida
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completo (100%) atribuible a la incorporacion del extracto en la matriz polimérica. La notable
eficacia antimicrobiana observada puede explicarse por la accion de los compuestos bioactivos
presentes en el YM, particularmente el cido clorogénico y otros polifenoles, los cuales actuan
sinérgicamente sobre las estructuras celulares bacterianas. Estos hallazgos concuerdan con lo
reportado por Martin et al. (2013), quienes documentaron una significativa actividad inhibitoria
de extractos etanolicos y metandlicos de yerba mate frente a Staphylococcus aureus y otras
bacterias patdgenas, respaldando el potencial de estos compuestos como agentes

antimicrobianos eficaces.

5.7.9 Estudio de migracion en simulante alimentario graso

Los resultados del ensayo de migracion en simulante de alimento graso a 40 °C se muestran
en la Figura 5.7.9. La actividad antioxidante de los componentes liberados desde las peliculas
K-5 con YM hacia el simulante de alimento se midi6 como %RSA4 mediante los ensayos de
ABTS (Fig. 5.7.9-4) y DPPH (Fig. 5.7.9-B). Los compuestos fendlicos totales liberados desde
las muestras hacia el simulante de alimento graso (Fig. 5.7.9-C) se midieron en equivalentes

de acido galico (GAE, pg/mL) mediante el método de Folin-Ciocalteu.
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Hl K5 0%YM
Bl K5 5% YM
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Figura 5.7.9. Ensayo de migracion a 40 °C de las peliculas K-5 con 0%, 5%, 10% y 20%
de YM en simulante de alimento graso. A) Actividad antioxidante del simulante de alimento
medida por ABTS. B) Actividad antioxidante del simulante de alimento medida por DPPH.

C) Compuestos fenodlicos totales liberados en el simulante de alimento.
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En todos los graficos, la adicion de YM a las peliculas aument6 significativamente la
actividad antioxidante de los simulantes, lo que corresponde a un incremento en los compuestos
fenolicos totales (TPC). Esto indica una dependencia de la concentracion inicial del extracto,
de modo que, a mayor concentracion inicial, mayor es la migracion (Silva de Farias et al.,
2021; Ceballos et al., 2020). Las peliculas K-5 con 20% de YM presentaron el mayor %6RSA
en los ensayos de ABTS y DPPH, lo que corresponde a una mayor cantidad de TPC liberada
en el simulante de alimento. Ademas, estas muestras alcanzaron el equilibrio a las 5 horas de
prueba, ya que no se observaron diferencias apreciables en los valores de %6RSA para los otros
tiempos, y mantuvieron la actividad antioxidante hasta las 240 horas (Fig. 5.7.9-4). Sin
embargo, el simulante de alimento graso en contacto con las peliculas K-5 20% YM mostrd
una disminucion en la actividad antioxidante medida por DPPH y en los TPC después de 240
horas (Fig. 5.7.9 B-C). De manera similar, Gullon et al. (2018) reportaron que tiempos de
extraccion prolongados redujeron el contenido de fenoles totales (TPC) y el contenido de
flavonoides totales (TFC) debido a una mayor probabilidad de oxidacién de los fenoles, lo que
disminuye el rendimiento fenolico en los extractos.

Estos resultados indican que el YM proporciona un poder antioxidante significativo a las
peliculas K-35, el cual se retiene en la matriz con el tiempo y tiene una alta tasa de liberacion en
simulantes de alimentos grasos. Por lo tanto, este material podria ser una alternativa potencial
para la preservacion de alimentos grasos que son susceptibles a procesos de degradacion

oxidativa.

5.7.10 Estudio de sensibilidad en amoniaco y acido acético

Los cambios de color de las peliculas K-5 con YM después de ser expuestas durante 24

horas a soluciones de amoniaco y acido acético se muestran en la Figura 5.7.10.
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A) Estudio de sensibilidad en amoniaco B)  Estudio de sensibilidad en ac. acético
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Figura 5.7.10. Representacion de los cambios de color de las peliculas K-5 con YM
después de la prueba de sensibilidad de amoniaco (A) y la prueba de sensibilidad en 4cido
acético (B).

En la prueba de deteccion de amoniaco (Fig. 5.7.10-A), los cambios de color de las muestras
de amarillo a marrén y negro después de la prueba fueron notables. Después de la exposicion
a la solucidon de amoniaco, el valor de la coordenada L disminuy6 aproximadamente un 75%,
lo que indica una reduccion en la luminosidad. Las peliculas K-5 con 10% YM y 20% YM
mostraron una gran diferencia entre los valores de a (de -2,4+0,8a5,0£0,5)yb(de48+6a
3,0 £ 0,6) antes y después de la prueba. Después de la prueba de deteccion de amoniaco, el
cambio de color fue significativo para el ojo humano en todas las muestras (AE > 6) y aumento
con la incorporacién de YM. Resultados similares fueron reportados por Wang y Liu (2024)
en su estudio sobre peliculas compuestas de metilcelulosa y alginato de zinc incorporadas con
antocianinas. Como se describe en la seccion 5.5.1, la alteracion del color se atribuye a la
cianidina, un compuesto presente en las hojas de yerba mate que reacciona a las variaciones en
los valores de pH.

Los resultados de la prueba de deteccion de acido acético y el cambio de color se muestran
en la Fig. 5.7.10-B. El cambio de color observado en las peliculas después de 24 horas de

exposicion a vapores de acido acético fue menos pronunciado en comparacioén con el cambio
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observado en la prueba de amoniaco. Sin embargo, la mediciéon del color mediante las
coordenadas CIELab mostré que el cambio de color (AE) fue significativo para las muestras
K-510% YM (AE: 13 £1) y K-520% YM (AE: 16 £+ 1) después de la prueba. A diferencia de
la prueba de amoniaco, se observéd que el valor de la coordenada L se mantuvo constante en
todas las muestras (80 < L < 90), lo que implica que la exposicion al acido acético no induce
alteraciones discernibles sin instrumental de precision en la luminosidad de las peliculas. Este
resultado sugiere que las peliculas K-5 con YM podrian utilizarse de manera Optima en
entornos que promuevan o tengan pH alcalino. La variacion de color a diferentes valores de
pH podria ser util en el desarrollo de envases inteligentes para productos alimenticios que

informen a los consumidores sobre la frescura del producto.

5.7.11 Conclusiones parciales

En esta seccion se demostro la factibilidad de desarrollar materiales activos e inteligentes
utilizando granulos de kéfir de agua, un subproducto innovador. Los resultados mostraron que
la incorporacion del extracto de yerba mate ha resultado en una mejora sustancial de las
propiedades antioxidantes, antimicrobianas, mecanicas y térmicas de las peliculas,
convirtiéndolos en una alternativa biobasada prometedora para aplicaciones en productos
alimenticios. Las peliculas elaboradas con granulos de kéfir de agua que incorporan extracto
de yerba mate tienen la capacidad de extender la vida 1til de los productos alimenticios al
retrasar el deterioro oxidativo y poseer efecto bactericida. Ademas, estos materiales podrian
servir como indicadores de frescura, proporcionando a los consumidores informacién en

tiempo real sobre el estado de los productos alimenticios.
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5.8 Aplicacion de etiquetas inteligentes basadas en K-5 con YM para monitoreo de

calidad en filetes de Merluccius hubbsi

En la Figura 5.8.1 se muestra el monitoreo de frescura en filetes de merluza (Merluccius
hubbsi) mediante las etiquetas K-5 con extracto YM (0-20 %) y una etiqueta de papel con 5%
extracto (P+YM) en el tiempo inicial de estudio (A), dia 2 (B), dia 4 (C) y dia 7 (D).

_‘_,lsféyﬂ S 10%YM  P+YM

e

Figura 5.8.1. Monitoreo de frescura en filetes de merluza mediante etiquetas inteligentes

basadas en peliculas K-5 con diferentes concentraciones de extracto de yerba mate (YM: 0%,

5%, 10% y 20%) y una etiqueta de papel con 5% extracto (P+YM). A) condiciones iniciales
(dia 0), B)dia 2, C) dia4 y D) dia 7.

Los ensayos realizados demostraron la efectividad de las etiquetas inteligentes con YM
como sistema indicador del deterioro en filetes de merluza. En el dia 2, no se evidenciaron
cambios de color en las etiquetas inteligentes. Luego de cuatro dias de almacenamiento
refrigerado, se registrd un cambio cromatico perceptible al ojo humano en las etiquetas de kéfir
y YM, mientras que los pardmetros organolépticos del pescado (aspecto visual y aroma) atn

no manifestaban alteraciones evidentes mediante evaluacion sensorial. Este comportamiento
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confirma la sensibilidad mayor del sistema desarrollado frente a los métodos de evaluacion
convencionales.

La progresion del deterioro del producto (pescado) se hizo evidente al séptimo dia de
almacenamiento, cuando se detectaron aromas caracteristicos de descomposicion (debidos a la
presencia de amoniaco y compuestos sulfurados), y esta alteracion fue acompanada por un
cambio de color visible en las etiquetas. Esta correlacion temporal entre la respuesta cromatica
y los parametros de calidad convencionales valida el sistema como una herramienta apropiada
para el monitoreo de la frescura en forma no destructiva.

Se puede observar en la Figura 5.8.2 que las etiquetas K-5 experimentaron hinchazén y
formacion de arrugas como consecuencia de la exposicion a la alta humedad generada dentro
del envase. Este fenomeno, si bien podria interpretarse como un defecto, debe contextualizarse
considerando que el disefio experimental empled etiquetas de dimensiones ampliadas para
facilitar la medicion y la observacion del cambio cromético. Cabe destacar que, en una
aplicacion practica con etiquetas de menor tamafio, la superficie expuesta a la atmosfera
humeda seria significativamente reducida, minimizando estos efectos.

Luego de la inspeccion visual de las muestras, se analiz6 el contenido de nitrogeno basico

volatil (NBV) y el pH de los filetes de merluza. Los resultados se muestran en la Figura 5.8.2.
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Figura 5.8.2. Evolucion del pH y nitrogeno basico volatil (NBV) durante el

almacenamiento refrigerado de filetes de merluza.

El andlisis de la Figura 5.8.2 permite diferenciar tres etapas en el proceso de deterioro.

Durante los primeros dos dias de refrigeracion, los valores de NBV se mantuvieron dentro del
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rango de frescura (24,0 + 0,7 a 28,7 + 0,8 mg/100 g), cumpliendo con la normativa del Codigo
Alimentario Argentino (CAA Cap. VI, Art. 272 bis). La transicidon critica ocurrio entre el
segundo y cuarto dia, cuando los niveles de NBV superaron el limite regulatorio de 30 mg/100
g, alcanzando 43,6 + 0,7 mg/100 g. Este periodo fue concordante con la respuesta cromatica
de las etiquetas inteligentes con extracto de yerba mate. La fase final (dias 4-7) mostr6é un
deterioro avanzado, con valores de NBV que llegaron a 157 + 4 mg/100 g, acompafnados por
la aparicién de compuestos volatiles caracteristicos como amoniaco y aminas libres (Burkhard
et al.,2023).

El valor del pH del pescado presentd una correlacion con la evolucion del NBV en el tiempo,
aunque con diferencias en su aplicabilidad como indicador de frescura. Los valores iniciales
(7,14 £ 0,05) confirmaron la calidad 6ptima del producto, mostrando una progresion moderada
hasta 7,59 + 0,07 en el periodo critico. Sin embargo, la magnitud de estas variaciones
(inferiores a 0,5 unidades) las hace dificilmente detectables sin equipamiento especializado.
Solo en la fase terminal se registraron cambios significativos (pH 8,37 + 0,02), momento en
que el deterioro resulta evidente mediante una simple evaluacidén sensorial. Esta limitacion
metodoldgica resalta la ventaja comparativa de los sistemas de indicacion colorimétrica,
particularmente durante la ventana temporal mas relevante para la toma de decisiones
comerciales (2-4 dias de almacenamiento).

La Figura 5.8.3 presenta la evolucion del nitrogeno basico volatil (NBV) y el cambio de
color en las etiquetas inteligentes con diferentes concentraciones de extracto YM (5%, 10% y

20%) durante el almacenamiento refrigerado de filetes de merluza.
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Figura 5.8.3. Correlacion entre la evolucion del cambio de color (4E) en etiquetas
inteligentes con YM y la concentracion de nitrogeno basico volatil (NBV) como indicador de
deterioro en filetes de merluza durante el almacenamiento refrigerado.

En el intervalo inicial (0-2 dias), se observa un incremento gradual en el cambio de color
proporcional a la concentracion de extracto, aunque sin superar el umbral de deteccion
perceptible al ojo humano (4E < 6), dado que los valores de NBV se mantienen bajos. Sin
embargo, entre los dias 2 y 4, periodo critico en el que el NBV supera los limites establecidos
por el CAA, las etiquetas con mayor concentracion de extracto (10% y 20 YM) exhiben un
cambio de color mas pronunciado que aquellas con 5% YM, demostrando una mayor
sensibilidad para detectar el deterioro del producto. A partir del cuarto dia y hasta el séptimo,
si bien la tendencia al cambio de color persiste en funcién de la concentracion de YM, su
utilidad practica disminuye, ya que las alteraciones en el pescado son evidentes por otros
medios.

Adicionalmente, se compard el desempeio de estas etiquetas con un sistema alternativo
basado en papel impregnado con 5% p/p (b.s) del mismo extracto de yerba mate residual
(P+YM). Las etiquetas K-5 con YM mostraron un mayor cambio de color que el sistema opaco
de papel, cuyo cambio de color resulté menos perceptible. Estos resultados respaldan la
aplicabilidad de las peliculas de kéfir como indicadores de frescura, particularmente en el rango
temporal de mayor relevancia (2-4 dias), donde su respuesta cromdtica se correlaciona

eficientemente con los niveles de NBV. Por lo tanto, las etiquetas K-5 con YM representan una
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alternativa mas efectiva que los sistemas basados en papel para el monitoreo de la calidad del
pescado en condiciones de refrigeracion.

Aunque las tendencias en las pendientes son observables, las diferencias en las escalas de
las variables analizadas impiden realizar comparaciones directas entre ellas. Para superar esta
limitacion, la Figura 5.8.4 presenta el parametro de sensibilidad (v,) que da cuenta de la
velocidad relativa del cambio de color AF en las etiquetas y el pescado respecto al incremento

de NBV (seccion 4.7.4).

2,001 b b AE 5%
a,b e AE 10%
1,75 B AE 20%
| Il AE Papel
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Figura 5.8.4. Sensibilidad al cambio de color (4E) respecto al cambio de nitrogeno basico
volatil (Ansyr) detectado en el pescado para: etiquetas K-5 con 5%, 10%, 20% YM, etiqueta
papel con 5% extracto de YM (P+YM) y el cambio de color en el pescado. El inserto inferior
muestra la coloracion promedio del pescado en espacio RGB como referencia visual de los
cambios detectados.

El andlisis comparativo de los tres periodos de almacenamiento evidencia un sesgo
inherente, previamente observado en la Figura 5.8.3, originado por el incremento progresivo
en la magnitud de cambio del nitrogeno basico volatil (NBV) conforme avanza el tiempo de
almacenamiento. Este efecto es particularmente marcado en el intervalo de 4-7 dias, donde las
variaciones de NBV alcanzan su méxima expresion. La normalizacion de las velocidades
relativas empleando el 4nzr como denominador explica la aparente disminucion en la magnitud
de las barras hacia los periodos posteriores, aunque esto no afecta la interpretacion valida

dentro de cada intervalo temporal individual. El pardmetro de sensibilidad (v,) es un método
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adecuado para la evaluacion de la velocidad relativa de cambio del color de las etiquetas,
especialmente, en el periodo critico (2 — 4 dias), cuando los valores de NBV detectados en el
pescado superaron el limite normativo. En este periodo, los valores de sensibilidad cercanos a
la unidad indican una correlacion similar entre los cambios del sistema indicador de frescura y
los cambios de NBV en el producto; valores significativamente superiores sugieren una mayor
sensibilidad del sistema detector a través del cambio de color respecto al cambio de NBV;
mientras que los valores notablemente inferiores connotan limitaciones en la capacidad de
deteccion. Esta metodologia de normalizacion permite una comparacidon rigurosa del
desempefio de los distintos sistemas indicadores de frescura (etiquetas K-5/YM y P+YM) en
cada fase del almacenamiento, independientemente de las variaciones absolutas en los niveles
de NBV, proporcionando asi una herramienta analitica valiosa para la evaluacion objetiva de
sensibilidad en sistemas de deteccion de deterioro.

El analisis del primer intervalo (0-2 dias) muestra que, si bien algunas etiquetas presentan
valores de sensibilidad (v,) considerablemente superiores a 1, este periodo no resulta
determinante para validar la eficacia de los indicadores como sistema de monitoreo. Esto se
debe a dos factores principales: primero, los cambios en el nitrégeno basico volatil (NBV) son
pequefios y no alcanzan el umbral establecido para determinar el fin de la vida til del producto;
segundo, aunque los indicadores muestran alta sensibilidad en términos relativos, las
variaciones absolutas de color (4E) todavia son demasiado pequefias para ser perceptibles
visualmente. El alto valor de sensibilidad de los sistemas, en este intervalo de tiempo, resulta
muy influenciado por el pequeiio valor del cambio del NBV en el denominador, pero que no
tiene relevancia para analizar su eficacia como indicador por las dos razones antes expuestas.

El intervalo de 2 a 4 dias de almacenamiento constituye el periodo mas relevante para
evaluar la aplicabilidad practica de las etiquetas inteligentes, como se mencion6 anteriormente,
ya que corresponde al momento en que los niveles de NBV superan el umbral de aceptabilidad
establecido. Durante esta fase critica, en las etiquetas K-5 con 20% YM se observo una
sensibilidad con valores cercanos a la unidad, lo que indica que el cambio de color de las
etiquetas se correlaciona de manera similar al cambio de NBV del pescado. En consecuencia,
estos resultados permiten destacar las etiquetas K-5 con 20% YM como sistema eficaz para el
monitoreo de la degradacion en productos pesqueros. Valores similares de sensibilidad (v, =
0,97) fueron calculados a partir de los resultados reportados en sistemas a base de almidon y
antocianinas provenientes de la piel de uvas para el monitoreo de carne de cerdo (Zhu et al.,
2021). Aunque ambos sistemas indicadores son similares en su sensibilidad para el monitoreo

de frescura, cabe destacar que tanto las matrices a base de kéfir como el uso de yerba mate
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residual han sido poco explorados para esta aplicacion. Por lo tanto, este sistema adquiere
relevancia debido a sus caracteristicas innovadoras.

En concordancia con la Figura 5.8.3, el periodo de 4 a 7 dias muestra una convergencia en
la sensibilidad entre los distintos tipos de etiquetas, situacion que no representa una limitacion
en su capacidad indicadora, ya que en esta fase el deterioro del producto resulta evidente tanto
por el exceso del umbral de NBV como por el aroma caracteristico de la degradacion del
pescado. Es importante destacar que, incluso en esta etapa avanzada, las etiquetas mantienen
una sensibilidad equivalente o superior a la evaluacion visual del pescado, particularmente
cuando éste se encuentra envasado. Resulta significativo que, en este periodo, todos los
sistemas basados en peliculas de kéfir con extracto de yerba mate superaron consistentemente
al indicador de papel con YM, demostrando que la eficacia del sistema no depende
exclusivamente del extracto activo, sino de la sinergia entre este componente y la matriz de
kéfir. Este hallazgo refuerza la importancia del disefo integral del sistema indicador, donde la
eleccion de la matriz polimérica resulta tan crucial como la seleccion del compuesto activo
para lograr una 6ptima sensibilidad en la deteccion del deterioro.

Como complemento al estudio, se evalu6 el cambio de color en el tejido del pescado para
contrastar su sensibilidad con la de las etiquetas inteligentes. En la Figura 5.8.4 se represento,
en la parte inferior, el pescado coloreado con los valores promedio resultantes de las
coordenadas CIELab y convertidas al espacio de color RGB. Al comparar la coloracion de los
distintos periodos se pudo observar que no hay diferencias visibles de color del pescado en el
tiempo. Este resultado, como se menciond anteriormente, reafirma la deficiencia de evaluar el
grado de frescura del producto solo mediante inspeccion visual y la relevancia de utilizar las
etiquetas indicadoras para facilitar el monitoreo del estado del producto.

Los resultados demostraron que los indicadores desarrollados detectan variaciones en los
niveles de NBV antes de que estas alteraciones sean perceptibles visualmente en el producto,
independientemente de su condicién de envasado. Sin embargo, la interpretacion de los
cambios cromadticos en el tejido se ve limitada por la elevada variabilidad natural en la
coloracion de los filetes, lo que dificulta la identificacion de zonas homogéneas para su analisis
y anade un factor de incertidumbre en la evaluacion visual. Esta heterogeneidad intrinseca,
sumada a la subjetividad del método, confirma lo inadecuado de la observacion directa sobre
el producto como herramienta confiable para determinar el estado de frescura, reforzando la

necesidad de los sistemas de indicacion basados en una respuesta colorimétrica objetiva.
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5.8.1 Conclusiones parciales

En esta seccion se estudid la aplicacion de etiquetas inteligentes basadas en granulos de kéfir
con extracto de yerba mate residual para monitorear la calidad de filetes de merluza
(Merluccius hubbsi). Los resultados mostraron que las etiquetas tuvieron un cambio de color
perceptible en el dia 4 de almacenamiento refrigerado, coincidiendo con la superacion del
limite regulatorio de NBV (30 mg/100 g). Este cambio colorimétrico, progresivo hacia
tonalidades oscuras, mostré una correlacion directa con la acumulacion de compuestos
nitrogenados volatiles.

Como resultado de este estudio también se observd que las etiquetas mantienen una
sensibilidad superior a la observacion directa del pescado. Se observo que la etiqueta K-5 con
20% YM tuvo una sensibilidad destacada por sobre los demads sistemas, dado que el cambio de
color de las etiquetas se correlaciona de manera similar al cambio de NBV del pescado.
Ademas, todas las formulaciones basadas en peliculas de kéfir con extracto de yerba mate
superaron consistentemente al indicador de papel con extracto, demostrando que la eficacia del
sistema no depende exclusivamente del extracto activo, sino de la sinergia entre este
componente y la matriz de kéfir. En conclusion, las etiquetas de kéfir y yerba mate son un
indicador eficaz, no invasivo y optima sensibilidad para la evaluacion objetiva de la frescura

en productos pesqueros.
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6 CONCLUSIONES

En esta tesis doctoral se desarrollaron y caracterizaron con éxito peliculas activas e
inteligentes para el envasado de alimentos mediante la utilizacion de residuos y subproductos
industriales, dando lugar a una revalorizacion de los mismos. Los resultados demostraron que
la pared celular de levadura residual cervecera y los granulos de kéfir de agua constituyen
matrices biopoliméricas viables para la preparacion de peliculas funcionales, mientras que los
extractos de humo liquido refinado (HL) y yerba mate residual (YM) mostraron un destacado
potencial como agentes bioactivos.

El extracto de HL se caracterizd por su potente actividad antioxidante y antimicrobiana, y
que, en conjunto con la ausencia de aroma ahumado, lo convierten en un compuesto bioactivo
adecuado para aplicaciones alimentarias. Por otra parte, el extracto de YM presento elevado
contenido en fenoles, actividad antioxidante y antimicrobiana frente a patdégenos relevantes,
junto con una respuesta cromatica pH-dependiente que lo posiciona como alternativa
prometedora para el desarrollo de etiquetas inteligentes.

Los extractos se incorporaron en matrices de pared celular de levadura cervecera residual y
granulos de kéfir de agua obteniéndose las peliculas YCW-R con HL, YCW-R con YM, K-5
con HL y K-5 con YM. Las caracteristicas de cada material fueron dependientes de la matriz,
del extracto y de su concentracion en la pelicula.

Las peliculas YCW-R presentaron una coloraciéon marrén intenso, el cual se mantuvo con
la incorporacidn de extracto HL, pero tras la incorporacién de YM, su color evoluciono hacia
tonalidades oscuras cercanas al negro. Estas matrices demostraron poseer actividad
antioxidante intrinseca, la cual se potencio significativamente mediante la adicion de los
extractos de HL y YM en altas concentraciones. Cabe destacar que las formulaciones YCW-R
con 10% de HL y 20% de YM exhibieron efectos antimicrobianos diferenciados frente a
Staphylococcus  aureus, manifestando actividad bactericida y  bacterioestatica,
respectivamente. Ademas, se demostrd que las propiedades mecanicas, térmicas, de hidratacion
y permeabilidad al vapor de agua de las peliculas YCW-R se vieron afectadas por la
concentracion de los extractos. En las peliculas producidas con bajas concentraciones de HL,
se observo un efecto de entrecruzamiento con la matriz, obteniéndose peliculas mas rigidas y
mejor estabilidad térmica. Mientras que con altas concentraciones de HL mostraron un efecto
plastificante. Este efecto produjo un incremento significativo de la permeabilidad al vapor de

agua y de la capacidad de hidratacion, acompafiado de una disminucién de la resistencia
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mecanica y de la estabilidad térmica. Respecto al extracto de yerba mate (YM), se observo una
mejora de las propiedades mecénicas atribuible al efecto de refuerzo estructural proporcionado
por nanoparticulas de lignocelulosa posiblemente presentes en el extracto. Estas mismas
nanoparticulas serian responsables del mejoramiento de las propiedades de barrera en las
formulaciones con 20% de YM, reduciendo significativamente la permeabilidad al vapor de
agua. Los estudios de migracion de YCW-R con YM en simulante de alimento graso
confirmaron una liberacion controlada de compuestos bioactivos, observandose una actividad
antioxidante dependiente de la concentracién inicial de extracto que se incrementd
progresivamente durante el periodo de estudio.

Las peliculas de granulos de kéfir de agua (K-5) se destacaron por su transparencia,
caracteristica deseada para envases alimentarios y, especialmente, para el desarrollo de
sistemas inteligentes. La incorporacion de HL ejerci6 un efecto dependiente de Ia
concentracion: a bajas concentraciones, se observd una mejora significativa en las propiedades
mecanicas, térmicas y de barrera al vapor de agua, atribuible a un efecto de entrecruzamiento
molecular dentro de la matriz polimérica. Por el contrario, la incorporacién al 10% HL indujo
un marcado efecto plastificante, resultando en una disminucion de la rigidez y la estabilidad
térmica. No obstante, esta misma formulacion exhibié la mayor actividad antioxidante y
antimicrobiana entre los sistemas evaluados, atribuible a la liberacion de compuestos
bioactivos. Por su parte, la incorporacion de YM en la matriz de kéfir mostrd un refuerzo en
las propiedades mecénicas y mejora en las propiedades barrera de las peliculas debido a la
presencia de nanoparticulas de lignocelulosa provenientes del extracto. Ademas, las peliculas
K-5 20% YM mostraron la mayor actividad antioxidante y efecto bactericida frente a
Staphylococcus aureus. Se observo que las peliculas K-5 con YM son altamente sensibles al
amoniaco, exhibiendo cambios de color visibles que permitieron su aplicacion como etiquetas
inteligentes para monitorear en tiempo real la frescura de, por ejemplo, productos pesqueros.

La evaluacion de las etiquetas inteligentes desarrolladas a partir de las peliculas K-5 con
YM vy aplicadas en filetes de merluza (Merluccius hubbsi) arrojaron resultados prometedores.
En primer lugar, las etiquetas tuvieron un cambio de color perceptible en el dia 4 de
almacenamiento refrigerado, coincidiendo con la superacion del limite regulatorio de nitrégeno
basico volatil establecido en 30 mg/100 g de producto. En segundo lugar, este cambio
colorimétrico fue progresivo hacia tonalidades oscuras en estadios de degradacion evidente del
pescado, mostrando una correlacion directa con la acumulacion de compuestos nitrogenados

volatiles. En tercer lugar, se evidencid la destacada sensibilidad de la etiqueta K-5 20% YM
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para el monitoreo de frescura de productos pesqueros. Por ultimo, se evidencio que las etiquetas
son un sistema indicador mas eficiente y objetivo en comparacion con la inspeccion visual del
producto.

Esta investigacion demuestra exitosamente la viabilidad de desarrollar materiales activos e
inteligentes mediante la valorizacion de residuos agroindustriales y subproductos de
fermentacion, materializando el principio de economia circular "de la cuna a la cuna". La
incorporacion estratégica de extractos de humo liquido refinado y yerba mate residual permitio
disefiar sistemas multifuncionales con propiedades personalizables, destacindose como
barreras antioxidantes y antimicrobianas eficaces, ademas de funcionar como indicadores de
frescura confiables.

Los desarrollos presentados ofrecen soluciones tecnologicamente avanzadas para la
proteccion activa de alimentos mediante el control oxidativo y microbiano, la monitorizacion
inteligente a través de respuestas cromaticas cuantificables y la sostenibilidad integral mediante
la valorizacion de residuos. Estos avances representan una alternativa tangible a los envases
convencionales, estableciendo nuevos paradigmas en el disefio de materiales biobasados que
simultaneamente mejoran la seguridad alimentaria, reducen el desperdicio de alimentos,
minimizan la dependencia de recursos no renovables y ofrecen transparencia al consumidor

final.
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2

PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir de los estudios realizados en este trabajo se plantearon los siguientes planes a futuro:

Continuar con el estudio de actividad antimicrobiana de las peliculas desarrolladas frente a
otras bacterias patogenas (Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Listeria
monocytogenes) criticas de la industria alimentaria.
Desarrollar etiquetas inteligentes a base de peliculas a base de kéfir utilizando pigmentos
naturales con cambio de color en un amplio rango de pH, desde acidos hasta alcalinos, este
es el caso de las antocianinas del repollo colorado.
Desarrollar un prototipo mejorado de las etiquetas inteligentes a base de kéfir y yerba mate,
con un disefio atractivo y analizar su comercializacion.
Explorar aplicaciones potenciales de los materiales desarrollados en areas de la cosmética,
medicina, textil, decoracion:

Utilizar las peliculas a base de levadura residual cervecera como biocuero para el disefio

de carteras, manteles, poza vasos y cuencos (Figura 7.1).

Figura 7.1. Poza vasos de levadura residual cervecera.
Fuente: Biomateriales — FADU UBA

. Utilizar las peliculas a base de kéfir y yerba mate para disefiar sensores detectores de

infecciones urinarias (Figura 7.2). La orina de un paciente saludable tiene un pH de 6 —
7, mientras que en caso de una infeccion urinaria los valores de pH son superiores a 7, en

concordancia con el cambio de color del sensor.

141



Estudios Futuros

ENSAMBLE

—— 4
—— -
—_— x o
e —— e
— — oy
o _.-/:. - 7
e
e
- Tatla de coiores del pH wnaro
= w60 -85
= = i
e normal
=~ ZZ
- 75 -8
- Postie
== [l
modersds
PH 80 -85
Posble
Infeccion 3. Papol absorbente
sovera

Figura 7.2. Sensores de infeccion urinaria a base de kéfir y yerba mate.
Fuente: Biomateriales — FADU UBA

3. Se propone también utilizar las peliculas a base de kéfir con yerba mate para el desarrollo

de mascarillas cosméticas (Figura 7.3), con actividad antioxidante y propiedades

beneficiosas para la piel.

Figura 7.3. Mascarillas cosméticas a base de kéfir y yerba mate.
Fuente: Biomateriales — FADU UBA
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