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RESUMEN

La viabilidad de bacterias probidticas en un producto alimenticio es un factor
critico, ya que tienen que sobrevivir durante el procesamiento y la vida util de los
alimentos. Los objetivos de este estudio fueron desarrollar y caractenzar
almidones derivatizados de amaranto usando la tecnologia de extrusion
termoplastica y evaluar su funcionalidad como agentes encapsulantes de
Bifidobacterium breve ATCC 15700 y de Lactobaciflus casei ATCC 334 en el
secado por aspersion, determinar su sobrevivencia durante el almacenamiento a
25°C y 4°C y la viabilidad en un sistema alimentario (avena instantanea), asi
como su tolerancia a condiciones simuladas del Tracto Gastrointestinal (TGl). Los
almidones derivatizados fueron reducidos en su viscosidad e incrementada su
solubilidad en agua. En general, los ailmidones modificados de amaranto y el
almidén control no ofrecen una buena proteccién a ambos géneros de probioticos
durante el almacenamiento a 25°C. Sin embargo, se registré6 una excelente
viabilidad de las células durante todo el tiempo de almacenamiento a 4°C para
ambos géneros, manteniéndose superior a 10%10’ UFC/g concentracion
recomendada para aplicaciones terapéuticas. Las microcapsulas presentaron una
cobertura uniforme de las células y sin evidencia de la presencia de células en el
exterior de las mismas. El almacenamiento durante un periodo de 35 dias a 25°C
de las mezclas de avena con microcapsulas de amaranto succinatado con
probidticos presentd una menor reduccion en la viabilidad de estas con relacion al
almidon control. Tambien este almidon de amaranto succinatado conteniendo
probioticos presenté mayor resistencia a las condiciones simuladas del TGI. Las
tecnicas de preparacion de almidones modificados fueron eficaces en la
produccion de materiales de pared para encapsulamiento de B. breve y L. casei.
Asi como su estabilidad durante el almacenamiento, en un sistema alimentario y

con tolerancia a condiciones simuladas del TGI.

Palabras clave: probi6ticos, microencapsulacion, almidones de amaranto, secado
por aspersion.
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ABSTRACT

The viability of probiotic bacteria in a food product is critical, since they must
survive during processing and shelf life of food. The objectives of this study were to
develop and characterize amaranth starches using a thermoplastic extrusion
technology and assess its functionality as encapsulant agents of Bifidobacterium
breve ATCC 15700 and Lactobacillus casei ATCC 334 during spray drying, to
determine their survival during storage at 25°C and 4°C, viability in a food system
(instant oatmeal) and their tolerance in simulated conditions of the gastrointestinal
tract (GIT). The derivative starches were reduced in viscosity and increased their
water solubility. In general, the modified amaranth starches and the control did not
provide good protection to both genres of probiotics during storage at 25°C.
However, there was excellent cell viability during the time of storage at 4°C for both
genres, remaining above 10°-10’" CFU/g, a recommended concentration for
therapeutic applications. The microcapsules had a uniform cell coverage and no
evidence of the presence of cells outside thereof. The storage for a period of 35
days at 25°C of oat mixtures with succinylated amaranth microcapsules and
probiotics showed less reduction in viability of these starches relative to control.
Also this succinylated amaranth starch with probiotics presented higher resistance
to simulated conditions of GIT. The techniques of starch preparation were effective
in producing wall materials for encapsulating B. breve and L. casei, as well as their
stability during storage in a food system and tolerance to simulated of GIT.

Key words: probiotics, microencapsulation, amaranth starches, spray drying.



1. INTRODUCCION

La Federacion Intemacional de Lacteos (IDF) ha sugerido que un minimo
de 10%-107 UFC/ g de células probibticas bacterianas deberan estar vivas en el
tiempo de consumo de un alimento adicionado de microorganismos probioticos
para producir beneficios terapéuticos (FAO/WHO 2001). La terapéutica principal y
beneficios para la salud de los microorganismos probidticos Lactobacullis y
Bifidobacterium son: aumento de la inmunidad contra la infecciones intestinales,
mejora inmunoldgica, prevencidn del cancer de colon; prevencion de la
hipercolesterolemia, mejora de utilizacibn de la lactosa, prevencion de
enfermedades del tubo digestivo y estabilizaciéon de la mucosa intestinal (Charteris
y col. 1998). Sin embargo, para que las bacterias probiéticas proporcionen efectos
beneéficos al huésped estas deben ser estables y metabdlicamente activas en el
producto en el cual han sido incorporadas, ademas de sobrevivir el paso por la
parte superior del aparato digestivo y presentar resistencia a enzimas hidroliticas y
altas concentraciones de sales biliares en el intestino (Gilliland 1989).

Estudios realizados indican que las bacterias probiéticas no sobreviven en
cantidades lo suficientemente altas cuando son incorporadas en productos
alimenticios (Shah 2000, Lourens-Hattingh y Viljoen 2001). La pérdida de la
viabilidad puede ocurrir antes de su consumo, durante el procesamiento por estres
de oxigeno, durante el almacenamiento o durante la congelacion o secado o
también debido a la accién severa de las condiciones del tracto gastrointestinal
(Gl) (Akhiar 2010). La microencapsulacion tiene como objetivo crear un micro
ambiente en donde la bacteria puede sobrevivir durante el procesamiento,
almacenamiento y ser liberado en sitios apropiados def tracto digestivo (Weinbreck
y col. 2010). La microencapsulacién por secado por aspersion es un proceso que
produce grandes cantidades de material, es econoémico y efectivo (Dziezak 1988).
Ademas de que puede ser operado de manera continua. La desventaja es que la
alta temperatura utilizada en el proceso podria no ser adecuada para encapsular



celulas bacterianas probitticas. Sin embargo, el propio ajuste y control de las
condiciones de procesamiento, como la temperatura de entrada y de salida del
equipo puede alcanzar buenas viabilidades de los microorganismos y tamanos de
particula deseados (Kailasapathy 2002). Diversos materiales de pared han sido
utilizados para encapsular probidticos para la proteccion del pH del estomago y
concentraciones de bilis e incrementar la viabilidad y estabilidad fisica durante el
procesamiento de estos. Los principales agentes encapsulantes de estos
organismos son sistemas constituidos principaimente por: camragenina, alginato,
acetato ftalato de celulosa, gelatina, quitosano (Anal y Singh 2007).

Algunos de estos materiales evaluados como materiales de pared
presentan algunos resultados promisorios, aunque las caracteristicas deseadas de
viabilidad no han sido completamente alcanzadas (Anal y Singh 2007). El objetivo
de este trabajo fue microencapsular Bifidobactenum breve ATCC 15700 vy
Lactobacillus casei ATCC 334 \utilizando almidén de amaranto modificado como
material de pared y evaluar la sobrevivencia de estos organismos
microencapsulados en diferentes condiciones de almacenamiento, exposicion a
condiciones simuladas del fracto gastrointestinal (TGI) y durante el
almacenamiento de las microcapsulas incorporadas en un sistema modelo
alimentario. El almidon de amaranto utilizado en este trabajo fue extraido en el
laboratorio a traves de una molienda himeda-alcalina, el cual fue modificado
quimicamente y a través de la extrusion reactiva, para obtener almidones
succinatados, acetilados y fosfatados. Los almidones modificados de amaranto
mostraron buenas caracteristicas para su empleo en el secado por aspersion. El
almidén succinatado de amaranto junto con el control (almidén N-lok) presentaron
las mejores viabilidades para los probidticos evaluados durante el almacenamiento
a 25°C y 4°C, durante la evaluacion del TGl simulado y finalmente durante el
almacenamiento en un producto alimentario (avena).



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Probidticos

2.1.1 Caracteristicas generales

Los probidticos son definidos como microorganismos que cuando son
administrados en cantidades adecuadas confieren beneficios a la salud de los
consumidores (FAO/WHO 2001). Estos microorganismos son tipicamente
miembros del género Bifidobacterium y Lactobacillus, especies comunmente
asociados con el tracto gastrointestinal humano (Weinbreck y col. 2010). Sin
embargo, las especies que pertenecen a los géneros Lactococcus, Enterococcus,
Saccharomyces y Propionibacterium se consideran también probiéticos debido a
los beneficios a la salud (Sanders y col. 1999, Blandino y col. 2003, Vinderola y
Reinheimer 2003).

Las bifidobacterias son habitantes normales del tracto gastrointestinal del
ser humano y animales y no es imposible encontrarias en la boca
y las heces. El tracto intestinal de los recién nacidos son colonizados con
Bifidobactenum pocos dias después del nacimiento y la poblacion microbiana es
influenciada por la edad, la dieta, los antibi6ticos y el estrés. La eficacia de estos
microorganismos esta relacionada con su capacidad de colonizar el tracto
intestinal y controlar bacterias intestinales indeseables, aunque, el factor adhesivo
y la sobrevivencia no se presentan en todas las bifidobacterias aisladas (Del Re y
col. 1998). El pH éptimo para el crecimiento de bifidobacterias es 6.0-7.0 y
practicamente ningun crecimiento por debajo de 4.5 o superior de 8.5. Las
temperaturas 6ptimas de crecimiento son 37°C - 41°C, las minimas son 25°C -
28°C, y las méaximas son 43°C - 45°C. Algunas cepas de Bifidobacterium utilizadas

como probioticos son B. adolescentis, B. longum, B. infantis y B. breve (Anal y
Singh 2007).



Por otro lado, las Bacterias Acido LActicas (BAL) se clasifican por su
morfologia celular y la via utilizada para fermentar la glucosa. Su habitat natural
son algunas plantas y también son una parte de la microflora gastrointestinal
(Abadias y col. 2008). Las BAL mas importantes son Leuconostoc, Lactobacillus,
Streptocccus y Pediococcus. Lactobacillus acidophilus ha sido considerado el
lactobacilo predominante en el tracto intestinal de los seres humanos sanos y por
lo tanto es el organismo mas comunmente utilizados en los productos con
probioticos (Anhara y col. 1998).

El crecimiento de las BAL se produce a una temperatura tan alta como
45°C; sin embargo, la temperatura éptima se encuentra entre 35°C y 40°C. Los
microorganismos crecen en medios ligeramente acidos a pH de 6.4-4.5 no
obstante, su crecimiento se detiene en un pH de 3.6-4.0. Esta bacteria tolera de
0.3% a 1.9% de acidez titulable, con el pH 6ptimo en 5.5 a 6.0 (Curry y Cuervo
2003, Shah 2003). Las bacterias BAL son gram positivo, en forma de barra, no
forman esporas, son catalasa negativa, organismos que son desprovistos de
citocromo y son anaerobios aunque, son aerotolerantes, acido tolerantes y
estrictamente fermentativos, el acido lactico es el mayor producto de la
fermentacion de estos microorganismos (Anal y Singh 2007).

Entre las bacterias acido lacticas utilizadas como probidticos se encuentran:
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus amylovorous, Lactobacillus caseij
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus gasser,
Lactobacillus johnsonoo, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum,

Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus etc. (Axelsson 1993, Méakinen y
Bigret 1993).

En personas sanas, los lactobacilos estan normalmente presentes en la
cavidad oral (10° a 10* ufc/g), el ileon (10%-107 ufc/g) y en el colon (104108 ufc/g)
(Merk y col. 2005). Los componentes de la dieta que no son digeridos en la parte



superior del tracto intestinal, constituyen los principales nutrientes para la flora que
reside en la parte distal del intestino delgado y en el colon. Entre éstos, los
hidratos de carbono complejos (oligo y polisacaridos) aportados por la dieta
constituyen el grupo de sustratos fermentables mas abundantes. Los probioticos
de la flora intestinal han desarrollado un complejo sistema de glicohidrolasas que
les permiten utilizarlos, favoreciendo asi su sobrevivencia, a la vez que generan
energia metabolica para los enterocitos. Los principales productos de
fermentacion son acidos grasos de cadena corta, principalmente propionico,
butirico y acético, que constituyen entre el 83% y 95% del total. El acido butirico
es, en su mayor parte, metabolizado por el epitelio intestinal, aportandole entre un
60% y 70% de toda la energia necesaria. El propionico es transportado hasta el
higado, y el acético pasa a la circulacion periférica llegando al masculo esquelético
y cardiaco (Sanz y col. 2004).

2.1.2 Probioticos en la salud

La mucosa del tracto gastrointestinal es la segunda superficie mas extensa
del organismo (250 m?) y constituye la principal zona de contacto y defensa ante
agentes extemos como bactenas, virus, toxinas. La flora o microbiota que la
coloniza constituye un complejo ecosistema integrado por mas de 400 especies
bactenanas, que coexisten en equilibric dinamico con el huésped. La densidad
microbiana en las zonas proximales y media del intestino delgado es relativamente
baja, aunque, aumenta en gran medida en |la parte distal de éste. El numero de
bacterias alcanza valores diez veces superiores al de las células del organismo, lo
que constituye colectivamente un «6rgano» activo, cuyo metabolismo influye de

forma decisiva en el mantenimiento de la homeostasis del individuo (Sanz y col.
2004).



2.1.2.1 Prevencion de infecciones intestinales

Lactobacillus acidophilus y bifidobacterias ejercen efectos antagénicos
sobre el crecimiento de patégenos como Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimunium, Yersinia enterocolitica y Clostridium perfringens (Gilliland y Speck
1977, Ozbas 1995). Las bacterias probiéticas mejoran la resistencia contra los
agentes patégenos intestinales a través de mecanismos antimicrobianos. Estos
incluyen la colonizacion competitiva y la produccién de acidos organicos, tales
como acido lactico y acido aceético, bacteriocinas y otros metabolitos primarios,
como peréxido de hidréogeno y diéxido de carbono (Robinson y Tamime 1990,
Mishra y Lambert 1996).

En la colonizacién competitiva, las bacterias probi6ticas inhiben la adhesién
de patogenos gastrointestinales en la mucosa del intestino (Conway 1996). Los
microorganismos probioticos producen acidos organicos, lo cual reduce el pH
intestinal y por lo tanto inhibe el crecimiento de patégenos. Estos acidos organicos
también aumentan el pernstaltismo, asi, indirectamente, la eliminacion de
patogenos mediante la aceleracion de su tasa del transito a través del intestino
(Laroia y Martin 1990). El uso de cepas de Lactobacillus ha sido sugerido para
prevenir y tratar la diarrea inducida por Escherichia coli, Salmonella o Shigella
(Tojo y col. 1987).

2.1.2.2 Mejoramiento del sistema inmunolégico

Los probidticos tienen propiedades inmunomoduladoras: modifican la
respuesta a antigenos, aumentan la secreciéon de IgA especifica ante rotavirus,
facilitan la captacion de antigenos en la placa de Peyer y producen enzimas
hidroliticas y disminuyen la inflamacion intestinal (Kaila y col. 1992, Majamaa y col.



1995, Isolauri y col. 1993, Sutas y col. 1996, Majamaa e Isolauri 1997, Nieto
1999).

2.1.2.3 Prevencion del cancer de colon

La accién antitumoral de los probiéticos puede ser atribuida a la supresion
del crecimiento de bacterias que convierten los procarcinégenos en carcin6genos,
la activacion del sistema inmune, alteracion de la motilidad del colon y tiempo de
transito, y la reducciéon de enzimas fecales que pueden convertir procarcinégenos
en carcinogenos en el sistema gastrointestinal (Mcintosh 1996).

2.1.2.4 Prevencion de la hipercolesterolemia

Los probidticos pueden producir hidrolasas de sales biliares responsables
de su desconjugacion durante la circulacion enterohepatica. Las sales biliares
provocan la disrupcion de las micelas de colesterol, su precipitacion con las sales
biliares desconjugadas y finalmente, su eliminaciébn en heces. A su vez, el
colesterol sérico se reduce como consecuencia del aumento de su conversion en
acidos biliares, debido a una mayor excrecion fecal de éstos o por disminucion de
su solubilidad y su absorcion a lo largo del lumen intestinal (Brashears y col. 1998,
Pereira y col. 2003).

2.1.2.5 Mejora en la utilizacion de la lactosa

La intolerancia a la lactosa se produce como consecuencia de una
deficiente produccién de la enzima (lactasa o betagalactosidasa) responsable de
su descomposicion en los correspondientes monosacaridos (glucosa y galactosa)
en la mucosa intestinal. Los cultivos iniciadores convencionales del yogur, asi
como algunas bacterias de origen intestinal, mejoran la digestion de la lactosa y
pueden eliminar los sintomas de intolerancia. Estos efectos se deben a diversos



mecanismos: la actividad B-D-galactosidasa (lactasa) microbiana y posiblemente,
a la mejoria inducida en la funcién intestinal por la flora que actua previniendo la
sintomatologia (De Vrese y col. 2001, Marteau y col. 2001). Hughes y Hoover
(1995) han reportado que, en condiciones de almacenamiento (refrigeracion y
congelacién), B. angulatum exhibe mayor actividad enzimatica con relacion a B.
breve, B. bifidum, B. longum y L. acidophilus.

2.1.2.6 Prevencion de enfermedades del tubo digestivo y estabilizacion de la
mucosa intestinal

La acidificacion del medio debido a la actividad fermentativa inhibe el
desarrollo y la colonizaciéon de patégenos, asi como la produccion de elementos
toxicos derivados de su metabolismo (amonio, compuestos fendlicos, aminas,
etc.). Por otro lado, el acido butirico constituye la principal fuente de energia para
los colonocitos, estimulando la proliferacion celular y regulando la apoptosis y la
composicion del mucus. De este modo, contribuye a estabilizar la funcién barrera
del intestino (Hooper y col. 2002). Es importante destacar que los beneficios a |a
salud conferida por los microorganismos probiéticos son especificos de cada cepa.
Ninguna cepa proporcionara todos los beneficios propuestos, ni siquiera las cepas
de la misma especie seran eficaces contra las condiciones de salud definidos
(Shah 2007).

2.1.2 Probioticos en los alimentos

La incorporacién de bacterias probidticas en productos alimenticios es cada
vez mayor (Dinakar y Mistry 1994, Stanton y col. 2005, Desmond y col. 2005).
Tradicionalmente, los probitticos se han anadido a yogur y ofros productos lacteos
fermentados (Laroia y Martin 1991, Young 1998, Hagen y Narvhus 1999, Lourens-
Hattingh y Viljoen 2001, Penna y col. 2007). Las bacterias acido lacticas han sido
importantes en los alimentos por siglos por su considerable contribucién al valor



de los productos. Debido a varias de sus propiedades metabolicas, las bacterias
acido lacticas desemperian un papel importante en la industria alimentaria, por su
contribucién significante al sabor, olor, textura, caracteristicas sensoriales,
propiedades terapéuticas y valor nutricional de los productos alimentarios (Parra
2010).

Actualmente existe una creciente demanda de los consumidores por |os
probidticos en productos no lacteos y por lo tanto, estos organismos se estan
incorporando en bebidas, asi como suplementos, y/o en presentacion de tabletas,
capsulas, y preparaciones liofilizadas (Schrezenmeir y De Vrese 2001). Para que
las bacterias probidticas proporcionen efectos benéficos al huésped estos deben
ser estables y metabdlicamente activos en el producto en el cual han sido
incorporadas, ademas de sobrevivir el pasb por la parte superior del aparato
digestivo y presentar resistencia a enzimas hidroliticas y altas concentraciones de
sales biliares (Gilliland 1989). Los factores que influyen en la funcionalidad de los
probiéticos son descritos en la Figura 1.

En algunos paises como Argentina, Checoslovaquia y Brasil, el estandar de
10° UFC/g ha sido bien aceptado en el caso de Bifidobactena. Este estandar ha
sido prescrito en Japén a > 10’ UFC/g (Robinson 1987). Algunos estudios
realizados indican que las bactenas probioticas no sobreviven en cantidades lo

suficientemente altas cuando son incorporados en productos lacteos (Dave y Shah
1996, Kailasapathy y Rybka 1997).
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Figura 1. Factores tecnologicos que influencian la funcionalidad de probiéticos.
(Mattila-Sandholm y col. 2002).

Diversos factores que afectan la viabilidad de los probioticos incluyendo: la
acidez titulable, el pH, el peréxido de hidrégeno, el contenido de oxigeno disuelto,
la temperatura de almacenamiento, especies y cepas asociados en el producto
fermentado, asi como, |a concentracibn de acidos aceético y lactico han sido
reportados. También se han analizado diferentes enfoques con el fin de aumentar
la resistencia de los microorganismos probiéticos hacia estos factores adversos,
entre ellos, la seleccion apropiada de cepas resistentes a condiciones acidas y
bilis, la utilizacion de contenedores impermeables al oxigeno, el estrés de
adaptacion, la incorporacién de micronutrientes como péptidos y aminoacidos y la
microencapsulacion (Gismondo y col. 1999).

2.2 Microencapsulacion de probiéticos

La microencapsulacion de probidticos tiene como objetivo crear un
microambiente en donde la bacteria puede sobrevivir durante el procesamiento,
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almacenamiento y ser liberado en sitios apropiados del tracto digestivo (Weinbreck

y col. 2010). Se ha reportado que la microencapsulacién puede mejorar

notablemente la viabilidad de los microorganismos ante factores adversos como la

alta acidez, bajo pH, oxigeno molecular (en caso de microorganismos anaerobios

obligatorios), agentes téxicos, enzimas digestivas, bacteriéfagos, perdxido de

hidrégeno, cadenas de acidos cortos, compuestos carbonil-aromaticos (tres de

estos producidos por cultivos iniciadores durante la fermentaciéon) y procesos con

calentamiento (secado) (Mortazavia y col. 2006). Las aplicaciones y ventajas de la

encapsulaciéon de probidticos puede ser discutida desde diferentes angulos

incluyendo (Mortazavian y col. 2007):

a)

b)

d)

Produccion de cultivos iniciadores. La microencapsulacion puede ser
usada eficientemente para la preparacion de cultivos iniciadores con alta
viabilidad. Se ha reportado que la encapsulacion de ceélulas iniciadoras con
mezclas de alginato y glicerol pueden incrementar significativamente la
sobrevivencia después de mantenerse en congelacion (Sultana y col.
2000).

Viabilidad de células probiéticas en el tracto gastrointestinal (TGI).
Varios reportes confirman (Sultana y col. 2000, Favaro-Trindade y Grosso
2002) que la microencapsulacion incrementa eficientemente la viabilidad a
traves del paso de condiciones acido-enzimatica-biliares del tracto
gastrointestinal.

Aplicacion en fermentadores. La microencapsulacion ofrece ventajas
como es el incremento a la tolerancia de microorganismos a factores como
infeccion por bacteriéfagos, agentes quimicos toxicos, proteccion de
microorganismos a cambios no deseados (mutaciones genéticas) y la
obtencion de una buena productividad en la produccién de metabolitos
especialmente a altas velocidades de agitacion.

Produccion de alimentos. |las ventajas de los probioticos
microencapsulados en alimentos pueden ser discutidas desde diferentes
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puntos, aspectos como la viabilidad de las células en los productos hasta el
momento del consumo (almacenamiento), nuevos métodos de manufactura
en alimentos, evaluacién de las propiedades sensoriales e inmovilizacion de
probiéticos dentro de estos.

2.2.1 Materiales de pared utilizados en la microencapsulacion de probioticos.

Durante la microencapsulacién el material que forma la cubierta de las
microcapsulas es referido como matriz, material de pared, acarreador, membrana
0 cobertura y generalmente no reacciona con el material a encapsular (Risch
1995). En la mayoria de los casos, la encapsulacion utilizando el atrapamiento en
gel con biopolimeros naturales como el alginato de calcio, carragenina, gelatina,
goma y quitosano han favorecido las eficiencias de encapsulacion de probioticos
(Kailasapathy 2002). En la Tabla 1 se encuentran algunas bacterias probidticas
microencapsuladas en diferentes sistemas poliméricos. Para la encapsulaciéon de
celulas bacterianas viables, los materiales utilizados como excipientes no deben
ser toxicos y deben ser grado alimenticio (Sheu y Marshall 1993, Shah y Ravula
2000).

2.2.2 Metodos de microencapsulaciéon de probidticos.

Cuando se considera la microencapsulaciéon de probidticos se presentan
por lo general dos tipos de problemas: el tamafio de los microorganismos
(generalmente entre 1 y 5 ym de diametro), que inmediatamente excluye las
nanotecnologias y el hecho de mantener la viabilidad de estos. Este ultimo
aspecto ha sido crucial en la selecciéon de la tecnologia apropiada del método de
microencapsulacion (Champagne y Fustier 2007). La tecnologia de encapsulacién
de probidticos puede ser dividida en dos partes: la primera, microencapsulacion de

12



probiéticos en soluciones de encapsulacion y la segunda secado de la solucion de

encapsulacion con el objetivo de lograr polvos/granulos (Krasaekoopt y col. 2003).

En la primera la extrusion y técnicas de emulsion podrian ser llamadas por
goteo y doble fase. En la segunda los métodos mas importantes son liofilizacion,
secado por aspersion y recubrimiento fluidizado (Dimantov y col. 2003). Sin
embargo, aunque se han desamollado prometedoras tecnologias a escala-
laboratorio para la produccién de capsulas en gel, estas presentan serias
dificultades en produccién a gran-escala con polimeros grado reactivo (Anal y
Singh 2007).

2.2.3 Secado por aspersion

La microencapsulacién por secado por aspersion es un proceso que
produce grandes cantidades de material, es econémico y efectivo (Dziezak 1988).
El proceso implica la dispersion del material bioactivo en una solucion de polimero,
formando una emulsién o dispersién, seguido de homogeneizacion del liquido, y
luego atomizacién de la mezcla en la camara de secado. Esto conduce a l|a
evaporacion del disolvente (agua) y por lo tanto la formacion de una matriz de tipo
microcapsulas (Jackson y Lee 1991). La ventaja del proceso es que puede ser
operado de manera continua. La desventaja es que las altas temperaturas
utilizadas en el proceso podrian no ser las adecuadas para encapsular células
bactenanas probioticas. Sin embargo, el propio ajuste y control de las condiciones
de procesamiento, como la temperatura de entrada y de salida del equipo puede

alcanzar viabilidades de los microorganismos y tamanos de particula deseados
(Kailasapathy 2002).
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Se han realizado estudios sobre la evaluacion del proceso de secado por
aspersiéon para la microencapsulacién de probiéticos donde se han encontrado
parametros de optimizacion del proceso, selecciéon de un medio apropiado para el
secado y el monitoreo de la pérdida de viabilidad durante diferentes condiciones
de almacenamiento (Desmond y col. 2002, Lian y col. 2002). Previos reportes
indican que la sobrevivencia de bacterias probiéticas durante el secado por
aspersion se reduce con el incremento de la temperatura de entrada (Mauriello y
col. 1999). Han sido reportados diferentes investigaciones donde evaluan Ia
sobrevivencia de los microorganismos probidticos encapsulados utilizando la
tecnologia del secado por aspersion entre los que incluyen los realizados por
O’Riordan y col. (2001) quienes evaluaron la microencapsulacion de cepas de
Bifidobacterium PL1 con almidén de maiz ceroso modificado, como matenal de
pared, cuyo objetivo fue optimizar las condiciones de secado mediante el proceso
de secado por aspersion, y lograr un incremento en la viabilidad de este
microorganismo durante el almacenamiento. Estos autores encontraron que
temperaturas de entrada de 100°C y de salida de 45°C presentaron las mejores
caracteristicas de humedad y morfologia las microcapsulas obtenidas. También
estos autores afadieron que las celulas microencapsuladas no presentaron
evidencia sobre un incremento en la viabilidad comparado con células libres,
cuando fueron sometidas a condiciones acidas durante 6 horas y cuando se
evallo la incorporaciéon de las microcapsulas en alimentos secos, durante 20 dias
de almacenamiento a temperatura ambiente (19°C-24°C).

Favaro-Trindade y Grosso (2002), encapsularon Bifidobacterium lactis y
Lactobacillus acidophilus en una matriz de acetato ftalato de celulosa usando el
método de secado por aspersion, con temperatura de entrada de aire de 130°C y
de salida de 75°C. En este estudio se evalio la resistencia de los
microorganismos microencapsulados en condiciones acidas y de altas
concentraciones de sales biliares. Estos autores concluyeron que el material de
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pared y el proceso utilizado en la preparacién de las microcapsulas con acetato
ftalato de celulosa fueron adecuados en la proteccion de las bacterias lacticas, a
través de su paso por el medio acido del estbmago, seguida de su rapida
liberaciébn en el pH encontrado en el intestino. Hsiao y col. (2004)
microencapsularon Bifidobacteria longum CCRC 14633 y B. infantis CCRC 14633
mediante secado por aspersion, utilizando como materiales de pared leche
reconstituida, goma arabiga, gelatina y almidén; estos autores evaluaron la
estabilidad de estos materiales en diferentes condiciones de almacenamiento a
25°C y 4°C, en contenedores de vidrio y poliester con y sin la adicion de
desoxidante, durante un periodo de 35-42 dias de almacenamiento. Estos autores
concluyeron que la sobrevivencia de Bifidobacenum microencapsuladas varié de
acuerdo con la especie, la temperatura de almacenamiento, la presencia o
ausencia de oxigeno y el material de pared utilizado.

Ananta y col. (2005) evaluaron la aplicacion del secado por aspersion en la
produccion de capsulas con leche reconstituida, conteniendo Lactobaciflus
rhamnosus. Estos autores reportaron la posibilidad de diferentes preparaciones
usando como material de pared leche reconstituida y mezclas de este con
compuestos prebidticos como raftilosa y polidextrosa. Afladiendo estos autores
que la estabilidad en la sobrevivencia fue afectada por la parcial sustitucion de
ambos compuestos. El mantenimiento de la membrana celular no fue efectivo
cuando el secado se llevd a cabo con las mezclas a diferencia de cuando se
colocd unicamente la leche reconstituida. Utilizando 1a tecnologia de secado por
aspersion Crittenden y col. (2006) encapsularon celulas de Bifidobactenum infantis
liofilizado en una emulsién constituida por proteina-carbohidratos y aceite, las
cuales contenian aceite de canola vegetal, caseinato y prebiéticos como: raftilosa
(fructooligosacarido), glucosa anhidra o almidén resistente. Estos autores
encontraron que las celulas no encapsuladas presentaron un decremento drastico
en la sobrevivencia durante el almacenamiento en comparacion con las células
microencapsuladas, la mezcla que funcion6é mejor en la proteccion de la viabilidad
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fue aquella formulada con caseinato-fructooligosacaridos-aceite-almidon
resistente. También encontraron un efecto significativo (p<0.01) en Ia
sobrevivencia de B. infantis cuando fueron expuestos a condiciones simuladas del
tracto gastrointestinal en comparacion con las células de B. infantis sin encapsular.

Rodriguez-Hueso y col. (2007) reportaron que la viabilidad de células de
Bifidobacterium bifidum durante el secado por aspersiéon y durante el tiempo de
almacenamiento podria estar substancialmente influido por coloides protectores
(combinaciones de concentrado de proteina de suero de leche, goma arabiga,
mezquite, goma, maltodextrinas y agua miel) que ofrecen resistencia a la difusion
de oxigeno y la adicion de agua miel como prebittico termoproctector. Estos
autores mencionaron que la mejor sobrevivencia fue obtenida en mezclas con
concentrado de proteina de suero de leche, mezquite goma y maltodextrinas.
Golowczc y col. (2010) evaluaron la sobrevivencia de dos cepas de Lacfobacillus
kefir después del secado por aspersion utilizando como material de pared leche
reconstituida con y sin la adicion de glutamato mosédico, sucrosa, Y
fructooligosacaridos y durante el almacenamiento en diferentes condiciones de
temperatura (20°C y 30°C) y humedades relativas de 11 y 23%. Estos autores
reportaron que después del secado L. kefir 8321 y L. kefir 8348 presentaron un
decremento en la viabilidad de 0.29 y 0.70 Log ufc/ml respectivamente, mientras
que, con la adicién de los diferentes protectores se presentd una mejora en la
sobrevivencia en ambos microorganismos. Durante el almacenamiento |a
sobrevivencia de las bactenas fue significativamente mayor a bajas condiciones de
humedad (0-11%).

Ying y col. (2010) microencapsularon Lactobacillus rhamnosus GG (LGG)
liofilizado- utilizando una emulsién basada en la formulacion de proteina de suero
de leche y almidén resistente utilizando la tecnologia de aspersion y liofilizacion.
Estos autores reportaron que después del secado por aspersion y de la liofilizacién
no se presentd pérdida en la sobrevivencia de los microorganismos. Ademas

17



afiadieron que el incremento en la humedad relativa durante el almacenamiento,
causa un incremento en la movilidad del agua y en la velocidad en la péerdida de
viabilidad. Durante el almacenamiento las microcapsulas obtenidas por secado por
aspersion presentaron mayor estabilidad que las obtenidas por liofilizacion.

Finalmente

Weinbreck y col. (2010) evaluaron la sobrevivencia de Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG) microencapsulado durante el almacenamiento en diferentes
niveles de actividad de agua. Cabe mencionar que estos autores utilizaron de
manera directa el cultivo liofilizado (sin activaciéon previa) el cual fue incorporado
en el material de pared (proteina de suero de leche) y secado por aspersion. Estos
autores concluyeron que la encapsulacién de LGG no mejoré la sobrevivencia de
de esta cepa durante el almacenamiento (actividad de agua=0.7 a 37°C), ni
cuando fue incorporado en el producto seco (formula lactea) propuesto.

A pesar de que ia encapsulacion se menciona a menudo como una solucion
rapida para preservar la viabilidad de los probiéticos en productos secos vy
semisecos, se necesitan mas estudios que validen de manera mas amplia el
potencial de este enfoque, en diferentes tiempos de almacenamiento, actividades
de agua y matrices de productos.

2.3 Almidoén

2.3.1 Caracteristicas generales

El almidén es el principal carbohidrato de reserva sintetizado por las plantas
superiores, constituye una fuente de energia esencial para muchos organismos,
especialmente para el hombre. El almidén se encuentra en cereales (maiz, trigo,
arroz y otros) cuyo contenido del polimero varia del 30 al 80%, en leguminosas
(frijol, chicharo, haba y otros) de un 25% a 50%, en tubérculos (papa yuca y otros)
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representa entre un 60% a 90% de la materia seca (Takeda y Priess 1993,
Thomas y Atwell 1999).

2.3.2 Estructura quimica del almidén

El almidon estd compuesto esencialmente por D-glucosa, aunque puede
contener otros constituyentes en bajos niveles como lipidos, minerales como
fosforo y nitrégeno e inclusive trazas de proteinas, dependiendo de la fuente
botanica usada para su extraccion. Quimicamente se encuentra constituido por
dos polimeros: la amilosa (esencialmente lineal) y la amilopectina (altamente
ramificada); ambos polimeros presentan diferencias entre sus propiedades
estructurales y funcionales (Thomas y Atwell 1999, Tester y col. 2004).

Amilosa. Es un polimero esencialmente lineal formada por moléculas de
glucosa unidas por enlaces aproximadamente en un 99% a- D (1,4), aunque se
ha reportado un bajo grado de ramificacién y de cadenas de poca longitud unidas
a la cadena central por enlaces a-(1,6) (Figura 2). Las moléculas de amilosa
tienden a formar estructuras helicoidales capaces de incluir a otras moléculas
como acidos grasos o hidrocarburos, a estos complejos se le denominan
compuestos de inclusién. La amilosa tiene un peso aproximadamente de 1x10° -
1x10° g/mol (Mua y Jackson 1997, Biliaderis 1998, Buléon y col. 1998).

Amilopectina. Es mucho mas larga que la molécula de amilosa, con un
peso molecular de 1x10’ — 1x10° g/mol consiste de unidades de D-glucosa
unidas por enlaces 95% a-(1,4) presentando un grado de ramificacion localizadas
cada 15 a 25 unidades lineales de glucosa y estas cadenas laterales estan unidas
a la cadena central por enlaces a—(1,6) (Figura 2) (Thomas y Atwell 1999, Tester y
col. 2004).
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Las moléculas de amilosa y amilopectina no existen de forma libre en la
naturaleza sino como agregados semiscristalinos, es decir, contenidos en los
granulos de almidén. Estos granulos pueden variar con relacién al tamaio (1-100
pum) y forma que puede ser regular {esféricas ovoides o angular) o irregular de
acuerdo a su origen botanico, la Tabla 2 muestra las caracteristicas de algunos
granulos de almidon de diversas fuentes.

Amilopectina

Figura 2. Estructura quimica de las moléculas de amilosa y amilopectina.
Adaptado por Tester y Karkalas (2002).
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Tabla 2.

Caracteristicas de los granulos de almidon de diversas fuentes

Fuente de Tamano en pm Forma Amilopectina %
almidon
Amaranto 1 Poligonal 75-99
Maiz 20 Poligonal 75
Maiz ceroso 30 Poligonal 97-99
Papa 35 Ovalada 80
Tapioca 18 Redonda 89
Trigo 25 Ovalada, truncada 73
Aoz 7 Redonda, poligonal 83
Cebada 23 Redonda, eliptica 78
Platano 10-40 Eliptica 70-75
Sorgo 35 Esférica 75
Centeno 28 Redonda o lenticular i
Avena 7 Poliédrica 77

(Bello y Paredes 1999, Agustiano 2004).

La Figura 3 muestra una perspectiva general de la estructura del granulo de
almidoén. Los granulos consisten de regiones amorfas y regiones cristalinas. Las
macromoléculas de almidon presentan una organizacién radial, en la que el hilum
representa la region menos ordenada (Baker y col. 2001). La presencia de enlaces
a-(1,6) en la amilopectina es responsable de la formacién de zonas amorfas y
cristalinas alternadas. Las estructuras de dobles hélices formadas por cadenas
adyacentes de amilopectina dan lugar a |la capa cristalina, mientras que los puntos
de ramificacion constituyen las regiones amorfas. Se ha sugerido que algunas
moléculas de amilosa estan localizadas en las regiones amorfas interaccionando
con las cadenas ramificadas de la amilopectina. Estas regiones amorfas del
granulo de almiddén son susceptibles a reacciones quimicas, por tanto, éstas
pueden ser removidas por accién de acidos o pueden reaccionar con grupos
funcionales. Las regiones amorfas son los principales elementos estructurales de
hinchamiento del granulo nativo (Liu 2005).
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Figura 3. Estructura del granulo de aimidon. Adaptada de Liu (2005); Tester y col.
(2004)

La abundancia de grupos hidroxilo a lo largo de las moléculas de amilosa
imparte propiedades hidrofilicas al polimero, confiriéndole mayor afinidad por el
agua. Debido a su naturaleza lineal, su movilidad y la presencia de numerosos
grupos hidroxilo a lo largo de las cadenas del polimero, las moléculas de amilosa
tienden a orientarse de forma paralela y acercarse lo suficiente como para permitir
la formacion de enlaces de hidrogeno entre cadenas adyacentes. Como resultado,
la afinidad de los polimeros por el agua se reduce y la solucion que forman se
vuelve opaca (Liu 2005).

2.3.3 Cambios estructurales y funcionales del almidon

Al colocar el granulo de almidén nativo en agua este comienza a hidratarse
y por tanto a incrementar su volumen. De acuerdo a las condiciones de
temperatura y agitacion en el sistema, se presentan fendmenos hidrotérmicos que
modifican las caracteristicas microestructurales del granulo, estos fenémenos son
denominados como gelatinizacién, gelacion y retrogradacion representados de
manera general en la Figura 4.
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Figura 4. Tratamiento hidrotérmico del aimidén nativo (Liu 2005).

Gelatinizacion. La gelatinizacion ocurre durante el calentamiento de los
granulos de almidén en presencia de agua, el cual conduce a una serie de
transformaciones imeversibles una vez que se alcanza la temperatura de
gelatinizacion representada por el hinchamiento granular, fusion de la cristalinidad
nativa, pérdida de birrefringencia, pérdida del patron de difraccion de rayos X,
solubilizacion del almidon y un incremento en la viscosidad (Lai y Kokini 1991,
Akalu y col. 1998).

Gelacion. La amilosa y la amilopectina pueden formar un gel; la primera se
gelifica de manera mas rapida fuera del granulo por su naturaleza esencialmente
lineal, mientras que la amilopectina por lo general pemmanece dentro del granulo
hinchado, donde lentamente recristaliza. Ambos polimeros, a partir del almidén
gelatinizado, se reasocian e incrementan la rigidez entre y dentro de los granulos
hinchados. Se considera que la amilosa, por su estructura, es la responsable
principalmente de la gelacion del aimidon y puede formar geles firmes a
concentraciones tan bajas como 1.5%. (Thomas y Atwell 1999).
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Retrogradacion. Este fendmeno se define como la insolubilizaciéon y la
precipitacion espontanea, principalmente de las moléculas de amilosa, debido a
que sus cadenas lineales se orientan en paralelo e interaccionan entre si mediante
la formaciéon de puentes de hidrégeno entre sus grupos hidroxilos polares. Este
fenomeno depende de la concentracion de almidéon y temperatura del sistema
(Badui 1995).

2.4 Almidones modificados
2.4.1 Caracteristicas generales

El almidén nativo es un buen estabilizador de textura y regulador en sistemas
alimentarios (Cousidine 1982), aunque, las limitaciones como la baja resistencia
al corte, resistencia térmica, la descomposicion térmica y alta tendencia a la
retrogradacion, insolubilidad en agua y alta viscosidad limitan su uso en algunas
aplicaciones industrnales en alimentos. Sin embargo, estas deficiencias del
almidon se han podido superar, por ejemplo, mediante la introduccién de
pequenas cantidades de grupos idnicos o hidrofébicos en las moléculas del
polimero. Las modificaciones del almidén alteran las propiedades del polimero,
Incluyendo viscosidad de la solucion, el comportamiento de asociacion, y la
estabilidad de conservacion en la vida productos finales. Otro propdsito de la
modificacion del almidén es estabilizar los granulos de almidén durante el
procesamiento y hacer el almidon adecuado para muchos alimentos vy
aplicaciones industriales (Hermansson y Svegmark 1996).

La modificacion del almidon se consigue generaimente mediante
derivatizacion tales como eterificacion, esterificacion, entrecruzamiento:
descomposicion (hidrolisis acida o enzimatica y oxidacion de almidén) vy
tratamientos fisicos utilizando tratamientos que involucran calor, humedad,
presion, cizallamiento e irradiacion. En la modificacion quimica del almidén se
han estudiado varios procedimientos: usando un reactor con métodos
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convencionales de calentamiento y presién; activando el aimidon y modificando
con acidos organicos, otros, mediante la reaccion reactiva con un extrusor de
tomnillo simple o de doble tomillo y algunos usando energia de microondas
(Pefaranda y col. 2008). La Tabla 3 muestra los diferentes tipos de modificacion

del almidén y técnicas de preparacion.

2.4.2 Modificacion del almiddn por extrusion reactiva

El almidon se ufiliza ampliamente en la produccion de productos
alimentarios e industriales. La modificacion quimica del almidon a menudo se
requiere para mejorar sus propiedades para aplicaciones especificas.
Tradicionalmente, los ésteres de almidén con bajo grado de sustitucion (DS) se
han preparado en medio acuoso mediante procesos convencionales (Jarowenko
1986). La extrusion reactiva (REX por sus siglas en inglés) se ha definido como la
reaccion en el proceso de extrusion de los polimeros en el extrusor (Brown y
Oriando 1988). La extrusion reactiva fue desarmrollada en la década de los 80s,
principalmente para la modificacion de polimeros sintéticos. Desde entonces, la
tecnologia ha sido desarrollada rapidamente y se ha aplicado en diversas areas.
Extrusores de simple y doble tornillo han sido utilizados como reactores quimicos
para la polimerizacion de plasticos (Chinnaswamy y Hanna 1991). A pesar de que
la extrusion no se utiiza ampliamente para las modificaciones de almidon, este
tiene un gran potencial. Diferentes tipos de extrusores han sido utilizados para la
fabncacion de almidon de papa cationico y carboximetilado (Gimmler y col. 1994),
almidones fosfatados (Chang y Lii 1992), almidones ani6nicos (ésteres de acidos
dicarboxilicos distintos) (Tomasik y col. 1995) y aimidones oxidados (Wing y Willett
1997).
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Las reacciones se llevan a cabo de forma continua y rapidamente en el
extrusor. La Figura 5 muestra una representaciéon esquematica de un sistema
reactivo de extrusibn usado para la modificacion de almidén. La fuente de
alimentacién del almidon necesita un extrusor de doble tomillo. La bomba
dosificadora primero proporciona reactivos quimicos para la modificacion y la
segunda bomba generaimente proporciona productos quimicos para neutralizar el
reactivo sistema. El agua se convierte en vapor en el interior del extrusor y se
direcciona a través del tomillo axialmente abierto. Los aimidones emergen del
extrusor en forma de hebras y/o pellet (Xie y col. 2006).

Jc

o | d

Figura 5. Representacién esquematica de un sistema de extrusion reactiva usado
para la modificacion del almidéon. (1) Fuente de alimentacion, (2 y 3) bomba
dosificadora del polimero, (4) bomba de vacio (5) extrusor de doble tomillo (6)
dado de salida (Xie y col. 2006).

El proceso de extrusién consiste en mezclar uno o varios materiales pre
acondicionados a humedad uniforme, ya sea por contacto con agua o con vapor.
El matenal acondicionado es alimentado al extrusor, para ser transportado por un
tornillo sinfin a través del canén. Los mayores cambios que sufre el material se
realizan dentro del caiidn del extrusor, con ayuda del tomillo sinfin. Debido al calor
generado por la energia mecénica que produce el tomillo, la misma transferencia
de calor y la presion que va ejerciendo el material a través de los alabes del
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tornillo a una velocidad dada, provocan transformaciones formando un material
viscoso y plastificado. De acuerdo a Riaz (2000), las ventajas que ofrece el
proceso de extrusion, comparadas con los procesos tradicionales de cocimiento
en alimentos, son: una amplia versatilidad (adaptable a las demandas del
consumidor en formas, texturas, sabores, colores, consistencia y apariencia), asi
como un bajo costo de procesamiento. Ademas, una ventaja importante es la
ausencia de efluentes durante el proceso, sin requerir mucho espacio. También
proporciona una alta eficiencia del uso de energia, ya que el cocinado de
alimentos es realizado a bajas humedades, por lo tanto se requiere menor tiempo
de secado (Harper 1990).

2.4.3 Modificacion del almidén por hidrélisis acida

La modificacion acida se utiliza ampliamente en la industria del almidén
para preparar almidones para su uso en las industrias de alimentos, papel, textiles
y otros (Rohwer y Klem 1984). El procedimiento general para la fabricacién de
almidones acidos implica el tratamiento de una suspension de almidoén
concentrado (36%-40% de soélidos) a una temperatura por debajo de la
temperatura de gelatinizacion del almidén (40°C-60°C) con acido mineral (HCIl o
H.SO4 a 25°C-55°C) durante un cierto periodo de tiempo (Wlrzburg 1986).
Cuando la viscosidad deseada o el grado de conversion se alcanza, el acido se
neutraliza y el almidon es recuperado. La hidrolisis puede ser controiada mediante
la concentracion de acido usado, el tiempo de reaccién y la temperatura.

La Figura 6 muestra el mecanismo de reaccion durante la hidrélisis acida
del aimidon. En la hidrolisis acida, el i6n hidronio (H3O) lleva a cabo un ataque
electrofilico sobre el atomo de oxigeno del enlace glucosidico (1-4) (Fig. 7A). En
el paso siguiente, los electrones en uno de los enlaces carbono-oxigeno se
mueven sobre el atomo de oxigeno (Fig. 7B) lo cual genera una estructura
intermediaria de alta energia inestable (Fig. 7C). El carbocatién intermediario es
un acido de Lewis, por lo que posterioomente reacciona con agua (Fig. 7D),
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formando una base de Lewis, lo que conduce a la regeneracion de un grupo
hidroxilo (Fig. 7F). Las regiones amorfas de almidéon son mas rapidamente
hidrolizadas con relacién a las regiones cristalinas durante la hidrélisis acida, a
temperaturas inferiores a la temperatura de gelatinizacion (Bemiller 19695).

CH2OH CHZ2OH
Capmc — >
DH - -
L O
Hab"
CHEGH CH2O M

Figura 6. Mecanismo de reaccion durante la hidrolisis acida del almidon (Hoover
2000).

La modificacion acida en el almidén cambia las propiedades fisicoquimicas
de este. La temperatura de gelatinizacion y el ancho de la endoterma de
gelatinizacion se ha demostrado que aumenta después de la hidrélisis (Shi y Seib
1992). También aumenta la solubilidad de los almidones y presentan menor
viscosidad (Kim y Ahn 1996). En la industria, los almidones acidos modificados
(maiz normal, maiz ceroso, trigo, y yuca) se preparan por tratamiento de una
suspension de almidén (40%) con HCI diluido o H,SO4 a 25°C-55°C durante
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diversos periodos de tiempo. Las condiciones utilizadas durante la hidrolisis acida
se ven influidas por la relaciéon de la viscosidad de |a pasta fria a caliente y por la
textura de gel requerida. Cuando la viscosidad deseada o fluidez se alcanza, la
suspension de almidén se neutraliza, y los granulos se recuperan mediante
lavado, centrifugacion y secado (Hoover 2000).

2.4 .4 Modificacién quimica del almidén por métodos convencionales

La modificacibn quimica del almidén implica la introduccion de grupos
funcionales en la molécula, dando como resuitado la alteracion de sus
propiedades fisicoquimicas. Las modificaciones quimicas mas comunes del
almidon  incluyen: la oxidacion, el entrecruzamiento, la esterificacion y la
eterificacion. En la Figura 7 se muestran algunas reacciones de la modificacion
quimica del aimidén (Muhrbeck y Eliasson 1993, Kim y col. 2003).

Las reacciones quimicas de almidén generalmente se llevan a cabo en un
medio acuoso. Una suspension de almidén en agua, generaimente de 30%-45%
en peso de sdlidos, es tratada con un reactivo quimico bajo condiciones
adecuadas de agitacion, temperatura y pH. Cuando la reaccion se completa, el
almidon se ajusta al pH deseado con un agente neutralizante y después es
punficado mediante lavados con agua y recuperado como un polvo seco (Xie y col.
2005). El grado de modificacion quimica es generalmente expresado como grado
de sustitucion (GS) cuando el grupo sustituyente (por ejemplo acetato o fosfato)
reacciona con los grupos hidroxilo de las unidades D-glucopiranosas. La
sustitucion molar (SM) es referida cuando el grupo sustituyente puede también
reaccionar con el mismo reactivo para formar un sustituyente polimerico (Thomas
y Atwell 1999).
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Figura 7. Reacciones de modificacion quimica de almidén. Adaptada de
Tharanathan (2005).

2.4.4.1 Reacciones de oxidacion

La oxidacion del aimidon se ha practicado desde principios de 1800, usando
varios agentes oxidantes que se han introducido en la molécula del almidén, por
ejemplo, hipoclorito, peréxido de hidrégeno, peryodato, permanganato, dicromato,
persulfato, y clorito (Rutenberg y Solarek 1984). Los usos principales del almidén
oxidado son en las industrias del papel y textil. Sin embargo, la aplicaciéon de
almidones oxidados en la industria alimentaria estda aumentando debido a su baja
viscosidad, alta estabilidad, claridad de pasta y propiedades de ligacion. El
almidon oxidado para uso alimentario se produce principalmente por la reaccion
del almidon con hipoclorito de sodio. Los agentes blanqueadores, como peroxido
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de hidrégeno, acido peracético, permanganato de potasio, y el clorito de sodio,
también se permiten por la Food and Drug Administration (FDA), sin embargo, los
niveles utilizados en la reaccibn son demasiado bajos para modificar el
comportamiento de los almidones (Xie y col. 2005).

2.4.4.2 Reacciones de entrecruzamiento

El almidén contiene dos tipos de grupos hidroxilo, primarios (6-OH) y
secundarios (2-OH y 3-OH). Estos hidroxilos son capaces de reaccionar con
reactivos multifuncionales dando como resultado almidones entrecruzados. El
entrecruzamiento se realiza para evitar el hinchamiento de los granulos de almidén
en condiciones de coccién o para evitar la gelatinizacion de este. Las moléculas
de almidén se pueden interconectar por reacciones con pequefas cantidades del
reactivo multifuncional. Los enlaces covalentes formados por entrecruzamiento
actaan como refuerzo de la estructura granular, controlando el hinchamiento y
produciendo almidones que pueden tolerar altas temperaturas, esfuerzos de corte
y condiciones acidas. El entrecruzamiento altera la gelatinizacion del granulo de
almidon; se requiere de una mayor energia para separar las moléculas, por lo que
se incrementa la temperatura de gelatinizacién. La viscosidad maxima
desarrollada es mayor debido a que el almidon retiene su estructura molecular; se
presenta una retrogradacion muy pequefia o nula (Wurzburg 1986). Los reactivos
de calidad alimentaria permitidos por la FDA para la preparacion de almidones
entrecruzados son cloruro de fosforo, trimetafosfato de sodio, acético adipico
mezclado con anhidrido, y mezclas de trimetafosfato de sodio y tripolifosfatos.
Almidones con un bajo nivel de entrecruzamiento muestran picos mas altos de
viscosidad con relacién a sus respectivos almidones nativos (Xie y col. 2005).

2.4.4.3 Reacciones de eterificacion

La eterificacion confiere estabilidad al almidén y excelente viscosidad.
Almidones  hidroxialquilados, incluyendo hidroxietilado e hidroxipropilado, se
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producen principalmente para aplicaciones industriales. El almidén hidroxietilado
aun no ha sido aprobado como aditivo alimentario directo, aunque puede ser
utilizado como aditivo alimentario indirecto, como agente de pegamento en papel
para alimentos, mientras que, el almidén hidroxipropilado se utiliza principalmente
para la industria alimentaria. El almidon hidroxipropilado, se obtiene por la
reacciéon de 6xido de propileno con almidén, bajo condiciones alcalinas (Xie y col.
2005).

2.4.4 4 Reacciones de esterificacion

Esteres de almidon son un grupo de almidones modificados, en los que
algunos grupos hidroxilo han sido reemplazados por grupos éster. Los reactivos
aprobados por la FDA para la preparacion de monoésteres de almidén son el
anhidrido aceético, acetato de vinilo, anhidrido succinico, anhidrido 1-octenil
succinico y tripolifosfato de sodio. Los tres tipos de ésteres de almidon mas
estudiados son los almidones: a) almidon acetilado se prepara principalmente
haciendo reaccionar el almidon con anhidrido acético, b) almidén succinatado y
alquenilsuccinato, que se producen por la reaccién del almidén con anhidrido
succinico y anhidrndo succinico sustituido con grupos alquenil y c¢) almidén
fosfatado resultante de la reaccion del almidén con tripolifosfato y/o trimetafosfato
de sodio (Xiey col. 2005).

2.4.4.4.1 Almidones acetilados

La acetilacion del aimidon en suspensioén acuosa con anhidrido acético con
un pH alcalino se usa comerciaimente para producir acetatos de almidén de bajo
grado de sustitucion. Bajo condiciones alcalinas, el almidon reacciona
iIndirectamente con el anhidrido carboxilico. En la Figura 8 se muestra las
reacciones durante la acetilacion; En primer lugar se forma un complejo alcalino
con el almidon que a su vez interactia con el anhidrido carboxilico para formar un
ester de almidon con la eliminacion de los iones carboxilato y una molécula de
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agua (reaccion 1) (Aszalos y Prey 1962, Jarowenko 1986). Durante el proceso de
acetilacion se presentan dos reacciones secundarias, incluyendo la desacetilacion
de almidon (reaccion 2) y la formacion de acetato de sodio (por producto)
(reaccion 3).

O
I

O
Almidén-OH + NaOH + I —»=  Almidén-Q—C-CH,; +
i [ch—c;LD A

reaccién (1)

0
[
H,C—C-O'Na + H;0

i i

1 I e
Almidén —OQ—C-CH; + NaOH — AmidéinOH + H,C—C-O Na

reaccién (2)
0 i
H.C—C— -0 + NaOH —= 2 H;,C—C-O"Na + H0
B 2

reaccion (3)

Figura 8. Reacciones quimicas durante la acetilacion del almidon.

Rutenberg y Solarek (1984) reportaron que la introduccion de grupos acetil
reduce los puentes de hidrogeno entre las moléculas de almidon e incrementa la
solubilidad del granulo y reduce la retrogradacion por lo que le confiere estabilidad
durante el congelamiento. El grado de cambios en las propiedades fisicoquimicas
del almidon acetilado con respecto al aimidon nativo o el grado de acetilacion (GS)
depende del grado de C=0 sustituidos incorporados en la molécula de almidon.
Existen algunos estudios relacionados con la acetilacion del almidon. La FDA
indica que no se debe exceder del 2.5% de grupos acetii en almidones

modificados para su aplicacién en alimentos.
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2.4.4.4.2 Almidones succinatados

Los ésteres de almid6n succinatado son preparados comercialmente por la
reaccion basica de anhidridos de alquenil succinico con el almidén granular en
suspension acuosa. La sustitucion puede ocurrir en las posiciones 2, 3, y 6 de los
carbonos de la unidad de glucosa. El anhidrido mas utilizado para esta
modificacion es el octenilsuccinato anidro (OSA). La reaccion del almidon con 1-
octenil succinato se muestra en la Figura 9. Los almidones OSA son efectivos
emulsificadores por tener grupos bifuncionales tanto hidrofébicos como hidrofilicos
(Tesh y col. 2002). A diferencia de los surfactantes comunes, los almidones
alquenil succinatados forman peliculas fuertes en la interface aceite/agua,
proporcionando a la emulsiéon resistencia a la reaglomeracion.

aimidon-OH 4 CH3(CH,)5s—CH=CH—CH—CH, OH"
L —

OZC\ fC:O

O

CHa(CH,)s—CH=CH-CH-CH,—~COO Na'

O=C-0— Almidén

Figura 9. Reaccion quimica durante la succinatacion del almidon.

La derivatizacion del almidén con un grupo iénico como el succinato y bajos
grados de sustitucion (GS) convierte al almidon en un polielectrolito e incrementa
su solubilidad (Robert 1976). La FDA establece hasta el 3% de anhidrido succinico

para modificaciones con aplicaciones alimentarias y grados de sustitucion con GS
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cerca de 0.02. La modificacién de almidones con n-OSA (n-anhidrido octenil
succinico) fue patentada por Cadwell y Wurzburg (1953). Las soluciones acuosas
de los almidones alquenil succinatos y en particular almidones OSA, han sido
usadas para estabilizar concentrados de sabor en bebidas, aceite en aderezos,
para encapsular sabores, aromas y vitaminas en formulaciones mediante secado
por aspersion (Shogren y col. 2000). Almidones hidrolizados y octenilsuccinatados
de almidon ceroso de maiz se encuentran de manera comercial entre los que
destacan: HiCap, Capsul, Nlok, Emcap y Cleargum (Bhosale y Singhal 2006).

2.4.4.4.3 Almidones fosfatados

Los almidones fosfatados estan disefiados para superar las deficiencias
mostradas por los almidones nativos y la fosfatacion puede llevarse a cabo a
través de la esterificacion de los grupos hidroxilos con agentes fosforilantes, como
el tripolifosfato de sodio, €l meta fosfato de sodio y el oxicloruro de fésforo (Kim y
col. 1999, Sitohy 2000). En la Figura 10 se muestra la representacion de un
almidén fosfatado con TPS. De acuerdo a 1a FDA, el fosforo residual en el almidén
para uso alimenticio esta regulado en base al agente fosfatante empleado. Para el
almidon modificado por TPS el limite en el grado de sustitucion (GS) esta
establecido en 0.04 (Kim y col. 1999).

0 0 0 0

AlmidénOH+ N 0 lf! 0 EII! O—H-D*Na‘* —.-Mmiﬁﬂn-O—H—O Na + Na,HP,0,
o b b 0
N Na Na Na

Figura 10. Reaccién quimica durante la fosfatacion del almidén.
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El reactivo de tripolifosfato de sodio (TPS) es un anhidrido parcial del acido
ortofosforico y es utilizado para formar ortofosfatos de almidén monoéster con un
GS de 0.02. Puede usarse a temperaturas moderadas (100°C a 120°C) en la
fosfatacion del almidén. El almidon fosfatado por esterificacion ha sido preparado
para alcanzar niveles de fosfatacion mayores del 2% por la via de los métodos
convencionales. Sin embargo, la fosfatacion mediante el método de extrusion
termoplastica, normalmente produce almidones fosfatados a un nivel menor de
fosforo que van del 0.1 al 0.4% (Kim y col. 1999).

2.5 Amaranto
2.5.1 Caracteristicas generales

El amaranto (huautl/i en nahuatl) fue la principal cosecha en las dinastias
Azteca e Inca; su presencia en Tehuacan se remonta a 4 mil afios A.C. lo que lo
convierte en uno de los cultivos mas antiguos. La familia Amaranthaceae
comprende mas de 60 géneros y 800 especies de plantas herbaceas anuales y
perennes. El género Amaranthus (significa inmortal en griego) tiene tres especies
que producen grandes vainas repletas de granos, A. hypochondnacus y A.
cruentus, cultivadas en Mesoameérica, y A. caudatus en Peru; diversos materiales
geneticos derivados de estas especies son onginarios de Mesoameérica y de aqui

migraron a otras regiones del mundo (Paredes Lopez y col. 1989, Lehmann 1996).

El amaranto es un psudocereal, la planta crece en condiciones de baja
disponibilidad de agua, suelos pobres, altitudes elevadas, y ante la presencia de
infinidad de plagas; es decir, es tolerante a condiciones ambientales adversas bajo
las cuales los cereales tienen pocas opciones, por lo que tiene un gran potencial
econdémico, la produccion anual estimada en todo el mundo es de 470 x 10°
toneladas (Hauptli 1977, Lehmann 1996).

Las granos de amaranto contienen aproximadamente 4% de cenizas, 3.1-
11.5 de lipidos, 15-22% de proteina, 9-16% fibra dietaria, y 58-66% de almidoén.
Tiene un atractivo especial pues es una fuente rica en aminoacidos esenciales
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especialmente lisina y aminoacidos sulfurados, los cuales son limitados en otros
cereales (Pedersen y col. 1987, Tosi y col. 2001). Las gluteninas, representan la
mayor fraccion proteica en el grano de amaranto en un rango de 42-46%, del total
de proteina, las cuales son solubles en solucion alcalina (Radosavijevic y col.
1998). Actualmente el amaranto es considerado un cultivo aitemativo e
investigadores en muchas partes del mundo se han centrado en la mejora de las
caracteristicas agronomicas de la planta, la calidad nutricional y la tecnologia de
procesamiento de los granos.

2.5.2 Almidon de amaranto

Recientemente almidones con propiedades y funcionalidades diferentes han
atraido el interés de diferentes investigadores y la industria para diversas
aplicaciones. El componente mas abundante de las granos de amaranto es el
almidén, el cual se encuentra localizado en el perispermo, este contenido es
reportado en un rango de 48% a 69% (base seca) dependiendo de las especies, y
esta reportado que contiene de 92% a 95% de amilopectina (Saunders y Becker
1984). El almidon de amaranto ha recibido gran atencién, debido a sus pequerios
granulos que van de 1-3 pm y de forma esférica o poligonal (Irving y Becker 1985),
lo cual le confiere propiedades unicas para aplicaciones alimentarias y no
alimentarias, como sustitutos de grasa y revestimientos de papel ademas de que
el granulo muestra buena estabilidad al congelamiento/descongelamiento, y
resistencia a la cizalla mecanica (Singhal y Kulkami 1990).

Diferentes investigadores han reportado diferentes métodos de extraccion
para el almidén de amaranto a escala laboratorio, ya que debido a tamarfio de su
granulo es un proceso dificil. Los métodos mas utilizados son a través de la
molienda humeda-alcalina; sin embargo, altas concentraciones de alcali provocan
dafios en la calidad del almidén e incrementa costos (Radosavljevic y col. 1998).
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Radosavijevic y col. (1998) realizaron la extraccion de almidén de amaranto
a partir de granos, utilizando un método con una concentracion baja de NaOH y
aplicaron la accién de enzimas proteasas para el incremento en el rendimiento del
almidon obtenido. Estos concluyeron que utilizando una concentracion de 0.2% de
proteina y bajas concentraciones alcalinas se recobré cerca del 80% del total de
almidén presente en la semilla, finalimente a través del método utilizado,
obtuvieron almidones de mejor calidad, y observaron reduccion en costos.

Bhandari y Singhal (2002), realizaron un estudio donde optimizaron las
condiciones para la succinatacion de almidones de amaranto y maiz utilizando
anhidrido succinico, estos autores determinaron el porcentaje de los grupos
succinil y el grado de sustitucion de los almidones modificados de manera
convencional. Estos autores reportaron que los aimidones dernvatizados de ambas
fuentes presentaron grados de sustitucion relacionados con la concentracion de
reactivos y tiempo de reaccion.

Kshirsagar y col. (2008) realizaron la microencapsulacion de aceite de limén
en una matnz de almidon de amaranto modificado (hidroxipropilado), la extraccion
del almidon de amaranto a traves de método alcalino; estos autores reportaron
que el almidon de amaranto modificado presenta excelentes propiedades para ia
microencapsulacion de este principio activo.

39



3. HIPOTESIS

Es factible microencapsular células probiéticas utilizando almidones
modificados de amaranto mediante secado por aspersion. Asi como mantener |a
sobrevivencia de los probidticos microencapsulados cuando son expuestos a
condiciones simuladas del tracto gastrointestinal y durante el almacenamiento.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Microencapsular Bifidobacterium breve ATCC 15700 y Lactobacillus casei
ATCC 334 utilizando almidén de amaranto modificado como material de pared y
evaluar la sobrevivencia de estos organismos microencapsulados en diferentes
condiciones de almacenamiento, exposicion a condiciones simuladas del tracto
gastrointestinal (TGl) y durante el almacenamiento de las microcapsulas
incorporadas en un sistema modelo alimentario.

4.2 Objetivos especificos

. Extraer almidén nativo de amaranto y modificar quimicamente el almidon obtenido
mediante el método convencional (succinatacion y acetilacion) y mediante
extrusion termoplastica (fosfatacion).

. Caracterizar los almidones: nativo y modificados de amaranto.

. Microencapsular los probiéticos: Bifidobacterium breve ATCC 15700 vy
Lactobacillus casei ATCC 334 utilizando como agentes encapsulantes almidones
modificados de amaranto, empleando la tecnologia de secado por aspersion.

. Caracterizar las microcapsulas obtenidas (sobrevivencia, humedad, actividad de
agua y morfologia externa de las microcapsulas).

. Evaluar |la estabilidad de las microcapsulas conteniendo B. breve ATCC 15700y L.
casei ATCC 334 almacenadas a 25°C equilibradas en sales con actividades de
agua de 0.329, 0.536, y 0.765, y a 4°C con actividades de agua de 0.355, 0.587 y
0.807.

. Evaluar la sobrevivencia de los microorganismos microencapsulados en un
sistema modelo alimentario (avena instantanea) durante el almacenamiento a
25°C durante 35 dias.

. Evaluar la tolerancia a condiciones simuladas del Tracto Gastrointestinal (TGI) de
los microorganismos probidticos B. breve ATCC 15700 y L. casei ATCC 334

microencapsulados e incorporados a un sistema modelo alimentario (avena
instantanea).

41



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Metodologia general

I Extraccion del almidén de amaranto I

Modificaciéon quimica del almidén nativo
(Hidrélisis-Esterificacion)

. 2

Microencapsulacion de bacterias probioticas
mediante secado por aspersion

Evaluacion de la sobrevivenciade los
probioticos despues del secado y
caracterizacion de las microcapsulas

Evaluacion de la sobrevivencia de los
probiéticos microencapsulados durante el
almacenamiento a 4°C y 25°C

Evaluacion de la sobrevivencia de los
probioticos microencapsulados durante el

almacenamiento en sistema alimentario

-

Evaluacion de la sobrevivencia de los
probioticos microencapsulados en condiciones
simuladas del Tracto gastrointestinal (TGI)

Figura 11. Esquema general del desamollo de la investigacion.



Este proyecto se realizé en las instalaciones del Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, Unidad Querétaro. La parte
de simulacion del tracto gastrointestinal se desarroll6 en el laboratorio de
desarrollo e innovacién de alimentos de la Universidad Autbnoma de Queretaro.

5.2 Materias primas

Fueron donados por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP México) granos de amaranto (Amaranthus
hipochondnacus) variedad nutrisol. En este estudio fueron utilizadas las cepas de
Bifidobactenium breve ATCC 15700 y Lactobacillus casei ATCC 334 como
microorganismos probiéticos obtenidos de la coleccion de cepas “the American
Type Culture Collection® (ATCC*, Manassas, VA). Fue utilizado como control
almidon de maiz ceroso hidrolizado enzimaticamente y modificado N-lok obtenido
de National Starch and Chemical de México, S.A. de C.V.

5.3 Metodologia
5.3.1 Extraccion del aimidén de amaranto

La extraccion del almidén de amaranto se realizd a través de una molienda
hiumeda-alcalina (Myers y Fox 1994, Radosavljevic y col. 1898) con algunas
modificaciones, 1 Kg de grano de amaranto se colocé en un recipiente y se
agregaron 1.5 L de hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 N de manera que el grano
quedo totalmente cubierto por la solucion, se dejé 24 h en reposo con agitacion
repentina. En el método de extraccion utilizado en este trabajo, se basé en la
solubilidad de las proteinas de Osbome (1994); se utilizé una solucion de NaOH
0.1N para solubilizar las glutelinas encontradas en el grano de amaranto. Se lavo
el grano con agua hasta retirar totalmente los residuos de NaOH, posteriormente,
se realiz6 una molienda humeda con hielo en un molino de piedras (Fumasa), la
suspension de amaranto molido fue tamizada, con la finalidad de obtener el

almidoén, a través de una serie de mallas con abertura de 841 ym, 595 um, 420
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pum, 250 pym, 177 ym, 149 um, 74 ym y 62.5 ym mientras se enjuagaba el residuo
que quedo en la malla con una solucion fria de bisulfito de sodio (NaHSO3) 0.1 N.
Se centrifugd la suspension a 2500 rpm por 10 min en un equipo Hermle
Labortechnik, Germany modelo Z513K, el precipitado fue extendido en recipientes
de aluminio y secado en un homo Felisa a 40°C, posteriormente se molid en un
equipo Mini Pulvex modelo 100 y finaimente se tamizd usando una malla con
abertura de 250 um. EIl rendimiento (%) del proceso de extraccion fue calculado
de acuerdo a lo reportado por Calzetta y col. (2006).

5.3.2 Caracterizacion del almidon de amaranto
5.3.2.1 Contenido de humedad

El contenido de humedad se determind de acuerdo al metodo 934.0
descrito por la AACC (2000). Se colocaron recipientes de aluminio por una hora en
un hormo Felisa a temperatura de 110°C, una vez transcurmido este tiempo los
recipientes fueron colocados en un desecador hasta alcanzar la temperatura
ambiente, posteriormente, fueron pesados y este valor fue registrado como w;
Se tomaron 2.0 g de muestra de almidén previamente homogenizada en los
recipientes de aluminio (wz), nuevamente los recipientes fueron colocados en la
estufa a 110°C durante 24 h y se dejaron enfriar hasta temperatura ambiente
dentro de un desecador para luego ser pesados (ws). Los calculos se
determinaron con la siguiente formula:

w2 — w3
% Humedad = o x 100

Donde:

wi. masa del recipiente vacio (g).

wa. masa del recipiente con la muestra antes del secado (g).
w3: masa del recipiente con la muestra después del secado (g).
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5.3.2.2 Determinacion del contenido de proteina

Se utilizo el método 32.1.22 de la AACC (2000) con algunas modificaciones,
en un equipo micro Kjeldhal Gerhardt. Se colocé 1.0 g de muestra seca y
desengrasada en un tubo Kjeldhal, se agregaron 10 mL de acido sulfurico (H2S0O4)
concentrado y un comprimido del catalizador de sulfato de cobre (Il) y sulfito de
potasio (0.5 g de CuSQO4-5H,0 y 5.0 g de K>S0O4). Se colocod el tubo Kjeldhal en el
digestor dejandolo digerir hasta que alcanz6 una coloracion verde claro, la
solucion se dejo enfnar, posteriormente se colocé en el destilador un matraz
Erlenmeyer con 25 mL del indicador (verde de bromocresol y rojo de metilo en una
solucién al 4% de acido borico) y el tubo con la muestra donde se le agregaron de
10 a 15 mL de hidroxido de sodio (NaOH al 40%) y se destilaron por lo menos 100
mL. Finalmente el contenido del matraz fue titulado con solucién estandar de acido
clorhidrico (HCI 0.1 N). Para determinar el porcentaje de nitrégeno y de proteina
se utilizaron las siguientes relaciones:

(V)(Néc. )(0.014)
X
(m)

%Proteina = (%Nitrogeno) (Factor)

100

%Nitrogeno =

Donde:

V: Volumen de acido utilizado (mL).

N: Normalidad del acido.

m: Masa de la muestra (g).

Factor: el factor de conversién utilizado para el amaranto fue 5.85

5.3.2.3 Determinacion del contenido de extracto etéreo

La determinacién del extracto etéreo, se realizoé de acuerdo al método 30.10
descrto por la AACC (2000) con algunas modificaciones. Se colocaron 2.0 g de
muestra (P) en un dedal o cartucho el cual se cubrid con algodén. El cartucho fue
introducido en el cuerpo extractor del equipo Soxhlet para luego colocar un matraz
bola de 250 mL en la parte inferior de éste, llevado previamente a peso constante
(definido como P,) y ocupado hasta 2/3 partes de su volumen con éter etilico; se
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conectd el refrigerante al cuerpo del extractor, el agua se hizo circular por el
refrigerante y se inici6 el calentamiento hasta que se obtuvo una frecuencia de 2
gotas por segundo y la extraccion se efectué durante 5 h, después del tiempo
transcumrido de extraccién se suspendié el calentamiento, se retird el dedal y se
recuperd el solvente para finalmente colocar el matraz bola en un horno Felisa a
110°C permitiendo la total evaporaciéon del éter hasta obtener un peso contante
(definido como P;). Para calcular el porcentaje de extracto etéreo total se utilizo la
siguiente relacion.

) P2 —P1
% Extracto etéreo = P x 100

Donde:

P4. masa del matraz vacio (g).

P.:. masa del matraz con muestra (g).
P: masa de la muestra (g).

5.3.2.4 Determinacion del contenido de cenizas

Esta técnica fue realizada de acuerdo a lo descrito por el método 942.05 de
la AACC (2000). Se colocaron 2.0 g de muestra (m) en un crisol de porcelana a
peso constante (X4), el cual se colocd a fuego directo para quemar el material
hasta que ya no se desprendieran humos. El crisol fue llevado a una mufla Felisa
para efectuar la calcinacion completa por 5 h a 550°C. Posteriormente se dejo
enfriar la muestra por 8 h dentro de la mufla, para luego transferir el crisol a un
desecador y una vez que éste llegé a temperatura ambiente fue pesado (X,). Para
la determinacién del porcentaje total de cenizas se utilizd la siguiente relacion:

_ (X2 — X1)
%6Cenizas = = X 100

Donde:

X1: masa del crisol vacio (g).

X2: masa del crisol con las cenizas (g).
m: masa de la muestra (g).

46



5.3.2.5 Caracterizacion morfolégica de los granulos (SEM)

Se llevé a cabo por microscopia electronica de barrido (SEM por sus siglas
en inglés) de acuerdo con la metodologia descrita por Gunning y col. (1999) con
algunas modificaciones. Se utilizé un microscopio electrénico de barndo (ESEM
Phillips, modelo XL30, Holanda), en condiciones de bajo vacio (0.7 mBar) con un
voltaje de aceleracion de 15.0-20.0 KV, aproximadamente 50 pA de comente, un
detector GSE (Gaseus Secundary Electron) y un spotsize del laser de 3.8-4.6. Las
muestras de los almidones nativos y modificados fueron fijjadas en portamuestras
de aluminio con semicirculos de cinta adhesiva doble cara de grafito, expandidas
por medio de aire comprimido y observadas a diversos aumentos.

5.3.2.6 Contenido de amilosa

Esta determinacion se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por
Williams y col. (1970). Se pesaron 20 mg de la muestra en un matraz volumétrico
de 100 mL, se adicionaron 10 mL de una solucion 0.5 N de hidréxido de potasio
(KOH) y se mantuvo en agitacion continua (con un agitador magnético) por 5 min o
hasta que estuviera totalmente disperso el almidon, posteriormente se llevo el
volumen cuidadosamente hasta la marca de aforo. Se tomé un alicuota de 10 mL
de la solucion de almidon anterior, se situé en un matraz volumétrico de 50 mL y
se agregaron 5 mL de una solucion 0.1 N de acido clorhidrico (HCI), después se
anadieron 0.5 mL del reactivo de yodo (se colocan 20 g de yoduro de potasioy 2.0
g de yodo resublimado en un matraz volumeétrico de 100 mL, se disolvieron y se
llevaron a la marca de aforo con agua destilada, posteriormente se tomaron 10 mL
de esta solucién y se afadieron en un matraz volumeéetrnico de 100 mL, se
disolvieron y se aforé cuidadosamente con agua destilada). El volumen se llevo
hasta la marca de aforo, la solucién se dejo en reposo por 5 min y la absorbancia
del color azul fue medida a 625 nm en un espectrofotometro (UV- Visible
Spectrometer Cintra 20 GBC) también se corrié un blanco como referencia. Para
realizar la curva de calibracién se colocaron en matraces volumetricos de 100 mL
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las siguientes relaciones amilosa (mg)/amilopectina(mg): 2/8, 4/16, 6/24, 8/32,
10/40 y 12/48 y después se les dio el mismo tratamiento y lectura que a los 20 mg
de muestra mencionados con antenoridad.

§.3.2.7 Perfiles de viscosidad

Estos analisis se les realizaron a los almidones nativos, hidrolizados y
almidones modificados, fueron medidos en un equipo 3C Rapid Visco Analyzer
(Newport Scientific PTY LTD, Sydney Australia). Se colocaron 2.5 g (base seca)
de muestra cribada por una malla con abertura de 250 pm, adicionando la
cantidad de agua destilada necesaria para alcanzar un peso total de 28 g de
suspension en un recipiente de aluminio. La muestra se coloco en el viscosimetro,
el cual produce una agitacion rapida durante 10 s, para luego estabilizarse a
velocidad constante de 75 rpm. La temperatura inicial de 50°C fue mantenida
durante un minuto y posteriormente la temperatura fue elevada a 92°C a una
velocidad de calentamiento de 5.6°C/min. Una vez alcanzada la temperatura
indicada, ésta se mantuvo constante durante 5 min; el enfriamiento se llevd a cabo
a la misma velocidad de calentamiento hasta alcanzar una temperatura de 50°C.
La temperatura final se mantuvo constante durante 2 min y el tiempo total de la
prueba fue de 23 min manteniendo una agitacion constante durante todo el
analisis.

5.3.2.8 Propiedades térmicas

Esta técnica fue efectuada de acuerdo a la metodologia descrita por
Narvaez y col. (2007) con algunas modificaciones. Para llevar a cabo los analisis
térmicos se uso un calorimetro diferencial de bamdo (DSC Mettler Toledo modelo
821). 3 mg de muestra molida y cribada con malla 60 (250 ym) y 7 mg de agua
destilada fueron colocados en un crisol de aluminio de 40 L, que fue sellado con
una prensa Mettler Toledo. El crisol se colocé en el equipo; la muestra fue
sometida a calentamiento de 30°C a 100°C, a una velocidad de calentamiento de
10°C/min. Del termograma obtenido se determinaron los siguientes parametros:
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temperatura de inicio (To), temperatura final (Tc), temperatura de pico (Tp), asi
como la entalpia de gelatinizacion (AH).

§.3.3 Hidrdlisis acida

El almidén nativo de amaranto fue hidrolizado de acuerdo a lo reportado por
Murtia-Pagola y col. (2009). Se preparé una suspension de almidon al 40% de
solidos con una solucion que contenia acido clorhidrico (HCI) en una
concentracion de 3.4% con respecto a los so6lidos de almidén. La hidrolisis se llevé
a cabo a una temperatura de 50+2°C en un bafo Maria, manteniéndose en
agitacion constante durante 6 h. Posteriormente se ajusté el pH a 5.0 con una
soluciéon de hidroxido de sodio (NaOH) al 10% y la suspension fue centrifugada a
6000 rpm, durante 10 min en una centrifuga Hermle Labortechnik, Germany
modelo Z513K. El sedimento se recuper6 y lavd 2 veces con agua destilada para
eliminar residuos de acido. La pasta de almidén fue secada en un homo Felisa a
una temperatura de 45°C por 24 h, después el aimidon fue molido en un equipo
(Mini Pulvex modelo 100) y se tamiz6é con una malla de 250 ym para su posterior
modificacidon quimica

5.3.4 Modificaciones quimicas del aimidon
5.3.4.1 Fosfatacion de almid6n por extrusion termoplastica

Se realizd de acuerdo a lo reportado por Murtia-Pagola y col. (2009) con
modificaciones. La fosfatacion de almidon se realizé en un extrusor de tornillo
simple (CINVESTAV-IPN). Las temperaturas del barril fueron 50, 130 y 170°C en
las zonas de alimentacion, de transicion y de alta presion respectivamente, con
una velocidad de tomillo de 80 rpm y de alimentacién de 35 rpm, relacion de
compresion del tomillo de 2:1 y un dado con un diametro de salida de 4.0 mm. Se
emplearon 4 g de tripolifosfato de sodio/100 g de almidon acondicionado a 25% de
humedad, pH de 4.5-5.0 y almacenadas en bolsas de polipropileno a 4°C.
Posteriormente las muestras fueron extrudidas y molidas a 250 ym.
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5.3.4.2 Acetilacion de almidén usando el método convencional

Se siguid el método descrito por Phillips y col. (1999) en suspension
acuosa. Se dispersaron 100 gr de almidén hidrolizado por acido en 230 mL de
agua destilada, se ajusté el pH a 8.0 con soluciébn acuosa de NaOH al 3% y se
adicionaron por goteo 2.5 g de anhidrido acético/100 g de almidon en agitacion
constante. La suspensién de almidon se mantuvo en agitaciéon por 10 min
adicionales después de la adicion del reactivo y posteriormente fue centrifugada a
6000 rpm durante 10 min. La pasta del aimidén succinatado fue secada en un
homo Felisa a una temperatura de 40°C por 24 h, luego molido en un equipo (Mini
Pulvex modelo 100) y cribado en una malla de 250 um. Una vez llevada a cabo la
modificacién quimica, las muestras fueron acondicionadas a 25% de humedad y
extrudidas en las mismas condiciones de extrusion descritas para la fosfatacion de
almidon.

$.3.4.3 Succinatacion de almidén usando el método convencional

Se realizé de acuerdo al método descrito por Munia-Pagola y col. (1999) en
suspension acuosa. El almidon modificado fue extrudido en las condiciones
descritas para almidon fosfatado. Se prepar6é una suspension en agua al 30-35%
de solidos del almidon (base seca) sometido previamente a una hidrélisis acida, se
mantuvo en agitacion constante y se le adicion6é por goteo, anhidrido n-octenil
succinico en una proporcion de 2 mL/100 g de almidén en base seca, durante 2 h
y se ajusté continuamente a un pH de 8.0-8.5 con una solucién de NaOH al 3%.
Se mantuvieron las mismas condiciones durante un tiempo total de 6 h.
Posteriormente se ajusté el pH a 5.0 y la suspension fue centrifugada a 6000 rpm,
durante 10 min en una centrifuga Hermle Labortechnik, Germany modelo Z513K.
Se llevaron a cabo 2 lavados del sedimento con agua destilada para eliminar
residuos del reactivo. La pasta del almidén succinatado fue secada en un homo
Felisa a una temperatura de 40°C por 24 h, luego molido (Mini Pulvex modelo 100)
y cribado en una malla de 250 pm.
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5.3.5 Caracterizacion fisicoquimica de los almidones modificados
5.3.5.1 Grado de sustitucion (GS) en almidon fosfatado

El grado de sustitucion de foésforo se determiné de acuerdo al método
descrito por Smith y Caruso (1964) con algunas modificaciones. Las muestras de
almidoén nativo y fosfatado por extrusion se lavaron con una solucion de etanol al
65% (viv) y después con metanol anhidro para eliminar los fosfatos libres,
posteriormente las muestras se secaron en un horno Felisa a 40°C por 24 h. Se
colocaron 5.0 g de muestra molida y tamizada en una malla con abertura de 250
um, en un crisol de porcelana grande. Se agregaron 10 mL de acetato de zinc
dihidratado [Zn(O2CCHa3)2(H20),] al 10% distribuyéndolo uniformemente en toda la
muestra. El crisol se colocd en un plato caliente hasta que el liquido se evaporo
totalmente, a continuacién se calentd a fuego directo hasta carbonizar la muestra y
se introdujo en una mufla Felisa a una temperatura de 550°C durante 2 h. El crisol
se enfrid hasta temperatura ambiente y el residuo se humedecié con 3 mL de
acido nitrico (HNOs) al 29%. La muestra fue calentada en un plato caliente hasta
evaporar el contenido liquido y se colocé en la mufla a 550°C por 30 min.

Después de alcanzar la temperatura ambiente, las paredes del crisol se
lavaron con 10 mL de acido nitrico al 29% y se adicionaron 15 mL de agua. El
crisol fue cubierto con un vidrio de reloj, la solucion residual se calentd hasta
comenzar a hervir y se mantuvo asi durante 10 min. Se enfrid el cnisol a
temperatura ambiente y se filtrd su contenido a través de papel Whatman N° 1 en
un matraz volumétrico de 100 mL. La transferencia del residuo se complementé
adicionando 10 mL de agua al crisol en repetidas ocasiones, se aford y se mezclé.
Una alicuota de 25 mL (que no contenia mas de 2.4 mq de fosforo) se pipeted en
un matraz volumétrico de 100 mL. En otro matraz volumétrico fue preparado un
blanco con 25 mL de agua destilada.

Los siguientes reactivos fueron adicionados a ambos matraces: 20 mL de
acido nitrico (HNQO3) al 29%, 20 mL de vanadato de amonio (NH4VVO3) al 0.25% vy
10 mL de solucion de molibdato de amonio [(NH4)eM07024-4H20] al 5%. Ambas
soluciones se diluyeron hasta aforar con agua destilada y se mezclaron

vigorosamente, se dejé reposar durante 20 min hasta su lectura en el
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espectrofotometro. Se colocod el blanco en una celda de cuarzo y se determino la
absorbancia de la solucion a 460 nm en un espectrofotometro (UV- Visible
Spectrometer Cintra 20 GBC) esta lectura se us6 como referencia para fijar el

valor de cero absorbancia, postenormente se ley6 la muestra.

Para la curva de calibracion se prepararon soluciones estandar de fosforo
que contenian 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 mg de fésforo en 25 mL de agua destilada,
se colocaron en matraces volumétricos de 100 mL y se preparé un blanco con 25
mL de agua destilada. A cada matraz se agregaron los siguientes reactivos en el
orden indicado, agitando después de cada adicion: 10 mL de acido nitrico (HNO3)
al 29%, 10 mL de vanadato de amonio (NH4VO3) al 0.25% y 10 mL de molibdato
de amonio [(NH4)eMo0;0244H,0] al 5%. Todas las soluciones se aforaron con agua
destilada agitando vigorosamente y se dejaron en reposo durante 10 min antes de
su lectura en un espectrofotometro (UV- Visible Spectrometer Cintra 20 GBC). La
concentracion de fosforo (mg/100 mL) de la soluciones que contenian la muestras
se obtuvo de la ecuacion de la curva de calibracion. Las relaciones empleadas
para determinar la concentracion y el grado de sustitucion de fésforo son las

siguientes:
CVF
%Fosforo = 1000 M x 100
162P
GSresforo = (3100 - 124?)
Donde:

C: contenido de fésforo (mg/ 100 mL) obtenido de Ia curva de calibracioén.

V: volumen de la dilucion (es 100 mL si no se altera este volumen al diluir la
muestra filtrada).

F: factor de dilucion.

M: cantidad de muestra (g).

GSkssioro: grado de sustitucion de fésforo

P: porcentaje de fosforo del almidon fosfatado.

52



5.3.5.2 Grado de sustitucion (GS) en almidén acetilado.

El nivel de acetilacion se determiné de acuerdo con el método de Wurzburg
(1978). Esta detemminacion se le realizd a los almidones nativos y a los
modificados; se colocod 1.0 g de muestra en un matraz Erlenmeyer de 250 mL y se
adicionaron 50 mL de una solucion de etanol-agua (75% v/v). La mezcla se agito y
se mantuvo a 50°C durante 30 min. A continuacién se enfrié y se agregaron 40 mL
de hidroxido de sodio (NaOH) 0.5 N; esta mezcla se mantuvo durante 72 h con
agitacion ocasional. El exceso de alcali fue titulado con una solucién estandar de
acido clorhidrico (HCI) 0.5 N, usando fenolftaleina como indicador. La solucion se
dejo en reposo por 2 h. Las muestras de almidon nativo fueron usadas como
blancos. El porcentaje de acetil fue calculado de la siguiente manera:

(B—M) xNx0.043 x 100
w

% Acetil =

162 xS

GS = 2300 — (a2 x S)

Donde:

B: volumen gastado (mL) en la titulacién del blanco (almidén sin modificar).
M: volumen gastado (mL) en la titulacion de la muestra (almidén modificado).
N: normalidad del acido.

W: cantidad de muestra (g).

GS: grado de sustitucion en la acetilacion.

S: porcentaje de acetilacion del almidon acetilado.

162= peso molecular de las unidades de glucosa

4300= 100 x peso molecular del grupo acetil

42= peso molecular del grupo acetil.

5.3.5.3 Grado de sustitucion (GS) en almidén succinatado

El grado de succinatacion se determiné de acuerdo con el método de
Whistler y Paschall (1967). Una muestra de almidon de 5 g base seca (modificado
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y sin modificar) fueron disueltos en 50 mL de agua destilada y se adicionaron 25
mL de una solucién acuosa de NaOH 0.5 N a la mezcla de almidones y se dejo
reposar durante 24 h. El exceso de alcali fue titulado con una solucion estandar de
acido clorhidrico (HCI) 0.5 N, usando fenolftaleina como indicador. La solucion se
dejo en reposo por 2 h. Las muestras de almidén nativo fueron usadas como
blancos. El porcentaje de acetil fue calculado de la siguiente manera:

+ (B—M)x0.1xN
% Succinato = ™ x 100

162 X S

GS =
. 21000 — (209 x §)

Donde:

B: volumen gastado en la titulacién del blanco (mL) almidén sin modificar.
M: volumen gastado en la titulacion de la muestra (mL) almidén modificado.
N: normalidad del acido.

W: cantidad de muestra (g).

GS=: grado de sustitucién de succinato.

S: porcentaje de succinato del almidén succinatado.

162= peso molecular de las unidades de glucosa

21,000= 100 x peso molecular del grupo octenil succinil

209= peso molecular de grupo octenil succinil.

5.3.5.4 indice de Solubilidad en Agua (ISA) e Iindice de Absorcién de Agua
(1AA)

Estos analisis se les realizaron a los almidones en estado nativo y a los
modificados, de acuerdo al método descrito por Anderson y col. (1969). Se
colocaron 2.5 g (base seca) de almidén (M) en un tubo de centrifuga de 50 mL: se
adicionaron 40 mL de agua destilada a 30°C, se cubné y agito el tubo por 1 min.

Los tubos se mantuvieron a una temperatura de 30°C en un bano Maria, con
agitacion constante durante 30 min. A continuacion las muestras fueron
centrifugadas en un equipo (Hermle Labortechnik, Germany modelo Z513K) a
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3000 rpm durante 10 min. Se registr6 el peso del residuo sélido (Rcent) y el
sobrenadante se vaci6 en un crisol de aluminio a peso contante, el liquido
decantado se secd en un homo Felisa a temperatura de 110°C. El sedimento del
tubo se pesd y se registré el peso del residuo de evaporacién (Revap) para

emplearse en las siguientes relaciones:

IAA Rcent
~ M — Revap
Rev
ISA = Map x 100

Donde:

IAA: indice de absorcidn en agua (g de gel/g de muestra seca)
ISA: indice de solubilidad en agua (%)

Rcent: peso del residuo de centrifugacion.

Revap: peso del residuo de evaporacion.

M: peso en base seca de la muestra.

5.3.6 Microencapsulacion de Bifidobacterium breve ATCC 15700 y
Lactobacillus casei ATCC 334

Las células de ambas bacterias fueron obtenidas separadamente después
de la activacion por doble ftransferencia en caldo Lactobacili MRS, sobre
condiciones de anaerobiosis a 37°C por 48 h. Células en fase estacionaria fueron
obtenidas por centrifugacién a 6000 rpm por 15 min (Centrifuge Hermle Z200A), el
precipitado con células fue lavado dos veces con una solucion estéenl de peptona
al 0.9%. El paquete celular obtenido fue resuspendido en 10 mL de una solucién al

12% de leche reconstituida, la suspensién celular (con ~10° UFC g') fue mezclada
con una solucion de almidén modificado (acetilado, succinatado o fosfatado) y

almidéon control, se usaron 20 g (base seca/100 mL de agua destilada estéril) y
homogenizadas previo al secado por aspersion.
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Las microcapsulas fueron preparadas por el proceso de secado por
aspersion en un secador SD-Basic de LabPlant (Huddersfield, UK), bajo las
siguientes condiciones: temperatura de entrada 100°C-110°C, temperatura de
salida 70°C-80°C, diametro de la aguja 0.5 mm, velocidad de flujo 3 mL/s. Los
polvos con microcapsulas ambos probidticos fueron disueltos en una solucion
esteril de citrato de sodio al 2% usando un homogeneizador (Themolyne Type
37600 Mixer). El conteo bacteriano en las microcapsulas se realizé utilizando el
metodo de vaciado en placa. Las cajas petn fueron incubadas a 37°C por 48 h en
jarras de anaerobiosis. El conteo celular fue realizado por triplicado.

5.3.6.1 Sobrevivencia después del proceso del secado por aspersion

El recuento bacteriano después del secado por aspersion se realizd por
triplicado por el método de vaciado en placa. Se tomaron 1 g de microcapsulas y
se colocaron en 9.0 mL de diluyente citrato de sodio al 2% posteriormente con la
ayuda de un equipo vortex se rompieron las microcapsulas. Se tomé 1 mL de la
solucion y se coloco en 9 mL de solucién diluyente de peptona; se realizaron 8
diluciones mas de la muestra. Posteriormente se tomé una alicuota de 1 mL de las
1° a 8° diluciones y se colocaron en cajas Petri para luego agregarles agar MRS vy
homogeneizarias. A continuacion las cajas fueron incubadas (incubadora Thermo
Forma) a 37°C durante 36 h y se realizdé el recuento de colonias (contador de
colonias Felisa).

La viabilidad de las bacterias fue determinado en la suspensién de almidon
por el método de vaciado en placa (con ~10% UFC g™) antes del proceso de
secado por aspersion, obteniendo las UFC, inmediatamente después del proceso
se realiz6 el conteo bacteriano en el polvo recolectado. El rendimiento de la
microencapsulacion es decir, el porcentaje de inmovilizacibn de los
microorganismos fue calculado de acuerdo al método reportado por Picot y Lacroix
(2004) y este se calculd a partir de la siguiente formula:
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UFC/g antes del secado

Rendimiento de Inmovilizacion = x 100

ﬂvt:lme::r..lzluws:s del secado por aspersion

8

5.3.7 Caracterizacion de las microcapsulas después del secado por
aspersion

5.3.7.1 Contenido de humedad

El contenido de humedad de las microcapsulas fue determinado por
diferencia de peso en las muestras antes y después del secado en estufa a 100°C
en presencia de silica gel durante 24 h (o peso constante).

5.3.7.2 Actividad de agua

Para la determinacion de la actividad de agua de las microcapsulas se
empled un equipo Aqua Lab CX- 2 (USA) Las muestras fueron colocadas en
contenedores propios del equipo y la medicion se realizé a 25 °C.

5.3.7.3 Morfologia macroscoépica de colonias

Este fue obtenido después de la incubacién a 37°C por observacion

macroscopica con ayuda del contador de colonias Felisa (Fabricantes Feligneo,
S.A. de C.V. México).

5.3.7.4 Tincion de Gram

Este método se llevd a cabo de acuerdo a lo descnito por Rodriguez y col.
(2006) con algunas modificaciones. Se le realiz6 tincién de Gram a las colonias
que se desarrollaron a las 36 h mantenidas en incubacion. Para realizar el frotis se
colocd 1 gota de solucion fisiologica (solucion NaCl al 0.9%) en un portaobjetos
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limpio y seco; se tomé un asa y se flame6 en un mechero, se espero a que se
enfriara y con ésta se tomd un poco de la colonia a analizar para colocarla en la
gota de solucién fisiolégica y extender la muestra en el portaobjetos con la ayuda
del asa. Para fijar la muestra se pasé el portaobjetos por la flama del mechero (no
de manera directa) teniendo cuidado de que el calor no fuera excesivo. El calor
deseable es aquel en el que el portacbjetos sea apenas demasiado caliente para
ser colocado sobre el dorso de la mano. Para la tincion se le agreg6 el colorante
de cristal violeta al frotis en una cantidad suficiente como para cubrirlo por
completo. Se dejo actuar al colorante por 1 min al transcurrir este tiempo, se
enjuago el portaobjetos con agua. Después se le anadio lugol al portacbjetos en la
misma cantidad que el colorante anterior; se dejé6 en reposo por 1 min y se
enjuago nuevamente con agua y luego con etanol al 95% o con acetona, hasta
que ya no se presentara el color liquido azul. Nuevamente fue lavado con agua y
se esperd a que se secara el portaobjetos; a continuacion el frotis fue tefido con
safranina y se dejé actuar por 1 min, luego se enjuagé de nuevo con agua y se
dejo secar. Posteriormente el frotis se observé al microscopio optico.

5.3.8 Estabilidad de las microcapsulas con Bifidobacterium breve ATCC
15700 y Lactobacillus casei ATCC 334a25°Cy4°C

Se sigui6 el método de Rascén y col. (2010) con algunas modificaciones.
Las microcapsulas con células fueron evaluadas a 25°C equilibradas en sales con
actividades de agua de 0.329 (MgCl), 0.536 (Mg(NQO3)2) y 0.765 (NaCl) y a 4°C
con actividades de agua de 0.355 (MgCly), 0.587 (Mg(NOQOs);) y 0.807 (NacCl)
(Greenspan 1977, Labuza y col. 1985). Los polvos con células microencapsuladas
(1 gr base seca) fueron colocados en contenedores de aluminio y almacenados en
desecadores conteniendo soluciones saturadas previamente mencionadas, la
viabilidad de las células fue determinada a 0, 3, 7, 14, 21, 28 y 35 dias de
aimacenamiento a ambas temperaturas.
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5.3.9 Sobrevivencia de los microorganismos encapsulados Bifidobacterium
breve ATCC 15700 y Lactobacillus casei ATCC 334 en un sistema modelo
alimentario (avena instantanea)

Las microcapsulas (1 gramo base seca / 9 g de producto) fueron mezcladas
con avena precocida comercial. La mezcla fue homogenizada y colocada en
bolsas de polietileno cerradas herméticamente. Se almacenaron a 25°C y la
viabilidad de las bacterias en cada mezcla fue evaluada durante 0, 3, 7, 14, 21, 28
y 35 dias.

5.3.10 Tolerancia de Bifidobacterium breve ATCC 15700 y Lactobacillus casei

ATCC 334 microencapsulado a condiciones simuladas del Tracto
Gastrointestinal (TGI)

Se realizé de acuerdo a lo reportado por Charteris y col. (1998) con
modificaciones. Una muestra de 3 g (mezcla probiéticos-avena, con ~ 108 UFCl/g
como concentracion bacteriana inicial) se resuspendid en i) 3 mL de saliva
artificial simulada preparada de la siguiente manera 6.2 gL ™ cloruro de sodio, 2.2
gL™. de cloruro de potasio, 0.22 gL™ de cloruro de calcio y 1.2 gL™ de bicarbonato
de sodio, ademas se adiciond en ii) 24 mL jugo gastrico simulado que fue
preparado con 3 i;,|L‘1 de pepsina a pH 2 (El pH fue ajustado con 0.1 M HCL) las
muestras se homogenizaron manualmente por 1 min y se colocaron a 37°C
durante 2 h. Se monitoreé la cuenta viable de los microorganismos recién
colocados en la saliva y jugo gastrico simulado y después de las 2 h de
incubacion, Posteriormente las muestras fueron expuestas a condiciones
intestinales simuladas. Para ello se tomaron 25 mL de las suspensiones y se
centrifugaron a 6000 rpm durante 5 min. Se decanté el sobrenadante y sobre la
pastilla se adicioné 1 mL del sobrenadante recien decantado mas iii) 27 mL de
jugo intestinal simulado preparado de la siguiente manera, 1 gL' pancreatina y
1.5 gL sales biliares, a pH 8 (el pH fue ajustado con NaOH 0.1 M) las muestras
fueron colocadas en incubacion a 37°C durante 4 h. La cuenta viable de estas
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suspensiones fue determinada una vez que se agrego6 el jugo intestinal simulado y
a las 2 y 4 h de residencia de las muestras en la solucion. El diluyente para el
conteo viable de los microorganismos fue una solucién amortiguadora de fosfatos
que se prepard con 33 mL de solucion 0.2 M de fosfato monobasico de sodio y 67
mL de solucién 0.2 M de fosfato dibasico de sodio.

5.3.11 Caracterizacion morfolégica externa de las microcapsulas (SEM)

Se llevé a cabo usando un equipo de microscopia electronica de barrido
(ESEM Phillips, modelo XL30, Holanda) en condiciones de bajo vacio, de acuerdo
con la metodologia descrita por Gunning (1999) con algunas modificaciones. La
manera de preparar la muestra y las condiciones del equipo fueron las mismas
que las mencionadas anteriormente.

5.4 Analisis estadistico.

Se realizé un analisis de varianza y comparacion de medias mediante
pruebas de rango multiple de Tukey (p=0.05), utilizando el paquete computacional
JMP 5.0.1 (Rodriguez-Huezo y col. 2007).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Extraccion del almidén de amaranto
6.1.1 Rendimiento del proceso

Se obtuvieron rendimientos entre el 30- 34% del almidén extraido con
respecto a la cantidad de semilla que se utilizd. Se han realizado diferentes
investigaciones con el fin de incrementar el rendimiento de extraccion del almidon
de amaranto. Considerando que el grano de amaranto contiene en un rango del
48-69% de almidén concentrado en el perispermo (Saunders y Becker 1984).

Uriyapongson y Rayas (1994) obtuvieron rendimientos de 34.8% y 34.2%
para Amaranthus hipochondriacus y Amaranthus cruentus respectivamente, estos
autores no encontraron diferencias significativas entre los diferentes cultivos
evaluados. Radosavjevic y col. (1998) usando diferentes tratamientos alcalinos y
enzimas proteasas durante la extraccion de almidéon de amaranto obtuvieron
rendimientos de recuperacion de 43.2% y 50.3% con y sin el uso de enzimas
proteasas respectivamente, sin embargo, este metodo implica altos costos durante
la extraccion de polimero. Calixto y Arnao (2004) aislaron almidén de las granos
de amaranthus caudatus a partir de una extraccion alcalina con NaOH 0.25% y
desproteinizacion con alcohol isoamilico, estos autores obtuvieron rendimientos de
60.5 a 63.7% con una pureza de almidon del 94% al 97%.

Calzetta y col. (2006) En busqueda de un método que pueda ser aplicado a
escala industrial realizaron un estudio para evaluar el efecto de la concentracion
de metabisulfito de sodio y la temperatura de agitacion de los granos de amaranto
durante la etapa de remojo. Estos autores encontraron que con una concentracién
de 0.01 (p/v %) de metabisulfito de sodio y a 50°C de temperatura de agitacion
durante la extraccion del almidon se obtuvo un rendimiento mayor (49.4%). Como
resultado de sus investigaciones estos autores concluyeron que la concentracion
del reactivo utilizado esta directamente relacionada con el rendimiento de

extraccion de almidéon de amaranto.
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Debido al pequeiio tamaiio del granulo del almidén de amaranto se dificuité
la sedimentacion durante la extraccion realizada, por tal razén solo se logroé aislar
un porcentaje relativamente bajo en relacién a la cantidad de granos utilizados.

6.2 Caracterizacion del aimidén de amaranto

La caracterizacion fisicoquimica del grano y el almidén nativo de amaranto
se presenta en la Tabla 4. Los granos de amaranto fueron molidos en un molino
Pulvex y la harina homogeinizada con una malla con abertura de 40 pm.

Tabla 4.
CumEnsicién Eruximal del granoy almidon nativo de amaranto.

Humedad Proteina Extracto Cenizas AT;TSH

Muestra (%) cr::da etéreo (%) (%)

WO | T ;.| [ ——— i . i

Grano de 12.8

amaranto  0.04 16+0.07 65+£007 35+0.01

Almidon
nativo de 10.1 £ 3.2+ 12.38 +0.06
amaranto 0.07 0.03 1.7+007 0.8+0.002

*Medias de tres replicas + desviacion estandar. Todos los resultados estan
expresados en base seca a excepcion del porcentaje de humedad.

6.2.1 Contenido de humedad

En la Tabla 4 se presentan los valores obtenidos para el contenido de
humedad del grano y almidon nativo de amaranto. La determinacién de humedad
se realizé por diferencia de pesos debido a la pérdida de agua por la evaporacion
de la misma en la muestra. Para la harina del grano se obtuvo un valor de 12.8%
de humedad resultado que concuerda con lo reportado por Barba y col. (2009)
estos autores reportaron una humedad para las granos de Amaranthus caudatus
de 12.32% vy en harina de amaranto extrudida una humedad de 7.80%. En
general los cereales se caracterizan por su bajo contenido de humedad de
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alrededor de 9% a 12%. Choi y col. (2004) reportaron valores de 11.5% y 11.3%
de humedad para el grano y almidén de Amaranthus cruentus respectivamente.

El almidon nativo presenté un valor de 10.1%. Pérez y col. (1993)
reportaron valores de 8.34% y 8.88% para almidones nativos de A
hypochondriacus y A. cruentus respectivamente. Sin embargo, Calixto y Arnao
(2004) obtuvieron valores entre 11%-13%.

6.2.2 Determinacién del contenido de proteina

El contenido de proteina para el grano de amaranto fue de 16% (base seca)
valor similar a lo reportado por Barba y col. (2009). Estos autores reportaron
contenidos de proteina en un rango de 14.8% a 17.3% (base seca) en diferentes
variedades de amaranto. Este porcentaje es alto en comparacion con otros
cereales de gran consumo humano como trigo (12-14%), arroz (7-10%) y maiz (9-
10%) (Chang y Sosulski 1985).

Dentro de las proteinas mas representativas del grano de amaranto se
encuentran albuminas, 11S-globulina (amarantina), globulina-P y glutelinas (Tapia
y col. 2007). Duarte-Correa y col. (1986) reportaron las siguientes fracciones para
la semilla de amaranto A. hipocondriacus albumina 65%, globulinas 17%,
prolaminas 11%, glutelinas 7%, Sin embargo, existen diferentes reportes del
porcentaje de acuerdo a la especie, ya que para A. caudatus y cruentus se
reportaron valores de glutelina del 44%-46%, globulinas del 19%-20%, albuminas
de 19%-20% y prolaminas del 1%-2% respectivamente.

A diferencia de los cereales esta reportado que el grano de amaranto
presenta alto contenido de aminoacidos esenciales como leucina, lisina, metionina
valina treonina con valores superiores a los estandares establecidos por la
FAO/MWHO (Gamel y col. 2006). Becker y col. (1981) realizaron un estudio en diez
diferentes cultivos de granos de amaranto, donde determinaron la composicion
quimica de los granos. Estos autores reportaron un rango de 15.33% a 18.19% de
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proteina para las diferentes variedades en estudio, ademas de un alto contenido
de lisina.

Radosavjevic y col. (1998) reportaron que un alto rendimiento y una alta
recuperacion de almidén, asi como un bajo contenido de proteina en el almidon
extraido son indicadores de una eficiente molienda hiumeda. Para el almidon
nativo de amaranto se obtuvo 3.2% de proteina (base seca) valor relativamente
alto comparado con la extraccion realizada con tratamientos enzimaticos y
moliendas humedas durante la extraccion del polimero. Manni y col. (2008)
reportaron que el contenido de proteina del almidon de Amaranthus
mantegazzianus fue de 1.47% el cual es un resultado menor que lo encontrado en
el presente trabajo, esta diferencia puede atribuirse al método de extraccion con el
que se aislo el almidon. Radosavjevic y col. (1998) reportaron valores de 0.10% a
0.22% de contenido de proteina; Sin embargo, durante el método de extraccion
utilizaron enzimas proteasas que dieron como resultado un bajo contenido
proteico.

6.2.3 Determinacion del contenido del extracto etéreo

Se obtuvieron valores del extracto etéreo de 6.5% para la semilla de
amaranto y 1.7% para el almidon nativo extraido (Tabla 4). Estos valores son
similares a los reportados por Uriyapongson y Rayas- Duarte (1994) quienes
reportaron para almidon extraido de Amaranthus cruentus y Amaranthus
hypocondriacus, valores de 1.23% y 1.40% respectivamente. Bello-Pérez y col.
(1998) reportaron un contenido de grasa de 0.2% para Amaranthus
hypochondriacus; estos autores atribuyeron las posibles diferencias entre los altos
y bajos valores reportados para el contenido de grasa a las diferentes especies del
grano de almidon.

64



6.2.4 Determinacion de cenizas

En la Tabla 4 se presentan los valores obtenidos de cenizas para el grano
de amaranto y el almidon extraido 3.5% y 0.8% respectivamente. Uniyapongson y
Rayas- Duarte (1994) reportaron porcentajes similares a los encontrados en este
trabajo, para harinas de amaranto, con valores de 2.24% a 3.46% y para almidoén
de amaranto obtenido por diferentes métodos valores de cenizas entre 0.10% a
0.30%. El grano de amaranto esta constituido por una importante cantidad de
minerales como fésforo, potasio, magnesio, hierro y calcio, entre otros los cuales
no son separados completamente durante la extraccion alcalina del almidon
(Gamel y col. 2006).

6.2.5 Caracterizacion morfolégica de los granulos (SEM)

El examen microscépico de los granulos finos de almidon de amaranto
mostro uniformidad en la forma hexagonal y de tamafio muy pequeno el cual vano
de 1 a 5 ym (Figura 12). Se puede observar que el método de extraccion no dafib
estas caracteristicas de los granulos. Los granulos estan integros sin grietas, ni
dafio alguno, estos resultados concuerdan con lo reportado por Choi y col. (2004)
quienes utilizaron un tratamiento alcalino para la extraccion del almidon; también
coinciden con Radosavijevic y col. (1998) los cuales utilizaron proteasas y un
tratamiento alcalino para la extraccion de almidon de amaranto. Estos autores
concluyeron que las diferencias entre los métodos de extracciéon no afectaron la
forma ni el tamafo de los granulos. En las microfotografias se observa que los
granulos de aimidon de amaranto forman aglomerados. A este respecto Qian y
Kuhn (1999) reportaron que este es un fenémeno muy comun en los granulos
pequerios el cual se atribuye a los residuos de proteina y lipidos que no son
removidos durante la extraccion del almidon.
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Figura 12. Microfotografia de granulos de almidén nativo de amaranto obtenido
por molienda humeda-alcalina.

6.2.6 Contenido de amilosa

El contenido de amilosa es un factor importante que afecta ciertas
propiedades del almidon como la capacidad de hinchamiento, la solubilidad y la
formacion de geles (Choi y col. 2004). En la Tabla 4 se presenta el porcentaje de
amilosa en el almidéon de amaranto (12.38%) lo que se traduce en un alto
contenido de amilopectina (87.62%). Yangzhou y Stuttgart (1999) reportaron para
Amaranthus cruentus 7.8% de contenido de amilosa.

Uriyapongson y Rayas (1994) reportaron un contenido de amilosa de 5.79%
y 6.81% en Amaranthus hypochondriacus y Amaranthus cruentus
respectivamente, también reportaron que el contenido de amilosa en el almidon de
amaranto es muy variable ya que existen especies cerosas y otras de tipo no
ceroso. Calixto y Armao (2004), reportaron valores de amilosa de entre 6.8% a
24 2% para tres variedades de almidones de amaranto, estos autores reportaron
que la variedad que presenté un valor de 6.8% de amilosa, es considerado del tipo
ceroso, ademas que las diferencias en la composicion entre diferentes variedades
puede ser atribuida a factores ambientales y biologicos. Es importante destacar
que el bajo contenido de amilosa en el almidon de amaranto es una propiedad
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muy importante para sus aplicaciones futuras en la industria alimentaria y
farmacéuticas siendo el almidén de amaranto una alterativa ante otros cultivos.

6.2.7 Perfiles de viscosidad

Por lo general los almidones en estado nativo presentan una naturaleza
hidrofilica, son poco solubles en agua fria y producen pastas de alta viscosidad al
ser suspendidos en agua y calentados En la Figura 13 se observa el
viscoamilograma del almidén de amaranto, la Tabla 5 muestra los parametros
obtenidos a partir del viscoamilograma en estado nativo del almidon. Se obtuvo
una viscosidad maxima de 1771 cP, viscosidad minima de 1135 cP, viscosidad
final 1203.50 cP y finalmente una viscosidad de retrogradacion de 68.50 cP.
Resultados similares fueron reportados por Yangzhou y Stuttgart (1999); estos
autores obtuvieron una viscosidad maxima de 1662 cP para el almidon de
amaranto nativo de la especie Amaranthus cruentus. Es importante mencionar que
el comportamiento del perfil viscoamilografico del almidon de amaranto
(pseudocereal) muestra un comportamiento normal similar al de los almidones de
cereales y raices.
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Figura13. Viscoamilograma de almidon nativo de amaranto.
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Pérez y col. (1993) evaluaron la viscosidad de almidéon de Amaranthus
hypochondnacus y obtuvieron bajos valores de viscosidad comparado con otros
cereales convencionales, estos autores reportaron que la posible razon a este
comportamiento fue debido al bajo contenido de amilosa presente en el almidén
de amaranto. De la misma manera Paredes-L6pez y col. (1994) reportaron que las
cadenas de corta longitud del aimidon de amaranto (amilosa), podrian explicar la
baja viscosidad que presenta el almidéon de amaranto, debido a que moléculas
mas grandes contribuyen mas a la viscosidad del liquido en una solucion o
emulsion, desde un punto de vista reologico. Por otro lado cabe mencionar que
estas propiedades como el bajo valor de retrogradaciéon (636 cP) obtenido a partir
del perfil viscoamilografico le confieren caracteristicas importantes al almidon de
amaranto como |a estabilidad ante el enfriamiento y posiblemente el bajo grado de
sineresis del almidon por lo que este puede ser de gran potencial para el uso de
agentes espesantes, aplicado como aditivo en salsas, sopas frias y productos
refrigerados. Ha sido reportado que el almidon de amaranto presenta mayor
estabilidad a condiciones de enfriamiento que el aimidon ceroso de maiz y de
platano (Bello-Pérez y col. 1998).

Tabla 5.

Parametros de viscosidad del almidon nativo de amaranto determinados por RVA

Visc. Visc. Visc. de
Muestra maxima minima \ﬁs;%na] retrogradacion
(cP) (cP) (cP)*
Almidon de 17710 11350 12035 68.5

amaranto nativo
* Viscosidad de retrogradacion= Viscosidad final - Viscosidad minima.

6.2.8 Propiedades térmicas

En almidones nativos durante la gelatinizacion, estructuras helicoidales

dobles y cristalinas se interrumpen simultaneamente. La entalpia de gelatinizacion
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(AH) puede corresponder a la interrupcién del orden de la doble hélice y se ilustra
por endotermas de DSC en el intervalo de 50°C a 70°C (Colonna y col. 1992).

La calorimetria diferencial de bamido (DSC, por sus siglas en inglés) se ha
utiizado ampliamente para estudiar el comportamiento térmico de gelatinizacion
del almidon y la retrogradacion. La endoterma de fusibn DSC de almidon
proporciona la entalpia, asi como las temperaturas para la fusién de la estructura
cristalina en el almidon, que refleja el grado y la perfeccion de la cristalinidad. La
entalpia de gelatinizacion (AH) a menudo se relaciona positivamente con la
cantidad de cnstales (estructura helicoidal doble o simple) del almidén (Liu y col.
2006).

La temperatura de inicio (Ti) representa la temperatura de fusion de los
cristales menos estables. La temperatura de pico (Tp) sugiere la temperatura de
fusion de la mayoria de los cristales de almidén. La temperatura final (Tf) indica la
temperatura de fusion de los cristales mas estables. El rango de temperatura de
fusion (AT), es decir, AT= Tf-Ti, indica el grado de heterogeneidad de los cristales
del polimero (Biliaderis 1992). Cuanto mayor sea el rango de temperatura de
fusion (AT), los cristales de almidéon son mas estables y uniformes (Durrani y
Donald 1995).

La Figura 14 muestra el termograma para el almidén nativo de amaranto
del cual se obtuvieron los parametros térmicos presentados en la Tabla 6 que
incluyen: Ti= Temperatura de inicio de gelatinizacion, Tp= Temperatura de pico,
Tf= Temperatura final de gelatinizacion, AH= Entalpia de gelatinizaciéon y AT= el
rango de temperatura de fusion.
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Figura 14. Termograma de gelatinizaciéon del almidén nativo de amaranto.

Tabla 6.

Propiedades térmicas del aimidén de amaranto nativo obtenidas por Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC).

Muestra AH (J/qg) Ti (°C) Tp(°C) TIF(°C) AT (°C)
Amaranto nativo 10.49 64.20 69.41 75.26 11.06

Ti= Temperatura de inicio de gelatinizacién, Tp= Temperatura de pico, Tf=
Temperatura final de gelatinizacion, AH= Entalpia de gelatinizacién y AT= Tf-Ti
rango de temperatura de fusion.

Con respecto a la temperatura de gelatinizacion los resultados son similares
a los reportados por Wu y col. (1995) quienes encontraron un rango de
temperatura de gelatinizacion entre 64.5°C a 87.5°C para almidén de amaranto.
Uriyapongson y Rayas-Duarte (1994) extrajeron almidébn de Amaranthus
hypochondniacus X hybridus siguiendo una metodologia semejante a la utilizada
en el presente trabajo y sefialaron los siguientes valores para las propiedades
térmicas del almidén nativo: Ti=63.3 °C, Tp=67.8 °C, Tf= 75.9°C AH= 20.2 J/g.
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Yangzhou y Stuttgart (1999) obtuvieron los siguientes valores Ti= 66.3°C,
Tp=74.5°C y Tf=86.9°C estas diferencias probablemente sean atribuidas al
método de extraccion del almidén y/o variedad del grano de amaranto, asi como el
tamafio de granulo. Radosavijevic y col. (1998) reportaron que el método de
extraccion es un factor que puede inducir variaciones en las propiedades térmicas
del almidon; los valores reportados por estos autores para el almidon de amaranto
extraido por tratamiento alcalino fueron de Ti= 70.6°C, Tp= 74.3°C, Tf= 82.9°C y
AH= 15.0 J/g y por tratamiento alcalino adicionado con enzimas proteasas fueron
de Ti=65.5°C, Tp=69.2°C, Tf=°Cy AH= 14.4 J/g.

Con respecto a la entalpia de gelatinizacion (AH) se obtuvo un valor de
10.49 (J/g). Yangzhou y Stuttgart (1999) reportaron un valor de 2.58 (J/g) valor
bajo comparado con el obtenido en este trabajo, de acuerdo al valor obtenido de
AH podria indicar una mayor compactacion en la estructura molecular intema y un
mayor grado de cristalinidad en el almidon comparado con aquellos de menor AH.
Las variaciones entre muestras en la estructura cristalina producen diferencias en
las temperaturas de gelatinizacion. Los granos poco compactos presentan
generalmente granulos de almidon de mayores tamaios (>10 pym). Los granulos
con cristalinidad alta muestran altas temperaturas y entalpias de gelatinizacion
(Narvaez y col. 2006).

6.3 Perfil de viscosidad de los almidones hidrolizados

Los primeros intentos de modificar las propiedades del almidén nativo con
el fin de mejorar su funcionalidad para aplicaciones industriales y de esa manera
extender su utilidad estuvieron dingidos en llevar a cabo un cambio en el almidén
que le permitiera ser calentado a concentraciones de solidos mas elevadas con
relacion a los almidones sin modificar. Esta modificacion es llamada conversion o
hidrolisis de almidon e involucra el tratamiento del granulo de almidén con medios
quimicos y/o fisicos para romper o fragmentar algunos o todos los granulos de
almidon, formando estructuras mas deébiles y disminuyendo por un lado su

capacidad de hinchamiento cuando son calentadas en agua y por otro,
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disminuyendo el tamario de las moléculas. Como resultado, la viscosidad de la
solucion producida cuando el almidéon es calentado en agua se reduce,
permitiendo que el almidon convertido o hidrolizado se disperse a mayores
concentraciones de sdlidos que el almidon sin modificar (Wurzburg 1989).

El principal objetivo de realizar la hidrélisis acida en el almidén nativo fue
reducir la viscosidad del aimidén. Esto se logré utilizando una solucién de HCI en
diferentes tiempos de hidrélisis. Se realizaron tres ensayos a 2 horas de agitacién
constante, 4 h y 6 h de reaccion del almidén con la solucién de HCI. En la Figura
15 se muestran los perfiles de viscosidad para los almidones hidrolizados donde
se aprecia que se redujo drasticamente en comparacion con la viscosidad del
almidéon nativo de amaranto (cP 1771.0). Muria-Pagola y col. (2009) reportaron
para almidones hidrolizados de maiz normal y tipo ceroso después de un tiempo
de reaccion de 6 horas, en las mismas condiciones que las realizadas en este
trabajo, obtuvieron viscosidades entre 1000 cP a 1500 cP, con reducciones de
viscosidad de entre un 40% y 50% a partir del almidén nativo de maiz y de tipo
ceroso respectivamente. En los viscoamilogramas del almidon de amaranto se
puede observar que el efecto del la solucion de HCI fue mayor en comparacion
con lo reportado por Muria-Pagola y col. (2009).

Los almidones hidrolizados con un tiempo de 6 horas fueron utilizados para
las diferentes modificaciones quimicas realizadas en este trabajo. Las regiones
amorfas del almidon son hidrolizadas mas rapidamente que l[as regiones
cristalinas durante la hidrolisis a temperaturas bajas de gelatinizacion (BeMiller
1965). Wang y col. (2003) reportaron que almidones de maiz tratados con
diferentes concentraciones de HCI (1.0N, 0.06N y 0.14N) exhibieron diferentes
perfiles de viscosidad y contenido de amilosa. Anadiendo estos autores que las
cadenas de amilosa y amilopectina fueron hidrolizadas de acuerdo a la

concentracion de reactivo utilizado.
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Figura 15. Perfiles de viscosidad para los almidones hidrolizados de amaranto.

6.4 Caracterizacion Fisicoquimica de los almidones modificados
6.4.1 Grado de sustitucion (GS) en almidén fosfatado

El contenido de fésforo fue 0.38% £+ 0.05 y un GS 0.02 + 0.00. Landerito y
Wang (2005) obtuvieron almidones fosfatados de almidon de maiz ceroso
mediante extrusion termoplastica usando una combinacion de tnpolifosfato y
trimetafosfato con 1.63% de contenido de fésforo. Chang y Lii (1992) reportaron
valores maximos de GS de 0.040 en almidones de maiz y yuca empleando 4% de
TPS al 15% de humedad y 200°C de temperatura de extrusion lo cual concuerda
con lo sefalado en este trabajo.

O'Brien y col. (2009) reportaron el contenido de fosforo en diferentes tipos
de almidones modificados por el métoda convencional en un rango de entre 0.27
043 y de 0.27 a 0.33 a pH 90 y 11.0 respectivamente. Pérez y col. (1993)
realizaron la modificacion quimica por el meétodo convencional de almidon,
extraido de granos de A. hypochondnacus (K343) y A. cruentus y determinaron el
contenido de fosforo y obtuvieron 0.25% y 0.20%. Se puede observar que existen
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diferencias entre los diferentes contenidos y grados de sustitucion reportados, esto
probablemente como resultado del tipo de almidén, tipo y concentracion de
reactivo utilizado, efectos del pH y métodos para el céiculo de los resultados.

El conocimiento sobre los cambios estructurales en el granulo de almidon
causados por la modificacion con reactivos quimicos es de importancia para
la comprension de los cambios en las propiedades funcionales y para el
desarrolio de almidones modificados con las propiedades deseadas. Sung y col.
(2005) reportaron que los grupos fosfato sustituidos en la molécula de almidén a
traves de la esterificacion son adicionados al grupo de amilosa del almidén. Otro
factor que influye en el grado de entrecruzamiento es el tamafio del granulo ya que
se ha reportado que los granulos pequefios son derivatizados en mayor medida
con relacion a los de mayor tamaiio (Singh y col. 2007).

El contenido de fésforo y el grado de sustitucion obtenido en este trabajo es
apropiado de acuerdo a los requenmientos de la FDA para su utilizacion como
aditivos en alimentos (para el almidén modificado por TPS el limite en el grado de
sustitucion (GS) esta establecido en 0.04). Por otro lado, las ventajas que ofrece el
proceso de extrusion es la no generacion de efluentes durante la modificacion
quimica y la utilizacion de menor cantidad de reactivos utilizados.

6.4.2 Grado de sustitucion (GS) en almidon acetilado

La acetilacion del almidon fue realizada por el metodo convencional y una
vez modificado el almidén acetilado fue sometido a extrusion, el porcentaje de
grupos acetilo y GS de los almidones acetilados fue de 2.32% + 0.00 y 0.08 *
0.00, respectivamente. Murta-Pagola y col. (2009), reportaron resultados similares
con 0.03 de grado de sustitucion para almidon de maiz ceroso modificado en las
mismas condiciones llevadas a cabo en este trabajo; estos autores concluyeron
que los grupos acetil con caracter hidrofobico introducidos al almidén le aportan
caracteristicas deseables durante la emulsificacién de estos materiales ademas de

ser buenos maternales encapsulates de sabores.
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Vasanthan y col. (1995) reportaron el contenido de grupos acetil entre
1.01% y 2.80% usando diferentes fuentes de almidén como almidén de papa,
maiz ceroso, maiz normal, chicharos y lentejas con 5% y 10% de anhidrido
acético. Singh-Sodhi y Singh (2005) reportaron porcentajes similares de acetilacion
(2.26%—3.68%) y grados de sustitucion de (0.09-0.14) para diferentes variedades
de almidén de arroz. Estos autores reportaron que las diferencias en el contenido
de grupos acetil podria ser atribuido a las diferentes condiciones de reaccion y

fuentes de almidén utilizados.

6.4.3 Grado de sustitucion (GS) en almidén succinatado

La succinatacion confiere caracter hidrofébico e hidrofilico a la molecula del
almidon (Bhosale y Singhal 2006). El porcentaje de grupos octenil y los grados de
sustitucion de los almidones modificados de amaranto fueron 2.90% + 0.016 y
0.02 £ 0.00, respectivamente. Bhosale y Singhal (2006) reportaron un incremento
lineal en el GS de almidones de maiz y amaranto succinatados, a medida que se
incrementé la concentraciéon de n-OSA (anhidrido n-octenil succinico). Estos
autores encontraron un GS de 0.022 para el almidén de amaranto y de 0.021 para
el almidén de maiz ceroso resultados similares a los encontrados en este trabajo.

Song y col. (2006) realizaron la succinatacion de almidones de amroz vy
reportaron grados de sustitucion de 0.018 - 0.046, en este estudio mencionaron
que la succinatacién y la eficiencia de la modificacion esta en funcion de la
concentracion del aimidon durante la reaccion, el periodo de reaccion, el pH, la
temperatura y finalmente la concentracion de reactivo utilizado. Ademas de que la
modificacién con OSA se lleva a cabo en la superficie del granulo en algunos
poros formados; Sin embargo, esta no causa maodificacion en el patron de
difraccion en la zona cristalina (amilopectina) en almidones con un GS de 0.046.
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Shogren y col. (2000) en busqueda de un mejor entendimiento del
comportamiento de la reaccién durante la succinatacién realizaron {a modificacion
quimica de almidon de maiz ceroso y reportaron grados de sustitucion de entre
0.03-0.11; estos autores reportaron que probablemente la distribucion de grupos
OSA son distribuidos en el interior del granulo en las regiones amorfas (amilosa)
de las moléculas de la amilopectina. La FDA establece un nivel maximo del 3% de
agregado de OSA como agente modificador de almidones para su utilizacion en
alimentos. De acuerdo a los resultados obtenidos el almidén succinatado de
amaranto puede ser empleado como aditivo de acuerdo con las regulaciones
establecidas.

6.4.4 indice de Solubilidad en Agua (ISA) e indice de Absorcién de Agua
(IAA)

IAA e ISA son determinaciones que muestran el cambio en la estructura del
granulo de almidon. En la Tabla 7 se muestran los valores de |IAA (g de gel/g de
muestra seca) e ISA (%) para el aimidon nativo de amaranto y para los almidones
modificados. Los valores obtenidos para el almidon de amaranto nativo fueron
para |AA 2.1 (g de gel/g de muestra seca) y de ISA 6.0%; Sin embargo, después
de las modificaciones quimica y mecanica (extrusion) se incrementaron estos
valores. Resultados similares fueron obtenidos por Hevia y col. (2002). Estos
autores reportaron valores de IAA que varniaron de 2.27 a 2.50 (g de gel/g de
muestra seca) y de ISA de 4.54% a 8.94% para el almidon nativo de Amaranthus
spp. Los bajos valores de IAA e ISA encontrados para el almidon nativo de
amaranto son debidos de la alta cristalinidad del almidon nativo, lo que da como
resultado la baja solubilidad en agua (Bhosale y Singhal 2006).

La severidad del tratamiento térmico en el extrusor aumenta
progresivamente los valores del ISA, lo que indica un aumento en la degradacion
del almidbn en moléculas mas pequenas. Para el almidon succinatado (caracter
hidrofilico e hidrofobico) se obtuvieron valores de IAA 3.5 (g de gel/g de muestra
seca) y de ISA de 19.8%. La introduccion de grupos hidrofobicos en estos

almidones en bajos niveles de sustitucion (0.01-0.1) le confiere propiedades
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los granulos con una estructura unida fuertemente muestran una baja capacidad
de absorcion y de solubilidad. De esta manera, con las modificaciones quimicas
que implican la introduccion de ciertos grupos en los granulos de almidon puede
reducirse la fuerza de los enlaces ocasionando el incremento de la absorcion y de
la solubilidad en agua (Sitohy y col. 2000).

6.4.5 Perfiles de viscosidad

En la Figura 16 se muestran los perfiles de viscosidad de los almidones
modificados: fosfatado, succinatado y acetilado asi como del almidén control N-lok,
estos desarrollaron viscosidades muy bajas por abajo de los 400 cP cuando inicia
la etapa de calentamiento en el equipo; Sin embargo, se puede observar que
durante la etapa de homogeinizacion del equipo los almidones a temperatura
ambiente presentaron viscosidades inferiores a los 850 cP y como resultado del
calentamiento estos muestran un decremento en la viscosidad en todos los
almidones evaluados. Las bajas viscosidades obtenidas es atrnibuido a que antes
de la modificacion quimica se hidrolizaron con HCI y posteriormente extrudidos.
Murua-Pagola y col. (2009) reportaron resultados similares a los obtenidos en este
trabajo para almidones modificados de maiz tipo ceroso. Esto atribuido a la
desintegracion de la estructura de almiddén debido al cizallamiento, presion y
temperatura durante la extrusion (Chang y Lii 1992). Usualmente los almidones
modificados por extrusién exhiben bajos perfiles de viscosidad comparados con
los almidones modificados por el método convencional. Los resultados obtenidos
en este trabajo estan de acuerdo a lo reportado por Wurzburg (1995) quien
menciona que el peso molecular del aimidon puede ser reducido con ia hidrélisis,
para producir almidones con baja viscosidad. La viscosidad de los almidones
succinatados es generalmente mayor con relacion a otros almidones
derivatizados. Este fenomeno puede ser debido al efecto asociativo de las
cadenas hidrofébicas de la molécula del almidon y la formacion de complejos
amilosa-succinato (Orteja-Ojeda y col. 2005).
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Thirathumthavom y Choroenrein (2006) realizaron la succinatacion de
almidones de tapioca y arroz hidrolizados y por el método convencional de
succinatacion; estos autores encontraron que las viscosidades de los almidones
succinatados fueron mayores a las viscosidades presentadas por el almidon nativo
para ambos tipos de almidon. Lo cual demuestra una ventaja adicional para el
proceso de extrusion después de haber realizado la succinatacion por el método
convencional. Resultados similares fueron encontrados por Sodhi y Singh (2005)
quienes acetilaron diferentes vanedades de almidon de amoz, estos autores
encontraron que estos presentaron mayor viscosidad con relacion al almidén
nativo.
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Figura 16. Perfiles de viscosidad para los almidones modificados de amaranto.

6.5 Microencapsulacion de Bifidobacteium breve ATCC 15700 y
Lactobacillus casei ATCC 334

6.5.1 Sobrevivencia despueés del proceso del secado por aspersion

La microencapsulacion por secado por aspersion es un proceso eficiente
que puede producir grandes cantidades de material. Sin embargo, esta econémica
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y efectiva tecnologia es raramente considerada para la microencapsulacion de
microorganismos debido a la alta mortalidad resultado de la deshidratacion e
inactivacion témmica que sufren los microorganismos. En este trabajo las
condiciones de secado fueron realizadas a partir de lo reportado por O'Riodan
(2001) donde optimizaron las condiciones de secado para células de
Bifidobactenium.

El efecto del secado por aspersion sobre la membrana de la célula puede
conducir a un incremento en la permeabilidad de la célula que podria dar como
resultado |la salida de componentes intracelulares desde el interior de la célula
hacia el medio que la rodea. La membrana citoplasmatica es la mas susceptible al
estres asociado por el secado, la pared celular, ADN y ARN también son
afectados, dando como resultado una pérdida en la actividad metabdlica (Teixeira
y col. 1997).

La Tabla 8 muestra la sobrevivencia de Ilos microorganismos
Bifidobacterium breve ATCC 15700 encapsulados después del secado por
aspersion, asi como la reduccion de la sobrevivencia expresada como la diferencia
de la concentraciéon bacteriana antes del secado-la concentracion bacteriana
después del secado por aspersion. Finalmente se determind el porcentaje de

inmovilizacion (%) de microorganismos.

Para el género Bifidobactenum se obtuvieron reducciones de sobrevivencia
de entre 0.8 a 1.0 Log UFC/g, y porcentajes de inmovilizacion en un rango de
89.8% a 91.9%. De manera general se puede observar que los almidones
acetilado y fosfatado de amaranto presentaron las menores pérdidas de
sobrevivencia y mejores rendimientos de inmovilizacion en comparacion con el
almidon succinatado y el almidén control (N-lok). Estos resultados son similares a
los reportados por Favaro-Trindade y Grosso (2002); los cuales reportaron para
Bifidobacterium lactis pérdidas de 1 a 3 Log de acuerdo a las condiciones de
proceso evaluadas; estos autores reportaron mayor péerdida en la sobrevivencia de
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las ceélulas microencapsuladas en funcién al incremento en la temperatura de
entrada y salida del secador; Sin embargo, estos autores utilizaron como material
de pared acetato ftalato de celulosa, el cual es utilizado en la industria
farmaceéutica como aditivo entérico de costo elevado.

Tabla 8.

Sobrevivencia después del secado por aspersion de B. breve ATCC 15700

encapsulado con almidones de amaranto modificados y un control.
e e -3 =T e = M,
Material de Antes del Después de *Reduccion Inmovilizacion

pared secado secado de la (%)
Log Log UFC/g sobrevivencia
UFClg Log UFC/g

Almidon 98+003 90+0.06 08+007ab 91.7+0.70 a
acetilado

Almidén 96+0.03 88+0.04 08+006a 91.9+0.58a
fosfatado

Almidon 98+003 88+005 1.0+008c 898+082b
succinatado

Almidon N-lok 96+0.02 86+0.05 1.0+0.04bc 898+045Db

*Reduccioén de la sobrevivencia Log UFC/g (Concentracion antes del secado-
concentracion despues del secado por aspersion).

Medias y desviacion estandar de tres repeticiones. Medias con diferentes letras en
la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).

Lieh y col. (2007) microencapsularon ceélulas de Bifidobacterium longum
(BCRC 14605) y Lactobacillus acidophilus (BCRC 14079) utilizando |a tecnologia
de secado por aspersion y como materiales de pared una mezcla de
maltodextrinas y goma arabiga, estos autores reportaron eficiencias del proceso
de secado de 45.65% a 52.38%, ademas evaluaron el efecto de la temperatura de
entrada para cada microorganismo, donde encontraron un decremento de la
sobrevivencia de ambos microorganismos con el incremento de la temperatura de
entrada del secador. También anadieron que la concentracion final para ambos
géneros fue superior a 10’ UFC/g después del secado por aspersion, lo cual es un
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resultado favorable de acuerdo a las recomendaciones como minimo para efectos

terapéuticos, estos resultados son similares a los obtenidos en este trabajo.

La Tabla 9 muestra la sobrevivencia de los microorganismos Lactobacillus
casei ATCC 334 encapsulados con almidones modificados de amaranto despues
del secado por aspersion, asi como la reduccion de la sobrevivencia y el
porcentaje de inmovilizacion de microorganismos. Se obtuvieron reducciones de la
sobrevivencia en un rango de 1.0 a 1.1 Log UFC/g y porcentajes de inmovilizacion
de 88.6% a 89.7%. Las sobrevivencias después del secado fueron mayores a 10°
UFC/g resultado favorable de acuerdo a lo recomendado con el fin de producir
beneficios terapéuticos. Ying vy col. (2010) reportaron para Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG) microencapsulado por secado por aspersion y liofilizacion
pérdidas menores a 2 Log UFC/g, sin embargo, los mejores resultados fueron para
los microorganismos que fueron encapsulados por secado por aspersion con
respecto a la liofilizacion, estos autores reportaron que las posibles diferencias con
lo reportado con la literatura, con respecto al mejor método es posiblemente
resultado de las condiciones de liofilizado.

Para el caso de Lactobacillus casei ATCC 334 el mejor material que
protegid estas células durante el proceso de secado por aspersion fueron los
almidones fosfatado, succinatado de amaranto y N-lok, con reduccion en la
sobrevivencia de 1.0 Log UFC/g y porcentajes de inmovilizacion de 89%.
Comparando la sobrevivencia entre cada género se observo que se presenta una
mayor sensibilidad a las condiciones de secado por el género Lactobacillus esto
concuerda con lo reportado por Favaro-Trindade y Grosso (2002). Golowezyc y
col. (2010) reportaron un decremento después del secado por aspersion en la
viabilidad de células Lactobacillus kéfir de 0.29 y 0.70 Log UFC/g para las cepas
L. kéfir 8321 y L. kéfir 8348 respectivamente; estos autores utilizaron leche
reconstituida como material de pared.
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Tabla 9.

Sobrevivencia después del secado por aspersion de L. casei ATCC 334
encapsulado con almidones de amaranto modificados y un control.

Material de Antes del Después de *Reduccion Inmovilizacion

pared secado Log secado de la (%)
UFCig Log UFC/g sobrevivencia
Log UFCl/g

Almidén 96+0.02 85+0.03 1.1+0.03a 88.6 a
acetilado

Almidoén 9.7+ 003 8.7+0.03 1.0£0.00b 89.7b
fosfatado

Almidén 961004 8.6 +0.06 10£0.03b 896 Db
succinatado

Almidén N-lok 9.6+ 0.03 86 +£0.03 1.0+003Db 89.7b

*Reduccién de la sobrevivencia Log UFC/g (Concentracion antes del secado-
concentracion después del secado por aspersion).

Medias y desviacién estandar de tres repeticiones. Medias con diferentes letras en
la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).

6.6 Caracterizacion de las microcapsulas después del secado por aspersion
6.6.1 Contenido de humedad y actividad de agua

En la Tabla 10 se puede observar que las microcapsulas (polvos obtenidos
después del proceso de secado) para el género Bifidobactenium mostraron una
actividad de agua en un rango de 0.31 a 0.36, y humedades entre 3.8% a 6.2%,
estos valores son similares a los reportados por Favaro-Trindade y Grosso,
(2002) en polvos obtenidos después del secado por aspersion; estos autores
reportaron contenidos de humedad y actividades de agua de 3.2% a 5.3%, y 0.204
a 0.23 respectivamente y arfadieron que estos parametros disminuyen con el
incremento de la temperatura de secado, lo cual concuerda con los resultados

obtenidos en este trabajo.
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Tabla 10.

Actividad de agua (aw) y humedad de las microcapsulas con probioticos
microencapsulados con almidones de amaranto modificados y un control.

Microorganismo Bifidobacterium breve ATCC 15700
Material de pared Actividad de Humedad
agua (aw) (%)
Acetilado 0.36+00a 6.2+0.1a
Fosfatado 0.31+£000Db 38x01b
Succinatado 0.33+00c 59+01a
N-lok 033+00c 6.0+02a
Microorganismo Lactobacillus casei ATCC 334
Material de pared Actividad de Humedad
agua (aw) (%)
Acetilado 032+00a 45+0.12a
Fosfatado 0.41+000Db 58+055a
Succinatado 044+00c 58+0.17 a
N-lok 045+00c 56+0.2a

Medias y desviacion estandar de tres repeticiones. Medias con diferentes letras en
la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).

Para el género Lactobacillus se obtuvieron actividades de agua entre 0.32 y
0.45 y contenidos de humedad en un rango de 4.5% a 5.8% (Tabla 10) similares a
los encontrados para el genero Bifidobactenum considerando que fueron las
mismas condiciones de secado para todos los materiales utilizados. Lieh-Chi y col.
(2007) reportaron para microcapsulas obtenidas por secado por aspersion
actividades de agua de 0.20, 0.17 y 0.17 con temperaturas de salida en el secador
de 60°C, 70°C y 80 °C respectivamente. En general, los microorganismos
presentan una mayor sobrevivencia a bajas actividades de agua; Sin embargo,
después del estrés provocado por el secado podria disminuir la sobrevivencia

(Lieh-Chi y col. 2007) reportaron que el bajo contenido de agua inducido por el
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secado por aspersion, proporciona una reduccion significante en la difusividad y
por lo tanto en el transporte de oxigeno al interior de las células (Bifidobacterium
bifidum), |0 que da como resultado un incremento en la sobrevivencia de los
microorganismos. El bajo contenido de humedad y actividad de agua encontrados
en la microcapsulas podria favorecer la sobrevivencia de los microorganismos
encapsulados; Sin embargo, es necesario determinar las mejores condiciones en
las que estos puedan mantener su viabilidad durante el almacenamiento a través
del tiempo.

6.6.2 Morfologia macroscoépica de colonias y Tincién de Gram

En la Figura 17 se muestran las colonias de los microorganismos
encapsulados en medio de cultivo MRS (medio de cultivo para el aislamiento y
recuento de lactobacilos a partir de alimentos, productos lacteos y la flora
intestinal) ambas colonias para los géneros Bifidobactenum y Lactobaciflus
presentaron en la morfologia de sus colonias una superficie ovalada, las colonias
fueron de color blanco cremosas, con un tamafo mediano a grande.
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Figura 17. Morfologia macroscopica de las colonias de (a y b) Bifidobacterium
breve ATCC 15700; (cy d) Lactobacillus casei ATCC 334.
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En las colonias obtenidas se realizé la tincion de Gram con el objetivo de
verificar que las células desarrolladas fuera Gram positivo. La tincion de Gram o
coloracion de Gram es un tipo de tincién diferencial empleado en microbiologia
para la visualizacion de bacterias. Se utiliza tanto para poder referirse a la
morfologia celular bacteriana, asi como también para poder realizar una primera
aproximacion a la diferenciacion bacteriana, considerandose bacteria gran positiva
a las bacterias que se visualizan de color morada y bacteria gran negativa a las
que se visualizan de color rosa o rojo o grosella. La tincion de Gram de las células
muestreadas despues del proceso de secado por aspersion y para ambos géneros
revelo una coloracion morada-azul y una morfologia de cocos y bacilos gram
positivos.

6.7 Estabilidad de las microcapsulas con Bifidobacterium breve ATCC
15700 y Lactobacillus casei ATCC 334 a 25°C

La sobrevivencia para B. breve ATCC 15700 encapsulado durante el
almacenamiento a 25°C fue reducida en todos los materiales utilizados. La Figura
18 muestra la sobrevivencia de Bifidobacterium breve ATCC 15700 usando
almidones modificados como materiales de pared durante 35 dias de
almacenamiento a actividades de agua de 0.7/65, 0.536 y 0.329 y a temperatura de
25°C. En general, los almidones modificados de amaranto y el control no ofrecen
una proteccion completa a B. breve ATCC 15700 después de 35 dias de

almacenamiento.

El almidoén control presenté una sobrevivencia de celulas de 1.1 log (UFC/g)
con una a, de 0.765, después de 21 dias de almacenamiento; Sin embargo, en
almidones modificados de amaranto no se registré viabilidad de células (Figura
18a) durante todo el periodo de almacenamiento evaluado. Cuando las
microcapsulas con B. breve se almacenaron a a,, de 0.536 la sobrevivencia en
todos los materiales de pared aumenté en comparacion con una ay de 0.765, con
valores en el rango de 1.01-3.80 log (UFC/g) a los 21 dias de almacenamiento
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(Figura 18b). Todos los materiales de pared evaluados mantuvieron los mejores
valores de sobrevivencia de los microorganismos de B. breve ATCC 15700
cuando fueron almacenados a a,, de 0.329 a temperatura ambiente (Figura 18c).

Estos resultados son similares a los reportados por O'Riordan y col. (2001)
quienes evaluaron la microencapsulacion de PL1 Bifidobactenum usando almidon
de maiz ceroso y encontraron que este material de pared no ofrecid ninguna
proteccion durante el almacenamiento cuando las microcapsulas con probidticos
fueron adicionadas a un producto seco (malteada en polvo) a una temperatura de

19°C-24°C, durante 20 dias.

Hsiao y col. (2004) reportaron que la poblacion final de B. infantis
encapsulado en almidén soluble durante su almacenamiento a 25°C en envases
de vidrio fue mayor con relacién a su almacenamiento en envases de poliester en
las mismas condiciones. Estos autores concluyeron que la sobrevivencia de
Bifidobacterium fue superior a temperatura de almacenamiento de 4°C con
relacién a su almacenamiento a 25°C.

La Tabla 11 muestra el analisis estadistico para la sobrevivencia de
Bifidobacterium breve ATCC 15700 encapsulado durante 21 dias de
almacenamiento a 25°C, este no se realizé hasta el final del almacenamiento (35
dias) debido a la baja viabilidad presentada por B. breve en dichas condiciones.
Se puede observar que los almidones presentaron diferencia significativa (p<0.05)
siendo el almidon control el que presenté una mayor sobrevivencia, en el caso del
almacenamiento a a,, 0.329 no se presento diferencia significativa entre el almidon
control y el almidén succinatado de amaranto (p<0.05). Se puede observar que en
todas las actividades de agua se presento diferencia significativa (p<0.05) y que

con el incremento de la actividad de agua se presentdo un decremento en la

sobrevivencia del microorganismo.

87



10.

'S

Sobrevivenoia (Log UFC/g)
N A O @ D o
S 838 8 8 8

Sobrevivenocia (Log UFCig)
o

3 8 3

2 8 8

N
8 8 3

Sobrevivencia (Log UFClg)
&
&

N\ -
0 3 g 14 21 28 36
Tiempo de almacenamiento (dias)

0 3 7 14 21 28 36
Tiempo de almacenamiento (dias)

o 3 7

Tiempo de almacenamiento (dias)

14 21 28 36

a2, =0.766

— Acetilado
~i—Fosfatado

~ Succlnatado

~— N-lok

a,=0.636 b)

- Acetilado
~i~ Fosfatado

= Succinatado

- N-lok

a,=0.329
—&— Acetilado
=5~ Fosfatado

- Succinatado
i N-4ok

Figura 18. Sobrevivencia de de Bifidobacterium breve ATCC 15700 encapsulado
durante el almacenamiento a 25°C. La bawva de eror representa la desviacién

estandar.



Tabla 11.

Sobrevivencia de celulas microencapsuladas de Bifidobacterium breve ATCC
15700 (Log UFC/g) almacenadas a 25°C de temperatura y 21 dias de
almacenamiento.

Actividad de agua

Material de pared 0.765 0.536 0.329
Almidén control (N-lok) 1.1aA 380aB s531acC

Almidén succinatado de amaranto 00bA? 3.22bB 5.28a C
Almidén acetilado de amaranto 00bA 1.04cB 480b C

Almid6n fosfatado de amaranto 00bA? 101cB  221ccC

Diferentes letras minusculas en la misma columna indican diferencia significativa
entre los almidones con la misma actividad de agua (p<0.05).

Diferentes letras mayusculas en la misma columna indican diferencia significativa
entre actividades de agua en el mismo tipo de almidén (p<0.05).

? No fue detectada viabilidad de bifidobacterias.

L. casei ATCC 334 (Figura 19) mostré6 mayor sobrevivencia en las mismas
condiciones de almacenamiento relacionado a B. breve a temperatura ambiente.
Con una a, de 0.765 los almidones acetilado y fosfato de amaranto presentaron
menor sobrevivencia (hasta el dia 21 de almacenamiento) en comparacién con el
almidén control y el almidéon succinatado de amaranto que presentaron una
viabilidad > 4.0 (UFC/g) en estas condiciones. Con una actividad de agua de 0.536
se observdé un comportamiento similar a la obtenida con una a,, de 0.765 en todos
los materiales evaluados. En general, los almidones succinatados de amaranto y
control presentaron viabilidad mayor a 4 log (UFC/g) hasta el final del
almacenamiento en todas las actividades de agua evaluadas (Figura 19 a, by c).

Ying y col. (2010) reportaron que el almacenamiento en condiciones no
refrigeradas, y a humedad relativa alta (70%) se disminuye la viabilidad de
probidticos (género Lactobacillus) encapsulados. Estos autores evaluaron la
sobrevivencia de Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) microencapsulados con una
mezcla de proteina de suero de leche y almidon, obteniendo resultados muy
favorables durante el almacenamiento a 25°C; estos resultados probablemente
sean atribuidos a que durante la microencapsulacion mediante secado por
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aspersion utilizaron el microorganismo liofilizado y asi fueron encapsulados, lo que
le aporta una doble proteccién; se obtuvieron viabilidades > a 5 UFC/g cuando se
almacenaron en actividades de agua de 0.32 y 0.57; Sin embargo, en actividad de
agua de 0.70 se presentd un decremento drastico en la viabilidad de Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG), estos resultados son similares a los encontrados en este
trabajo, a medida que se disminuyd la actividad de agua la sobrevivencia de L.
casei ATCC 334 se incrementd. Golowczyc y col. (2010) evaluaron la estabilidad
de celulas de Lactobacillus kéfir 8321 y Lactobacillus kéfir 8348 encapsuladas con
leche reconstituida con y sin la adicion de protectores como monogiutamato de
sodio, sucrosa, Yy fructooligosacaridos a diferentes temperaturas de
almacenamiento 20°C y 30°C durante 14 semanas de almacenamiento; estos
autores obtuvieron que la viabilidad de ambas cepas fue significativamente mayor
cuando fueron almacenadas a 0 y 11% de humedad relativa y cuando las
bacterias fueron procesadas en presencia de monoglutamato de sodio y
fructooligosacaridos; de esta manera concluyeron que la baja actividad de agua de
almacenamiento y el uso de compuestos protectores podrian ser una estrategia
para preservar la sobrevivencia de los microorganismos durante el secado por
aspersiéon y su almacenamiento.

La Tabla 12 muestra el analisis de varianza para |la sobrevivencia de células
microencapsuladas de Lactobacillus casei ATCC 334 (Log UFC/g) almacenadas
a 25°C de temperatura a 21 dias de almacenamiento. Los almidones succinatado
de amaranto y el almidon control presentaron diferencia significativa (p<0.05) en
todas las condiciones de a, evaluadas. En el caso de actividades de agua de
0.536 y 0.765 los almidones acetilado y fosfatado no se detecto sobrevivencia del
microorganismo, cuando las microcapsulas fueron evaluadas a actividad de agua
de 0.329, esto probablemente atribuido al caracter hidrofilico de ambos almidones.
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Tabla 12.
Sobrevivencia de células microencapsuladas de Lactobacillus casei ATCC 334

(Log UFCIg] almacenadas a 25°C de temperatura y 21 dias de almacenamiento.
Actividad de agua

Material de pared 0.765 0.536 0.329
Almidén control (N-lok) 519aA v-22aB  570aB

Almidén succinatado de amaranto  3.92bA 4.03bB 431 bB
Almidon acetilado de amarante  0.0cA? 0.0cA® 37508
Almidén fosfatado de amaranto 0.0cA® 0.0cA®  346dB

Diferentes letras minusculas en la misma columna indican diferencia significativa
entre los almidones sobre la misma actividad de agua (p<0.05.).

Diferentes letras mayusculas en la misma columna indican diferencia significativa
entre actividades de agua en el mismo tipo de almidén (p<0.05).

* No fue detectada viabilidad de Lactobacillus.

Con respecto a las actividades de agua evaluadas se observd que en
actividades de agua de 0.536 y 0.329 no se presentd diferencia significativa
(p<0.05) cuando se utilizaron como material de pared los almidones control y el
succinatado de amaranto. Es importante mencionar que el mecanismo por el cual
la celulas microencapsuladas disminuyen su sobrevivencia no €s muy claro aun,
sin embargo, existe una substancial interaccion entre la a,, con respecto al impacto
sobre la viabilidad de los microorganismos. Uno de los principales factores de
muerte de los microorganismos es el contenido de oxigeno ya que tanto el género
Bifidobacterium y Lactobacillus son anaerobios (Rodriguez-Hueso y col. 2007) por
lo que estos resultados probablemente sean atribuidos a que el almidon
succinatado como el almidén N-lok protegieron a los microorganismos probioticos
de dicho factor adverso dando como resultado una mejor viabilidad durante el
almacenamiento en comparacién con los otros materiales evaluados.

Con respecto a los materiales de pared utilizados Murua-Pagola (2009)
reportd que no hay diferencia significativa (p<0.05) cuando se evaluo la oxidacion
del compuesto D-limoneno durante el almacenamiento a 22°C estos autores
encapsularon utilizando como material de pared almidon N-lok, almidén
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succinatado de maiz y fosfatado de maiz. Sin embargo, en este trabajo se
presenta diferencia significativa entre estas modificaciones quimicas presentando
mejores sobrevivencias cuando es utilizado el almidén N-lok (comercial) y el
almidon succinatado de amaranto. Posiblemente estas diferencias sean atribuidas

a la fuente del granulo de almidén, tamafio de granulo, composicion gquimica y
grados de modificacion quimica obtenidos.

Por otro lado Amiet-Charpentier y col. (1998) reportaron que la naturaleza
hidrofilica del almidon puede causar la absorcion de fluidos intracelulares de las
bactenas en el interior de las microcapsulas por lo cual sugirid como factor de la
perdida de viabilidad de Rizhobacteia en tan solo una semana de
almacenamiento. De acuerdo a la estructura quimica de los almidones
modificados en este trabajo el almidon fosfatado presenta mayor caracter
hidrofilico por lo que pudiera ser un factor en la notable disminucion de la
sobrevivencia de los probiéticos evaluados con este material de pared.
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6.8 Estabilidad de las microcapsulas con Bifidobacterium breve ATCC 15700
y Lactobacillus casei ATCC 334 a 4°C

Las Figuras 20a, 20b y 20c muestran la sobrevivencia de B. breve ATCC
15700 microencapsulado usando almidones modificados de amaranto y almidén
control como matenales de pared durante 35 dias de almacenamiento a 4°C y en
actividades de agua de 0.807, 0.587 y 0.355 respectivamente. La sobrevivencia se
mantuvo practicamente constante en todas las actividades de agua estudiadas.

Se observa la diferencia en la sobrevivencia de las células B. breve ATCC
15700 con relacion a la sobrevivencia obtenida a 25°C. La Tabla 13 muestra el
analisis estadistico de |la sobrevivencia de B. breve ATCC 15700 (Log UFC/g) a 35
dias de almacenamiento y 4°C. El analisis de varianza mostré que en almidones
modificados con una a, de 0.807 los valores oscilaron entre 6.88 y 8.07 Log
UFC/g después de 5 semanas de almacenamiento. Con una a,, de 0.587 los
almidones succinatados presentaron valores de 7.87 log UFC/g y los almidones
acetilados de 7.73 log UFC/g que fueron significativamente diferentes (p<0.05) con
relacion al almidén control y con el resto de los almidones evaluados, mientras
que, el almidén fosfatado presenté un valor de 7.08 log UFCg™ con la menor
sobrevivencia y fue significativamente diferente (p<0.05) a los otros materiales de
pared evaluados. Los almidones succinatados y acetilados almacenados a a,, de
0.355 presentaron valores de 8.07 y 8.06 log UFC/g respectivamente, y no
mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre ellos. El almidon fosfatado
presenté el menor valor de UFC/g (7.81 log UFC g™). La mayor sobrevivencia a
los 4°C y a, de 0.318 fue para los almidones de amaranto succinatados y
acetilados. Las Figuras 21a 21b y 21c muestran la sobrevivencia de Lactobacillus
casei ATCC 334 microencapsulado usando almidones modificados de amaranto
y almidén control como materiales de pared durante 35 dias de almacenamiento a
4°C y en actividades de agua de 0.807, 0.587 y 0.355. De la misma manera que €|
género Bifidobacterium se obtuvieron buenos resultados en la viabilidad de

Lactobacullis, con sobrevivencias mayores a 6 Log UFC/g.
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Tabla 13.

Sobrevivencia de células microencapsuladas de Bifidobacterim breve ATCC
15700 (Log UFC/g) almacenadas a 4°C de temperatura.

Actividad de agua
Material de pared 0.807 0.587 0.355

Almidén control (N-lok) 8.07aA 8.24aB  8.33aB
Almidon succinatado de amaranto 7.51bA 7.87bB 8.07bC

Almidén acetilado de amaranto 7.32cA 7.73bB 8.06bC
Almidén fosfatado de amaranto 6.88dA 7.08cB 7.81cC

Diferentes letras minusculas en la misma columna indican diferencia significativa
entre los almidones sobre la misma actividad de agua (p<0.05.).
Diferentes letras mayusculas en la misma columna indican diferencia significativa
entre actividades de agua en el mismo tipo de almidén (p<0.05).

La Tabla 14 muestra el analisis estadistico de la sobrevivencia de
Lactobacillus casei ATCC 334 (Log UFC/g) encapsulado a 35 dias de
almacenamiento y 4°C. El analisis de varianza indico que después de 5 semanas
de almacenamiento a a, de 0.807 los valores oscilaron entre 6.41 a 8.04 log
UFC/g; para una a,, de 0.587 variaron de 6.68 a 0.805 y finalmente con una ay, de
0.355 los valores de viabilidad oscilaron de 6.98 a 8.54. Las bacterias con
mayores sobrevivencias fueron las que se encapsularon con almidones control y
succinatado de amaranto con a,, 0.805 y a, 0.587, y no presentaron diferencia

significativa (p<0.05) entre ellos.

Los materiales de pared utilizados en este estudio mostraron una mayor
sobrevivencia de las células a 4°C durante todo el tiempo de almacenamiento
evaluado. La concentracion se mantuvo mayor a 10°10’ UFC/g para ambos
géneros, recomendada y necesaria para aplicaciones practicas.
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Contrario a estos resultados, algunos autores (Texeira y col. 1997, Anal y
Singh 2007) quienes reportaron que la microencapsulacion mediante secado por
aspersion es poco recomendada debido a la alta mortalidad de los
microorganismos por efectos simultaneos de deshidratacion e inactivacion térmica.
El aumento de la actividad de agua disminuyé la sobrevivencia de los
microorganismos encapsulados de B. breve ATCC 15700y L. casei ATCC 334 en
los almidones modificados de amaranto con ambas temperaturas de
almacenamiento.

Tabla 14.

Sobrevivencia de células microencapsuladas de Lactobacillus casei ATCC 334

(Log UFC/g) almacenadas a 4°C de temperatura.

Actividad de agua
Material de pared 0.807 0.587 0.355

Almidoén control (N-lok) 8.04aA 8.05aA 8.54aB
Almidén succinatado de amaranto 7.98aA 8.03aA 8.61ab
Almidén acetilado de amaranto 6.93bA 7.73bB 8.07bC
Almidon fosfatado de amaranto 6.41bA  6.68cA 6.98cB

Diferentes letras minusculas en la misma columna indican diferencia significativa
entre los almidones sobre la misma actividad de agua (p<0.05.).
Diferentes letras mayusculas en la misma columna indican diferencia significativa

entre actividades de agua en el mismo tipo de almidén (p<0.05).

Las mejores estabilidades durante el almacenamiento fueron presentados
por el almidén succinatado de amaranto y el almidén control (N-lok), para ambos
géneros, estos almidones se seleccionaron como materiales de pared para ser
incorporados en un sistema modelo alimentario. Este sistema alimentario estuvo
basado en una harina de avena comercial-instantanea adicionada con los
microorganismos encapsulados, la mezcla se utilizé para evaluar la sobrevivencia
de los probi6ticos durante el almacenamiento del producto a 25°C y la tolerancia a
condiciones gastrointestinales simuladas (TGl).
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6.9 Sobrevivencia de los microorganismos encapsulados Bifidobacterium
breve ATCC 15700 y Lactobacillus casei ATCC 334 en un sistema modelo
alimentario (avena instantanea)

Se utilizé como sistema modelo alimentario avena-precocida comercial
instantanea, con un pH de 6.1, una humedad de 11.1% y una actividad de agua
de 0428. Se prepararon dos mezclas con avena pre-cocida comercial
(instantanea) como sistema matriz en una con las microcapsulas de B. breve y
otra con microcapsulas de L. casei y fueron almacenadas a 25°C (Figura 22) las
mezclas fueron selladas herméticamente y almacenadas durante 35 dias.

LT

Figura 22. Sistema alimentario modelo de microcapsulas con probiéticos y avena

comercial instantanea.

Ambos almidones succinatado y control presentaron concentraciones
finales de 4.10 Log UFC/g para el almidén control y 6.17 UFC/g para el almidon de
amaranto succinatado con B. breve (Figura 23a) mientras que, en el caso de L.
casei ambos almidones presentaron concentraciones finales mayores a los 6.0
Log UFC/g (Figura 23b), durante un periodo de 35 dias de almacenamiento a
25°C. Estos resultados en comparacion con los mostrados durante el
almacenamiento en diferentes actividades de agua fueron superiores para ambos
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géneros, por lo que la combinacion con la matriz alimentaria favorecio la
sobrevivencia de ambos microorganismos durante su alamacenamiento. Esto
probablemente al sellado hermético de las mezclas. Ha sido reportado que cuando
los microorganismos probidticos son adicionados a matrices con elevada
actiidad de agua estos decrementan su viabilidad (aw>0.25) (Teixeira y col. 1995)
asi como la temperatura de almacenamiento, el contenido de oxigeno son factores
que contribuyen a la reduccion de las células viables (Anal y Singh 2007).

Cabe destacar que no se modificd la apariencia de la avena con la adicion
de las microcapsulas con ambos probidticos. Es imporiante resaltar que el
comportamiento del almidén de amaranto succinatado fue superior con relacion al
almidén control en condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente
(25°C). Ademas de las propiedades benéficas de la avena, se ha adicionado el
efecto benéfico de B. breve y L. casei como probidticos (prebittico-probiotico).
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Figura 23. Sobrevivencia de mezcla de avena con microcapsulas de a)
Bifidobacterium breve ATCC 15700 y b) Lactobacillus casei ATCC 334
microencapsulados *La barra de emror representa la deswviacion estandar.
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Weinbreck y col. (2010) microencapsularon Lactobacillus rhamnosus GG
(LGG) con proteina de suero de leche y aceite de palma como materiales de pared
y evaluaron las células microencapsuladas en una férmula lactea infantil durante el
almacenamiento a 37°C utilizando diferentes actividades de agua. Estos autores
reportaron que la microencapsulacion utilizando estos materiales no ofrece
proteccion sobre el microorganismo probidtico durante el almacenamiento en
productos secos evaluados a esta temperatura.

Al final del almacenamiento de las mezclas de avena conteniendo los
probidticos encapsulados (B. breve y L. casei) no mostraron cambios visuales en
la apanencia fisica del alimento. Existe poca informacién sobre la sobrevivencia de
los microorganismos probidticos en productos con baja actividad de agua
(Weinbreck y col. 2010). Sin embargo, es bien conocido que las proteinas,
grasas/ceras de un sistema alimentario podrian ser buenas barreras en la difusion
de oxigeno y humedad. O’'Riordan y col. (2001) han reportado |a
microencapsulacion de probiéticos y han incorporado sus microcapsulas en
sistemas alimenticios en productos secos (malteada en polvo y muesli). Sin
embargo, estos autores reportaron que no se tuvo éxito en la sobrevivencia de los
microorganismos. Existen pocos reportes de la incorporacion de probioticos en
productos secos, sin embargo, es un gran reto para los investigadores mantener e
incrementar la viabilidad de los microorganismos con el fin de incrementar |a
funcionabilidad de los alimentos.

6.10 Tolerancia de Bifidobacterium breve ATCC 15700 y Lactobacillus casei
ATCC 334 microencapsulado a condiciones simuladas del Tracto

Gastrointestinal (TGI)

Las mismas mezclas de almidones modificados (succinatado y control) con
avena fueron evaluadas en condiciones simuladas de tracto gastrointestinal. La

Figura 23a y 23b muestra la sobrevivencia inicial de Bifidobactenum breve ATCC
15700 y Lactobacillus casei ATCC 334 respectivamente, antes de someter las
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muestras a condiciones del tracto y a la sobrevivencia final después de realizar las
pruebas in vitro.

Para Bifidobactenum breve ATCC 15700 el almidén control presenté una
reduccion en la sobrevivencia de 1.42 Log UFC/g, mientras que, el almidon de
amaranto modificado presenté una reduccién en la sobrevivencia menor a 1.29
Log UFC/g. En el caso de Lactobacillus casei ATCC 334 se puede observar que
para el almidon control se obtuvo una reduccién de 1.7 Log UFC/g del inicio al final
de la prueba; Sin embargo, el almidén de amaranto modificado presentd una
reduccion en la sobrevivencia de 0.36 Log UFC/g, con mayor resistencia a las
condiciones evaluadas.
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o )
& 3]
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-
3 = 1 g I
< 600 4 600
L. 0
0 1]
§ 400 § 400
: 3
a 200 5 200
0 0
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Almidon control  Almidon succinatado Almidon control  Almidon succinatado de
de amaranto amaranto
®Concentracion inicill  Concentracion final 5 Concentracion inicial Concentracién final

Figura 24. Tolerancia a condiciones simuladas del Tracto Gastrointestinal (TGI) de
a) de Bifidobacterium breve ATCC 15700 y b) Lactobacillus casei ATCC 334
microencapsulados *La barra de error representa la desviacion estandar.
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Estos resultados fueron favorables con el fin de ejercer sus efectos
beneficiosos en el huésped, se acepta que las bacterias probitticas deben estar
vivas en el producto en el tiempo de consumo y también ser capaces de alcanzar
el intestino grueso en cantidades adecuadas, suficientes para facilitar la
colonizacién y la proliferacién. El almidén modificado quimicamente es un tipo de
almidon resistente RS4, como es el caso de los almidones succinatados usados
como matenales de pared los cuales pudieron actuar como agente protector
contra las condiciones adversas en el tracto gastrointestinal que por definicion el
almidon resistente no es degradado por las enzimas pancreaticas y no es digerible
en el intestino delgado (Mortazavian y col. 2007).

Los resultados obtenidos fueron similares a los reportados por Sultana y
col. (2000) quienes microencapsularon células de Lactobacillus y Bifidobacterium
con alginato de calcio-almidén y reportaron una disminucion de la sobrevivencia
de 2 log para Lactobacillus y unicamente una ligera disminucién de
Bifidobacterium cuando las particulas se expusieron en condiciones in vitro
simulando condiciones de alta cantidad de sales biliares. Favaro-Trindade vy
Grosso (2002), evaluaron microcapsulas con Bifidobacterium lactis y Lactobacillus
acidophilus microencapsulados con acetato ftalato de celulosa y obtuvieron
buenos resultados (alta viabilidad) después de someterlas a condiciones acidas y
biliares similares a las del intestino. Estos autores concluyeron que el proceso de

secado por aspersiéon no modifico la tolerancia de B. /actis y L. casei acidophilus

en presencia de sales biliares.

Brennan y col. (1986) utilizaron la liofilizacion como metodo para el secado
de L. acidophilus. Estos autores reportaron condiciones intolerantes a condiciones
simuladas de altas concentraciones de bilis, probablemente atribuido a la pérdida
de componentes especificos desde la membrana celular durante el proceso de

secado.
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6.11 Caracterizacion morfolégica de las microcapsulas (SEM)

Las microcapsulas de Bifidobactenum breve ATCC 15700 y Lactobacillus casei

ATCC 334 (Figuras 25 y 26 respectivamente) fueron similares en morfologia y
tamafo. Presentaron una cobertura uniforme de las células y no se observa
evidencia de la presencia de células en el exterior de las microcapsulas. La forma
de las microcapsulas en todos los materiales de pared fue caracteristica de
microcapsulas producidas por secado por aspersion con identaciones en la
superficie como resultado de la evaporacion rapida del agua. Dichas morfologias
de microcapsulas obtenidas por secado por aspersi6bn son similares a las
reportadas por O'Riordan y col. (2001), Crittenden y col. (2006), Rodriguez-Huezo
y col. (2007), Muria-Pagola col. (2009) y Ying y col. (2010) entre otros. A
temperaturas mas elevadas de secado por aspersion el efecto de indentaciones
en la superficie de las microcapsulas disminuye por un efecto de expansion rapida
de las particulas. La presencia de indentaciones afecta negativamente el libre flujo
de los polvos debido a que conduce a la formacion de agregados (Rosenberg y
Young 1993).

El tamano de las microcapsulas fue menor a 20 micras en todos los
almidones modificados, esta caracteristica puede contribuir a reducir el impacto
sobre la textura cuando se incorporan en un sistema alimenticio. Los probiéticos
son demasiado grandes (generalmente 4.1 ym) para la nanotecnologia, por lo que
la microencapsulacién es una herramienta atil para mejorar la viabilidad de los

probiéticos activos (Akhiar, 2010).
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Figura 25. Microfotografias de microcapsulas con Bifidobactenium breve ATCC

15700 después del secado por aspersion.

Acetilado

Figura 26. Microfotografias de microcapsulas con Lactobacillus casei ATCC 334

después del secado por aspersion.
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La Figura 27 muestra las microfotografias de las microcapsulas durante su
almacenamiento de 21 dias, a 25°C y 0.329 de actividad de agua para el género
Bifidobacterium breve ATCC 15700. A baja actividad de agua durante el
almacenamiento las microcapsulas mostraron cambios severos en la superficie
extemna.

Las microcapsulas de almidon fosfatado de amaranto (Figura 27b)
mostraron una peérdida completa de su forma original, probablemente, esta
estructura esta asociada con la pérdida de viabilidad significativa de las celulas
encapsuladas en este almidon modificado. Sin embargo, las mismas
microcapsulas almacenadas a 4°C (Figura 28) mantuvieron la integridad
morfolégica durante todo el periodo de almacenamiento.

Figura 27. Microfotografias de microcapsulas con B. breve ATCC 15700 despues
de 21 dias de almacenamiento a a, de 0.329 y 25°C de almacenamiento: a)
almidon acetilado b) almidén fosfatado c) almidén succinatado y d) almidon

control.
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Figura 28. Microfotografias de microcapsulas con B. breve ATCC 15700 después
de 21 dias de almacenamiento a a, de 0.355 y 4°C de almacenamiento: a)
almidon acetilado b) almidén fosfatado c¢) almidén succinatado y d) almidon
control.
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7. CONCLUSIONES

El amaranto es una nueva altemativa para la obtencién de almidon de
amaranto con caracteristicas propias como un alto contenido de amilopectina y un
tamano de granulo pequefio que le confiere caracteristicas importantes en
aplicaciones tecnoldgicas. El aislamiento de granulos de almidon de amaranto es
posible mediante el procesamiento que incluye la molienda hiumeda-alcalina,
proceso por el cual se obtuvieron granulos de almidén con buenas caracteristicas
quimicas, reologicas, térmicas y morfoloégicas. Dichas caracteristicas pueden ser
modificadas a través de la esterificacion y previa hidrélisis del almidon originando
almidones derivatizados (almidones succinatados, acetilados y fosfatados) con
buenas caracteristicas tecnolégicas entre las que destacan un incremento en la
solubilidad y absorcion de agua del granulo de almidén asi como la reduccion de
la viscosidad, y la obtencion de almidones que de acuerdo a las regulaciones
alimentarias establecidas por la FDA cumplen con los parametros establecidos de

grado de sustitucion.

El almidon de amaranto modificado quimicamente y por extrusion
termoplastica cumple con excelentes caracteristicas para su aplicacion como
material de pared en la tecnologia del secado por aspersion. Ademas de mantener
la sobrevivencia de microorganismos probioticos durante el almacenamiento a 4°C
de temperatura. No obstante de acuerdo a las condiciones de almacenamiento
evaluadas los almidones modificados de amaranto y el almidén comercial utilizado
como control N-lok no muestran buenas caracteristicas de proteccion de la
sobrevivencia de microorganismos probioticos (Bifidobacterium breve ATCC
15700 y de Lactobacillus casei ATCC 334) cuando son almacenados a 25°C,
condicién que conduce a pensar en posibles mejoras en esta investigacion. Los
resultados obtenidos durante el almacenamiento de las microcapsulas con B.
breve ATCC 15700 y L. casei ATTCC 334 demuestran que la viabilidad de los

microorganismos varia de acuerdo a la temperatura de almacenamiento, tiempo

de almacenamiento, actividad de agua y matenal de pared.
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Bifidobactenium breve ATCC 15700 y Lactobacillus casei ATCC 334
encapsuladas en mezclas con avena (comercial) almacenadas a temperatura
ambiente durante 35 dias presentaron una baja reduccién de la sobrevivencia a
través del tiempo, por lo que la introduccién de los polvos con microcapsulas en el
sistema modelo alimentario fue favorable con relacién al valor funcional del
alimento, la sobrevivencia fue mejor para el género Lactobacillus casei-avena. Los
almidones succinatados de amaranto mostraron alta resistencia a la simulacion de

condiciones similares al tracto gastrointestinal por lo que esto le da un valor
funcional al almiddn utilizado como material de pared.
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1. INTRODUCCION

La microencapsulacion es una técnica que permite la proteccion de los
compuestos y se utiliza en diversos campos como la industria
farmaceutica, alimentaria y cosmética. El principal objetivo de la técnica es
proteger los materiales encapsulados de las condiciones adversas del medio y ser
liberado en su sitio de acciéon en la cantidad y en el momento adecuado para
ejercer una funcién deseada (Shahidi y Han 1993, Gibbs 1999). Los materiales
encapsulados pueden ser de diferente naturaleza incluyendo pesticidas, células
vivas, acidos grasos esenciales y microorganismos probiéticos (Chandramouli y
col. 2004, De Vos y col. 2006, Patten y col. 2009). Una de las técnicas de
microencapsulacion donde los biopolimeros tales como pectina y alginato se
utilizan es la gelificacion iénica.

La gelificacion iénica es una técnica simple, donde las microparticulas se
producen por goteo de una solucion de polimero en una solucién catidnica,
tipicamente con calcio, bajo agitacion constante (Reis y col. 2006, Silva y col.
2006). La gelificacion idnica esta basada en una reaccion de un hidrocoloide que
se toma a gel en presencia de iones, normaimente cationes divalentes. La
interaccién de iones, como el calcio Ca®*" con los grupos carboxilos de las
cadenas polimericas de polisacanidos da como resultado la formacion de geles
insolubles. Por lo tanto, la adicidn gota a gota de una dispersion de polisacarido
conteniendo material para ser encapsulado sobre una solucién ionica, lleva a la
formacion de microparticulas. Las gotas al entrar en contacto con los iones, lleva a
la formacién de microparticulas en forma instantanea, estructuras de gel
conteniendo el material a ser encapsulado disperso por toda la matriz del
polisacarido (Smrdel y col. 2008). Durante el encapsulamiento con polisacaridos
como alginato y pectina son comunmente realizados por la dispersion de una
solucién de alginato-pectina en un medio de gelificacion por ejemplo cloruro de
calcio. El contacto entre el polisacarido y el idén calcio en una solucion induce a
una polimerizacion interfacial i6nica inmediata por medio de una ligacién de

residuos galacturdnicos, formando una particula polianionica (Dai y col. 2005).
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Una de las altemativas para mejorar la estabilidad y minimizar la porosidad
de las microparticulas obtenidas por gelificacion i6nica es mediante el
recubnmiento por interaccion electrostatica entre biopolimeros cargados
opuestamente que interactian entre si (Allan-Woijtas y col. 1999). Polisacaridos y
complejos de proteinas se forman espontaneamente en solucién acuosa y se mantienen
generalmente estables en un amplio rango de valores de pH, debido a la aparicion de la
interacciéon  electrostatica entre los grupos con cargas opuestas de los polimeros
(Tolstoguzov 1991). La adsorcion de proteinas sobre microparticulas de hidrogel a
traves de interaccion electrostatica es ampliamente estudiada para evaluar la
inmovilizacion de celulas del pancreas, produccion de insulina y su aplicacién
fisioldgica (De Vos y col. 20086).

El proceso de la coacervacion compleja involucra por lo menos dos
polimeros de cargas distintas en condiciones especificas, en su mayoria de los
casos, los biopolimeros incluye una proteina y un polisacarido (Jun-Xia y col.
2011). La coacervacion compleja utilizando proteinas globulares, por ejemplo B-
lactoglobulina, albumina sérica bovina, ovoalbimina, proteina de soya han sido
estudiadas a detalle (Schmitt y col. 2000, Weinbreck y col. 2004). Los complejos
proteina-polisacarido pueden ser utilizados para encapsular materiales liquidos y
solidos. Las interacciones electroestaticas entre dos biopolimeros pueden ser
afectadas por diversos parametros fisico-quimicos, tales como pH, fuerza i6nica,
temperatura que afectan a la formacion del complejo (Weinbreck y col. 2004). El
pH ejerce una gran influencia en la fuerza de interaccion electroestatica una vez
determinada la densidad de carga en solucion, estas interacciones pueden llevar a
la formacién de complejos insolubles, principalmente cuando el pH se encuentra
por encima del punto isoeléctrico de Ilas proteinas, estando cargada
negativamente (Dubin y col. 1994, De Vries y col. 2003). Cuando el pH se
encuentra por debajo de punto isoeléctrico de la proteina esta cargada
positivamente, facilitando la interaccidon con cargas negativas del polisacarido
(Prata 2006).

El alginato es un polisacarido obtenido principalmente a partir de algas marrones,

Quimicamente (Figura 1) es un co-polimero, posee estructura lineal de alta masa molar con
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secciones rigidas y flexibles, formados por dos tipos de acidos urénicos, la unidad de 4cido
B-D-manurdnico (M) y acido o-L-gulurénico (G), homopoliméricos y por blogques

donde ambos residuos ocurren altemadamente (Cottrell y Kovacs 1980).

La composicién de la cadena de alginato resumida en el valor de la relacién
de la fraccibn molar de residuos de D-manurénico a L-gulurénico (ratio M/G) es
determinante en las propiedades fisicoquimicas y funcionales del alginato
(Smidsrod y Skjak-Break 1990). Conclusiones recientes muestran que no solo las
unidades G, también las unidades secuenciales M y G (MG-bloques) forman
entrecruzamiento con calcio (Donati y col. 2005). El alginato es un polielectrolito
con carga negativa encima del pH correspondiente a su pKa (3.38 — 3.65), y en
valores menores la disociacion de los grupos carboxilos es suprimido (Simsek-Ege
y col. 2003).

coOr
— =Q_ oy s
CoOr &
H O OH O
HO ¥ HO

B-p-mannuronate (M) a-L-guluronate (G)

Figura 1. Composicién de la cadena de alginato.

Hidrogeles de alginato son comunmente formados por la adicion de iones
multivalentes, el calcio es ampliamente utilizado en la industna de alimentos
debido a su caracteristica hidrofilica y sus propiedades gelificantes y espesantes.
Ademas del gel idnico, también pueden formar “geles acidos” cuando el pH de la

solucion estd abajo del pKa de los grupos uronicos. Geles ionicos son mas firmes
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que los geles acidos, ya que los geles acidos tienden a ser mas débiles y mas
elasticos. Fue asumido que las unidades G son las unicas moléculas del alginato
que forman entrecruzamiento con iones divalentes y por lo tanto, es la principal
caracteristica estructural determinante que contribuye a la formacion de gel
(Draget y col. 1994, Norton y col. 2006). Ha sido demostrado que el alginato
representa un ambiente quimicamente inerte en las microparticulas que permite
cargar una amplia banda de compuestos bioactivos, células y farmacos (Griffith
2000). En general, alginatos con alto contenido de unidades G muestran que
forman geles estables con alta permeabilidad cuando comparado con alginatos
con alto contenido de unidades M (Martinsen y col. 1989).

Las pectinas (Figura 2) se contituyen por medio de a) enlaces glucosidicos
alfa- (1-4), b) estos acidos uronicos tienen grupos carboxyl, c) algunos de los
cuales estan presentes naturalmente como esteres de metilo y d) otros que son
comercialmente tratados con amoniaco para producir grupos carboxiamida
(pectinas amidadas).

6 by O Hon

I
C—0OH
o O
HO e
15 Q oH o
O c-omm, 5 '
A O “._.
o, c) ,  Coock,
OH GI w
Q -y HO =
H
. e ) 0
) € —OH d) ¢ -,
\ O __.__‘}L___._FD\
HO : HOD
OH : OH o

Figura 2. Composicion de la cadena de molécula de pectina.

132



Las pectinas de bajo contenido de esterificacion amidadas o no, son
polisacaridos utilizadas industrialmente, en el sector de alimentos por su
capacidad de formar gel en presencia de iones Ca* en un amplioc rango de pH.
Calcio bivalente Ca** se combina con los grupos carboxilicos de la pectina
encajandose en las estructuras de acido galacturénico formando una estructura

tidimensional denominada “egg-box’ (Figura 3) (Thahur y col. 1997,
Ngouemazong y col. 2011).

La ovoalbumina es una proteina altamente funcional que frecuentemente es
usada como alimento matnz. Quimicamente es una fosfoglicoproteina monomerica
que consiste en 385 residuos de aminoacidos, con cada molecula posee una
union disulfito y 4 grupos sulfidrilos libres. Tiene un peso molecular de 47.00 kDa y
punto isoletrico de 4.8 (Oakenfull y col. 1997). Exhibe varias funcionalidades
interesantes, su capacidad de formar redes de gel y de estabilizador de
emulsiones y espumas.

Cation Alginato /pectina

WM\/—\
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“egg-box”

Figura 3. Estructura tridimensional denominada “egg-box’
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2.1 Produccion de microparticulas mediante gelificacion iénica

Para la preparacion de la emulsion, se utilizé una soluciéon acuosa de alginato o
pectina (2% p/p solucion), pH 4 y la adiciébn de aceite de soya (1.65 g de
solucion/100). La emulsion se homogenizdé en un homogenizador marca Turrax a
14000 rpm / 3 min (IKA Works de Rio de Janeiro Brasil,). La emulsion se pulverizo
en una solucion de cloruro de calcio, 2% (p/v), pH 4, en agitacion constante
durante la atomizacion. Se utilizé un atomizador de fluido doble de 1 mm de
diametro, altura 12 cm entre el atomizador y la solucién de cloruro de calcio, la
presion de aire de 0.125 kgF / cm 2 y la velocidad de atomizaciéon de 555 mL / h, y
la emulsion fue atomizada con la ayuda de una bomba peristaltica. Después de la
atomizacion, las microparticulas se mantuvieron en soluciéon de cloruro de cailcio
durante 30 min para el tiempo de endurecimiento. Las microparticulas se
separaron y se lavaron a través de un tamiz (diametro de 125 pm) con agua
desionizada ajustada a pH 4.

2.2 Recubrimiento con proteinas por interaccion electroestatica
(coacervacion compleja)

Las microparticulas obtenidas por las soluciones de gelificacion idnica se
transfiieron entonces a concentrado de proteina de suero de leche y/o
ovoalbumina a diferentes concentraciones: 0.5, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y 16%
(p/p) de producto, también con pH ajustado a 4, donde se mantuvieron durante 30
min en agitacion constante. Después de este tiempo, las microparticulas se
separaron y se llevd a pH 4 con agua desionizada para eliminar {a proteina no
adsorbida sobre la superficie de las microparticulas. Tres producciones se hicieron
independientes de cada microparticula y el contenido de humedad y proteina
adsorbida se determiné por triplicado. Uno de microparticulas humedas se congelo
y se liofilizé6 (Mod. 501 Pirani Edwards, Reino Unido); temperatura inicial: -40°C,
presion: 0,1 mmHg, temperatura final: 25°C Tiempo / 2 h de ciclo total: 48 h y se

almacena en el refrigerador.
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2.3 Caracterizacion de las microparticulas

2.3.1 Contenido materia seca y adsorcion de proteina

Las microparticulas producidas para la evaluaciéon de la adsorcion de
proteina se caracterizaron con respecto a la proteina (factor, 6.38 y 6.68 para CPS
y ovoalbumina respectivamente) y la humedad (AOAC 2006), (materia seca =
100% %humedad). El contenido de nitrégeno presente en microparticulas de
pectina sin cobertura se determind para corregir el calculo de la proteina total
adsorbida en microparticulas.

2.3.2 Microscopia optica y electronica de barrido

La observacion de la morfologia de las microparticulas recubiertas con
proteinas fue observada por un microscopio 6ptico JENAVAL, utilizando objetivos
de 12.5 x 1.25 x. La coleccién de imagenes se realizé usando el software EDN-2
imagen de microscopia de procesamiento del sistema. Las microparticulas
liofilizadas se observaron en un microscopio electronico de barmrido. Las muestras
fueron fijadas en una cinta de metal con cobre de doble cara y recubierta con una
capa delgada de oro (180 s y la corriente de 40 mA) mediante un evaporador
Baltzer (Baltec SCD50, Austria). Se utilizé un microscopio electrénico de barrido
modelo JMS - T330 Joel, con voltaje de aceleracion de 15y 20 kV.

2.3.3 Microscopia confocal

La microscopia confocal se realizé6 en base a lo reportado por (Lamprecht y
col. 2000), con algunas modificaciones. Las microparticulas fueron producidas
usando materiales coloreados previamente. Una solucion de ovoalbumina se tino
con 2 colorantes diferentes: isotiocianato de fluoresceina (FIT C) y rodamina B
isotiocianato (RBITC), la solucién de PSL se tifié con isotiocianato de fluoresceina
(FIT C) y aceite de soya se tifieron con Rojo Nilo (Sigma Aldrich). La morfologia de
las microparticulas producidas cémos biopolimeros humedos asociados con el
aceite y el tinte se observo en el modelo de microscopio confocal Zeiss LSM780 -
NLO (Car Zeiss, Alemania), objetivo Plan de CE - Neofluar 40x/1.3 aceite DIC.

Las imagenes se realizaron usando laser con longitud de onda de 488 y 543 nm
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para la excitacion del colorante rodamina FIT C, respectivamente, y 528 nm para
Rojo Nilo imagenes fueron adquiridas a la mitad de la altura de las microparticulas.

2.3.4 Tamaino medio

La detemminacion del tamafio medio (d 0.5) de las microparticulas recién
procesadas y rehidratadas después de la liofilizacion se midié en el equipo
Mastersizer 2000 (Malvemn, Alemania), Hydro unidad de muestreo 2000S
(Maivem, Alemania), utilizando agua como medio de suspension anadida y la
cantidad de muestra suficiente para producir oscurecimiento 3-20% de acuerdo
con lo sugerido por el fabricante. Las microparticulas liofilizadas fueron evaluados con
respecto a su capacidad de adsorcion de retencidn de agua y midiendo el tamafio promedio
de 3 valores de pH diferentes: 2, 4 y 7. Aproximadamente 0.5 g de microparticulas
recubiertas con proteinas se rehidrataron en 12 mL de agua desionizada con el pH valores
ajustados se han mencionado anteriormente. Los tubos se mantuvieron en un agitador
rotatorio (modelo AP 22, Phoenix, Araraquara, Brasil) durante 2 h. Se determiné el

tamafio medio de las microparticulas.

2.3.5 Electroforesis

Se pesaron microparticulas que contenian aproximadamente 0.4% de
contenido de proteina y se anadié a un tubo que contenia una solucién de citrato
sédico al 3%, las muestras se agitaron durante 10 min hasta la disolucién
completa. La electroforesis se realizd de acuerdo con lo reportado por Laemmli
(1970) y Svasti y Panijpan (1997), llevado a cabo en 10% de gel (SDS-PAGE) a
120 V, con muestras de 0.1 mg de proteina reductor dispersa en tampoén (Tris-HCl
pH 0.5, 6.8, 5% B-mercaptoetanol, 20% de glicerol, 10%SDS, 0.1% azul de
bromofenol) y se desnaturalizaron a 95°C durante 5 min. En los canales de gel se
aplicaron 10 de muestra. El analisis se llevé a cabo en un sistema Miniprotean ||
(Biolaboratories Ltd., cod. 165-2.940) con geles de espesor 0.75 mm. El gel se tifi6
en una solucién que contenia metanol (40%), acido acético (10%) y de Coomassie
Brilliant Blue-G250 (0.1%), y el exceso de colorante eliminado con la misma

solucion sin colorante. Las bandas de masas molares observadas se estimo por
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comparacion con patrones de peso molecular que contienen la fosforilasa b (95
kDa), ovoalbumina serina (66 kDa), ovoalbiimina (45 kDa), anhidrasa carbénica

(29 kDa), inhibidor de tripsina (20.1 kDa), lizozima (16.5 kDa) y proteina (6.5 kDa)
(normas, BIO RAD).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los contenidos de proteina en el concentrado de proteina de suero de leche
(PSL) y ovoalbumina fueron de 73.74+0.92% y 85.861+0.78% en base seca,

presentando contenidos de humedad de 6+0.35% e 2.28+46% respectivamente.
Los valores determinados para el concentrado proteico de suero de leche se
encuentran dentro de los valores para concentrados que varian de 25% a 80% de
proteina (FAO 2009, Baldasso y col. 2011).

3.1 Caracterizacion de las microparticulas

3.1.1 Determinacion de la materia seca de las microparticulas

En la Figura 4 se muestran los graficos para el contenido de materia seca de
microparticulas producidas con el sistema alginato revestidas con las diferentes
mezclas de proteinas (ovoalbumina (100%), ovoalbumina (75%) y PSL (25%),
ovoalbumina (50%) y PSL (50%), ovoalbumina (25%) e PSL (75%) y PSL (100%)).
En general se observa un incremento de la materia seca en todas las
combinaciones de proteina antes mencionadas y un incremento conforme
incrementé la concentracion de la mezcla de proteina con la cual se realizd la
coacervacion compleja. Para concentraciones de 1% (menor concentracion de la
solucion) en todas las mezclas utilizadas se obtuvieron contenidos de materia
seca en un rango de 3.36% a 5.12%, dichas microparticulas presentaron altas
humedades. En el caso de las soluciones del 12% (mayor concentracion de la
solucion) se obtuvieron contenidos de materia seca entre 11.98% a 15.30%. En la
Figura 5 se muestran los graficos para el contenido de materia seca de
microparticulas producidas con el sistema pectina revestidas con las diferentes
mezclas de proteinas (ovoalbumina (100%), ovoalbumina (75%) y PSL (25%),
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ovoalbumina (50%) y PSL (50%), ovoalbumina (25%) e PSL (75%) y PSL (100%)).
Al igual que con el sistema alginato se observa un incremento en el contenido de
materia seca de acuerdo al incremento de la concentracion de la solucién de
proteina.

En concentraciones de 1% en las diferentes mezclas se obtuvieron contenidos
de materia seca de entre 3.36% a 5.12% resultado similar a los obtenidos con el
sistema alginato; Sin embargo, para concentraciones mayores el contenido de
materia seca incremento en comparacion con el primer sistema utilizado (alginato).
Se obtuvieron para concentraciones de 12% de proteina en solucién contenidos
de matera seca en un rango de 15.53% a 21.31%, pudiera indicar que se obtuvo
mayor adsorcion de proteina comparado con el sistema alginato.

3.1.2 Adsorcion proteica en microparticulas

Inicialmente fueron ensayadas diferentes concentraciones de soluciones (0.5,
1,15, 2, 4,6, 8, 10, 12, 14 y 16%), cuando fue utilizada |la menor concentracion la
cantidad adsorbida fue no significativa, a concentraciones mayores el tamafo de
las microparticulas fue reducido imposibilitando su retencion en el tamiz (125 um),
obteniéndose bajo rendimiento de las microparticulas. Con base en los resultados
obtenidos en los ensayos anteriores, se realizaron las pruebas para cuantificar el
contenido de la proteina adsorbida sobre las microparticulas de gelificacion idnica.
Fueron producidas microparticulas conforme descrito en el apartado 2.2 con
proteinas de suero de leche y ovoalbumina. Siendo definidos las concentraciones
siguientes (1, 2, 4, 6, 8, 10 y 12%) en solucion para ser ensayadas como medio
para verificar la capacidad de las microparticulas producidas por gelificacion iénica
en adsorber moléculas de proteina por interaccion electrostatica sobre su
superficie, a fin de alcanzar elevado valor nutncional.
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Figura 4. Materia seca de microparticulas producidas con el sistema alginato
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Las microparticulas producidas utilizando la combinacién de métodos
presentaron cantidades crecientes de proteina adsorbida en funciéon de la
concentracion utilizada, microparticulas revestidas con soluciones de 1% y 2%
presentaron menor cantidad de proteina adsorbida en todas las mezclas
evaluadas con ambos polisacaridos (pectina y alginato). Para las concentraciones
de 6, 8 y 12% todas las microparticulas presentaron adsorcién superior al 50%.
Las proteinas que fueron evaluadas en este estudio poseen alto valor bioldgico y
nutncional. La ovoalbumina y concentrado de proteina de suero de leche se
comportaron de manera diferente respecto a la solubilidad.

Fue observado material insoluble en la solucién conteniendo ovoalbimina,
siendo necesario realizar un filtrado después del ajuste del pH de coacervacion
(pH 4). La adsorciéon de proteina sobre |a superficie de microparticulas producidas
por gelificacion ionica utilizando alginato y pectina y posterior adsorcion por
interaccion electrostatica a pH 4 se muestra en las Figuras 6 y 7 respectivamente.
Las microparticulas presentan elevada cantidad de proteina adsorbida sobre la
superficie de microparticulas de gelificacion ionica, independiente de la fuente
proteica ovoalbumina o PSL y de las combinaciones de las mismas hubo
adsorcion sobre la superficie de las microparticulas de gelificacion ionica.

El contenido de proteina adsorbida en la superficie de las microparticulas
fue alto. Para microparticulas producidas con proteinas de suero de leche la
adsorcion fue superior cuando comparado con las microparticulas recubiertas con
ovoalbumina. La adsorcion de proteina puede variar en cantidad, densidad,
conformaciéon y orientacion, también es influenciada por las caracteristicas fisico

quimica de la superficie (Roach y col. 2005).
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Figura 5. Materia seca de microparticulas producidas con el sistema pectina
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En la Figura 6 se observa que con el incremento en la concentracion de la
solucion de proteinas increment6 la adsorcién de proteina en la microparticulas de
alginato. En los niveles de 1, 2 y 4% de proteinas en solucion, las microparticulas
con PSL alcanzaron poca adsorcién, presentaron los menores valores en
comparacion con un incremento marcado en concentraciones del 8% y 12% lo
cual indica que la cantidad de proteina disponible aun no era suficiente para
alcanzar electrostaticamente con todos los grupos carboxilicos disponibles en la
superficie de las microparticulas. Se obtuvieron rangos de adsorcién maxima entre
51.26% a 54.39%.

Se obtuvo que la maxima adsorcién fue obtenida utilizando una mezcla de
ovoalbumina (50%) con PSL (50%) en una concentracion de dicha mezcla del
12%.Un estudio realizado con microparticulas de alginato inmersos en diferentes
concentraciones de quitosano mostré que el aumento de adsorcién quitosano
sobre |la superficie de |la particula fue mayor en soluciones donde la concentracion
de quitosano fue también mayor. Sin embargo, en este estudio Ilas
concentraciones de quitosano utilizadas fueron muy bajas, debido a la alta
viscosidad producida por la disolucion de quitosano (Xie y col. 2009). La
adsorcion de proteinas es un proceso complejo, que ha sido sugerido como
resultado de interacciones de uno mas proteinas y la superficie de biomateriales
incluyendo las interacciones electrostaticas, interacciones hidrofobicas, enlaces de

hidrégeno e interacciones de van der Waals (Ambjerb-Pedersen y Jorgensen
1991, Braudo y Antonov 1993, Samant y col. 1993).

Una de las altemativas para mejorar la proteccion e incrementar su
estabilidad, es el recubrimiento de microparticulas con proteinas a través de
interacciones electrostaticas. Interacciones electrostaticas ocurren entre
biopolimeros cargados opuestamente que interactuan entre si, la carga eléctrica
de dos biopolimeros depende de pH de la solucion en relacion a los valores de
pKa o pl de los grupos ionizables (Jones y McClements 2010). La aplicacion de
una capa extema protectora sobre microparticulas para actuar como barrera

protectora ademas de la barrera fisica viene siendo estudiada hace algunos afios

(Roseenberg y Lee 2004, Teoh y col. 2011).
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En la Figura 7 se observa que con el incremento en la concentracién de la
solucién de proteinas se incremento la adsorcién de proteina en la microparticulas
de alginato. Con el sistema pectina se obtuvieron mayores porcentajes de
absorcion de proteina cuando se utilizaron soluciones de proteina al 12% valores
entre 58.90% a 65.35%. Comparado con el sistema alginato la adsorcién de
proteina fue mayor en el sistema de pectina ya que los valores maximos
alcanzados con el sistema de alginato corresponden aproximadamente a valores
obtenidos con un 8% en el sistema utilizando pectina (~50%). Probablemente esta
diferencia se deba a las caracteristicas de densidad de carga de las microparticulas de
pectina después de la obtencion por gelificacion iénica. Bedie y col. (2008)
mencionaron que la interaccién entre pectina y B-lactoglobulina es mayoritariamente
causada por puentes de hidrégeno entre el grupo carboxil de la pectina y uniones
peptidicas de la proteina. La compatibilidad de la B-lactoglobulina en solucién
acuosa es mayontariamente influenciada por el pH, fuerza iénica y estructura
quimica de la pectina.

3.1.3 Morfologia de las microparticulas

3.1.3.1 Microscopia Optica

Las morfologias de las microparticulas de alginato y la cobertura con
diferentes mezclas fueron observadas por microcopia optica. En la Figura 8 se
muestra buena formacion de las matrices, con pared definida y continua, alrededor
de la macroparticula tanto para las microparticulas obtenidas por gelificacion
ibnica (Gl) asi como para aquellas que fueron coacervadas en las diferentes
soluciones de proteina (ovoalbumina (100%), ovoalbumina (75%) y PSL (25%),
ovoalbumina (50%) y PSL (50%), ovoalbumina (25%) e PSL (75%) y PSL (100%)).
Las microparticulas presentaron bordes multinucleados de aceite de soya en el

interior de esta, resultado del material activo que se fue encapsulando.
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Figura 8. Microparticulas de alginato y coacervadas con ovoalbumina, proteina de
suero de leche y mezclas de ambas proteinas.

En la Figura 9 se muestran las microparticulas de pectina y microparticulas
revestidas con las diferentes proteinas, las microparticulas obtenidas por
gelificacion ionica (Gl) presentan una morfologia similar a las obtenidas con
alginato de sodio, sin embargo, se puede observar que aquellas que fueron
coacervadas no presentaron una forma definida con relacion al sistema de
alginato, se observé que el contenido lipidico esta distribuido uniformemente en la
matriz producida por ambos polisacaridos, donde se observa distribucion de los
diferentes tamanos de gotas lipidicas por toda la extension de la microparticula.
Las microparticulas presentan, en su mayoria, forma esférica o aproximadamente
esféricas. En el sistema con unicamente concentrado de proteina de suero de
leche (PSL) la morfologia de las microparticulas no fue muy definida, estas se
observan ligeramente mas pequefias que las obtenidas con las otras mezclas de

proteina utilizadas.
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Figura 9. Microparticulas de pectina y coacervadas con ovoalbumina, proteina de
suero de leche y mezclas de ambas proteinas.

La mayoria de las microparticulas producidas por biopolimeros presentan
formato esférico, pero pueden presentarse en forma de fibras, esferoides o
aglomerados (Jones y McClements 2010). La forma esférica de las microparticulas
puede ser influenciada por la concentracion de la pectina, una vez que, un estudio
realizado con microparticulas de alginato muestra que las microparticulas
obtuvieron una forma esférica mas estable en mayores concentraciones de
alginato, para concentraciones de solucion iénica constante. Con relacion a la
estructura intema de las microparticulas, el material encapsulado (aceite) se
distribuy6é a fravés de la matriz, caracterizando una distribucion homogenea del
activo. El estudio de la estructura intema, necesario toda vez que influencia en las
caracteristicas funcionales de la microparticulas, como la eficiencia de
encapsulacidon, permeabilidad, integridad y digestibilidad (Jones y McClements
2010).

Para microparticulas acamreadores de farmacos tanto el formato cuanto la
distribucién del activo por la matriz es importante para influenciar la cinetica de
liberacién. Para microparticulas acarreadores de microorganismos y células vivas
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ta forma y la distribucion del activo no son tan importantes (Talei-Franzesi y col.
2006, Teoh y col. 2011). Asi como ya habia sido observado en la microscopia las
microparticulas de gelificacion i6nica después del recubrimiento con proteina se
mantuvieron esfericas y homogéneas. Después de 30 min de imersion en solucion
de proteina la morfologia de la superficie de las microparticulas se mostré lisa,
homogenea, sin arrugas o poros visibles con diferencia de proteina adsorbida
entre tratamientos. Las imagenes permiten afirmar la totalidad de la superficie de

las microparticulas recubiertas, garantizando una proteccion integral del material
encapsulado.

3.1.3.2 Microscopia electronica de barrido

La observacion de las microparticulas secas mediante microscopia
electronica de barrido muestra que las microparticulas presentaron formas
semejantes y se mantuvieron parcialmente integras despues del proceso de
secado (liofilizaciéon), presentando un contorno esférico, con microparticulas con
gotas de aceite presentes en el material de pared. Se observd también
aglomeracion, a pesar de la aglomeracion observada las microparticulas después
de la rehidratacién, volvieron a asumir una forma aproximadamente esferica y
aparentemente con paredes continuas sin grietas cuando estas fueron rehidratas
en diferentes pH 2, 4 y 7 (Figura 10), lo que demuestra su integridad después del
proceso de liofilizacion. Diversos factores pueden estar involucrados en la
fragilidad de las microparticulas durante el secado como la gran cantidad de agua
que estas poseen. Sagis y col. (2008) realizaron la coacervacion con proteina de
suero de leche con particulas de pectina de alto grado de esterificacion y
observaron que las particulas recubiertas soportaron el proceso de secado por
aspersion. Albertini y col. (2010) realizaron la liofilizacion de microparticulas
producidas con alginato, las cuales mostraron alteraciones en la forma de la
microparticula ya que presentaron rugosidades en la superficie, resultado del

proceso y secado.
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Figura 10. Microparticulas de alginato coacervadas liofilizadas y rehidratadas pH
2,4y7.

3.1.3.3 Microscopia confocal

La Figura 11 muestra las microparticulas tefidas: Una solucion de
ovoalbumina se tifio con dos colorantes diferentes: isotiocianato de fluoresceina
(FIT C) y rodamina B isotiocianato (RBITC), la solucion de PSL se tifié con
isotiocianato de fluoresceina (FIT C) y aceite de soya se tifid con rojo nilo. Las
imagenes de microcopia confocal permmiten observar mejor la distribucion de las
gotas de aceite por toda la matriz con tamanos heterogéneos indicando que la
emulsion podria ser mejorada. Esta técnica permite confirmar que las

microparticulas presentaron una forma definida, esférica-ovular.
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Figura 11. Microparticulas de alginato coacervadas con ovoalbumina y PSL al
12%.

3.1.4 Diametro medio de las microparticulas

Los diametros medios de las microparticulas gelificadas revestidas con
proteina, humedas y rehidratadas, fueron determinadas por dispersion de luz
utiizando medidor masterzaser y son presentados en las Figuras 12 y 13. El
tamano de las microparticulas producidas por gelificacion idnica, utilizando
biopolimeros como la pectina o alginato son afectados por varios parametros, tales
como el diametro de la aguja del atomizador, concentracion de los polimeros,
distancia de la aguja al nivel de la solucidn cationica. El diametro medio de las
microparticulas obtenidas por gelificacion ionica utilizando alginato y pectina
fueron 11485 y 203.81 pm respectivamente. En la Figura 12 para las
microparticulas elaboradas con alginato se observa que después de realizar la
coacervacion compleja con las diferentes mezclas de proteinas el tamano de las
microparticulas (himedas) increment6, sin embargo, para el sistema pectina el

tamarno de la microparticula se redujo (Figura 13).
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Figura 12. Diametro medio de las microparticulas de alginato producidas por
gelificacion iénica e interaccion electrostatica con ovoalbumina, concentrado
proteico de suero de leche y combinaciones de las mismas.
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Figura 13. Diametro medio de las microparticulas de pectina producidas por

gelificacion iénica e interaccion electrostatica con ovoalbumina, concentrado

proteico de suero de leche y combinaciones de las mismas.

152



Esto probablemente como resultado de una mayor absorcion de proteina
que presentd el sistema pectina sobre la superficie de la microparticula obtenida
por gelificacion i6nica, indicando que la proteina al interactuar
electroestaticamente con los grupos carboxilicos negativos de la particula de
pectina presiona a la particula reduciendo su tamafo posiblemente expulsando
agua presente en la microparticula. En general las microparticulas elaboradas con
el sistema pectina presentaron mayor tamafno que aquellas elaboradas con el
sistema alginato. Las microparticulas rehidratadas alcanzaron valores superiores a
los 200 pm.

3.1.5 Electroforesis de las microparticulas

SDS-PAGE fue utilizado para confirmar la adsorcion de las proteinas
(ovoalbumina y CPS) en la superficie de las microparticulas gelificadas por
interaccion electrostatica. La Figura 14 muestra en la columna P un padréon de
bajo peso molecular, en la columna 1 la fraccidon de microparticulas recubiertas de
ovoalbumina 100%, de la columna 2 corresponde a la mezcla ovoalbtimina (75%)
y PSL (25%), la columna 3 a ovoalbumina (50%) y PSL (50%), columna 4 a la
ovoalbumina (25%) y PSL (75%) y finalmente la columna 5 a PSL (100%).

A partir del gel electroforético con ambos sistemas se observo la presencia
de la proteina ovoalbtimina (45.0 kDa) en las columnas 1 a 4, evidenciando la
absorcion de dicha proteina en las microparticulas del sistema alginato. Y en las
columnas 5 a 2 la presencia de la proteina seroalbumina con un peso de 66.2 kDa.
El ancho de las bandas en las microparticulas de pectina presento mayor grosor
con respecto a las observadas para el sistema alginato, lo cual confirma que la
adsorcion proteina es mayor en el sistema elaborado con pectina con relaciéon al

sistema elaborado con alginato.
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Figura 14. Electroforesis en gel SDS-PAGE de microparticulas de alginato y
pectina. P- padrones de peso molecular, 97.4 kDa fosforilasa b, 66.2 kDa
seroalbumina, 45.0 kDa ovoalbumina, 31.0 kDa anhidrasa carbénica, 21.5 kDa
inhibidor de tripsina y 14.4 kDa lisozima. Muestras de 1 a 5 de ovoalbumina 100%,
ovoalbumina 75%, ovoalbumina 50%, ovoalbumina 25% y concentrado de
proteina de suero de leche 100% respectivamente.

4. CONCLUSIONES

El sistema analizado con pectina presentd mejor absorcion proteica con
relacion al sistema con alginato lo cual le da mejores propiedades nutricionales por
alto contenido de proteina adsorbida sobre la superficie. Las microparticulas
obtenidas presentaron caracteristicas de tamano, solubilidad, forma, y capacidad
de hinchamiento adecuado para la encapsulacion de diferentes principios activos
que mas adelante pueden ser estudiados en diferentes disciplinas como la

alimentaria, farmaceutica y medica.
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