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RESUMEN

La produccién ovina es una de las actividades pecuarias de mayor importancia en
México. Sin embargo, las unidades de produccion se enfrentan a la presencia de
Haemonchus contortus uno de los parasitos nematodos mas prevalentes y
altamente patdégenos de los pequefios rumiantes ovinos. El desarrollo de resistencia
y degradacion de compuestos activos de farmacos antihelminticos convencionales
ha llevado a los productores e investigadores a buscar alternativas de control que
tengan menor impacto ambiental y represente un menor gasto en programas de
desparasitacion en las unidades de produccion. Existen reportes que el extracto
hidroalcohdlico de pulpa de café presenta actividad antihelmintica debido a un grupo
de compuestos de naturaleza fendlica, los cuales son sensibles a las condiciones
externas (pH, O2, enzimas o microrganismos) que sufren durante el proceso de
digestion. Una alternativa para la proteccion de los compuestos de interés es la
encapsulacion con la ayuda de un material de pared ofreciendo ventajas en la
aplicacidon, dosificacion, resistencia a jugos gastricos, adsorcion y accion
terapéutica. El objetivo de este trabajo fue encapsular los compuestos bioactivos
extraidos de la pulpa de café mediante secado por aspersién utilizando como
material de pared almidon de malanga (Colocasia esculenta) modificado dualmente
y determinar su actividad antihelmintica in vitro, asi como la resistencia a la
degradabilidad ruminal de las microcapsulas in vitro. Para ello, se realizaron los
ensayos in vitro para determinar la actividad antihelmintica del extracto evaluando
diferentes concentraciones, asi como la actividad hemolitica. El almidon de malanga
fue funcionalizado mediante modificacidn fisica con molino de bolas de nitruro de
silicio durante 30 minutos, seguida de una segunda modificacion por
entrecruzamiento. Los materiales de pared obtenidos fueron caracterizados

fisicoquimica, térmica, reoldgica y morfolégicamente.
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La encapsulacion del extracto se realiz6 mediante secado por aspersiéon usando
maltodextrina GDE (Grado de Dextrosa) 10 como testigo, almidén nativo, almidén
nativo entrecruzado, molienda de 30 min y su homdlogo entrecruzado. Las
microcapsulas obtenidas fueron caracterizadas y se les evaludé la actividad
antihelmintica y la degradabilidad ruminal in vitro. El extracto hidroalcohdlico de
pulpa de café inhibio la eclosion de huevos de Haemonchus contortus y afectando
la viabilidad de las larvas infectantes L3. El almidon de molienda de 30 minutos fue
el material de pared que mostré las mejores propiedades siendo el material de pared
apto en procesos de encapsulacion como el secado por aspersiéon que mantiene la
viabilidad de los compuestos responsables de la actividad biologica del extracto
hidroalcohdlico de pulpa de café sobre Haemonchus contortus en fase de huevo
con 98% de la inhibicion de la eclosion a 200 mg/mL con respuesta dosis
dependiente y el 77% de mortalidad larvaria mostrando la misma tendencia dosis
respuesta. Finalmente, el analisis de degradabilidad mostré que en un proceso de
digestion ruminal in vitro que solo el 3.2 % de los microencapsulados eran

degradados infiriendo resistencia por parte del material de pared.

En conclusién, las microcapsulas preparadas con almidén de molienda de 30
minutos mostraron los mejores resultados actuando como material de pared y, por
lo tanto, este material funcionalizado mediante un método fisico muestra
propiedades similares a las de maltodextrina, la cual es ampliamente utilizada como
material de pared pudiendo competir en el mercado como un agente encapsulante

de menor costo al ser obtenido de una fuente de almidén no convencional.
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ABSTACT

Sheep production is one of the most important livestock activities in Mexico.
However, the production units face the presence of Haemonchus contortus one of
the most prevalent and highly pathogenic nematode parasites of small sheep
ruminants. The development of resistance and degradation of active compounds of
conventional anthelmintic drugs has led producers and researchers to look for
control alternatives that have a lower environmental impact and represent a lower
expenditure on deworming programs in the production units. There are reports that
the coffee pulp hydroalcoholic extract exhibits anthelmintic activity due to a group of
compounds of a phenolic nature, which are sensitive to external conditions (pH, O2,
enzymes or microorganisms) that suffer during the digestion process. An alternative
for the protection of the compounds of interest is encapsulation with the help of a
wall material offering advantages in application, dosage, resistance to gastric juices,
adsorption and therapeutic action. The objective of this work was to encapsulate the
bioactive compounds extracted from coffee pulp by spray drying using as modified
wall material malanga starch (Colocasia esculenta) and determine its in vitro
anthelmintic activity, as well as resistance to ruminal degradability of the
microcapsules in vitro. For this, in vitro tests were performed to determine the
anthelmintic activity of the extract evaluating different concentrations, as well as
hemolytic activity. Malanga starch was functionalized by physical modification with

silicon nitride ball mill for 30 minutes, followed by a second cross-linking modification

The wall materials obtained were characterized physicochemical, thermally,
rheological and morphologically. The encapsulation of the extract was performed by
spray drying using GDE maltodextrin (Dextrose Grade) 10 as control, native starch,
crosslinked native starch, 30 min grinding and its crosslinked counterpart. The
microcapsules obtained were characterized and the anthelmintic activity and ruminal
degradability were evaluated in vitro. The hydroalcoholic extract of coffee pulp
inhibited the hatching of Haemonchus contortus eggs and affecting the viability of
the infecting larvae L3. The 30-minute grinding starch was the wall material that



Pagina |7

showed the best properties, the wall material being suitable in encapsulation
processes such as spray drying that maintains the viability of the compounds
responsible for the biological activity of the hydroalcoholic extract of pulp coffee on
Haemonchus contortus in egg phase with 98% of hatching inhibition at 200 mg / mL
with dose dependent response and 77% larval mortality showing the same dose
response trend. Finally, the degradability analysis showed that in a process of in vitro
ruminal digestion that only 3.2% of the microencapsulates were degraded by inflating
resistance by the wall material.

In conclusion, the microcapsules prepared with 30-minute grinding starch showed
the best results acting as a wall material and therefore, this material functionalized
by a physical method shows properties similar to those of maltodextrin, which is
widely used as a material of wall being able to compete in the market as a lower cost

encapsulating agent when obtained from an unconventional starch source.



Pagina |8

1. INTRODUCCION

A nivel mundial México ocupa el 4to lugar en produccion ovina debido a que cuenta
con estados productores de leche, carne y lana, con un total de 8, 792,663 cabezas
en todo el pais. Se tienen registradas alrededor de 53,000 unidades de produccion
distribuidas en las diferentes regiones del pais, de las cuales se estiman 61,606,105
toneladas de produccion (SIAP, 2017).

En zonas tropicales la produccion ovina se ve afectada por la presencia de parasitos
causantes de trastornos gastrointestinales que afectan el bienestar y salud de los
animales, limitando asi aspectos productivos, reproductivos, medioambientales y
econdmicos (Partida de la Pefa, 2013). Tal es el caso de Haemonchus contortus;
nematodo gastrointestinal hematéfago que causa signos como anemia (asociada al
consumo de sangre por parte del parasito), trastornos digestivos, anorexia y en
casos graves la muerte, reflejado en grandes pérdidas econdémicas directas e
indirectas (Lane, 2015).

Existen en el mercado una amplia variedad de antihelminticos que hasta hace
algunos afos eran efectivos. Sin embargo, nematodos como Haemonchus
contortus han desarrollado mutaciones generacionales que los han hecho

resistentes al tratamiento convencional (Kaplan, 2004).

Para contrarrestar los efectos de resistencia a farmacos las alternativas de control
mediante el uso de plantas medicinales representan una alternativa viable pero
ademas ambientalmente sustentable y la cual se basa en el uso compuestos
fendlicos, saponinas y alcaloides que pueden afectar de forma significativa en
alguna de las fases del ciclo de vida de los nematodos (Niezen, 2002).

La pulpa de café representa un material vegetal con potencial de extraccion de
fitoquimicos de interés farmacéutico y alimentario (Leandro, 2015). Dichos residuos
tienen una cantidad importante de compuestos bioactivos como fenoles, alcaloides
entre otros, los cuales han demostrado poseer actividad letal contra nematodos de
importancia veterinaria, por lo que su uso como antihelmintico es prometedor para

su futura aplicacion farmacolodgica.
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Sin embargo, presentan la limitacion al ser administrados de forma directa por
posible degradacién durante la fermentacion ruminal y por lo tanto perdida de la
actividad biologica. Para ello, la encapsulacion representa una de las alternativas
con la atencion de proteger los compuestos bioactivos de los factores que afecten
su integridad y funcionalidad. (Ribeiro, 2017).

Existen diferentes materiales que son utilizados como material de pared para el
proceso de encapsulacion como; lipidos, proteinas y carbohidratos, dentro de los
carbohidratos se encuentran las maltodextrinas y gomas por mencionar algunos y
gue son considerados materiales de calidad para el proceso de encapsulacién. No
obstante, tienen la limitante del costo elevado que implica la obtencién de estos
materiales. Sin embargo, en la actualidad se sigue investigando sobre la produccion
de nuevos materiales que sean faciles de obtener y de bajo costo, que cumplan con
las caracteristicas adecuadas para ser utilizadas en el proceso de encapsulacion
(Aguilar, 2013).

El almiddn es uno de los carbohidratos mas abundantes en el medio ambiente y se
puede aislar de diferentes fuentes como los cereales, frutas y tubérculos. La
malanga o taro es una herbacea perteneciente a la familia Araceae (Torres, 2015).
Este polimero es apto para cumplir la funcién de agente encapsulante debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas. Ademas, dichas caracteristicas pueden ser
mejoradas realizando modificaciones por distintos métodos como los fisicos,

quimicos y enzimaticos (Neira, 2013).

Basandose en lo anterior el objetivo del presente trabajo de investigacion fue
encapsular los compuestos bioactivos presentes en el extracto de pulpa de café
utilizando almidén modificado de malanga como material de pared y evaluar su

actividad contra Haemonchus contortus in vitro.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Importancia de la produccién ovina en México

A nivel mundial la produccién de carne ovina ocupa un lugar importante en cuanto
a consumo, de acuerdo con datos de la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura), el 5% representa el consumo de carne de
origen animal y se tienen inventariados cerca del 1,080,000 cabezas a nivel
cosmopolita. China es considerando el mayor productor de carne ovina a nivel
mundial debido a su creciente poblacion. Sin embargo, su mercado interno no le
permite exportar, por lo que todos los productos y subproductos son para el abasto
interno (Partida de la Pefa et al., 2013). El segundo mayor sector de ovinos es
Australia seguido de Nueva Zelanda, que actualmente son grandes exportadores
de borregos de desecho, estos animales son retirados del ganado por considerarse
no productivos al no cumplir con fenotipo deseado, problemas de salud o ha
cumplido un ciclo productivo, esto con la finalidad de que el ganado se vuelva viejo
en improductivo, por lo tanto son destinados para abasto en el mercado
internacional incluido México (Fernandez, 2001).

México es un pais considerado diverso a nivel climatico, el cual es un factor
importante que favorece la produccion de forrajes que en su mayoria estan
destinados a la alimentacién del ganado. Una de las actividades mas difundidas
en el pais es la ovinocultura que ocupa el 4to lugar a nivel mundial en produccion
ovina, debido a que cuenta con estados productores de leche, carne y lana, con un
total de inventario de 8, 792, 663 cabezas de ganado en todo el pais de las cuales
se tienen registradas un 16% en el Estado de México y un 13% en el Estado de
Hidalgo y Oaxaca con un 10%, lo que posiciona a este ultimo estado como el cuarto
lugar en produccion ovina, donde al menos el 34% de la poblacion se dedicada a
esta actividad econdmica (Bautista, 2017), siendo el sustento principal de familias

de zonas rurales.
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En el estado se tienen registrados 5003 unidades de produccién en los 570
municipios con los que cuenta; siendo las regiones Mixteca, Istmo y Valles centrales
las que concentran el 74.78% de las unidades de produccion (SIAP, 2017). En
funcién de factores biolégicos, ambientales, instalaciones, manejo, tecnologia,
alimentacion, programas de medicina preventiva, maquinaria y equipo con los que
se cuente, las unidades de produccion se pueden clasificar como: unidades de
traspatio, transicion y tecnificado o empresarial (Partida de la Pefa, 2013).

Existen registros en donde se ha reportado que en el estado de Oaxaca el 4.7% de
las unidades de produccion son consideradas como tecnificadas, el 33% en
transicion y el 62.3% de traspatio, dichas unidades se caracterizan proporcionar una
alimentacion a base de pastoreo, con poco o nulo suministro de minerales, en lo
referente a sanidad, solo se aplican desparasitantes de forma irregular y solo
cuentan con un corral de encierro por lo que los animales son mas propensos a

contraer diversas enfermedades (Bautista, 2017).

2.2 Impacto de las parasitosis en la produccién ovina

En la produccion ovina existe una gran variedad de microorganismos que pueden
afectar de forma negativa la salud de esta especie, principalmente en zonas
tropicales y subtropicales del pais que presentan condiciones medioambientales
favorables para el desarrollo de nematodos gastrointestinales que tienen un impacto
significativo en la produccion ovina, ya que los animales suelen morir por falta de
tratamientos oportunos y efectivos para disminuir o eliminar las manifestaciones
clinicas que impactan negativamente la respuesta productiva y reproductiva de los
animales (Miller, 2010).
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El estado de Oaxaca es considerado como uno de los mas diversos en cuestion
ambiental, es posible encontrar climas aridos, frios, calidos y humedos. La region
del Papaloapan es una zona que cuenta con condiciones medioambientales
(humedad relativa, temperatura y pluviosidad) favorables para el desarrollo de
parasitos como Haemonchus contortus, Trichostrongylus spp, Cooperia oncophora,
Chabertia ovina entre otras.

Las larvas infectantes se encuentran en vida libre principalmente en los pastos, en
esta etapa de su vida el parasito tiene la capacidad de adaptarse a diversas
condiciones de humedad, temperatura, luminosidad e incluso al tipo pasto que
ingiere el ganado (Kaplan, 2004). La fluctuacion de humedad que se encuentra en
el suelo es un factor que contribuye al aumento de la poblacidn nematodos
gastroentéricos. Estudios recientes han determinado que tienden a sobrevivir con
una humedad relativa de 40-60 % ya que requieren de una pelicula de agua que le

beneficie para su incubacion y movimiento (Anderson, 2005).

Entre los nematodos gastrointestinales que mas afectan a los pequefios rumiantes
como los ovinos se encuentra Haemonchus contortus, nematodo gastrointestinal de
ciclo de vida directo, cuyo érgano blanco es el abomaso, 6rgano en el que causa un
sindrome de mala absorcion y debido a que es un nematodo hematéfago provoca
anemias que en muchos casos puede llevar a la muerte (Liebano, 2011). Las
parasitosis gastroentéricas poseen una gran relevancia debido a su caracter
cosmopolita, ocasionando grandes pérdidas econdmicas que pueden ser directas
como la muerte de los animales reflejado en la tasa de mortalidad del 20 al 50%, o
indirecta que se manifiesta en el retraso del crecimiento de los animales, diarreas
persistentes y baja produccion; estas vertientes estan involucradas en la pérdida de

peso de hasta un 50% de los animales (Nari, 2011).
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2.3 Ciclo biolégico de Haemonchus contortus

El ciclo de vida de Haemonchus contortus (Figura 1) es de tipo directo, las larvas L3
son ingeridas por el hospedero en el pasto, se convierten en adultos infecciosos en
el abomaso y producen huevos que se eliminan en las heces. Los huevos se
incuban en las heces y sufren dos mudas, convirtiéendose en larvas L3 que pueden
migrar por las hojas de la hierba en gotas de humedad. En condiciones adecuadas,
el huevo depositado en las heces tarda solo 3-4 dias en desarrollarse en la etapa
L3. Dependiendo de la temperatura y la humedad, las larvas L3 pueden sobrevivir

en el pasto hasta 6 meses. (Paddock, 2010).

Los huevos de Haemonchus contortus tienen una medida promedio de entre 70-85
micras conteniendo un embrién de 16 a 32 células. En caso de contar con las
condiciones ambientales requeridas este se desarrollara entre las primeras 24 a 30
horas de incubacién, por accion de enzimas como las quinasas y las proteasas
rompen la pared de los huevos permitiendo entonces la ecdisis de larva en su primer
estadio (L1), cuya medida es de 369 ym de longitud total, su estructura consta de
cavidad oral y un aparato bulbar caracteristico en forma de “Y”. Posteriormente la
larva sostiene un segundo proceso de modificacién en donde muda su epidermis,
esto al completar su crecimiento a larva (L2), en donde aun mantiene algunas
caracteristicas en cuestion de morfologia y mide 516 ym en promedio, en este
mismo estadio sufre una segunda ecdisis. Sin embargo, en esta segunda muda la
nueva epidermis no sera desechada ya que esta la provee de proteccion contra las
inclemencias del tiempo como el frio, calor y radiacion solar. Las larvas en los
estadios L1 y L2 no tiene la capacidad de infectar a un individuo ya que no cuenta
con la capacidad de sobrevivir a la accion de los jugos gastricos (Anderson, 2005).
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Figura 1.- Ciclo biolégico de Haemonchus contortus (L1) larva 1, (L2) larva 2 y
(L3) larva 3 (Johnstone, 1998).

2.4 Métodos convencionales para el control de parasitosis, resistencia
antihelmintica y alternativas de control

Los antihelminticos en el mercado estan agrupados de acuerdo con su naturaleza
quimica y los efectos sobre el parasito. En este sentido los benzimidazoles,
imidazotiazoles y las lactonas macrociclicas son de los compuestos mas empleados
por considerarse de amplio espectro (Medina, 2014). Sin embargo, el uso excesivo
e inadecuado de farmacos de origen sintético ademas de generar un costo
monetario importante para el productor, es una de las causas que ha orillado a
originar poblaciones de nematodos gastrointestinales resistentes a este tipo de
principios activos (Kaplan, 2004).

La resistencia antihelmintica es un fenédmeno a nivel cosmopolita caracterizado por
la disminucion gradual del efecto antihelmintico sobre los parasitos de todas las
especies, incluyendo la humana (Medina, 2014). Ademas, esta es una capacidad
heredable del helminto que les permite continuar su ciclo de vida pese al tratamiento
a dosis terapéutica, que normalmente causan la inhibicién de la eclosion o bien la

muerte de los parasitos en una poblacion susceptible (Torres ,2007).
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De forma adicional, el uso de este tipo de compuestos genera una preocupacion de
indole ambiental, ya que de un 100% de farmaco administrado durante el
tratamiento, tan solo el 30% es responsable del efecto sobre los parasitos y el 70%
restante es desechado en heces y orina, o que representa un dafio para con el
medio ambiente (Herve, 2006).

Se han desarrollado alternativas que estan basadas en ser amigables con el medio
ambiente, ser disponibles para los productores y ser efectivas como método de
control frente a poblaciones resistentes a principios activos sintéticos. Ademas, de
ofrecer productos organicos cuyo objetivo es garantizar la inocuidad y calidad de los
alimentos de origen animal como leche y carne (Nari, 2011). Dentro de estas
alternativas se encuentra el uso de agujas de cobre, hongos nemato6fagos, manejo
de pastoreo y herbolaria; que han demostrado tener un efecto sobre los helmintos
sin afectar la inocuidad de los alimentos, lo que permite el consumo durante el
tratamiento (Von Son-de Fernex et al. 2015).

Dentro del control de parasitos se han utilizado diversas plantas que contienen
sustancias bioquimicas a las que se les atribuye el efecto antihelmintico (Martinez,
2010) , como los taninos, terpenoides, saponinas y otros compuestos polifendlicos
que afectan de forma significativa alguna de las fases del ciclo vital de los
nematodos gastrointestinales (Newman, 2016).

Estos compuestos son denominados metabolitos secundarios; que son compuestos
quimicos sintetizados a partir de excedentes del metabolismo primario que no
participan en el crecimiento, pero si en la supervivencia de las plantas ya que actuan
como método de defensa ante situaciones de estrés o para no ser ingeridas por los
animales (Castillo, 2014).

La busqueda de los metabolitos secundarios con propiedades en diversas vertientes
como agronomia y la produccion de insecticidas o en la industria farmacéutica,
(Figueiredo, 2008) esta basada en el uso tradicional de distintas plantas a las que

de forma empirica se les atribuyen multiples actividades bioldgicas.
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Con este enfoque Hernandez y Lopez (2000) estudiaron el efecto antihelmintico de
extractos de las siguientes plantas medicinales: estafiate (Artemisia ludoviciana),
epazote (Dysphania ambrosoides), semilla de calabaza (Cucurbita sp) y ajo (Allium
sativum), reportando una accion antiparasitaria variable y con eficacia de moderada
a baja en comparacién con antihelminticos comerciales como la ivermectina. De
igual forma, Martinez et al., (2010) evalu6 el efecto de plantas ricas en taninos y
otros compuestos antioxidantes como Lysolima latisiliquum, Onobrychis viciifolia y
Chinopsis sp, donde sugiere que los compuestos presentes intervienen en la
movilidad, metabolismo y posiblemente en la reproduccion de los nematodos.

No obstante, la evaluacion de distintas plantas sigue siendo objeto de estudio
debido a que comparten muchos de los metabolitos secundarios con diversas
actividades. Tal es el caso de la planta de café, que comparte con una amplia
variedad de frutos y vegetales su contenido de metabolitos como compuestos
polifendlicos (acido clorogénico, acido cafeico, ferulico y cumarico), un grupo
variado y complejo de antioxidantes naturales a los que se les atribuyen diferentes
actividades biologicas como antibacteriana, antifungica entre otras (Zudaire, 2010 ).

2.5 El café y su produccién en México

El cafeto es un arbusto originario del continente africano del grupo de las
Coffeaceas, siendo la Caffea arabica la principal y mas cultivada en numerosas
partes del mundo, posicionandolo como uno de los productos basicos que mas se
comercializa en el mundo. Este producto no solo representa un importante origen
de divisas, sino una de las principales fuentes de ingresos de las zonas rurales
(Echeverri, 2005). Para Meéxico, el café representa una de las actividades
estratégicas que emplea a cerca de 500 mil productores, con un aproximado de 600
mil hectareas sembradas en 12 entidades federativas y 391 municipios; esta
involucra una derrama en la exportaciéon de 897 millones de dolares anuales,

colocandolo como el principal productor de café organico en el mundo (SIAP, 2017).
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En los ultimos 4 afos se dispone de un inventario en campos renovados por 450
millones de plantas, cuyos incrementos de produccion se veran reflejados en un

lapso de aproximadamente 5 afios segun datos de la FAO.

En el sur de México estados como Chiapas, esta considerado como el pionero en
produccion de café liofilizado, debido a la instalacién de la primera planta de café
liofilizado en México y Centroamérica, que procesa 4,200 toneladas de café al afio,

principalmente para abastecer los mercados europeos y japoneses (SIAP, 2017).

Debido a que la planta de café requiere de condiciones climaticas especificas, es
que los estados con una alta produccion de café se encuentran en el sur de México,
principalmente en estados como Chiapas, Oaxaca, Veracruz y Puebla que
representan un 84% de superficie sembrada, seguido de Guerrero, San Luis Potosi,
Nayarit e Hidalgo con 15%, finalmente, Jalisco, Querétaro, Colima y Tabasco con
el 1% (AMECAFE, 2017).

2.6 Residuos del café

Es claro que, en los paises productores de café, los residuos y los subproductos de
su procesamiento constituyen una fuente de grave contaminacion por las grandes
cantidades de desechos que generan problemas ambientales (Wong, 2013). Dichos
residuos en su mayoria estan conformados por cafeina, melanoidinas y polifenoles
en general, por lo que dada su naturaleza se pueden llegar a considerar téxicos en
altas concentraciones y representan un riesgo para el medio ambiente al no ser
tratados de forma adecuada para evitar alguna repercusion al medio ambiente
(Silva, 2011).
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De acuerdo con la morfologia del fruto del café (Figura 2) es que se derivan diversos
residuos durante su procesamiento, el cual estda conformado por el endospermo
(grano del café), endocarpio (cascara o cascarilla) y mesocarpio (pulpa)
(AMECAFE, 2017).

1. Epicarpio 4. Endocarpio {pergamino )
2. Disco u “‘ombligo” 5. Espermoderma o pelicula
3. Mesocarpio { plateada

6. Embrion

Figura 2.- Corte longitudinal del grano de café (Sola et al., 2000).

El procesamiento del café consta de dos operaciones, un proceso humedo, del cual
proviene la pulpa, mucilago y aguas de desecho. El segundo proceso consta de

separar la cascara o cascarilla del grano del café (Machado, 2009).

En el caso de la pulpa desde mediados del siglo pasado se ha buscado proponer
alternativas de aplicacion, como la produccion de biogas, pienso para la
alimentacion del ganado y abono (Rathinavelu, 2005). Sin embargo, debido a su
composicién es que ha resultado dificil la aplicacion en diferentes areas.

En anos recientes se ha evaluado la capacidad de 7 diferentes cepas fungicas para
crecer y liberar compuestos fendlicos de residuos de café en condiciones de cultivo
sélido con el objetivo de desintoxicacion biolégica de este material y asi poder
emplearlo como abono, en efecto las cepas Aspergillus niger y Neuroespora spp,
mostraron una buena capacidad de liberacibn de compuestos fendlicos de la
estructura del material por lo que se propone como una desintoxicacion bioldgica

para su posterior aprovechamiento (Borelli, 2004) .
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Se ha evaluado la posibilidad de que estos desechos pudieran formar parte de la
dieta en animales como los rumiantes, conejos y pollos, pero el alto contenido de
lignina limita su uso. Demostré que puede usarse como una fuente potencial para

la produccion de biodiesel y pellets de combustible (Rathinavelu, 2005).

Otra de sus aplicaciones es a nivel industrial como combustible en las calderas de
la misma industria debido a su alto poder calorifico de aproximadamente 5,000
kcal/lkg. Sin embargo, esta debe de considerarse por la produccién de material
particulado afectando la calidad del aire por lo que su uso ha sido descartado (Silva,
2011).

Por otro lado, en el area farmacoldgica, debido a la composicién quimica de estos
residuos es que la industria ha centrado sus investigaciones por considerarse un
residuo como fuente de antioxidantes entre otros compuestos. Y, por ende, como

un alimento util para proteger al organismo (Machado, 2009).

En una investigacion realizada por Ortiz et al., (2016) empleando un extracto
acetonico de percolado de café demostré que este posee actividad antihelmintica
de forma in vitro. Sin embargo, al realizar la prueba in vivo alimentando a los
animales con el percolado no logro observar dicha actividad y concluye que la
ausencia de la actividad podria deberse a la degradacién de los compuestos antes
de llegar al abomaso y a la baja susceptibilidad a los compuestos secundarios de
plantas ricas en taninos que presento el aislado de Haemonchus contortus.

2.7 Composicién quimica del café y sus residuos

La composicion quimica de los subproductos del café tiene una variacién en relacién
con el método de procesamiento en seco, humedo, tostado y elaboracion de
cerveza, con notables cambios principalmente en contenido de fibra, carbohidratos
y cafeina (Pandey, 2000).

La materia seca esta constituida por minerales y sustancias organicas como
carbohidratos, lipidos y proteinas. Ademas, compuestos como alcaloides,
trigonelina, algunos acidos carboxilicos y fendlicos (Moore, 2008).
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Uno de los compuestos en mayor abundancia es la cafeina como componente
principal del café y tiene capacidad de penetrar la membrana celular para activar la
liberacion de calcio del reticulo sarcoplasmatico e induce una contraccion transitoria
de disminuye a medida que el calcio se remueve del citosol (Echeverri, 2005).
Existen reportes que mencionan los beneficios del consumo de cafeina que incluyen

un menor riesgo de padecer diabetes mellitus tipo dos y obesidad (Hino, 2007).

Otros estudios revelan que altas concentraciones de cafeina pueden ser toxicas de
acuerdo con bioensayos realizados con embriones de pollo muestran actividad
teratogénica y proliferacion neuronal interrumpida (Borelli, 2004). No obstante,
Almeida et al. (2015) demostraron la capacidad prebiotica y antimicrobiana de los
residuos del café, atribuyendo dicha capacidad a la produccion de melanoidinas, el
cual es un compuesto generado durante la fase seca del procesamiento del café y
que ademas se ha demostrado su potencial antioxidante, antihipertensivo, y

antifungico.

Una de las actividades biologicas que se les atribuye a los compuestos del café es
la actividad antioxidante, concretamente los polifenoles debido a su potencial
beneficioso para la salud. Los polifenoles son agentes antioxidantes que ayudan a
combatir el dafio por radicales libres y ayudan a hacer frente al estrés oxidativo
(Renouf, 2010). Una subdivision de los fenoles son los taninos, que se encuentran
comunmente en la corteza de plantas vasculares y menor medida en hojas, frutos,
flores y semillas (Osman, 2012). Estos compuestos son considerados anti
nutricionales lo que limita su uso dentro de la dieta animal (Pandey, 2000). Los
taninos, sin embargo, parecen mostrar otras actividades biolégicas como
antibacterianos, antiinflamatorios, anticolinérgicos ademas de ayudar en el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares (De Nicola, 2007). Algunos reportes
existentes mencionan que los efluentes industriales se aproximan a

concentraciones de taninos de 100 mg/L (Koyunluoglu, 2006).
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En un estudio realizado por Palomo et al. (2012) en caprinos infectados con
Haemonchus contortus mostré que el consumo de un alimento que contiene el
subproducto percolado de C. arabica ocasiona un efecto antihelmintico evidente con
relacion a la fecundidad y al tamafio de las hembras de H. contortus. Sin embargo,
el porcentaje de reduccion del desenvaine de forma in vitro fue variada, la cual
puede deberse a la diferencia del procesamiento como secado, tostado, percolado
y extraccion de los compuestos presentes en el extracto. En la evaluacion
antihelmintica in vivo fue observada una actividad nula. No obstante, las
investigaciones también sugieren que los metabolitos secundarios pudieran llevar a
cabo las actividades biolégicas antes mencionadas de forma individual o bien de
forma sinérgica, dado que de forma natural estos compuestos tienen la finalidad de
conferir a las plantas procesos de defensa y supervivencia (Herve, 2006). Sin
embargo, por su naturaleza los compuestos tienen la limitante de ser altamente
sensibles a diferentes factores del medio interno como el pH, temperatura, actividad
enzimatica y degradacion por microorganismos, asi como del medio externo como
la degradacion por rayos UV, actividad de agua, temperatura y humedad relativa
(Quesada, 2009).

Al considerarse compuestos con potencial en la industria farmacéutica, surge la
necesidad de la busqueda de alternativas con la finalidad de protegerlos contra los
factores que afecten su actividad bioldgica.

La encapsulacion es una excelente alternativa para la proteccion de compuestos
manteniendo la viabilidad de una gran cantidad de compuestos bioactivos. Existe
una variedad de materiales de diversas fuentes (proteinas, lipidos y carbohidratos)
gue son utilizados como material de pared para la encapsulacién de compuestos
bioactivos (Desai et al., 2005). Debido a los costos de importacién de algunos
materiales, se han buscado fuentes no convencionales como el uso del almidén por
ser uno de los polisacaridos mas abundante en la naturaleza y las diversas

aplicaciones para el proceso de encapsulacion.
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La ventaja de utilizar este tipo de materiales es que las fuentes de las cuales
provienen son de facil acceso y su costo de obtencién es menor. También cabe
sefalar que el uso de polisacaridos se ha utilizado para la encapsulaciéon de
enzimas, y algunos farmacos, mostrando un amplio campo de aplicaciones futuras
(Neira et al., 2013).

2.8 Encapsulacion

La encapsulacién es un proceso tecnologico que permite contener una sustancia o
agente activo en el interior de otra que recibe el nombre de recubrimiento (Borelli,
2004). Este proceso mejora la incorporacion de moléculas bioactivas o
nutracéuticas (antioxidantes, minerales, vitaminas, luteinas, acidos grasos, etc.), asi
como de células vivas (probioticos). Existen diversas razones para emplear el
método de encapsulacion, una de ellas es proporcionar una barrera fisica entre los
compuestos bioactivos sensibles y el medio ambiente, lo que permite estabilizarlo
durante el procesamiento reduciendo la degradacion por oxidacion o hidrolisis, de
esta manera incrementa la biodisponibilidad de los principios activos (Desai K. G.,
2005). Ademas, permite que el mecanismo de liberacion sea controlado con relacion
al tiempo o condiciones especificas (Nedovic, 2011).

El tamano de particula obtenido dependera de la técnica utilizada para la
encapsulacion. Thies (2013) menciona que se puede considerar como
microcapsulas a aquellas particulas con un tamafo entre 1-1000 um, particulas
menores a 1 uym se consideran nanoparticulas y aquellas mayores a 1000 ym se
pueden definir como macrocapsulas. El uso de estas tecnologias permite
incrementar la viabilidad de compuestos sensibles como vitaminas, disminuir la

evaporacion y degradacion de bioactivos volatiles (Fathi, 2012).
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Para la produccién de las capsulas se han propuestos diversos métodos que se
dividen en procesos fisicos, fisicoquimicos y quimicos. La seleccion del método
dependera del tamafio de capsula requerido, propiedades fisicoquimicas del
encapsulante y la sustancia a encapsular, la aplicacién del material encapsulado,
mecanismo de liberacion y el coste (Saupe, 2004).

2.8.1 Materiales de pared

Los materiales de pared son aquellos materiales con la capacidad de formar una
pelicula alrededor de un nucleo con el objetivo de proteger y permitir su liberacion
bajo condiciones especificas a una velocidad controlada.

Existe una amplia variedad de materiales de distintas fuentes para encapsular como
pueden ser gomas (acacia, carragenina, alginato de sodio), carbohidratos (almidén,
quitosano, sacarosa, jarabe de maiz), lipidos (ceras, parafinas, aceites, grasas,
trisetearina), proteinas (gluten, caseina, albumina) y algunos materiales inorganicos
(sulfato de calcio, silicatos). Sin embargo, algunos de estos materiales muestran un
comportamiento y caracteristicas diferentes en las técnicas de encapsulado
empleadas (Gharsallaoui, 2007).

La seleccion del material de pared depende principalmente de las caracteristicas
fisicoquimicas del encapsulante y las caracteristicas del compuesto a encapsular,
por lo que dependiendo de estas vertientes el compuesto se liberara a través de
diversos mecanismos como hinchazon, disolucion o degradacion (Desai et al.,
2005). Por otro lado, es importante considerar que el material de pared sea
compatible con los métodos de encapsulacién en cuanto a su comportamiento
durante el proceso de encapsulado, ya que se pueden comportar de una manera
diferente en los distintos procesos y se vera reflejado en la calidad, estabilidad y

eficiencia del encapsulado.
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Algunos reportes como el de Fathi et al., (2012) sugieren que los sistemas de
entrega basado en carbohidratos pueden interactuar con una gran cantidad de
compuestos bioactivos a través de los grupos funcionales, lo que los hace
portadores mas versatiles que se unen y atrapan una gran variedad de ingredientes
alimentarios bioactivos hidréfilos e hidréfobos.

Por otra parte, se consideran como una coraza adecuada bajo procesos de alta
temperatura debido a su estabilidad en comparacién con otros sistemas a base de
lipido y proteinas que tienden a desnaturalizarse (Gharsallaoui, 2007). Finalmente,
las aplicaciones que tendran los encapsulados son criterios que de igual forma estan
relacionados con el método de encapsulado y de ello dependera si es aplicado algun

meétodo fisico, quimico o fisico- quimico.

2.8.2 Métodos de encapsulacion

La encapsulacién de los ingredientes activos se puede llevar a cabo por diferentes
meétodos, el cual esta relacionado con las propiedades del centro activo y del
material de pared que se pretende utilizar (Desai K. G., 2005). De forma general se
pueden apreciar 3 procesos de encapsulacion, los fisicoquimicos (coacervacion
simple, evaporacion emulsion-solvente y atrapamiento por liposomas), quimicos
(polimerizacion interfacial e inclusion molecular) y fisicos (secado por aspersion,

extrusion vy liofilizacion) (Gharsallaoui, 2007).

La encapsulacion por el método de secado por aspersion es uno de los métodos
mas usados en la industria de los alimentos , el cual consiste en la dispersién de
sustancias a encapsular con el agente encapsulante, seguido de una atomizacion
de la muestra en una camara a alta temperatura, por lo que el solvente es evaporado
rapidamente y quedando el compuesto activo atrapado dentro de una pelicula del

material utilizado (Figueroa, 2016).

Comunmente el encapsulado obtenido mediante el secado por aspersion tienen un
tamano aproximado de 10-50 um o bien 2-3 mm, de esto dependera el tipo de
secador que se utilice y del material de soporte empleado, asi como las condiciones
de operacion (Rapelo, 2013).
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Una limitante de este método esta relacionada con los materiales de recubrimiento
disponibles debido a que en la industria se lleva a cabo a partir de formulaciones
acuosas, por lo tanto, el material de pared debe cumplir con ser soluble en agua

entre otras caracteristicas (Desai K. &., 2005).

La diversidad de los materiales que son utilizados en la encapsulacion se debe a
que no todos cumplen con las caracteristicas adecuadas para este método de

encapsulacion.

Uno de los materiales mas usados como encapsulante empleando secado por
aspersion es la goma arabiga por sus buenas caracteristicas como encapsulante.
Sin embargo, la produccién de estos para el caso de México es una de las grandes
limitantes, ya que su precio de importacion en el caso de las gomas asciende a los
4 millones de dolares anuales. Por esta razén diversas investigaciones se han
encaminado a la busqueda de nuevas fuentes de materiales para encapsular y

aminorar los costos en importacion.

Los polisacaridos representan a uno de los materiales con mayor uso y aplicaciones
en alimentos y encapsulacion de nutracéuticos debido a las caracteristicas que
poseen (Nedovic, 2011). Estos pueden ser aislados a partir de semillas, algas,
exudados, tubérculos y algunos frutos. Se ha demostrado que los sistemas de
encapsulacion basados en carbohidratos como el almidén son aptos en la para
interactuar con una amplia gama de compuestos bioactivos por medio de sus grupos

funcionales, lo que hace que sean mas versatiles, biocompatibles y biodegradables.
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2.9 Almidén

Es un polisacarido considerado como una fuente energética de reserva en las
plantas y puede ser comunmente encontrado en productos como los cereales,
tubérculos, leguminosas y algunas frutas (Sefa-Dehen, 2002). El almidén de forma
general esta constituido por dos polimeros que influyen en su funcionalidad; la
amilosa, que consta de unidades lineales de D-glucosa a 1-4 y pocas ramificaciones
con enlaces a 1-6 (Bello, 2006). Tiene la caracteristica de formar una hélice y en

algunos estudios se sugiere que se entrelazan incluso a través de la amilopectina.

Ademas, tiende a formar un complejo muy fuerte con el yodo produciendo una
coloracién azul intensa. Debido a esta caracteristica se pueden hacer analisis

rapidos de contenido de amilosa de forma cualitativa.

A diferencia de la amilosa, la amilopectina es altamente ramificado con cadenas
cortas de enlaces a 1-4, que se ramifican en los enlaces a 1-6 entre cada 25 o 30
unidades de glucosa y es sintetizado usando glucosa-1-fosfato a través de una serie
de reacciones enzimaticas complejas (Luallen, 2017). Son definidos dos grupos de
cadenas que la conforman, las cadenas A y las cadenas B. Los racimos estan
asociados a las cadenas A principalmente y son responsables de las regiones
cristalinas dentro del granulo. Las areas amorfas se pueden presentar cada 0.6-0.7
nm y son los que contienen la mayor cantidad de enlaces a 1-6 por lo que son las
areas con mayor susceptibilidad a ser atacadas por agentes hidroliticos (enzimas y
acidos) (Bello, 2006).

La biosintesis de los granulos de almidon se inicia en el hilio, el centro organico del
granulo y las cadenas de almidon se alargan radialmente hacia la periferia por
oposicion. Ademas, tienen la caracteristica de ser insolubles en agua a temperatura

ambiente y en la mayoria de los solventes organicos (Sefa-Dehen, 2002).

La amilosa y la amilopectina al ser sus componentes principales son las que le
confieren diferentes propiedades en su conjunto al granulo de almidoén y que
generalmente se consideran para determinar la aplicacion a diferentes areas y

productos.
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Con el paso de los afos los almidones han sido utilizados ampliamente en diferentes
aplicaciones industriales no alimenticias como papel, cartéon, cosméticos y algunos

productos farmacéuticos (Lalduhsanga, 2013).

En el ambito de la industria farmacéutica ha sido estudiado el almidon nativo de taro
como un excipiente farmaceéutico. Sarkar et al. (2015) demostraron que la liberacion
de paracetamol de la tableta se retras6 en medios gastrointestinales simulados
hasta aproximadamente 8 h cuando se usaron diferentes cultivares de C. esculenta
al noroeste de la india. También se encontré que el almidén de taro en su forma
nativa era comparable con el almidon de maiz estandar como disgregante en la

formulacién de comprimidos.

Al considerarse los compuestos bioactivos dentro de la industria alimentaria y
farmacéutica se ha dado un giro en la combinacion de ambas areas, dado que el
almidon no solo puede ayudar en el mecanismo de liberacion de farmacos, sino que
también de compuestos conocidos como nutracéuticos. Yousof et al. (2018)
prepararon nanoparticulas de almidon de diferentes fuentes botanicas, empleando
el método de nano precipitacion, determinaron que las nanoparticulas se veian
afectada por el origen del almidén y se reflejaba en el porcentaje de carga de
quercetina, cinética de liberacion y actividad antioxidante. Dando como resultado
que el almidén de fuentes como cereales tenian baja eficiencia en la encapsulacion

en comparacion con las nanoparticulas de tubérculos y leguminosas.

En los ultimos anos se ha considerado como uno de los polimeros de origen natural
que es biocompatible, biodegradable y muestra propiedades de bioadherencia,
convirtiéndolo en uno de los polimeros naturales mas prometedores y sobre todo al
ser el segundo material de biomasa mas abundante en la naturaleza por
encontrarse en raices, tallos, semillas y cultivos basicos (Le Corre et al., 2010). No
obstante, la eleccidon de la fuente de almidon y sus aplicaciones dependeran de

factores como region, clima, condiciones de crecimiento y cultural.
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2.9.1 Fuentes de almidon

En diferentes investigaciones mencionan a una gran cantidad de alimentos con alto
contenido de almidon, tal es el caso de algunos cereales como el trigo, el centeno,
cebada, sorgo, mijo y maiz, este ultimo es uno de los mas usados en ciertas
industrias por su produccion a gran escala (Acevedo et al., 2013). Sin embargo, no
solo los cereales poseen este tipo de compuesto, algunas frutas y vegetales tienen
una importante cantidad de almidén que pueden ser usados para la obtencién de

este polisacarido y que son conocidas como fuentes no convencionales.

Este tipo de fuentes son llamadas no convencionales debido a que de forma comun
no se habian manipulado con fines de extraccién de almidén. Po lo tanto, la
demanda de productos convencionales para su comercializacién ha generado la
busqueda de productos de donde se pueda obtener almiddén para cubrir las
necesidades de las industrias que hacen uso de estos materiales (Aguilar, 2013).

En zonas del sur del pais crece una gran variedad de semillas, vainas, frutas y
legumbres que pueden ser transformadas en harinas y ser aprovechadas en la
alimentacion humana, animal o bien en las industrias como aditivo. Este tipo de
aprovechamiento tiene diferentes objetivos, por un lado, disminuir la pérdida
postcosecha y por otro, su participacion en el desarrollo de productos como los
encapsulados o en la innovacion de otros alimentos de consumo (Sira et al., 2016).
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2.9.2 Almidén de malanga, caracteristicas y aplicaciones

El almidén aislado de fuentes como raices y tubérculos son una alternativa para
solventar los problemas de hambre en paises de Latinoamérica principalmente, en
el caso de la malanga, para reemplazar a las materias primas convencionales en la

industria con diversas aplicaciones (Rapelo et al, 2013).

La malanga o taro (Colocasia esculenta) es una planta de rapido desarrollo
vegetativo, perteneciente a la familia de las araceas con un tubérculo subgloboso.
Por lo general es cultivada en climas humedos o en zonas de lluvia constante.
Ademas, es un tubérculo aprovechable casi en su totalidad y distribuida en distintas
zonas del sur del pais por su contenido nutricional (Torres, 2015), debido a sus altos
contenidos de almidén cercanos a un 80% es empleada como materia prima para

la elaboracion de diversos productos alimenticios (Aguilar, 2013).

En el ambito cultural es un alimento tradicional en paises de Latinoamérica, en el
caso de México en estados del sur como Oaxaca, Chiapas y Tabasco (Naturalista,
2017). Es considerada como una fuente de alimento en la poblacion de la cuenca
del Pacifico. La planta de taro tiene un valor triple en el sentido de que el tallo puede
usarse para la obtencion de almiddn facilmente y en buena cantidad (NRCS, 2017).

Existen investigaciones que informan que la malanga tiene un porcentaje de entre
el 70-80% de almiddn con granulos pequefios, también es rico en goma (mucilago)
y se ha extraido hasta en un 9.1% de mucosidad de malanga (Aboubakar et al,
2008). Debido a que los granulos de almidén de malanga son pequefios es que su
digestion es altamente rapida, estas caracteristicas hacen posible que la malanga
pueda reemplazar a productos como el maiz, el iame, yuca y papa en la industria

alimentaria (Rapelo, 2013).
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En estudios recientes se reporta que la malanga tiene ademas un alto porcentaje
de amilosa y amilopectina entre 18 y 20 % considerablemente alto, se sabe que esto
esta estrechamente relacionado con el tamafo y forma del granulo (Torres, 2015).
Una de las propiedades unicas del almidon de taro es su tamafo de granulo, que
varia entre 1y 5 ym, lo que lo convierte en el tamafio de granulo mas pequefio entre
los almidones de tubérculos y raices (Pachuau et al., 2018). Estas caracteristicas
son las que le brindan la posibilidad de ser empleadas en diferentes industrias tanto
alimentarias como no alimentarias, tal es el caso de la industria del papel, textil,
adhesivos, cosmeética y farmacéutica. Esta ultima emplea almidones nativos y
modificados como material de pared como sistema de entrega de algun ingrediente
activo (Bello, 2006).

Existen reportes en el que se ha aprovechado el almidén de malanga en su forma
nativa debido a su capacidad de formar agregados esféricos, Gonzales et al. (2011)
prepararon y caracterizaron agregados esféricos de almidon de malanga incluyendo
una etapa de secado por aspersion.

Se concluye que las condiciones de secado, caracteristicas como tamafo de
granulo y contenido de proteinas produjeron este tipo de estructuras esféricas que
pueden ser una alternativa para la encapsulacion de sustancias empleadas en la

industria alimentaria y farmacéutica.

De igual forma se sabe que una de las grandes desventajas del almidon en su forma
nativa esta relacionada con las limitadas aplicaciones que puede tener como su baja
tolerancia a los procesos, alta retrogradacion y sinéresis. Estos hechos motivaron
al empleo almidones modificados como ingredientes funcionales en los alimentos
procesados mejorando sus propiedades funcionales y que muestran mejoras sobre
los almidones no modificados (Bidyut, 2016).
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2.9.3 Almidén modificado

Las propiedades y funcionalidades del almidén como la resistencia mecanica y
flexibilidad dependen de la cantidad de amilosa y amilopectina, del grado de
ramificacion y de la distribucion del peso molecular (Peraza, 2016). El uso del
almidon modificado surge debido a las limitaciones que surgen al ser empleados en
diferentes industrias como textiles, alfombras y aglutinantes en la industria
alimentaria, entre otras (Aguilar, 2013). Este uso limitado estd asociado a su
fragilidad, deterioro de propiedades mecanicas e incompatibilidad con algunos
solventes. Debido a esto se realizan diferentes modificaciones que den soluciones
a las limitaciones mas frecuentes por lo que existen 3 principales métodos del tipo
fisico, quimicos y enzimaticos, aunque de igual forma se puede hacer una
combinacion de estos con la finalidad de mejorar la modificacion de acuerdo con las

caracteristicas que se busquen.

Entre los diversos métodos de modificacion los mas empleados son los métodos
quimicos. Sweedman et al. (2013) proponen que la esterificacion con anhidrido
octenil succinato (AOS) otorga al almidén anfifilicidad, propiedad que es
fundamental para estabilizar las emulsiones de agua en aceite y aceite en agua para
las industrias de alimentos, cosméticos y farmacéuticos. Sin embargo, la generacion
de desechos quimicos durante la modificacion con AOS podria conducir a la

contaminacion del medio ambiente.

Como el concepto de “procesamiento verde” se vuelve cada vez mas importante en
las industrias alimentarias y no alimentarias, ha habido un gran interés por el disefio
y desarrollo de tecnologias para la produccidén de almidones modificados un poco

mas innovadoras y menos daininas (Nannan, 2017).



Pagina |32

Las técnicas emergentes, especialmente aquellas basadas con enfoques fisicos, ha
atraido la atencion en la modificacion del almidon, ya que pueden reducir en gran
medida los desechos del procesamiento y pueden generar productos de alta
seguridad alimentaria al no emplear sustancias quimicas. Se ha confirmado la
molienda mecanica de bolas, como técnica fisica, econdbmica y amigable con el
medio ambiente, puede regular algunas propiedades funcionales del almiddn
(solubilidad, digestibilidad y pegado). Lui et al. (2011) estudiaron el efecto del
tratamiento de molienda de bolas de alta energia sobre la estructura y porosidad del
granulo de maiz. Los estudios de MEB mostraron que las superficies de los granulos
de almidon se modificaron significativamente y observaron cavidades en la region
central de los granulos distorsionados. Ademas, concluyen que los almidones
molidos exhiben la capacidad de adsorcion que puede ofrecer una nueva
oportunidad para la aplicacion del almidon, como, por ejemplo, sorbete en alimentos
o encapsulante de productos farmaceéuticos y nutracéuticos (Lui, 2011).

Se sabe que los tratamientos mecanicos alteran la estructura de los granulos de
almidon, las propiedades fisicoquimicas y la digestibilidad, dependiendo del tipo de
tratamiento, severidad, material de molienda, asi como de la fuente de almidén. Han
et al. (2002) mencionan que los almidones cerosos o almidones bajos en amilosa
se danan facilmente empleando molienda mecanica, lo que los hace mas

vulnerables a la amildlisis.

Por otro lado, Chen et al. (2003) reportaron que el aumento del tiempo de molienda
del almidén de arroz causa la reduccion y desaparicion de birrefringencia, los picos
de difraccion de rayos X y el evento endotérmico caracteristico de la gelatinizacion,
lo que indica que los granulos semicristalinos se conviertan progresivamente en un
estado amorfo, por lo que su temperatura de gelatinizacion dependera del nivel de
dafo que este tenga, datos que coindicen con Sushill et al. (2010) los cuales
proponen que debido al proceso de molienda, el granulo es sometido a fuerzas
como impacto, cizallamiento y degaste, que pueden causar la descomposicion fisica

de los granulos, produciendo mayor cantidad de fracciones solubles.
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Ademas, descubrieron que un sistema de molienda agua-almidén protege a lo
granulos durante la molienda absorbiendo la energia disipada durante el proceso.

En el caso particular la malanga Deepika et al., (2013) encontraron que el taro en
su forma nativa puede actuar como excipiente farmacéutico para la liberacién de
paracetamol. También se demostré que la tensién superficial y la viscosidad del
almidon de taro nativo se consideraron la razén de la propiedad de union del almidén
en los comprimidos preparados. Pachuau et al., (2018) aislaron y caracterizaron
almidon de taro, de igual forma realizaron una modificacion quimica utilizando acido
critico para mejorar su propiedad como excipiente. Demostraron que el almidén en
su forma citratada tenia una mejor eficiencia como desintegrante de comprimidos

mejorando su biodisponibilidad.

Por otro lado, Siéntate et al. (2014) investigaron el efecto del tratamiento de
ultrasonido sobre el rendimiento del almidon aislado y propiedades funcionales del
almidén de taro. Se obtuvo un rendimiento de 18.97% comparado con un método
convencional el cual ronda el 15.29%. También observaron una ligera disminucién
en la claridad de las pastas del almidon después del pretratamiento por ultrasonido.
Se encontr6 que la estabilidad al congelamiento y deshielo mejoraba en

comparacion que cuando se modifica con un método convencional.

Hazarika & Sit., (2016) realizaron una modificacion dual del almidén de taro
mediante hidroxipropilacion y entrecruzamiento. Encontraron que el contenido de
amilosa disminuia debido a la modificacion simple y doble. Para la modificacion
doble, se observo que el poder de hinchamiento, solubilidad y claridad aumentaban
con el nivel de hidroxipropilacion y disminuian con el nivel de entrecruzamiento. En
cuanto a viscosidad, los almidones modificados dualmente mostraron una mayor

firmeza que el almidon nativo.

Finalmente concluyen que las propiedades especificas de los almidones
modificados quimicamente pueden adaptarse a aplicaciones especificas, como los
productos alimenticios que requieren tanto una alta viscosidad como una estabilidad

de almacenamiento.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México la ovinocultura es una actividad econdmica importante en diversos
estados del pais, especialmente en zonas tropicales. Sin embargo, su productividad
se limitada por problemas asociados a agentes infecciosos como los parasitos
gastrointestinales. Haemonchus contortus es un nematodo gastrointestinal que
afecta pequenos rumiantes, asociado a los problemas de salud mas importantes
que impacta a nivel econdmico en las unidades de produccion, no solo por las
pérdidas asociadas a la baja produccion de los animales. Ademas, por los costos
que representa la implementacién de programas de medicina preventiva como la
desparasitacion. No obstante, el uso constante y sin control de los antihelminticos
comerciales ha llevado a la generacidn de poblaciones de nematodos resistentes a
los compuestos activos que se usan comercialmente, por lo que actualmente
diversos grupos de investigadores alrededor del mundo se han centrado en la
busqueda de tratamientos alternativos efectivos y econdmicos.

El uso de extractos de plantas o los subproductos de estas, como la cascara de
café, son una alternativa para el control y tratamiento de algunas helmintiasis debido
a que contiene un porcentaje significativo de metabolitos secundarios, de los cuales
existen reportes de su potencial actividad contra nematodos gastrointestinales de
importancia veterinaria. No obstante, este tipo de compuestos se sabe que son
altamente degradables tanto por condiciones externas como internas, por lo que se
debe desarrollar un material de pared que permita su proteccién de la oxidacion,

volatilizacion o degradacion por microorganismos.

Uno de los sistemas de entrega de farmacos con mayor relevancia son los sistemas
de entrega basado en carbohidratos como el almidon que puede ser mejorado
mediante modificaciones y asi emplearse como agente encapsulante, permitiendo

la contencion y proteccion de los metabolitos para su posterior liberacion.
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4. JUSTIFICACION

La produccién ovina en zonas tropicales en México es un area que por las
condiciones climaticas favorece el desarrollo de parasitos gastrointestinales de
importancia veterinaria como lo es Haemonchus contortus, un parasito que en las
unidades de produccion genera pérdidas economicas de indole directa como la
muerte de los neonatos e indirecta como la infertilidad en las hembras y pérdida en
el peso de los animales adultos. Aunado a esto la situacion de las poblaciones de
nematodos resistentes a los compuestos quimicos mas comercializados ha
incrementado en los ultimos afos y ha llevado a los productores e investigadores a
buscar alternativas de control que tengan menor impacto ambiental y represente un

menor gasto en programas de desparasitacion en las unidades de produccion.

Existen reportes de plantas que cuentan con un alto porcentaje de metabolitos
secundarios con actividad antioxidante, antibacteriana y antihelmintica. Debido a su
potencial bilégico y benéfico en el organismo son considerados productos
nutracéuticos. Uno de ellos es la cascara de café, el cual es un subproducto
derivado de la industria cafetera que en los ultimos afos se ha considerado como
un residuo téxico en los rios ya que libera compuestos que impactan de forma
negativa en el medio ambiente. Dada la naturaleza quimica de estos compuestos
es que toman relevancia, se ha demostrado que algunos compuestos como los
fenoles, alcaloides y otros metabolitos han tenido un impacto positivo a nivel
bioldgico, lo que convierte a la pulpa de café un candidato potencial para la
encapsulacion de los metabolitos presentes en el extracto y asi mantenerlos en
condiciones viables para utilizarlos como una alternativa para atacar la problematica

en la produccion ovina.

Debido a que los materiales de encapsulacion de origen lipidico y proteico tienen a
desestabilizarse en condiciones de altas temperaturas, se propone el desarrollo de
un material de pared basado en carbohidratos no convencionales como el almidén

de malanga.
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Se ha demostrado que los sistemas de entrega de farmacos a base de
carbohidratos son uno de los materiales mas adecuados al considerarse materiales
biocompatibles, biodegradables y su proceso de obtencién es econdmicamente
viable. Una de las grandes limitantes de estos sistemas son sus pocas aplicaciones
en la industria debido a las propiedades fisicoquimicas en su forma nativa. No
obstante, existen métodos de modificacion que ayudan con el mejoramiento de las
propiedades del almidon. Un método que en los ultimos afios se ha investigado es
el uso de métodos fisicos como la molienda mecanica de alta energia. Existen
reportes que mencionan que el uso de este método de modificacidn mejora algunas
caracteristicas como solubilidad, digestibilidad y capacidad formadora de pelicula,
por lo que el almidén modificado por este método lo convierte en un material de
pared adecuado para encapsular compuestos bioactivos utilizando secado por

aspersion.
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5. HIPOTESIS

El almidébn de malanga modificado dualmente (molienda mecanica vy
entrecruzamiento) servira como material de pared para encapsular los compuestos
bioactivos presentes en el extracto hidroalcoholico de pulpa de café mediante

secado por aspersion.

6. OBJETIVOS
6.1 GENERAL

Encapsular los compuestos bioactivos extraidos de la pulpa de café mediante
secado por aspersion utilizando como material de pared almidon de malanga
(Colocasia esculenta) modificado dualmente y determinar su actividad
antihelmintica in vitro.

6.2 ESPECIFICOS

1. Obtener almidon de malanga modificado dualmente.

2. Caracterizar fisicoquimica, reologica y morfolégicamente el almidén
modificado dualmente.

3. Establecer las condiciones de secado por aspersion para la encapsulacion
de compuestos bioactivos.

4. Evaluar la actividad antihelmintica del extracto y de los encapsulados in vitro.

5. Determinar la degradabilidad del encapsulado in vitro.

6. Determinar la actividad hemolitica del extracto de pulpa de café in vitro.



Pagina | 38

7. METODOLOGIA

Obtencion del extracto hidroalcohdlico de pulpa de Aislamiento del almidon de malanga
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7.1 Obtencion del extracto

Para la elaboracion del extracto se siguié la metodologia descrita por Gonzalez-
Alamilla et al. (2019). Se tomaron 500 g de la pulpa de café secado a la sombra,
posteriormente se mezclé 1 L de una solucion hidroalcohdlica en una proporcion
70:30 agua y metanol. Se dejé reposar durante 72 h evitando ser expuesto a la luz

por la sensibilidad de los compuestos secundarios.

Una vez pasadas las 72 h se concentré en un evaporador rotativo ( Buchi R-300,

Suiza) para eliminar el solvente.

7.2 Actividad antihelmintica del extracto de pulpa de café in vitro

La determinacion de la actividad antihelmintica se realizé de acuerdo con la
metodologia descrita por Von Son de Fernex et al. (2016) descrita a continuacion.

7.2.1 Obtencion de huevo de Haemonchus contortus

Se infestd un ovino raza Hampshire de 3 meses de edad con larvas L3 (fase
infectante) de Haemonchus contortus cepa INIFAP, a razon de 350 larvas por kg de

peso Vvivo.

Se dejo un periodo de incubacion por 21 dias, una vez culminado se procedi6 con
la recoleccion de heces directamente del recto para determinar la cantidad de
huevos por gramo de heces por medio de la técnica de Mac Master, una vez
determinada la cantidad de huevos, se colectaron 30 g de heces que fueron lavadas
con agua destilada en tamices de 200,100, 75 y 37 ym, esto con la finalidad de
concentrar los huevos en el ultimo tamiz. Se recupero el concentrado y se agrego a
un tubo falcon de 15 mL en el que previamente se agregaron 6mL de solucién salina
saturada, luego se centrifugaron a 3,000 rpm/ 3 min.

Se obtuvo el concentrado de huevos y se agregd a otro tubo con agua destilada
volviendo a centrifugar 3 veces para eliminar el exceso de solucion salina y materia

organica hasta obtener una solucion con huevo limpio.
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Una vez obtenida la solucion con el huevo limpio se determind la concentracion de
huevos en 50 pL (contando al microscopio optico la cantidad de huevos en 10
alicuotas de 5 L), para la realizaciéon del bioensayo se agregaron de 150-200
huevos en 50 pL.

7.2.2 Evaluacion de la inhibicion de la eclosién de huevo (IEH) sobre
Haemonchus contortus

En una placa de 96 pozos se colocaron 50 uL de una solucién de agua destilada
con 150 huevos/pozo y se agregaron 50 puL de cada extracto a las diferentes
concentraciones (200, 100, 50, 25, 12.5 mg/mL) para conseguir un volumen final de
100 uL / pozo. Se utilizé6 como control positivo Ivermectina (5 mg/mL) y como control
negativo agua destilada. Se incubo a 30° C por 48 h en una camara humeda.
Después de la incubacién se procedio con la lectura de placa donde se observaron
10 alicuotas de 10 pL en el microscopio con el objetivo 4x y se determin¢ la cantidad

de huevos y larvas en cada alicuota.

Se utilizé la siguiente férmula para determinar el porcentaje de inhibicion de la

eclosion

L1

—-100
L1 + Huevo

% de inhibicion de la eclosion =

Donde L1 es igual a larva 1.
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7.2.3 Recuperacion de larvas L3 de Haemonchus contortus

Se obtuvieron heces directamente del recto del ovino donador, las cuales fueron
mezcladas con agua destilada y espuma de poliuretano (1.5 x 1.5 x 0.5 cm), fueron
incubadas por 10 dias a temperatura ambiente (15 a 20°C), transcurrido el tiempo
de incubacion se procedié a montar la técnica de Bearman para recuperar las larvas
L3 de Haemonchus contortus. Se lavaron con solucion salina saturada, hasta

eliminar la mayor cantidad de materia organica.

Una vez recuperadas las larvas se procedio a realizar el desenvaine de larvas donde
se mezclaron 2 mL de una solucion de hipoclorito de sodio al 3% con 3 mL de la
suspension de larvas L3 de Haemonchus contortus por un minuto (durante este
tiempo se agito en el vortex y se verificd al microscopio que las larvas perdieran
su vaina), trascurrido este tiempo las larvas fueron lavadas 3 veces con 3 mL de

agua destilada para eliminar los restos de hipoclorito de sodio.

Posteriormente se determind la cantidad de larvas en 50 uL de agua destilada
(contando al microscopio 6ptico la cantidad de larvas en 10 alicuotas de 5 ulL), para
montar el bioensayo, fueron agregadas de 150-200 larvas en 50 puL.

7.2.4 Determinacion de actividad antihelmintica sobre larvas L3 de
Haemonchus contortus

Una vez obtenida la larva desenvainada, en una placa de 96 pozos se colocaron 50
pL de una solucién de agua destilada con 150-200 larvas, posteriormente se
agregaron 50 ulL del extracto a las diferentes concentraciones, con cuatro
repeticiones cada una, se utilizé como control positivo Ivermectina (5mg/mL) y agua
destilada como control negativo, la placa se incubo en una camara humeda a 30° C
por 72 h.

Transcurrido este tiempo se realizo la lectura de la placa, colocando 10 alicuotas de
10 uL para diferenciar y contabilizar larvas vivas de las larvas muertas (vivas en
movimiento y muertas sin movilidad) con ayuda de un microscopio 6ptico y el
objetivo 4X.
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Los datos obtenidos se utilizaron para determinar el porcentaje de mortalidad

usando la siguiente ecuacion:

Larvas muertas

100

% de mortalidad = Larvas totales

7.2.5 Pruebas de hemolisis directa

Una prueba que es de utilidad en la evaluacion de extractos de plantas, asi como
en el desarrollo de nuevos farmacos es la determinacion de la actividad hemolitica.
Cualquier producto candidato a uso en un modelo biolégico debe conocerse su

comportamiento a nivel celular y que este no afecte a nivel estructural o funcional.

Para la realizacidn de esta prueba se obtuvo sangre de un ovino raza Hampshire de
un afo aproximadamente. La muestra fue procesada de acuerdo con la metodologia
parcialmente modificada de Rahaman et al., (2017). La muestra de sangre (5 mL)
se centrifugo a 2, 500 rpm durante 10 min. Se separ6 el plasma dejando los
eritrocitos. Se tomaron 1250 pL de eritrocitos y se mezclaron con 5 mL de soluciéon
salina fisiologica al 0.9% para realizar lavados y centrifugados en 3 ocasiones a
3,000 rpm/10 min. Finalmente fueron suspendidos en 5 mL de solucion salina
fisiologica.

Se etiquetaron tubos Eppendorf de 2.0 mL de la siguiente manera: control negativo
SSF, control positivo agua oxigenada y carbonato de sodio, 200 mg/mL, 100 mg/mL
y 12.5 mg/mL de acuerdo con las concentraciones con efecto en mortalidad larvaria.

A los tubos de control se agregaron 150 pL de solucidn con eritrocitos y 50 yL de
las soluciones control (SSF, H202 Y Na2Co3), las cuales fueron utilizadas de
acuerdo con la metodologia propuesta por Martinez et al., (2016). para los
tratamientos se agregaron 150 pL de solucién con eritrocitos y 50 pL de las

diferentes concentraciones de extracto liofilizado (200, 100 y 12.5 mg/mL).
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Las muestras fueron incubadas a 37°C durante 30 y 60 min. Cumplido el periodo de
incubacion fueron centrifugadas a 2,500 rpm/ 5 min y fueron tomados 100 L de la
muestra y colocada en una placa de 96 pozos donde se midié absorbancia de la
solucion a una longitud de onda de 540 nm, y el mismo procedimiento para la

muestra de 60 min.

La lisis de los eritrocitos se calculé6 empleando la siguiente formula:

AM — ACN

ACP —acn 100

% HemoOlisis =

Donde: A= Absorbancia, M= Muestra, CN= Control negativo, CP= Control positivo.

7.2.6 Porcentaje de hemdlisis indirecta

Se preparo agar sangre en cajas Petri, una vez que el agar se enfrié con ayuda de
un tubo de ensayo de aproximadamente 6 mm de diametro se removio una capa de

agar en 3 sitios equidistantes.

Con la ayuda de un mechero se calentdé un agitador de vidrio de 1 a 2 mm de
diametro, e inmediatamente se sellaron los bordes del agar de cada agujero, para
impedir que el extracto acuoso del vegetal no se difundiera por debajo de la capa
de agar. Fueron anadidos 20 yL de las diferentes concentraciones a evaluar, asi
como del control positivo (Tween 80) y el control negativo (agua destilada).
Finalmente se incubd por 24 horas a 35°C y se midid el halo de hemodlisis

correspondiente.
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7.3 Aislamiento del almidén de malanga

Para la obtencion del almidon de malanga, se realiz6 una colecta del material
vegetal. Primero se realiz6 el descascarillado de malanga, posteriormente se
eliminaron todas las impurezas para pesarla. Se procedié con el corte en partes
pequefias de malanga sin cascara, se lavo y sometié a un proceso de molienda
afnadiendo 10 L de agua destilada, con el objetivo de mejorar el proceso de
precipitacion de la masa presente en el agua.

Al cabo de 24 h se realizé el primer lavado del almidén; se pasé la muestra
precipitada por una malla con orificios de 1,0 mm de abertura, realizando un proceso
de colado y desechando el residuo sobrante que quedara en la malla. El liquido se
dej6 precipitar una vez mas durante 24 h en la nevera a 6°C, para evitar procesos

de fermentacion en la muestra.

Transcurrido ese periodo se repitio el proceso de lavado con agua destilada, pero
en esta ocasion se utilizé un tamiz malla de 100 (150 ym), desechando el material
que no logré pasar por la malla y dejando reposar el precipitado durante 24 h
nuevamente. Después de estos procesos se retird el sobrenadante liquido y el
precipitado se llevé al horno en capsulas de porcelana a una temperatura de 45 ° C
durante 48 h. Se retiré del horno, se trituro con un mortero y se pasoé por un tamiz
malla 100 (150 um), obteniendo asi el almidon.

7.3.1 Modificacion fisica del almidén de malanga

La modificacidén fisica se realizd usando un molino de bolas de alta energia
(Pulverisette 7, FRITCH. Idar-Oberstein, Germany) de acuerdo con la metodologia
descrita por Lin et al., (2011) en el que se colocaron en una relacion 10:1:1 (bolas
de nitruro de silicio, almidon y agua desionizada) en el tazon de molienda de 80 mL.
Las muestras fueron homogenizadas con ayuda de una espatula. Posteriormente
se colocaron los tazones en el molino bajo las condiciones de molienda de 800 rpm/
5 min y de dejaron reposar en intervalos de 10 min hasta completar los ciclos
deseados (20, 30 y 40 min).
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Al término de la molienda las muestras fueron recuperadas, lavadas con agua
desionizada y centrifugadas a 5000 rpm/ 10 min. Una vez concluidos los lavados las
muestras se colocaron en charolas de aluminio y secadas en un horno de aire a 45°
C por 24 h.

Concluido el proceso de secado las muestras se trituro con ayuda de un mortero
hasta obtener un polvo fino, el cual fue tamizado en un tamiz malla 100 (150 pm).

7.3.2 Modificacion quimica del almidén de malanga

El almidon entrecruzado con fosfatos fue preparado empleando la metodologia de
(Seib, 1999). Se preparo una mezcla de almidén (10 g), trimetafosfato de sodio (1.19
g, 6 % wiw), tripolifosfato de sodio (0.01 g, 0.5%) y sulfato de sodio (1 g, 10%) en
700 mL de agua destilada. Esta mezcla fue ajustada a un pH de 11.5 adicionando
aproximadamente 25 mL de hidroxido de sodio 1.0 M. Se mantuvo la mezcla a una
temperatura de 45° C por un periodo de 3 h en agitacién constante. Al termino la
muestra de almiddn se neutralizé ajustando a un pH de 6.5 con acido clorhidrico 1.0
M. La muestra se recuperé por centrifugacion a 5,000 rpm/ 5 min, se realizaron 3
lavados de la muestra empleando agua destilada y finalmente fue secada a 40°C
en estufa de secado por 24 h.



Pagina | 46

7.3.3 Caracterizacion morfolégica del almidén nativo y modificado
fisicamente

7.3.3.1 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Se realizo MEB con la finalidad de observar la morfologia de los granulos de almidén
de malanga siguiendo la metodologia descrita por Gil & Rosell (2017). Las muestras
fueron espolvoreadas sobre una cinta conductora de cobre con doble adhesion.
Posteriormente empleando un ionizador de metales (JOEL, Japdn) se cubrieron con
una capa de oro para luego ser fijadas en un soporte de aluminio del microscopio
electrénico de barrido JOEL (modelo JSEM 35X; Japan Electronic Optical Limited,
Japon). Las muestras se observaron a un voltaje de 15 kV y una amplificacion de
1000x, 2000x y 4000x.

7.3.3.2 Distribucion de tamano de particula (DTP)

La determinacion de tamarfio de particula se realizé usando un analizador de tamafo
de particula (Malvern Mastersizer 3000), usando el accesorio Hydro, oscuracién en
un intervalo ente 1-20% y ultrasonicador al 90%. Se colocaron 500 mL de agua
destilada (disolvente) en un vaso de precipitado que posteriormente fue acoplado al
equipo introduciendo las aspas y se agregé 1 g de muestra. Se realizaron 3

mediciones por muestra.

7.3.4 Caracterizacion reoldgica del almidén nativo y modificado fisicamente

Como tal la reologia es una ciencia que se encarga del estudio la relacién entre el
esfuerzo y la deformacion a través de matematicas constitutivas reoldgicas de
estado. Esta describe de alguna manera ciertas caracteristicas mecanicas de los
materiales bajo diferentes condiciones de esfuerzo y deformacion. La reologia se
puede clasificar en viscosidad o flujo viscoso, elasticidad o deformacién elastica y
viscoelasticidad (Steffe et al., 2010). Esta caracterizacion de realizé con la finalidad
de conocer ciertas propiedades reologicas y el comportamiento del almidén en su
forma nativa, asi como en las modificaciones y que podrian impactar al emplearse

como materiales de pared en un proceso como el secado por aspersion.
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7.3.4.1 Perfil de viscosidad

Se utilizdé un redometro TA instrument Discovery HR-1 con geometria de celda de
pegado (SPC, starch pasting cell) para muestras semiliquidos. Se peso 3 g de la
muestra y fueron solubilizados en 30 mL de agua destilada, posteriormente se
agrego la mezcla al contenedor accesorio del equipo y fueron colocados los

parametros Gap= 500 ym para iniciar con el proceso (Pardo, 2013).

Las condiciones de oscilacion de 10 rad/s a 25° C por 100 s, seguido de una rampa
de calentamiento de 25° C a 90° C durante un tiempo de 250 s, posteriormente se
lleva hasta coccidén durante 400 s a 80° C, finalmente se realiza una etapa de
enfriamiento de 90°C a 25°C durante 500 s.

7.3.4.2 Viscoelasticidad

La evaluacion reoldgica proporciona informacion de las interacciones particula-
particula y las propiedades de red de la matriz continua en las que se suspenden
estas particulas. En este caso se determind el tipo de propiedades viscoelasticas
del almidon nativo y modificado dualmente bajo condiciones especificas de

calentamiento y enfriamiento.

Se prepard una suspension de almidon/ agua al 10% (p/v) en base seca y fueron
analizadas en el Reémetro Hibrido Discovery HR-2 con un sistema de cono placa
de 40 mm de diametro y con un GAP de 500 um. las temperaturas de medicion
fueron temperatura ambiente (25 °C), calentamiento (90 °C) y seguido del
enfriamiento (25 °C), con velocidad de 5 °C/ min. Las mediciones se hicieron en tres
ciclos, para la temperatura ambiente y calentamiento fue mediante barridos

ascendentes y descendientes.
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La cinética de gelatinizacion-gelificacion se llevo a cabo en el mismo equipo bajo
las mismas condiciones de suspension. Fueron observadas con pruebas
oscilatorias de baja amplitud con el accesorio tipo placa de 40 mm de diametro con
espesor de placa muestra de 500 ym. Se llevaron a cabo barridos de amplitud de
deformacion en intervalos de 0.1 a 10 % con frecuencia constante de 1 Hz en un

ciclo de calentamiento de 25° a 90° dejando constante 90° durante 10 min.

La etapa de enfriamiento fue de 90 a 25 °C, con los mismos intervalos de
deformacion. Posteriormente se realizaron barridos de frecuencia en el rango de 0.1

a 10 Hz, con una amplitud de deformacion constante del 5%.

Para las cinéticas de retrogradacion se empled una velocidad de calentamiento-
enfriamiento de 25 °C/ min, la dispersion se llevo de 25 °C a 90 °C y se mantuvo

durante 10 min, 5% de amplitud de deformacién con una frecuencia de 1 Hz.

7.3.5 Caracterizacion fisicoquimica del almidéon nativo y modificado
fisicamente

7.3.5.1 Determinacion de contenido de amilosa aparente

El contenido de amilosa aparente se determind por una modificacion de Hoover &
Ratnayake, (2001) al método propuesto por McGrance et al., (1998). La amilosa
tiene una afinidad de formar complejo con el yodo, con una capacidad de
enlazamiento de 20 mg de yodo por 100 mg de amilosa, los complejos producen
una coloracién azul que puede ser cuantificado colorimétricamente (Buléon et al.,
1998). Se disolvieron 20 mg de almidén (bs, base seca) en 8 mL de KOH 1 M, y se
agité por 20 min en bafio de agua a 85°C, posteriormente se ajustd el pH a 7 con
HCI. Se afor6 a un volumen de 25 mL con agua. Se transfirio 1 mL de esta solucion
a un matraz aforado de 50 mL, se agregaron 40 mL de agua destilada y 5 mL de
una solucién de 12/IK (0.0025 M 12 y 0.0065 M KI), se aford y se dejo reposar por 15
min a temperatura ambiente antes de leer la absorbancia a 600 nm.
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La cuantificacion de amilosa se realiza por interpolacién en una curva estandar
preparada usando una mezcla de amilosa y amilopectina (en un intervalo de 0-100
% de amilosa), se reportd en porcentaje y la cantidad de amilopectina se calcula por

diferencia.

7.3.5.2 Difraccion de rayos X

La técnica de difraccion de rayos X (DRX) actualmente cumple un papel importante
en la caracterizacion bien establecida para analizar el nivel cristalino de los
polimeros, enfocados en el ordenamiento de largo rango y que puede brindar

informacion de su estructura (Otthenhof, 2003).

En el caso de los almidones esta técnica ayuda a diferenciar el grado de
cristalinidad, tipo de cristal y ordenamiento de las cadenas entre almidones de
cereales, tubérculos y semillas (Zobel et al., 2008), ademas es util para revelar
cambios en el grado cristalino de la amilopectina, causados por diferentes
tratamientos a los que se ha sometido a él almidén.

Se colocé aproximadamente 2 g de muestra en la porta muestra del difractometro
de rayos X de angulo ancho (Bruker D8 Advance, Massachusetts, USA.), equipado
con fuente de cobre, operado a 40 kV y 30 mA, produciendo una radiacion de CuKa
con una longitud de onda de 1.54 A, a un angulo 206 con intervalo de 0.05° y una

velocidad de 60 s/°. Las muestras fueron corridas por triplicado (Ottenhof, 2003).

7.3.5.3 Calorimetria diferencial de barrido (CDB)

La técnica de calorimetria diferencial de barrido (CDB) es empleada para el estudio
de los fenbmenos de gelatinizacion y retrogradacion del almidon. Su principio
fundamental es detectar los cambios de flujo de calor asociado con transiciones de
primer orden y de segundo orden de los polimeros (Atweel et al., 1998).
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Estos resultados nos arrojan informacion acerca del orden - desorden de las
moléculas dentro del sistema. Los parametros medidos comunmente son la
temperatura de transicion, dada como la temperatura pico y la entalpia de
gelatinizacion, es decir la energia que se requiere para que se lleven a cabo las
transiciones (Eliasson et al., 1994).

Para esto las muestras fueron procesadas de acuerdo con la metodologia de
Paredes et al. (1999) Se peso6 2 mg de muestra en base seca dentro de una charola
de aluminio hermética (10 mm de diametro y 5 mm de altura), se adicionaron 7pL
de agua desionizada y se dejo hidratar durante 30 min. Posteriormente se pesé y
sello herméticamente para proceder con el analisis. La muestra fue sometida a un
programa de calentamiento en un intervalo de temperatura de 20-120° C y una

velocidad de 10° C/ min.

7.4 Encapsulacion del extracto mediante secado por aspersion

Previo al proceso de microencapsulacion fueron elegidos los materiales de pared a

utilizar y un testigo que se describen a continuacion:

MD: maltodextrina dextrosa equivalente 10, la cual fue utilizada como testigo al

conocer su propiedad filmogena.

AN: almidon nativo de malanga.

AN/Ec: almidén de malanga modificado por entrecruzamiento.

M30: almidon de malanga modificado mediante molienda mecanica por 30 min.

M30/Ec: almidon modificado dualmente, molienda mecanica por 30 min y

entrecruzamiento.
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7.4.1 Preparacion de la mezcla de alimentacion

Se formularon las mezclas de alimentacion con los diferentes materiales de pared
(MP) considerando una proporcién MP: sélidos de extracto 1:2 (m/m). Se suspendid
el correspondiente material de pared en un matraz con la cantidad suficiente de
agua y extracto para alcanzar una concentracion final de 20% de sdlidos (material
de pared + sdlidos de extracto). La mezcla se mantuvo en agitacion a 30°C durante
15 min previo al secado.

7.4.2 Secado por aspersion y rendimiento del proceso

El secador por aspersion escala laboratorio (Buchi, B-290; Flawil, Switzerland) se
configuré en modo abierto, esto es utilizando aire del entorno como gas de secado,
ademas, el equipo se acoplo a un deshumidificador (Buchi, B-296; Flawil,
Switzerland). Las condiciones de secado fueron ajustadas a una temperatura de
entrada de 150°C y una temperatura de salida de 80°C de acuerdo con el trabajo
de Gonzalez-Soto et al., (2011).

Se utilizé una boquilla estandar de 0.7 mm de diametro y el flujo de gas de secado
se mantuvo a 538 L/h. La tasa de aspiracién se mantuvo al 100% de la capacidad
de operacién (35 md3h) de acuerdo con las especificaciones del fabricante
considerando la limpieza del filtro.

Para determinar el rendimiento del proceso se contemplaron los gramos de soélidos
en la mezcla de alimentacion y los gramos de producto seco recuperados al final

del ciclon de acuerdo con la siguiente férmula:

o microcapsulas recuperadas (g)
Rendimiento (%) = —— , 100
sélidos secos alimentados (g)
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7.5 Caracterizacion de las capsulas

Posterior al proceso de secado fueron caracterizados los productos obtenidos con
la finalidad de conocer sus caracteristicas morfoldgicas, estructural, fisicoquimica y
asi como su estabilidad fisica.

7.5.1 Humedad (%) y actividad de agua (aw)

Para el contenido de humedad fueron pesados aproximadamente 500 mg de
muestra y fueron colocados en charolas de aluminio previamente llevadas a peso
constante. Se dejaron secar en una estufa de vacio (SHEL LAB. OREGON, USA)
a 60 °C con 15 psi de presidbn manométrica hasta llegar a peso constante
(aproximadamente por 24 h). Por diferencia de pesos se calcul6 el porcentaje de
humedad para los diferentes productos (AACC,2000).

Pi — Pf
% Humedad = B .100

En cuanto a la actividad de agua se determinoé utilizando un equipo AqualLab Vapor
Sorption Analyzer (Decagon Devices, Inc., AquaLab VSA; Pullman, WA, EE. UU.)
Antes de las mediciones se verifico la calibracion del equipo con cloruro de litio (aw=
0.250). Posteriormente se introdujo en una de las bandejas 1.5 g de muestra en la

camara y se registraron los datos arrojados.

7.5.2 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Se realizo MEB con la finalidad de observar la morfologia del producto obtenido,
siguiendo la metodologia descrita por Gil & Rosell (2017). Las muestras fueron
espolvoreadas sobre una cinta conductora de cobre con doble adhesion.
Posteriormente empleando un ionizador de metales (JOEL, Japdn) se cubrieron con
una capa de oro para luego ser fijadas en un soporte de aluminio del microscopio
electrénico de barrido JOEL (modelo JSEM 35X; Japan Electronic Optical Limited,
Japon). Las muestras se observaron a un voltaje de 15 kV y una amplificacion de
1000x, 2000x y 4000x.
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7.5.3 Distribucion de tamaio de particula (DTP)

La determinacion de tamafio de particula se realizé usando un analizador de tamafo
de particula (Malvern Mastersizer 3000), usando el accesorio Hydro, oscuracién en
un intervalo ente 1-20% y ultrasonicador al 90%. Se colocaron 500 mL de agua
destilada (disolvente) en un vaso de precipitado que posteriormente fue acoplado al
equipo introduciendo las aspas y se agregé 1 g de muestra. Se realizaron 3

mediciones por muestra.

7.5.4 Temperatura de transicion vitrea (Tg)

La temperatura de transicion vitrea (Tg) de las microcapsulas fue determinada con
un calorimetro diferencial de barrido (TA Instrument Discovery, DSC 2500). El gas
de purga utilizado fue nitrégeno seco de alta pureza (50 mL/min). Se utilizé una
charola de aluminio hermética vacia como referencia. Fueron colocados 2 mg de
muestra en charolas de aluminio herméticas y selladas para su analisis. La muestra
se sometio a un programa de calentamiento en un intervalo de temperatura de -10
a 150°C a una velocidad de 10°C/ min para determinar la temperatura de transicion
vitrea. La prueba se realiz6 por duplicado y los datos fueron analizados con el
software TA Instruments Trios version 4. (New Castle USA). La temperatura de
transicion vitrea (Tg) se registré como la temperatura media de la discontinuidad en

la curva de flujo de calor.
7.5.6 Densidad aparente y compactada
Densidad aparente

Se utilizé una probeta graduada (10 mL) la cual fue pesada en una balanza para el
registro de su peso vacia. Se agrego la muestra hasta un volumen de 5mL y fue
registrado el peso. La densidad aparente de la muestra de polvo se determind

empleando la siguiente formula:

masa del polvo (g)

Densidad aparente (pB) = ————0y polvo (mL)
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Densidad compactada

Después de haber tomado el peso de la técnica de densidad aparente, la probeta
con el polvo fue sometida a un proceso de golpe mecanico hasta alcanzar un
volumen constante. La densidad compactada se calculé mediante la siguiente

formula:

masa del polvo (g)

Densidad compactada (p7) = volamen compactado (mlL)

7.5.7 Fluidez

La fluidez de los microencapsulados se evalu6 en términos de indice de Hausner
(HR) y la su relacién con el indice de Carr (IC). Para densidad aparente se empled
una probeta de 10 mL a la cual se le registro el peso. Se agregod la muestra a un
volumen de 5 mL y fue registrado el peso. Para densidad compactada esa misma
muestra fue sometida a un golpeteo constante hasta obtener un volumen final

compactado y se registro el peso. (Jinapong et al., 2008).

Tanto el IC como el HR se calcularon a partir de las densidades en masa extraidas

de los polvos mediante las ecuaciones siguientes:

_ Densidad compactada

densidad aparente

densidad compactada — densidad aparente 100

I6= densidad compactada
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7.5.8 Determinacion de color

Para la determinacion de color se utilizé un colorimetro digital (HUNTER LAB Mod.
Mini SCAN) el cual registra los datos en un sistema de CIE L a* b*. Para L se
considera como el grado de luminosidad o el brillo y el cual va de negro (0) a blanco
(100), a* que representa la tendencia de rojo (60) a verde (-60) y b* representando
la tendencia de amarillo (60) a azul (-60). El equipo fue calibrado previo a su uso
con el accesorio de teja blanca y trampa de luz. Las muestras se colocaron en
charolas de plastico de 4 cm de diametroy 1 cm de altura. La lectura de las muestras
se realizo por triplicado, los datos se expresaron como luminosidad (L), intensidad
de color en croma (C*) y la tonalidad en angulo Hue (H°). Para la determinacién de
los valores (H°) y (C*) fueron empleados los datos obtenidos y las siguientes

ecuaciones:
H°=tan—1 (b */a *)

C*=[(a*)2+(b*)2]1/2

7.5.9 Contenido de fenoles totales (CFT)

Se realizdé la determinacion de fenoles totales de Folin-Ciocalteu mediante la
metodologia descrita por Chumark et al., (2008). Se pesé 200 mg de muestra
aforadas a 10 mL de agua destilada. Se mantuvieron en bafo ultrasénico por 20
min para asegurar la ruptura de las capsulas. Posteriormente la solucion del matraz
aforado se transfirié a tubos falcon de 15 mL y se centrifugd a 3000 rpm/5min. Se
transfirio 100 pyL del sobrenadante recuperado a tubos de vidrio, adicionando 6 mL
de agua destilada y 0.5 mL del reactivo de Folin Ciocalteu, seguido de agitacion en

vortex.
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Después de 5 min, se le adicionaron 1.5 mL de una soluciéon acuosa de Na>CO:s al
20% a cada tubo para detener la reaccion y nuevamente fue agitado. La solucion
se aforé a 10 mL con agua destilada y se dejo un periodo de incubacién de 2 horas.
Finalizado este periodo se procedi6 a la lectura espectrofotométrica (Equipar, Mod.
G 10S UV-VIS) a 760 nm. Para la curva de calibracion fue construida a partir de una
solucion stock de acido galico con el disolvente de extraccion a 1 mg/mL que fue
diluido para obtener 0.8. 0.6, 0.4, 0.2. 0.1 y 0.05 mg/mL.

Los resultados obtenidos fueron expresados como equivalentes de acido galico en
gramos por cada 100 g de base seca del extracto (g EAG/100 g bs).

7.6 Evaluacion del encapsulado in vitro

7.6.1 Inhibicién de la eclosién (% IEH)
Metodologia descrita en el apartado anteriormente.

7.6.2 Mortalidad larvaria (%ML)
Metodologia descrita en el apartado anteriormente.

7.6.3 Degradabilidad ruminal de las microcapsulas

Para determinar la degradabilidad ruminal in vitro de los microencapsulados se
siguid el protocolo recomendado por el fabricante del sistema de incubacion DAISY
Il ® (Ankom 2014) con ligeras modificaciones, usando bolsas filtro ANKNOM F-57
(Ankom Techonology, Macedon, NY, USA) con tamafio de poro de 25 uym y
dimensiones de 5 x 4 cm fabricadas de poliéster/polietileno con filamentos extruidos

en una matriz de tres dimensiones (Giraldo et al., 2007).

La muestra de liquido ruminal se extrajo directamente del rumen de un ovino del
rastro. Se preparo con anterioridad la solucion buffer (A) (saliva artificial) con fosfato
de sodio dibasico anhidro (10 g/L), sulfato de magnesio (0.5 g/L), cloruro de sodio
(0.5 g/L), cloruro de calcio (0.1 g/L) y urea grado reactivo (0.5 g/L). También, una
solucion (B) a base de carbonato de sodio (15 g/L) y sulfuro de sodio (1 g/L)

aclimatadas en una placa de calentamiento a 39°C.
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Las bolsas ANKOM F-57 fueron sometidas previo al experimento a un proceso de
lavado con acetona durante 3 min y secadas al aire para permitir la evaporacion. Se
identifico y peso cada una de las bolsas en una balanza analitica para el registro del
peso antes de agregar la muestra, asi como de una canica para asegurar que las
bolsas quedaran sumergidas en el frasco con liquido ruminal. Una vez concluido el
pesaje se agrego la muestra (500 mg) de cada uno de los microencapsulados y de
un testigo (bolsa vacia). Las bolsas fueron selladas utilizando una selladora de
impulso-calor para evitar la salida de las muestras. Por cada tratamiento se

prepararon 3 muestras.

Para el montaje se agreg6 500 mL de la solucién A, 100 mL de la solucion B y 150
mL de liquido ruminal en un frasco de digestion. Se colocaron las bolsas con la
muestra dentro del frasco y se llevo a una incubadora con agitacion orbital (INCU-
SHAKER Mini. New Jersey, USA) por un periodo de 48 h.

Al término de la incubacion las bolsas fueron lavadas con agua destilada (3 veces)
hasta obtener las bolsas limpias y posteriormente secadas en un horno a 100°C por
24 h. Fueron pesadas y registradas para obtener por diferencia de pesos el
porcentaje de muestra degradada usando la siguiente ecuacion:

100 — (W3 — (W3- C1)) - 100

% DTIV BS = (WZ-DM)

Donde:
W3= peso de la bolsa tarada.
W>= peso final de la bolsa seca post-digestion in vitro.

C+= Correccion de la bolsa blanco (testigo).

7.7 Analisis estadistico
Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos fueron sometidos a un

analisis de varianza ANOVA. En los casos pertinentes se realizaron comparacion
de medias por Tukey. Se establecio un valor de (p) de 0.05. para el analisis de los

datos se empled el paquete estadistico Minitab 18.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Evaluacién antihelmintica del extracto hidroalcéholico de pulpa de café
sobre Haemonchus contortus

8.1.1 Inhibicién de la eclosién del huevo (%IEH)

Los resultados de las pruebas de inhibicion de la eclosion (%IEH) mostraron que las
concentraciones de 200 y 100 mg/mL obtuvieron un %IEH del 99% vy las
concentraciones de 50, 25 y 12.5 mg/mL obtuvieron un efecto del 98% y no
mostraron diferencias significativas (p<0.05) en comparacion con ivermectina (Tabla

1).

Tabla 1.- Porcentaje de inhibicion de la eclosion de huevos (%I|EH) de Haemonchus
contortus con el uso de extracto hidroalcoholico de pulpa de café.

Concentraciéon (mg/mL) Inhibicién de la eclosion (%)
Agua 4.44 + 0.56°
Ivermectina (5 mg/mL) 100 £ 0.542

Extracto de pulpa de café 200 mg/mL 99.67 + 0.90°
Extracto de pulpa de café 100 mg/mL. 99.30 + 1.11°
Extracto de pulpa de café 50 mg/mL 98.21 £ 0.722
Extracto de pulpa de café 25 mg/mL 98.19 + 0.522
Extracto de pulpa de café 12.5 mg/mL 98.69 + 0.27°

Media * error estandar y un valor de (p < 0.05). diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias
significativas entre los tratamientos.

Mitre et al. (2017) encontraron que el extracto hidroalcéholico de Acacia
cochliacantha mostré una inhibicion total de la eclosion de huevo de Haemonchus
contortus en una concentracion del 100 mg/mL. Los principales compuestos
encontrados en este extracto fueron acidos cafeico, P-cumarico, ferulico, cafeato de

metilo y quercetina.
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De igual forma Leon et al. (2015) realizaron estudios con extractos acuosos de la
misma planta y lograron obtener efectos similares contra los nematodos de los
rumiantes a traveés de la reduccion de los huevos por gramo de heces (EPG) en
cabras infectadas artificialmente con H. contortus.

El mecanismo de accién de los compuestos presentes en plantas sigue siendo uno
de puntos mas importantes en la investigacion. No obstante, existen reportes donde
sugieren que las disminuciones de la carga parasitaria en animales infectados con
nematodos gastrointestinales sufren dafios a nivel de embridon y a la larva en
desarrollo frente a la exposicién de compuestos como los polifenoles. En el estudio
realizado por Mitre et al. (2017) el acido cafeico y el cafeato de metilo fueron los
compuestos mas activos contra el huevo de H. contortus. Aunque no se descarta
un efecto sinérgico de los compuestos.
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8.1.2 Prueba de mortalidad larvaria (% ML)

Los resultados que se presentan en la Tabla 2 indican que el extracto
hidroalcohdlico de pulpa de café a concentraciones de 200 a 100 mg/mL mostraron
diferencias significativas en la mortalidad larvaria (%ML) (p<0.05) en comparacion
con ivermermectina y agua. Por otro lado, las concentraciones de 50 a 12.5 mg/mL
mostraron diferencias significativas con el control de agua e ivermectina obteniendo
los menores %ML con 24, 22 y 20 % respectivamente.

Tabla 2.- Porcentaje de mortalidad larvaria de Haemonchus contortus con el uso de
extracto hidroalcohdlico de pulpa de café.

Concentraciéon (mg/mL) Mortalidad larvaria (%)
Agua 5.98 + 0.50¢
Ivermectina (5 mg/mL) 100 £ 0.102

Extracto de pulpa de café 200 mg/mL 82.85 + 0.60°
Extracto de pulpa de café 100 mg/mL. 51.25 + 0.68°
Extracto de pulpa de café 50 mg/mL 24.04 + 1.03¢
Extracto de pulpa de café 25 mg/mL 22.16 + 0.16¢
Extracto de pulpa de café 12.5 mg/mL 20.50 + 1.04¢

Media * error estandar y un valor de (p < 0.05). diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias
significativas entre los tratamientos.

Este porcentaje de mortalidad del 82.85% por parte del extracto tiene relacion con
un estudio realizado por Williams et al., (2014) quienes evaluaron la actividad
antihelmintica de 5 plantas con alto contenido de taninos condensados en diferentes
etapas de desarrollo de las larvas (L1, L2, L3 y L4) 3 de los extractos mostraron una
mortalidad del 90% a una concentracion de 125 yug/ mL observando ademas una
respuesta dosis dependiente donde a menor concentracion se perdia el efecto. La
diferencia con lo reportado por estos investigadores es que utilizaron una
concentracion mas baja a la utilizada en este trabajo de investigacion. No obstante,
existen factores que pueden influenciar la respuesta de los metabolitos frente a
helmintos como por ejemplo aquellos propios de la planta (tipo de planta, edad,

region de cultivo), asi como factores asociados al método de extraccion (solventes
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utilizados, tratamiento del material vegetal y método de extraccion) (Sepulveda-
Jiménez et al. 2003).

Este mismo comportamiento se observd en la evaluacion del extracto
hidroalcoholico de pulpa de café con una disminucion del efecto del extracto en la
concentracion de 100 mg/mL, el cual obtuvo 51% de mortalidad y su tendencia de
disminucién del efecto con relaciéon a la disminucién de la concentracion del

extracto.

Ortiz et al., (2016) evaluaron el efecto antihelmintico del percolado de café de forma
in vitro e in vivo sobre un aislado de H. contortus con baja susceptibilidad a taninos.
En el estudio in vitro concluyeron que el extracto acetdnico del percolado de café
posee un efecto antihelmintico al inhibir el desenvaine de las larvas L3, obteniendo
un porcentaje de inhibicion del 61% a 150 uyg/mL y un 100% de inhibicién del
desenvaine a una concentracion de 1200 pyg/mL con respecto al control. Sin
embargo, en esta investigacion no se realizd el bioensayo de inhibicién del

desenvaine.

Para el estudio in vivo fueron alimentados 18 ovinos de pelo (cruza no definida de
Pelibuey, Dorper y Katadin), fueron asignados en grupos de 3. Uno alimentado de
forma convencional sin el percolado, el segundo con una dieta que contenia el 10%
de percolado de café y un ultimo grupo que recibi6é una dieta que contenia el 10%
de percolado de café adicionado con polietilen glicol como un bloqueador de
taninos. Concluyendo que el consumo de alimento conteniendo un 10% del
subproducto no produjo un efecto antihelmintico en ovinos infectados con el asilado
utilizado. También que la ausencia del efecto antihelmintico se puede atribuir a la
baja actividad de los compuestos sobre el aislado de H. contortus. No obstante,
Covarrubias et al., (2013) logro observar un efecto antihelmintico con un asilado
diferente en cabras alimentadas con el mismo subproducto (percolado). Sin
embargo, el efecto podria asociarse a que estas cabras consumieron una mayor

cantidad del percolado y al tiempo de consumo al que estuvieron expuestas.
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En esta vertiente, Yoshihara et al., (2015), empleando un extracto de corteza de
Sauce a 300 pyg/ mL y una temperatura de incubacion a 38 °C, se encontré que a
las 24 h el porcentaje de mortalidad era muy bajo y mostraban un efecto de
disminucién de la motilidad, los cuales se dejaron incubar hasta 30 h obteniendo asi
la mortalidad larvaria de 60%. Ademas, en el estudio de microscopia se verifico si
las larvas habian muerto debido a inanicién o disminucion de la motilidad agregando
Echerichia coli fluorescente, observaron que la actividad de bombeo de la faringe
se vio afectada al consumir los taninos condensados y otro porcentaje presente en
tracto digestivo de los nematodos. Por lo que concluyen que el tiempo de
exposicidn, la concentracion y el tamafio de los compuestos son tres parametros

importantes que influyen en la actividad antihelmintica de los extractos vegetales.

8.1.3 Pruebas de hemolisis directa

En la tabla 3 se muestran los valores de hemolisis para las concentraciones
evaluadas. De acuerdo con las pruebas realizadas con las tres concentraciones del
extracto hidroalcohdlico de pulpa de café que presentaron la mejor actividad
provocando la mortalidad larvaria a los 30 y 60 minutos, no se observaron
diferencias estadisticas significativas (p<0.05) entre las concentraciones 100, 12.5
mg/mL del extracto y los controles positivos, pero si entre las dos concentraciones
y el control negativo a los dos tiempos de incubacion ( 30 y 60 min).

Tabla 3.- Porcentaje de hemdlisis del extracto hidroalcohdlico de pulpa de café
sobre eritrocitos de ovino a dos tiempos de incubacion.

Tratamientos. 30 min 60 min
SSF 0.9% (-) 0.6 £ 0.00° 0.6 £ 0.00°
Agua oxigenada 10% (+) 100 £ 0.002 100 £ 0.002
Carbonato de sodio 0.1% (+) 100 + 0.002 100 + 0.002
200 mg/mL FD FD
100 mg/mL 74 +1.13 45.8 + 1.42
12.5 mg/mL 55+ 1.012 60 + 2.12

significativas entre los tratamientos. FD: Fuera de Rango

Media * error estandar y un valor de (p < 0.05). diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias
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Este efecto podria asociarse con la sensibilidad de los eritrocitos al contacto con
cualquier sustancia provocando una ruptura de la membrana liberando
hemoglobina. Para el caso de la concentracion de 12.5 mg/mL se obtuvo un 55%
de hemolisis a un tiempo de incubacion de 30 minutos y un 60% a 60 minutos. Bajo
este criterio, el efecto de hemolisis puede sugerirse que es dependiente de la
concentracion y a su vez del tiempo de exposicidn ya que a mayor concentracion y
mayor tiempo de contacto de eritrocitos con el extracto hay una mayor cantidad de
hemoglobina presente.

Este tipo de ensayos son importantes debido a la toxicidad de los compuestos
presentes en los extractos vegetales, dicha toxicidad de acuerdo con algunos
reportes esta asociados a compuestos de naturaleza polifendlica, de los cuales
destacan compuestos como acido clorogénico, acido ferulico, cafeina y algunas
isoformas de estos afectando la homeostasis celular (Sepulveda-Jiménez et al.
2015).

A pesar de que los metabolitos secundarios pueden tener efectos terapéuticos,
muchos de ellos ademas pueden ser toxicos actuando como agentes hemoliticos.
Por lo tanto, el alto porcentaje de hemolisis obtenido en este trabajo concuerda con
lo reportado por Madariaga et al., (2009) quienes evaluaron concentraciones de 0.5
mg/mL hasta 3.0 mg/mL obteniendo porcentajes de hemdlisis similares a los
alcanzados en esta investigacion. Siendo asi que la proporcion de los diferentes
metabolitos secundarios presentes en los extractos influyen en las diferencias
observadas, asi como los tiempos de incubacion. No obstante, los ensayos directos
que emplean eritrocitos suelen presentar la desventaja de una ruptura de la
membrana al contacto con extractos por un desequilibrio homeostatico. Es por ello
por lo que existen otro tipo de pruebas menos drasticas como pruebas de hemolisis

indirectas.

8.1.4 Pruebas de hemolisis indirecta

La prueba de hemodlisis indirecta permite analizar el comportamiento de los

eritrocitos ante un agente hemolitico sin afectar su homeostasis de forma abrupta.
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La relativa simplicidad estructural y funcional del eritrocitos, ademas de la presencia
de una bicapa lipidica semejante a la del resto de las células, permiten inferir que
un dafo en su membrana se correlacionaria con una alta probabilidad de que otra
célula mas compleja y con mayor cantidad de organelos susceptibles al dafio en sus
sistema membranoso puedan responder igual o con mayor intensidad que los
eritrocitos, por ello es que este tipo de célula constituye un buen modelo primario
para el estudio de diversas sustancias sobre membranas biolégicas (Madariaga et
al. 2009).

En la Figura 4 se muestran las concentraciones del extracto evaluadas, asi como
los controles positivo y negativo. La SSF 0.9 % control negativo (A), Tween 80 %
control positivo (B) y las concentraciones de extracto (mg/mL) que fueron 200 (C),
100 (D), 50 (E), 25 (F) y 12.5 (G).
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Figura 4.- Hemdlisis indirecta en agar sangre, control negativo (A), control positivo
(B), 200 mg/mL (C), 100 mg/mL (D), 50 mg/mL (E), 25 mg/mL (F) y 12.5 mg/mL
(G).
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Para el caso de los controles tanto negativo como positivo los resultados fueron los
esperados en donde la solucion salina al 0.9% no gener¢ la formacion de un halo
de hemdlisis. Por otro lado, el control positivo que es Tween 80% obtuvo halos de
hemolisis de 9 mm debido a su conocida actividad surfactante y ampliamente usado
para romper las membranas celulares liberando el contenido celular, por lo tanto,
de acuerdo con los halos formados se puede inferir que se genero ruptura de la

membrana de los eritrocitos liberando a la hemoglobina.

Existen reportes donde se han estudiado mediante estudios in vitro compuestos
presentes en extractos de plantas ricos en polifenoles, ya que si bien son
considerados como agentes de alto potencial terapéutico podrian ser también
agentes toxicos generando lisis celular (Mena et al. 2015). No obstante, a pesar de
que la pulpa de café es rica en compuestos del tipo polifenol como acido
clorogénico, catequina, epicatequina, rutina, cafeina entre otros de acuerdo con el
ensayo no logro una formacion de halo de hemdlisis aparente en las distintas
concentraciones utilizadas por una posible ausencia de compuestos altamente
hemoliticos como las saponinas. Algunos autores plantean, que las saponinas son
capaces de formar complejos con los esteroles de la membrana celular de los
eritrocitos, en consecuencia, ocurre un aumento de la permeabilidad celular,
continuo de la ruptura de la membrana del eritrocito y la pérdida o liberacion de
hemoglobina (Castillo et al. 2002).

De acuerdo con Mena et al., (2015) quienes realizaron un tamizaje fitoquimico de
pulpa de café, indicaron la presencia de compuesto del tipo fendlico, flavonoides,
taninos y bajo en saponinas. Por lo tanto, la ausencia de hemolisis en placa podria
asociarse a la baja concentracion de saponinas presentes en el extracto

hidroalcohdlico de pulpa de café.
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Aunque los sapondsidos son solubles en agua e insolubles en disolventes organicos
de media y baja polaridad durante el proceso de extraccion del extracto
hidroalcohdlico de pulpa de café al ser el metanol el solvente de mayor presencia
pudiera no haberse extraido las saponinas presentes en el material vegetal ademas
no realizar el proceso de dilapidacion que se menciona en reportes como el de
Lopez et al., (2001) quienes establecen que para el aislamiento se utilizan alcoholes
de alta polaridad tras un proceso de deslipidacion, ya que de no hacerlo dificulta el
proceso de extraccion.

La proporcion relativa de los diferentes metabolitos presentes en el extracto
estudiado podria estar influyendo en las diferencias observadas entre las
concentraciones empleadas con el control positivo (Tween 80). Estos resultados
fueron similares a lo reportado por Madariaga et al., (2009) quien realiz6 ensayos
de hemodlisis con los extractos acuosos de Solanum melongena, Ciccus sicyoides 'y
Plantago major y no encontr6 hemdlisis producida asociandolo a que las
concentraciones de los extractos evaluados son menos agresivas con los eritrocitos
en comparacion que con los agentes hemoliticos. Si bien este resultado pudiera
estar justificado, en buena medida, por la ausencia en el extracto de pulpa de café
de algun tipo de fenol o tanino, metabolitos que pudieran tener efecto protector al
dafo en la membrana; ademas en el extracto si se llegaran a presentar valores muy
bajos de alcaloides también puede influir en el comportamiento frente al eritrocito
considerando ademas que existen factores externos que pudieran intervenir en la

lisis de los eritrocitos como pH, temperatura y tipo de sangre.

A pesar no presentar halos de hemdlisis para ninguna de las concentraciones de
extracto evaluadas se pudo observar una ligera tendencia de pigmentacion
dependiente de la concentracion, que iba de un color café-oscuro a uno marrén casi
transparente. Esta caracteristica de color en la especie Coffea arabica esta
relacionada con el grado de maduracién del fruto y este a su vez esta asociada con
el color del epicarpio o parte externa de la pulpa (Azcon & Taldn, 2000).
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8.2 Caracterizacién morfolégica del almidén de malanga nativo y modificado
fisicamente

8.2.1 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Las formas de los granulos de almidon dependen de la fuente botanica de la que
fueron extraidos. Ademas, la morfologia y tamafio son variadas e incluso en algunos
casos una mezcla de ambos. Para el caso del tamafio se pueden clasificar en
grandes, como el caso de la papa, medianos como el maiz, pequefio como la yuca
y muy pequeinos. Para el almidon de malanga en su forma nativa (Figura 5A) se
observaron granulos pequefios en un intervalo de entre 5-9 um, en su mayoria con
morfologia variada, destacando los granulos en forma poligonal y otros con forma
esférica. Datos que son similares a los obtenidos por Jane et al., (1992) la cual
menciona que el almidon de malanga presenta granulos de forma irregular y
poligonal con un tamafno aproximado de 3-6 um en promedio. Misma situacién en
el caso de Torres et al., (2013) en donde comparo las propiedades funcionales la
malanga en su variedad blanca y morada. En cuanto al tamafio de granulo reporté
que la morfologia no se veia afectada por la variedad de malanga. Sin embargo,
reportd una ligera diferencia en cuanto al tamano del granulo que podria estar
asociado a los distintos origenes del almidon.

Para la micrografia 5B que corresponde a la molienda mecanica de 20 min no se
logran percibir cambios morfoldgicos aparentes. No obstante, se puede observar
que a ese tiempo de molienda se mantiene integra la estructura granular e incluso

la morfologia. Caso contrario lo que se muestra en las micrografias 5C y 5D.
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En especifico para la micrografia 5C correspondiente a los 30 min de molienda
mecanica se presenté un fendmeno de aglomeracion de granulos de tamafios no
mayores a 5 ym, a pesar de haber aumentado el tiempo de molienda se logra
mantener estructura granular de forma parcial. Finalmente, para 5D este
comportamiento de aglomeracion se manifest6 de forma mas evidente al poder
observar poblaciones de tamafnos considerablemente grandes. A pesar de ello, aun
se logran observar poblaciones de granulos pequefios que podrian oscilar entre los
10y 50 pm.

Figura 5.- Micrografias del almidon modificado de malanga nativo (A) 2000x,
molienda de 20 minutos (B) 2000x, molienda de 30 minutos (C) 4000x y molienda
de 40 minutos (D) 4000x.
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Se pudo observar que en el almidon modificado mediante molienda mecanica de
alta energia con bolas de nitruro de silicio en una relacion 10:1:1 (bolas, almidon y
agua desionizada) los granulos tendian a formar aglomerados con relacion al
aumento del tiempo de molienda. No obstante, la morfologia de los granulos se no
se vio afectada directamente por lo que conservo su estructura granular. Debido a
que los tiempos de molienda no fueron amplios, la reduccién del tamarfo del granulo
no fue tan significativa, ademas es importante mencionar que el almidén de malanga

en su forma nativa posee granulos de tamafno pequefio en un intervalo de 5-9 um.

Lin et al. (2011) obtuvieron nano particulas a partir de almidon de papa el cual posee
granulos grandes (16 pm) de hasta 120 nm después de triturar la muestra por 90
min. La superficie de la particula era rugosa, con una caracteristica similar a la felpa,
y la capacidad de absorcion era seis veces mayor a la del almidon nativo. Por lo
tanto, las particulas de almidon de tamafo nanométrica se podrian considerar como

un buen medio de inclusion en materiales biomédicas y quimicas.

En términos generales el tamafo de particula es una de las propiedades
primordiales para poder emplear a los polimeros como el almidén en procesos como
el secado por aspersion ya que al implementarlo como material de pared este puede
impactar en las caracteristicas del producto final.

El almidén de malanga en particular al tener granulos considerados pequefos posee
la capacidad de formar agrupaciones inducidas por fuerzas electrostaticas aunado
al contenido de proteina u otros componentes como lipidos. Por lo tanto,
considerando lo anterior el conjunto de estas caracteristicas deben considerarse

importantes para la implementacién del almidén como agente encapsulante.
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Se ha sugerido que la proteina del almidon de malanga es aproximada entre
79/100g de almidén. Gonzales et al., (2011) mencionan que al poseer un alto
porcentaje de proteina y considerar que la malanga tiene un granulo pequefio esta
podria actuar como un agente de unién a través del efecto de reticulacion mediado
por proteinas en la superficie de los granulos al ser procesados por una etapa como
el secado por aspersion. De igual forma Huang et al. (2015) encontraron que la
combinacion de la friccidn, colision, y fuerza pueden generar cambios en las
propiedades funcionales del almidon modificando la morfologia del granulo,
cristalinidad y peso molecular.

8.2.2 Distribucion del tamaio de particula (DTP)

Para en analisis de distribucién de tamano de particula fueron empleados dos
meétodos, un meétodo seco el cual funciona con aire a presion y un método humedo
empleando ultrasonicador, este ultimo fue el método seleccionado para el analisis
de tamafio de particula. En la Figura 6 se muestra el patron distribucion de tamafio
de particula por el método humedo. El almidon nativo (A) mostré una distribucion
del tipo multimodal al contar con 3 diferentes poblaciones en tamano, el primero
entre 0.5 a 1 ym, el segundo entre 2-8 ym y el ultimo que fue de 10 - 40 ym. Con
respecto a los diferentes tiempos de molienda 20 (B), 30 (C) y 40 (D) min. Las
poblaciones menores de 0.5 a 1 ym y las mayores a 40 um se veian disminuidas de
forma gradual dependientes del tiempo y se veia reflejado en el aumento con
respecto al volumen de la poblacion de 2-8 ym, donde a mayor tiempo de molienda

esta poblacion se veia mayormente beneficiada en términos de volumen (%).
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Figura 6.- Distribucion de tamaro de particula del almidén nativo y modificado con
diferentes tiempos de molienda por el método humedo.

Por otro lado, de acuerdo con el analisis, en los tres diferentes tiempos se logro
observar una poblacion mayor a 40 ym que podria estar asociada a la formacion de
aglomerados como efecto de la molienda aunado al tema de contenido de proteina

enlazados por fuerzas electrostaticas como las de Van der Waals.

En una investigacion realizada por (Zang, 2015) encontraron que el almidén de maiz
modificado fisicamente mediante molienda mecanica de bolas y etanol mostré un
aumento en volumen en comparacion con el almidon nativo. De igual forma
mencionan que el material de bolas utilizado podria intervenir en los tamafos
obtenidos después del proceso de molienda de acuerdo con la densidad del material
del tazdén y de bolas. (Li, 2014) menciona que el grado de dafio de los granulos de
almidon depende de las condiciones de molienda, lo que incluye la fuerza,

temperatura y el contenido de humedad.
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En el caso de los picos con mayor volumen como se pudo comprobar con SEM
podria estar asociada a la formacion de agregados de los granulos. Cabe mencionar
que la malanga al poseer de forma nativa un granulo pequeno tiene la caracteristica
de formar este tipo de aglomerados, asi como a la presencia de proteinas y lipidos

que pueden reforzar estas aglomeraciones.

8.3 Caracterizacion reoldgica del almidon nativo y modificado fisicamente

8.3.1 Perfil de viscosidad

El perfil de formacion de pasta es un fendmeno que ocurre cuando el almidon es
calentado de forma constante llamada fase de calentamiento (30 a 95°C) en un
medio acuoso excesivo, es entonces cuando los granulos de almidén se hinchan
absorbiendo el agua del medio lo que le va proporcionando cierta viscosidad y se
registra como el inicio del hinchamiento de los granulos. Al continuar calentando los
polimeros de bajo peso molecular como la amilosa comienzan a lixiviarse desde el
granulo dando lugar a un valor o pico maximo de viscosidad que es donde la
mayoria de los granulos se han hinchado totalmente. Posteriormente, en la etapa
de coccion (95°C), el proceso es estabilizado a dicha temperatura de coccion por
unos minutos y se presenta una disociacion molecular continuando con la lixiviacion
de los polimeros (amilosa y amilopectina) quedando dispersos en el medio acuoso
donde se registra una disminucion de la viscosidad. Ya en la etapa de enfriamiento
(95 a 40°C) tanto la amilosa como la amilopectina comienzan a reasociarse siendo
la primera la mas rapida en llevar a cabo este proceso por ser menos compleja a
nivel estructural y se registra un ligero aumento en la viscosidad. Este segundo

aumento es atribuido al proceso de gelificacion o formacion de pasta.

En la Figura 7 se puede observar el perfil de formacién de pasta del almidon de
malanga en su forma nativa (A) y sus tratamientos de molienda 20 (B), 30 (C) y 40
(D) min. Para el almidon nativo (A) se obtuvo el pico maximo de viscosidad en 2.7
P.a. con una temperatura de 90°C.
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Figura 7.- Perfil de formacion de pasta del almidén nativo (A) en el que se observa

la disminucion de la viscosidad conforme al tiempo de molienda 20 (B), 30 (C) y 40
(D) min.

Posteriormente al llegar a la etapa de coccion (95 °C por 10 minutos) esta viscosidad
se ve disminuida debido a la disociacion molécula, perdida de la birrefringencia y
por ende perdida de la estructura granular tanto la amilosa como la amilopectina
quedan dispersas. Durante la etapa de enfriamiento se puede apreciar una un
incremento de la viscosidad debido a la reasociacién molecular que lleva a cabo la
amilosa que se encuentra de forma libre formando mallas tridimensionales con las

moléculas de agua presentes por medio de enlaces de puentes de hidrogeno.

En el caso del almidon modificado con los diferentes tiempos de molienda se puede
observar una disminucion en la viscosidad maxima de 2.7- 2.3 P.a. S Siendo la
modificacion de 30 y 40 min los que logran tener viscosidades mas bajas. Bajo ese
esquema la disminucion de la viscosidad podria asociarse al dafio estructural de los
granulos de almiddn, especificamente a las regiones semicristalina representadas
por la amilopectina, la cual se sabe es la encargada principalmente del poder de
hinchamiento. Durante la etapa de coccion el comportamiento es similar para los 3
diferentes tiempos de molienda. Para la etapa de enfriamiento la grafica muestra

una disminucion en la viscosidad.
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Esta disminucién en la viscosidad coincide con los resultados de Zhang et al. (2015)
quienes encontraron que después de realizar molienda mecanica de bolas al
almidon de maiz el pico de viscosidad, y temperatura de transicion vitrea habian
disminuido, dado que al estar dafiada la estructura granular el proceso de
hinchamiento era menor y se requeria menor cantidad de energia para gelatinizarlo.
Ademas, el almidon tratado con molienda podia ser gelatinizado mas facilmente.

Esto sugiere que los dafos fueron mas hacia la estructura cristalina.

Por otro lado, Martinez et al., (2012) reportd que la viscosidad del almidén de yuca
tratado con molino de bolas disminuia con respecto al aumento del tiempo de
molienda, en este caso después de observar el efecto de la molienda a diferentes
tiempos se realizd la eleccion del tiempo de molienda de 30 min basados en los
resultados obtenidos en viscosidad, morfologia y tamafo de particula obtenida para
su implementacion como agente encapsulante en un proceso de secado por

aspersion.

En este sentido Liu ef al., 2011 y Tan et al, 2015 mencionan que las técnicas
emergentes, especialmente aquellas basadas en enfoques fisicos han atraido una
atencion considerable, ya que se ha demostrado que se tiene una menor produccion
de desechos durante el procesamiento y se pueden generar productos de alta

seguridad.

Para el caso del molino de bolas se puede atribuir que es una técnica de
modificacion fisica rentable y sobre todo ecoldgica, se han reportado datos como
los de Liu et al., (2011) que han confirmado que la técnica es capaz de regular
algunas propiedades como la solubilidad, digestibilidad y formacion de pasta del
almidon relacionada con el material de bolas utilizada y el tiempo de molienda.
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8.3.2. Viscoelasticidad

En términos de reologia esta se puede definir como el estudio de la deformacién y
el comportamiento de flujo de la materia, las cuales abarcan la viscosidad,
elasticidad y en algunos casos la plasticidad (Barbosa et al.,1999). Existen varias
razones para justificar este tipo de estudios, como, por ejemplo: contribuir en el
conocimiento de la estructura del material de estudio, asi como la relacién que existe
entre el tamafo de particula y forma molecular. Ademas, el grado de

entrecruzamiento de los polimeros como el almidén y su elasticidad.

Otro ejemplo es a nivel industrial en grandes farmacéuticas e incluso en industrias
alimentarias donde con ayuda de estos anadlisis se puede predecir el
comportamiento de los materiales sometidos a procesos de encapsulacion tales
como el secado por aspersion, ya que al ser un método que requiere de materiales
con caracteristicas especificas se debe analizar la muestra a procesar. Basado en
lo anterior, en un equipo de secado por aspersion de acuerdo con Botrel ef al. (2014)
se prefieren materiales con propiedades viscoelasticas mejoradas en términos
elasticos, que permiten una buena formacion de particulas con acabados
superficiales suaves y de mejor calidad, e impactando en otras caracteristicas del
producto final.

El analisis de pruebas oscilatorias permitido el monitoreo del proceso de gelificacion
de los almidones. Este fenomeno es considerado de naturaleza compleja y la cual
en algunos casos involucra la asociacion de cadenas intermedias en regiones

ordenadas de la estructura.
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8.3.2.1 Barrido de amplitud de deformacién

En las figuras 8 y 9 se muestran los barridos de amplitud de deformacion para las
dos etapas, en la primera etapa (90°C) se generd el hinchamiento maximo de
almidon y en la segunda (25°C) se observo el proceso denominado gelificacion, que
da como resultado la formacién de un gel. En estos barridos de forma general se
aprecio y establecio la denominada region viscoelastica lineal de las muestras de
almidén. Por lo tanto, se infiere que al 2% de deformacién a una temperatura de
90°C se puede realizar el barrido de frecuencia para todas las muestras.

En el proceso de gelatinizacién a 90°C en la Figura 8 el almidon nativo (N) presento
un comportamiento dominante del médulo de almacenamiento (G") sobre el modulo
de perdida (G"") hasta un 2% de deformacion. Del mismo modo, los almidones
tratados por molienda a 30 y 20 min presentaron valores y comportamientos
similares en el modulo de almacenamiento (G’) asi como para los valores del
modulo de pérdida (G™'). Caso contrario se presentd para el almidon tratado por
molienda a 40 min, el cual mostré una tendencia viscoelastica lineal hasta el 10%
de deformacidn por lo que se infiere cierto nivel de estabilidad.

Figura 8.- Barrido de amplitud de deformacion del almidon nativo y los distintos
tiempos de molienda a 90°C.
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Este tipo de patron mostrado para el almidon nativo, molienda de 20 y 30 min puede
asociarse al proceso de hinchamiento de los granulos de almidon a esa temperatura
(90°C) ya que a pesar de haber sufrido un tratamiento de molienda retomando las
micrografias se conserva dicha estructura, por lo que el hinchamiento puede
mostrarse similar al no presentar cambios drasticos. Por otro lado, para el almidén
de molienda a 40 min al presentar este comportamiento lineal constante nos podria
sugerir ciertos cambios estructurales de los granulos de almidon asociando tamano
de particula y presencia de componentes como proteinas u otras impurezas. Sin
embargo, la tendencia presentada para estos almidones fue dominante en el modulo
de almacenamiento (G") a 90°C pesar de los diferentes tiempos de molienda con
respecto al nativo. Por lo tanto, se pueden considerar como materiales con un

comportamiento mas elastico a 90°C.

No obstante, en la Figura 9 si se presento cierta diferencia, considerando que la
temperatura era menor (25°C) siendo la fase de enfriamiento, donde al llevarse a
cabo el reordenamiento de la amilosa de forma mas rapida debido a su estructura
menos compleja, se encontraron ciertas diferencias en el comportamiento de los

modulos de almacenamiento (G) y de pérdida (G™).

Figura 9.- Barrido de amplitud de deformacion del almidon nativo y los distintos
tiempos de molienda a 25°C.
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Para esta etapa destaca el almidon nativo (N) la predominancia del médulo de
almacenamiento (G") sobre el mddulo de pérdida (G'') hasta un 10% de
deformacion. Dicho de otra forma, el almidén nativo presenta un comportamiento

del tipo elastico a 25°C durante el proceso de reorganizacion.

En el caso del almidon de molienda a 20 y 30 min al igual que el grafico anterior
muestran mantener el comportamiento similar a 25°C por lo que se sugiere que
entre esos dos tiempos no hay una diferencia tan notable asociandolo a términos
de tamafo y morfologia. No obstante, para el almidon de molienda a 40 min se
observa un comportamiento menos estable en el modulo de pérdida (G™') lo que
sugiere ruptura del gel. A pesar de eso, cabe mencionar que tanto el almidén de
molienda de 20 y 30 min en contraste con el de 40 min en cuanto a su
comportamiento lineal es rescatable que predomina el médulo de almacenamiento
(G") a 25°C siendo el caracter elastico el parametro mas importante en la estructura
del gel de almidén.

En general tanto en la etapa de coccion (90°C) y en la etapa de enfriamiento (25°C)
las diferencias entre los almidones tratados por molienda con el almidén nativo
podrian explicarse debido a que a cierto nivel de dafo y desorganizacion estructural
de forma parcial por efecto del molino de bolas, afectando a las regiones de
amilopectina ya que se muestran ciertos cambios de comportamiento lineal en la
etapa de coccidn (90°C) al ser el polimero encargado del proceso de hinchamiento
principalmente. Este comportamiento se puede asociar con los resultados en el
perfil de formacién de pasta y difraccion de rayos x, dénde se pudieron observar
cambios en la fraccidn de amilopectina, por un lado en el perfil de formacion de
pasta al disminuir el primer punto maximo de viscosidad de forma gradual al
aumentar el tiempo de molienda y por otro en la difraccién de rayos x, donde mostro
la misma tendencia de disminucion, en este caso disminuyendo los picos maximos

de intensidad relativa conforme al aumento del tiempo de molienda.
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Por lo tanto, este tipo de cambios en la estructura del granulo de almidén provocan
que en el analisis de viscoelasticidad de muestren dichas diferencias entre los
tratamientos en comparacion con el almidon nativo, dando como resultado

caracteristicas de gelatinizacién y gelificacion modificadas.

Este comportamiento reologico de las suspensiones de almidén esta relacionado
con la fraccidén de volumen de los granulos de almidon, asi como de su firmeza. La
cantidad del material lixiviado y su naturaleza polimérica pueden influir en las
propiedades reologicas de los geles de almidon final. En un primer paso durante la
gelificacion de la amilosa es la formacion de la red tridimensional de acuerdo con
Elliason et al.( 1996). En un gel de almidon como los presentados anteriormente
puede estar relacionado con una mezcla de granulos parcialmente hinchados,
dafiaos o rotos, con la fase continua del material lixiviado (amilosa y amilopectina),
puede depender de la concentracién, la temperatura, el cizallamiento durante el
calentamiento, la temperatura de almacenamiento y la presencia de otros
compuestos. Ademas, se conoce que la presencia de granulos dafiados va a influir
notoriamente en los analisis fisicoquimicos y reoldgicos de este tipo de sistemas
(Ortega et al., 2003).

La tendencia presentada en el barrido de amplitud de deformacion presenta cierta
similitud con lo obtenido en el barrido de frecuencia, en los cuales el mdédulo de
almacenamiento (G") de caracter elastico es mas predominante que el modulo de

pérdida (G"") de caracter viscoso, y que se presenta a continuacion.

8.3.2.2 Barrido de frecuencia

Para la primera etapa del barrido de frecuencia (90°C) de forma general para ambos
modulos G”y G se presentd un comportamiento lineal ascendente de 0.1 — 10 Hz

mostrando asi una dependencia a la frecuencia.

En especifico para como se muestra en la Figura 10 en la etapa de coccién (90°C)
tanto el almidon nativo como los tiempos de molienda de 20, 30 y 40 min mostraron
un dominio lineal ascendente del modulo G con caracter elastico sobre el modulo

G’ que caracter viscoso.
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Por su parte el almidén nativo (N) presenté su modulo G™ sobre los médulos G™ de
las moliendas de 20 y 30 min, las cuales presentaron valores y comportamientos
similares, tales que se observa cierto nivel sobrepuesto, indicando asi que no hay
diferencias de comportamiento ni a bajas ni altas frecuencias.

A

Figura 10.- Barrido de frecuencia (90°C) de los mddulos dinamicos del almidén
nativo y los diferentes tiempos de molienda.

Por su parte el almidén de molienda de 40 min mostré el mismo patrén lineal
ascendente que los anteriores. De esta forma se infiere que el comportamiento de
las muestras a la temperatura de coccién es dependiente de la frecuencia, indicando

ademas que se tiene una estructura de biopolimero suave y elastico en solucion.

Este tipo de patrén se relaciona directamente con un proceso de hinchamiento por
parte de los granulos de almidon al contar con las condiciones necesarias de
temperatura y medio acuoso. Aunado al hecho de que al mismo tiempo se produce
la liberaciéon de pequenas cantidades de amilosa de los granulos del almiddn
(Elliason et al., 1996). De acuerdo con Ortega et al. (2003) report6 que los polimeros
hidratados pueden cumplir una funcion de relleno, reafirmando la matriz continua de

modelos en la estructura.
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Para el caso de la segunda etapa (25°C) que se muestra en la Figura 11 el
comportamiento del almidon nativo (N) fue muy similar al comportamiento mostrado
en la etapa anterior a 90°C en donde del mismo modo, el mddulo de
almacenamiento G” se encuentra sobre el modulo de pérdida G™*, con un patrén
lineal ascendente sin alteraciones asociadas a la frecuencia. Dicho esto, se infiere
gue el almidon nativo conserva su propiedad de caracter elastico a una temperatura

de 25°C atribuido a fracciones de amilosa sin alteraciones por baja o alta frecuencia.

Figura 11.- Barrido de frecuencia (25°C) de los mddulos dinamicos del almidén
nativo y los diferentes tiempos de molienda.

Por otro lado, para los almidones tratados por molienda a 20, 30 y 40 min las
diferencias entre los mdédulos presentaron una dependencia a la frecuencia. En
primera instancia el almidon de 20 y 30 min mostré el mismo comportamiento a
frecuencias menores a 2.5 Hz, donde se presenté un dominio del médulo G™” sobre
el modulo G. No obstante, al aumento de la frecuencia (> 2.5 Hz) se veia
beneficiado el modulo G'. Por su parte, el almidon de 40 min, presento el mismo
patrén lineal de ambos modulos a bajas frecuencias hasta 1 Hz, donde se observé
una separacion de dichos modulos predominando el médulo G™ y unificandose con
los de molienda de 20 y 30 min. Por lo tanto, se sugiere que el almidén de molienda
de 40 min posee ligera dependencia a mayores frecuencias a 1 Hz.
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Este fendmeno presentado concuerda con lo mencionado por Tecante et al., (2001),
quienes describen que el patron caracteristico de un gel esta constituido por una
red tridimensional que no muestra un flujo en estado estacionario. Lo que significa
gue al menos los almidones tratados con molienda mecanica a diferentes tiempos
a una temperatura de 25 °C tuvieron un comportamiento de caracter viscoso a bajas
frecuencias comparandolo con el almidéon nativo, el cual conservé su
comportamiento elastico a pesar de la temperatura y la frecuencia. Por lo tanto, se
infiere que los almidones sometidos al tratamiento fisico tienden a formar un gel de

caracter viscoso a bajas frecuencias y ligeramente mas elastico a altas frecuencias.

En general las modificaciones por tratamientos fisicos destruyen o producen
cambios en el empaquetamiento de las moléculas de polisacarido de almidon dentro
del granulo y a nivel superficial. Dichos cambios como se ha visto afectan de forma
evidente el comportamiento y funcionalidad del almiddén, asi como algunas

propiedades como lo son la formacion de geles.

En estudios realizados por Moorthy et al., (2008) quienes estudiaron las
propiedades reoldgicas de plantas del tipo Areacea a la que pertenece la malanga,
encontraron que el almidén de Colocasia exhibidé valores bajos para todos los
parametros, resaltando que el comportamiento que mostré fue del tipo elastico en
diferentes concentraciones evaluadas, el cual coincide con el comportamiento
encontrado en esta investigacion. De igual forma Meng et al., (2015) reportaron
resultados similares para el almidon de plantas del género Amorphophallus y la cual

pertenece a la misa familia.

En cuanto a la estructura molecular tanto de amilosa como de amilopectina para los
analisis de barridos de deformacion y barridos de frecuencia puede influenciar las
propiedades reoldgicas del gel de almidon (Freitas et al., 2004). La amilopectina por
su parte de acuerdo con Charles et al., (2005) basados en un analisis de correlacion
de la propiedad de la estructura de la amilopectina mostré que la proporcion de las
cadenas unitarias mas largas (> 35) se relacionaba positivamente con la resistencia

al corte y la independencia a la frecuencia.
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Cabe destacar que, a pesar de haber realizado un tratamiento fisico de
modificacion, este tipo de propiedades reoldgicas como la viscoelasticidad, pueden
verse afectadas por factores ambientales. Asi lo mencionan Asaoka et al. (1992)
quienes determinaron que factores ambientales como mes de cosecha, practicas
agronomicas y genética del cultivo influyeron en las propiedades reoldgicas del
almidén de papa dulce.

8.4 Caracterizacion fisicoquimica del almidén nativo y modificado
fisicamente

8.4.1 Determinacion de amilosa aparente

El contenido de amilosa del almidon varia dependiendo de las fuentes botanicas y
es afectado por las condiciones del clima de la region dénde se producen. Existen
diversas enzimas que estan involucradas en la biosintesis del almidén que pueden

ser responsables de la variacion del contenido de amilosa y amilopectina.

En la Tabla 4 se muestra el contenido de amilosa del almidén nativo y sus diferentes
tiempos de molienda. De acuerdo con el analisis estadistico los diferentes tiempos
de molienda no mostraron diferencias estadisticas significativas (p<0.05) en
comparacion con el almidon nativo tanto en el porcentaje de amilosa como en
amilopectina. Este resultado es similar a lo reportado por Zhu et al. (2015) en
almidon de yuca con 14% en contenido de amilosa.

Tabla 4.- Contenido de amilosa (%) del almidon nativo y modificados por molienda
mecanica de alta energia.

Muestra Amilosa (%) Amilopectina (%)
Almidoén nativo. 14.54 £ 0.92 85.45 + 0.92
Molienda 20 min. 14.93 + 0.6° 85.06 + 0.6
Molienda 30 min. 15.30 £ 0.22 84.70 £ 0.22
Molienda 40 min. 15.60 £ 0.62 84.40 + 0.6°

Media * error estandar y un valor de (p < 0.05). diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias

significativas entre los tratamientos.
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La mayoria de los informes de contenido de amilosa en tubérculos oscila entre el 20
y el 27%. Por otro lado, al someter al almidon nativo a un proceso de molienda
mecanica a diferentes tiempos se observd que el contenido de amilosa no mostré
diferencias significativas a un valor de significancia (a=0.05). Sin embargo, si se

logra apreciar que la tendencia del contenido de amilosa es aumentar.

Dicha tendencia podria asociarse a un fendbmeno de despolimerizacion de las
cadenas de amilopectina, ya que los cambios en los granulos de almidon incluyen
dafios de estos alterando propiedades como morfologia, temperatura de
gelatinizacion, contenido de dobles hélices, cristalinidad, perfeccion cristalina y

birrefringencia.

Se ha observado la despolimerizacion, particularmente de la amilopectina, y es
indudablemente un factor de reduccion de la viscosidad en el analisis de formacion
de pasta. Entonces, en términos de dafo de granulos por efecto de la molienda
pueden ocurrir perdidas en el grado de cristalinidad, por lo que cuando se producen
suficientes granulos o fragmentos amorfos, las cadenas de amilopectina en el

granulo de almidon pasan a ser de menor peso molecular y menos complejas.

Por lo tanto, se podria inferir que en el analisis de amilosa aparente se estan
contabilizando las fracciones producidas a partir de cadenas de amilopectina a

causa de una despolimerizacion.

Un comportamiento contrario se logroé observar en el biopolimero de amilopectina,
ya que al incrementar el tiempo de molienda el contenido de esta se vio disminuido,
indicando asi que las zonas cristalinas y amorfas fueron degradadas por efecto de
la energia generada durante la molienda mecanica. Dicho comportamiento tiene
relacién con lo observado en el perfil de formacion de pasta, donde se ve una
disminucién de la viscosidad maxima, asi como la disminucion de cristalinidad en el
difractograma de los almidones modificados por este método. Ademas, varios
autores han reportado que la viscosidad maxima y cristalinidad estan influenciadas
por las zonas cristalinas de la amilopectina (Rodriguez et al., 2009).
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Por lo tanto, esas cadenas o fragmentos de amilopectina liberadas durante la
molienda podrian estarse manifestando como amilosa durante la determinacion de
amilosa aparente. Lo cual a nivel reolégico se exhibié al presentar un
comportamiento de caracter elastico, contemplando que las cadenas de
amilopectina se encontraban danadas.

En este sentido, la molienda mecanica al generar fracciones de amilopectina de
cadena corta o fracciones amorfas, podria favorecer un proceso de encapsulacion
en tecnologias como el secado por aspersidn, ya que al contar con cadenas menos
complejas y dafio estructural del granulo, permiten una mayor versatilidad de los
polimeros al movilizar de forma mas rapida las cadenas durante la atomizacion
impactando directamente sobre la eficiencia de encapsulacion, permitiendo asi una
formacion de particulas de mejor calidad, asegurando la proteccién del agente

activo.

8.4.2 Difraccién de rayos X (DRX)

Este analisis se realizd con la finalidad de determinar las caracteristicas
estructurales (patron de difraccion de rayos X y cristalinidad) del almidon nativo y
modificado. En la Figura 12 se muestra el patrén de difraccion del almidon nativo, el
cual mostro un patréon de difraccion del tipo A que se conoce como tipico de cereales
por la presencia de picos de intensidad en los angulos de 15, 17, 18 y 23°. Este
resultado coincide con lo reportado por Meng et al. (2015) en almidon de taro con
patrén de difraccidon de tipo A y un porcentaje de cristalinidad del 25%.
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Figura 12.- Patrones de difraccién de rayos X del almidon nativo (A) y modificados
por molienda mecanica de 20 min. (B), 30 min. (C) y 40 min. (D).

Actualmente se ha aceptado que los almidones de cereales presentan un patron de
difraccion del tipo A, los almidones de tubérculos del tipo B y los almidones de
ciertas raices y semillas presentan un patrén del tipo C. Bajo esos términos,
considerando que la malanga es un tubérculo, deberia presentar un patron del tipo
B. Sin embargo, al ser una fuente de almidén no convencional y al carecer de
estudios de caracterizacion es posible que presente un patrén de difraccion del tipo
A.

Al mismo tiempo, se ha comprobado que los patrones de difraccion ademas de la
fuente botanica estan determinados por el ordenamiento de las cadenas de

amilopectina y a la cual se le atribuye la estructura cristalina del granulo de almidén.

Asi mismo, se han reportado diversos estudios analizando la estructura cristalina de
los granulos del almidon. Katz et al., (1999) fueron los primeros en realizar estudios
de difraccion de rayos X en angulo grande para poder determinar y distinguir los dos
principales tipos de patrones de la estructura cristalina de los granulos de almidon.
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De igual forma Perez & Bertof., (2010) reportaron que a nivel molecular la parte
lineal externa de las cadenas de amilopectina interactuan entre si y las moléculas
de agua disponibles para la formacidn de las dobles hélices para formacién de la
region cristalina. Ademas, estos cristales estan dispuestos de dos maneras muy
simples dando lugar a un polimorfismo del patron de difraccion del tipo A y B,

mientras que el tipo C es una mezcla de ambos.

Cabe mencionar que la malanga es un tipo de tubérculo presenta dos variedades,
la malanga blanca y la morada. De acuerdo con (Rodriguez et al., 2016) existe una
diferencia en la composicién quimica encontrada en diferentes cultivos de malanga
de la region de la cuenca del pacifico mexicano asociadas a las caracteristicas
medioambientales donde se encuentra ubicada la zona de cultivo y ademas, el
grado de madurez de este tubérculo lo que a su vez determinara el grado de

cristalinidad.

De acuerdo con lo reportado por Rolland et al., (2013) el aumento en el contenido
de humedad del almidon puede conducir a la aparicion de un patrén de difraccion
del tipo A y que ademas la variacién en los valores del porcentaje de cristalinidad
puede estar ligados a las diferencias en los métodos de calculo. Mismos que se
pueden observar en la tabla 5. Ademas de acuerdo con el analisis estadistico no
presentaron diferencias estadisticas significativas (p<0.05) entre los tratamientos
con respecto al almidon nativo.

Tabla 5.- Porcentaje de cristalinidad del almidon nativo y a sus diferentes tiempos
de molienda.

Muestra Cristalinidad (%)
Almidon nativo 23.2+0.6°
Molienda 20 minutos 241 +£1.3°
Molienda 30 minutos 222 +1.8°
Molienda 40 minutos 22.3+0.1@

Media * error estandar y un valor de (p < 0.05). diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias

significativas entre los tratamientos.
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Por otro lado, la modificacion por molienda mecanica usando bolas de nitruro de
silicio, los picos de difraccion del almidén a 20, 30 y 40 min empezaron a disminuir
parcialmente. Se observo que los aumentos del tiempo de molienda indujeron una
mayor pérdida de los picos de difraccion y se puede asociar a la desorganizacion
de las zonas cristalinas de la amilopectina. Este comportamiento es similar a los
datos obtenidos por Lui et al. (2011) en el que estudiaron el efecto del tratamiento
de molienda en la estructura y porosidad del granulo de almidén de maiz empleando
bolas de nitruro de zirconio. Los patrones de difraccion de rayos X para los
almidones de maiz mostraron el patrén caracteristico de cereales, el cual
corresponde al tipo A. Después del tratamiento de molienda a 1 h lograron disminuir
parcialmente la intensidad de los picos. Sin embargo, para las moliendas a2y 3 h
los picos de difraccion casi desparecieron por lo que asociaron que el tiempo de
molienda inducian a una pérdida de la intensidad de los picos asociados a la
cristalinidad de los almidones.

De igual forma se puede sugerir que el tratamiento de molienda mecanica indujo a
un fendmeno de la disposicion espacial de la amilopectina y a la amilosa, lo que
provocé la degradacién del area cristalina de forma paulatina y la promocién del
area amorfa de los granulos de almidén. Huang et al., (2007) menciona que este
fendbmeno puede ser el resultado de la transicion del estado policristalino a un
estado amorfo de forma parcial, ya que los picos de intensidad no se perdieron de
forma total.
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8.4.3 Calorimetria diferencial de barrido (CDB)

Los resultados de calorimetria diferencial de barrido se muestran en la Tabla 6. El
almidon nativo no mostro diferencias significativas en cuanto a su temperatura de
inicio, pico y final, mismo comportamiento mostraron los tratamientos de 20, 30 y 40
min. Para el almidon nativo se obtuvo una To de 76.5°C, Tp de 79.9°C, Tf de 86°C
y una entalpia de gelatinizacion de 12.5 J/g. Datos que son similares a los obtenidos
por Wankhede & Sajjan. (1991) en una variedad de Colocasia esculenta tailandesa
donde obtuvo valores de To de 73°C, Tp de 75.5°C y Tp de 80.5°C. Sin embargo,
no determina la entalpia de gelatinizacién. Por otro lado, Agama et al., (2011) para
almidon de malanga reporté una To de 73.6°C, Tp de 80.6°C, Tf de 87.6 y una
entalpia de gelatinizacion de 10.6 J/g, los cuales son similares a los que se reportan

en este trabajo.

Tabla 6.- Calorimetria diferencial de barrido (CDB) del almidén nativo y modificado.

Muestra Temperatura de Temperatura pico  Temperatura Entalpia
inicio (To) (To) final (Tr) AH (Jig)
Nativo 76.53 + 1.807 79.76 % 2.022 86.02 + 0.332 12.52 + 0.09°
M20 75.32 4 0.372 79.92 + 0.292 84.17 + 0.80° 6.034 + 1.022
M30 74.39 +0.172 79.67 £ 0.072 84.12 + 0.06° 6.55 + 0.38°
M40 74.50 + 0.022 79.60 + 0.192 84.55 + 0.392 7.56 + 0.012

Media * error estandar y un valor de (p < 0.05). diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias
significativas entre los tratamientos.

No obstante, se sabe que el contenido de amilopectina de las muestras se puede
asociar a estas temperaturas altas, debido a un mayor requerimiento de energia
para llevar a un punto de gelatinizacion. De igual forma una Tp elevada esta
relacionada con un alto grado de ordenamiento lo que le proporciona estabilidad a

la estructura del granulo y en consecuencia lo hace mas resistente a este fendmeno.
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En cuanto a la entalpia se encontré un valor alto en el almidén nativo (12.52 J/g)
que de acuerdo con el analisis estadistico mostré diferencias estadisticas
significativas (p<0-05) en comparacion con los tiempos de molienda. No obstante,
entre los diferentes tiempos de molienda no presentaron diferencias significativas
entre ellos con entalpias de 6.03 y 6.55 J/g presumiendo que las modificaciones
fueron a nivel de la amilopectina, afectando el ordenamiento a consecuencia de la
molienda mecanica. Por otro lado, en el caso de la molienda de 40 min la entalpia
obtuvo un valor de 7.56 J/g, lo que podria sugerir a que por efectos de la molienda
se estan generando cadenas sencillas que requieren mas energia y se ve reflejado

en la entalpia de gelatinizacion.

De acuerdo con Defloor et al, (1998) y Puncha et al., (2007) la entalpia de
gelatinizacion también esta asociada a una serie de factores como el porcentaje de
cristalinidad, enlaces intermoleculares, velocidad de calentamiento de la suspension
del almiddn y a la presencia de otros productos quimicos. Mismos que coinciden
con lo reportado por Asaoka et al., (1991) donde concluye que la genética y los
factores ambientales estan relacionados estrechamente con la entalpia de

gelatinizacion.

A pesar de que la modificacion fisica mediante molienda mecanica de alta energia
logré disminuir la viscosidad a diferentes tiempos y el tamafo de granulo, por
motivos de especificaciones técnicas del equipo de secado por aspersion, asi como
por futuros analisis de digestion in vitro se tomo la decision de realizar una segunda
modificacion del tipo quimica (entrecruzamiento) seleccionado un tratamiento de
molienda (30 min) al ser el tiempo intermedio, con la finalidad de conferir mayor
resistencia al material de pared reforzando la estructura granular del almidén
mediante la adicion grupos fosfato y al mismo tiempo mejorar algunas
caracteristicas como la viscosidad, que permitirian la obtencién de microcapsulas

de buena calidad y caracteristicas deseables.
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8.5 Caracterizacion del almidén modificado dualmente

8.5.1 Nivel de entrecruzamiento del almidén

Las modificaciones quimicas del almidén involucran el uso de reactivos aprobados
por organizaciones como la FDA (Food and Drugs Administration) y OMS
(Organizacion Mundial de la Salud). Estas, implican ciertos cambios a nivel
estructural y por lo tanto en la funcionalidad. La quimica involucrada en la
modificacion es de un modo directo generando reacciones asociadas con los grupos
hidroxilo del almidon. La derivacion a través de la formacion de grupos éster o éter,
la oxidacioén de los grupos hidroxilo o carbonilo o grupos carboxilicos, y la hidrolisis
de enlaces glucosidicos son algunos de los principales mecanismos de reaccion de
este tipo de métodos de modificacion(You & This, 2008).

El grado de modificacion quimica es generalmente expresado como nivel de
entrecruzamiento o grado de sustitucién, cuando el grupo sustituyente como por
ejemplo acetato o fosfato reaccionan con los grupos hidroxilo de la unidad D-
glucopiranosilo. Para el caso de muestras significativas de almidon, las
modificaciones quimicas se pueden realizar mediante reacciones de
entrecruzamiento o sustitucion por separado o en combinacion(Hazarika & Sit,
2016).

En la Tabla 7 se muestran el nivel de entrecruzamiento, para la primera muestra de
almidon entrecruzado se obtiene el mayor nivel de entrecruzamiento con un 98.5%,
seguido del almidon tratado previamente con molienda mecanica a un tiempo de 30
min de igual modo la mezcla utilizada de trimetafosfato, tripolifosfato y fosfato de
sodio resultd ser una mezcla entrecruzante altamente efectiva. De acuerdo con You
& This, (2008) la técnica de entrecruzamiento empleando un reactivo quimico como
el trimetafofato o la mezcla de algunos hace que estos sean capaces de reaccionar
con dos o mas grupos hidroxilos diferentes de la unidad glucosidica del almidon,
generando asi enlaces cruzados unidos de forma covalente y actuando como una

especie de soldadura reforzando la estructura granular.
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En el caso de los resultados obtenidos el almidon tratado con molienda mecanica
de alta energia obtuvo una menor cantidad de almidén entrecruzado que podria
estar asociado al dafio estructural de las cadenas tanto de amilosa como de
amilopectina, mientras que para el almidén nativo al no estar afectado por efecto
del método fisico pudiera estar con una mayor estabilidad de sus grupos hidroxilo y
reaccioén quimica.

Tabla 7.- Nivel de entrecruzamiento (%) del almidon nativo y molienda de 30
minutos.

Muestra Nivel de entrecruzamiento (%)
Almidoén nativo entrecruzado 98.5
Molienda de 30 min entrecruzado. 96.5

El alto nivel de entrecruzamiento puede ser corroborado con los cambios obtenidos
en las propiedades fisicoquimicas del almidén, especificamente con el perfil de
viscosidad, donde se logré disminuirla significativamente en el almidon nativo y

modificado por molienda en comparacion con el almidén sin modificar.

Por otro lado, se sabe que las modificaciones como el entrecruzamiento pueden
regular el hinchamiento del granulo del almidén y, ademas, producir una mayor
tolerancia a procesos térmicos altos, corte de cizallamiento y estabilidad a
condiciones de pH acido. De esta manera, de acuerdo con Chatakanonda et al.,
(2000) quienes modificaron almidén de arroz mediante condiciones de pH, tiempo y
mezcla de reaccidon similares a este estudio, obteniendo un nivel de
entrecruzamiento del 29%, ellos concluyeron que no representaba un cambio
significativo. Sin embargo, mostro una mayor tolerancia a la temperatura y menor
viscosidad. Ademas, menciona que las concentraciones tanto de almidéon como de
los reactivos de la mezcla pueden estar relacionados en su eficiencia de
entrecruzamiento en funcion del tiempo, temperatura y fuente del almidén
empleados ya que se sabe que en el caso de las reacciones con fosfatos requieren

un mayor tiempo de preparacion por la naturaleza del reactivo.
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En este sentido Aparicio et al., (2008) mediante una mezcla reaccion similar logra
obtener un nivel de entrecruzamiento del 94% para el almidén de platano con un
tratamiento durante 3 h a 50°C en agitacion constante, finalmente concluye que la
introduccidén de grupos fosfato dentro de la estructura del granulo de almidén lo
hacen menos susceptible a hidrélisis por a-amilasa asociada a la reaccién de
entrecruzamiento y el cual coincide con el nivel de entrecruzamiento obtenido en

esta investigacion.

Entre los productos quimicos aprobados y utilizados para el entrecruzamiento del
almidon son el oxicloruro de fosforo, trimetafosfato de sodio y mezclas de anhidrido
atipico o acético. Para la suspension alcalina se usa un pH de entre 7.5y 12 con
una temperatura de reaccion de entre 25- 50°C y los tiempos pueden variar de entre
30 min hasta 24 h y estara relacionado con el porcentaje de entrecruzamiento
obtenido. Para las condiciones empleadas en nuestra modificacion fue utilizada una
mezcla de reactivos de trimetafosfato, tripolifosfato y sulfato de sodio a un pH de
11.5 con una duracioén de la reaccion de 3 horas en agitacion constate.

8.5.2 Perfil de formacién de pasta

El perfil de formacién de pasta del almidén entrecruzado se muestra en la Figura
13. La viscosidad se vio afectada significativamente tanto para el almidén nativo
como para la molienda de 30 min. En el caso del almidon nativo disminuyo de 2.7
Pa.s a 0.04 Pa. sy el almidén de molienda a 30 min a 0.08 Pa. s, en donde ademas
este tratamiento afecté tanto a la amilosa como a la amilopectina y que
posiblemente el tratamiento previo de molienda pudiera ayudar a generar mas
grupos funcionales disponibles generados por la despolimerizacion de los

componentes de almidon durante la molienda mecanica.
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Figura 13.- Perfil de formacion de pasta (5% p/v) del almidon nativo (A), molienda
de 30 min (B), entrecruzado nativo (C) y modificacion dual (D).

Este comportamiento de tendencia a disminuir la viscosidad es normal en almidones
entrecruzados, inclusive es también denominado almidén inhibido, basado en que
durante el proceso de coccion a 90°C la estructura granular se encuentra reforzada
por la formacién de enlaces cruzados entre grupos fosfato con los grupos hidroxilo

disponibles en la amilosa y amilopectina del granulo.

De esta manera se genera un almidén menos propenso a descomposicion con
tiempos de coccion prolongados, del mismo modo, mayor estabilidad a condiciones
acidas y de cizallamiento (Chen et al. 2018).

De acuerdo con Li et al., (2017) una modificacién dual, primeramente, con molino
de bolas y un tratamiento posterior de tipo quimico con anhidrido octenil succinico,
observaron que en el caso del tratamiento con molino de bolas habia un cambio en
la estructura y morfologia del almidén que por consecuencia habia un cambio en las
propiedades fisicoquimicas del almidon como la hinchazén, la actividad

emulsificante.
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Ademas, con el tratamiento quimico de entrecruzamiento del almidén tratado
previamente con molino de bolas, el almidén mostré nuevas caracteristicas tales
como viscosidad y rigidez reducida, pero con una mayor estabilidad de las pastas
que aumenta durante el corte, calentamiento y enfriamiento en comparacion con
sus homologos nativos. En este caso, ese comportamiento fue similar al obtenido
para el almidon nativo y molienda de 30 min con sus respectivos entrecruzados. De
igual forma es importante mencionar que el entrecruzamiento como tal puede tener
un efecto significativo en el perfil de viscosidad y que normalmente un almidon
tratado por este método muestra un perfil de viscosidad estable a lo largo del tiempo.

Por otro lado, los métodos fisicos de modificacion pueden regular simplemente
modificando los tiempos de molienda y el material del tazon que se ocupa lo que
podria beneficiar en un segundo tratamiento como en el caso de los métodos

quimicos.

En un estudio realizado por Lui et al., (2017) observaron una disminucion de la
viscosidad muy similar a los resultados obtenidos en este trabajo, en su caso el
almidon de arroz fue sometido a molienda mecanica de alta energia usando bolas
de nitruro de zirconio y posteriormente un tratamiento con OSA, en donde
concluyeron que el nivel de entrecruzamiento era alto debido a los fuertes enlaces
que logré generar con las cadenas degradadas tanto de amilosa como de
amilopectina y que se veia reflejada en las propiedades adquiridas como la buena

resistencia térmica, solubilidad y la disminucion de la retrogradacion.
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8.5.3 Determinacion de amilosa aparente

El contenido de amilosa se muestra en la Tabla 8, el cual fue determinado para las
muestras de almidon nativo y el de molienda de 30 min, asi como sus respectivos
entrecruzamientos. Para el almidén nativo se obtuvo un 14.54% en contenido de
amilosa, mientras que para la molienda de 30 minutos se vio un incremento
obteniendo un 15.30%. resultados que se pueden corroborar en la determinacion

de amilosa del almidén modificado por molienda mecanica.

De acuerdo con el analisis estadistico el almidén nativo y la molienda de 30 min no
mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre ellos. Pero si entre sus
homologos entrecruzados tanto en por porcentaje de amilosa como de amilopectina.

Tabla 8.- Contenido de amilosa aparente (%) del almidén nativo, molienda 30 min 'y
sus respectivas modificaciones quimicas.

Muestra Amilosa (%) Amilopectina (%)
Almidén nativo. 14.54 + 0.92 85.45 +0.92
Molienda 30 min. 15.30 £ 0.22 84.70 £ 0.22
Nativo/Entrecruzado. 11.53 £ 0.1° 88.47 +0.1°
M30/ Entrecruzado. 9.26 £ 0.1° 90.73 £ 0.1¢

Media * error estandar y un valor de (p < 0.05). diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias
significativas entre los tratamientos.

No obstante, para sus variedades entrecruzadas estos niveles en el contenido de
amilosa se ven disminuido tanto para el almidén nativo entrecruzado llegando a un
11.53% asi como para la molienda de 30 min con el porcentaje mas bajo en
contenido de amilosa del 9.26%. Este comportamiento es debido a que durante la
modificacion quimica los grupos hidroxilo del almidon estan generando enlaces
covalentes con los grupos fosfatos, los cuales impiden que la amilosa tome su
conformacion helicoidal, inhibiendo la formacion del complejo entre la amilosa y el
yodo. Por lo tanto, al estar generando enlaces covalentes con la amilosa, se puede
suponer la misma formacion de enlaces con la amilopectina y corroborando asi el
grado de entrecruzamiento al encontrarse reforzada la estructura granular mediante

enlaces cruzados.
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Cabe mencionar que la amilosa es considerada un constituyente del almidon que
esta involucrado en el cambio de temperaturas de gelatinizacion, asi como en el
cambio de la textura, viscosidad y color de los almidones de acuerdo con su
contenido de amilosa. Para ello, Juliano, (1993) propone una clasificacion por tipos
de acuerdo con su contenido de amilosa, proponiendo el tipo normal con un
contenido de amilosa del 15-35%, almidon ceroso o waxy mayor al 15% vy alto en
amilosa a aquellos con un contenido mayor al 35%. Por lo tanto, en el caso del
almidon nativo, asi como el entrecruzado, molienda de 30 min y su variedad
entrecruzada basados con esta clasificacion se podrian considerar bajos en

amilosa.

8.5.4 Difraccioén de rayos X (DRX)

Se realizaron las medidas de difraccidn de rayos X con la finalidad de observar si la
modificacion quimica por entrecruzamiento tenia algun efecto sobre la cristalinidad
del almidon nativo entrecruzado y el almidon de molienda de 30 min, comparandolos
con los difractogramas previamente realizados. En la Figura 14 se muestra el patrén
de difraccion para las muestras de almidon nativo (A), molienda de 30 min (B), nativo
entrecruzado (C) y modificacion dual (D).

Para los 4 tipos se muestra un patrén de difraccion del tipo A debido a sus picos de
intensidad caracteristicos en 15, 17 18 y 23° evidenciando la estructura
parcialmente cristalina asociada al contenido de amilopectina.
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Figura 14.- Patron de difraccidon del almidén nativo (A), molienda 30 min(B), nativo
entrecruzado (C) y modificacion dual (D).

En el almidon nativo (A) se observo el mismo patron de difraccion obtenido
anteriormente con los picos maximos de intensidad relativa. Posteriormente para el
patrén de difraccion del almidén nativo entrecruzado (C) se obtiene un patrén muy
similar tanto en la presencia de los mismos picos como en intensidad relativa. Esta
similitud podria indicar que el tratamiento quimico empleando trimetafosfato,
tripolifosfato y sulfato de sodio no esta afectado aparentemente las regiones
cristalinas del granulo de almiddn, a excepcion del pico de intensidad de 23° del
almidon nativo entrecruzado que muestra una ligera disminucion en la intensidad
relativa y que podria indicar un menor grado de cristalinidad o bien, una menor
calidad de los cristales, que posiblemente pudieron ser afectados por factores

dependientes de la modificacién quimica como la temperatura.

Por otro lado, la molienda mecanica de 30 min (B) se puede apreciar la disminucion
en los picos maximos de intensidad generados por el tratamiento fisico con molino
de bolas. Sugiriendo cambios estructurales en la amilopectina durante la colision de
las bolas en el proceso de molienda. Para la modificacion dual (D) se observo una
disminucién significativa del pico de intensidad correspondiente a los 15° y un
aumento en el que corresponde a los 17° en comparacion con el almidén tratado

solamente por molienda mecanica.
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Independientemente del tratamiento con molienda mecanica, el almidén tratado solo
por método quimico (C) presentd una ligera supresidn de los picos maximos de
intensidad relativa en comparacion con los que se encuentran presentes en el
difractograma del almidén nativo (A). Sin embargo, a pesar de emplear una
modificacion dual, al seguir apreciando los picos de intensidad relativa del almidén

nativo confirmaron la existencia de un equilibrio en estas modificaciones.

Un comportamiento similar fue observado por Li et al., (2007) al realizar en primera
instancia un tratamiento con molienda mecanica de alta energia con bolas de nitruro
de zirconio y un segundo tratamiento adicionando anhidro octenil succinico (OSA)
como agente entrecruzante. Observo que a mayor tiempo de molienda mayor era la
pérdida de los picos de intensidad que esta relacionada con la degradacion

paulatina de morfologia del granulo y por ende en le reduccion de la cristalinidad.

El conocimiento del patron de difraccion ademas de ser una herramienta clave para
la clasificacion de acuerdo con la fuente botanica y del grado de cristalinidad, es
importante ya que proporciona informacion del grado de ordenamiento de las dobles
hélices de la amilopectina (Yoo & Jane., 2002). El aumento o disminucion en la
cristalinidad de los almidones modificados por métodos quimicos principalmente
hidrolisis acida puede estar asociada a tiempos mas lagos de reaccion lo que podria
llevar a perder en primera instancia las zonas amorfas y por consecuente una

afectacion en la amilopectina (Xia et al., 2012).

Para el caso del entrecruzamiento una de las soluciones que se empled para la
neutralizacion de la mezcla fue acido clorhidrico 1.0 M y que a pesar de que el
tiempo de exposicion con el acido es relativamente corto, este podria haber
impactado en la disminucion o aumento de la cristalinidad. Aunado a la influencia
de otros factores relacionados con las condiciones de reaccién. De acuerdo con
Singh et al. (2016) los efectos de diferentes condiciones de reaccion como la
concentracion del almidon tratado, temperatura, pH de los reactivos y la
concentracion de sal catalitica juegan un papel importante durante la preparacion
de almidon de doble modificacion, lo que puede apoyar lo obtenido en este trabajo.
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8.5.5 Calorimetria diferencial de barrido (CDB)

Se realiz6 el analisis de calorimetria diferencial de barrido (CDB) con la finalidad de
observar si se presentaron cambios en las propiedades térmicas del almidén nativo,
molienda de 30 min y sus homologos modificados por entrecruzamiento. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9. De acuerdo con el analisis
estadistico el almidon nativo, su homologo entrecruzado y la molienda 30 min
entrecruzada no presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre ellas, pero si
en comparacion con la molienda de 30 min obteniendo los menores valores en las
temperaturas de transicion de fase y entalpia.

Tabla 9.- Calorimetria diferencial de barrido (CDB) del almidon nativo y M30, asi
como sus correspondientes entrecruzados.

Muestra Temperatura de Temperatura pico Temperatura final Entalpia
inicio (Tp) (Ty) AH (J/G)
(To)
NATIVO 7653 + 1.82 79.76 + 2.02% 86.02 + 0.332 12.52 + 0.092
M30 7439 +017° 79.67 +0.07° 84.12 +0.06° 6.55 + 0.38°
NATIVO EC 77.35 + 0.56° 80.84 +0.012 8521 + 0.62% 11.61 £0.312
M30 EC 75.98 + 0.29% 81.34 +0.02% 86.55 + 0.87° 7.86 +0.29%

Media * error estandar y un valor de (p < 0.05). diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias

significativas entre los tratamientos.

Como puede apreciarse el almidén nativo mostré diferencias significativas en
comparacion con el almidon entrecruzado y la modificacién dual con respecto a la
temperatura de inicio (T°) y a la entalpia de gelatinizacién (AH). La presentacién de
este comportamiento esta estrechamente relacionada con el grado de
entrecruzamiento obtenido. Al encontrarse reforzada la estructura granular los
requerimientos de calor y energia pueden verse aumentados para llevar a cabo la

gelatinizacion (Chet et al. 2018).
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En términos especificos, la molienda mecanica de 30 min se obtuvo la menor
entalpia de gelatinizacion (AH) con 6.55 J/g, indicando una menor cantidad de
energia para llevar a cabo la gelatinizacién y que podria estar asociada al dafo

generando durante la molienda mecanica.

Mismo comportamiento fue presentado para el almidén modificado dual con un valor
de 7.86 J/g, este valor relacionado a posiblemente la amilopectina de estos
almidones este perdiendo orden molecular que estaria coligado a una menor
cantidad de dobles hélices en la cadena, asi como menor calidad o cantidad de
cristales requiriendo menor cantidad de energia para desorganizarse. Cooke &
Gidley., (1992) reportaron que a una menor entalpia de gelatinizacion conlleva una
menor cantidad en el contenido de dobles hélices de la amilopectina relacionado
con la disociacion de estas.

En cuanto a la temperatura pico (Tp) las variedades entrecruzadas fueron las que
obtuvieron las temperaturas mas altas, la molienda mecanica de 30 min

entrecruzada con 81.55°C, seguida del almidon nativo entrecruzado con 80.84°C.

Es importante mencionar que uno de los datos que se toma en cuenta en el analisis
por calorimetria diferencial de barrido es la temperatura pico (Tp). De acuerdo con
Chen et al, (2018) demostr6 que las modificaciones quimicas como el
entrecruzamiento afectan principalmente las temperaturas de transicioén térmica (T°
-Tp) y la entalpia de gelatinizacion. Por lo tanto, en este estudio el aumento en la
temperatura pico y gelatinizacién (T,) se veria asociada a la formacion de nuevos
enlaces covalentes que se encuentran reforzando la estructura granular y en
consecuencia un mayor requerimiento de energia y calor para romperlos. Esto
puede ser corroborado con los datos obtenidos en el perfil de formacidén de pasta
en el cual se muestra para las variedades entrecruzadas una viscosidad baja al
inhibir el hinchamiento de los granulos al estar enlazados fuertemente las cadenas
tanto de amilosa como de amilopectina con los grupos fosfato evitando el ingreso
del agua al interior del granulo de almidon.
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Este mismo comportamiento fue observado por Li et al., (2017) quienes reportaron
en el que almidon de arroz modificado dualmente bajo condiciones de alta
temperatura este mostré una mayor estabilidad, asi como una disminucién de la
viscosidad y retrogradacion. Por su parte Chatakanonda et al., (2000) observaron
que a mayor concentracion del agente entrecruzante mayor era la temperatura pico
(Tp) para almidon de arroz en el cual obtuvo una temperatura de 79.5°C a la mayor
concentracion y la cual es cercana a las obtenidas en este trabajo usando la misma

mezcla de agentes entrecruzantes.

Existen reportes asociando alteraciones en las temperaturas de transicion térmica
a factores medioambientales en cultivos de Colocasia esculenta con variabilidad en
genotipo, relacion almidon-agua y grado de madurez. Perez et al., (2007) reporto
una temperatura de inicio de 77.2°C, temperatura pico (Tp) de 83.2°C, temperatura
final (Tr) de 89.7°C y una entalpia de gelatinizacioén de 16.7 J/g. Por su parte Jane
et al., (1992) reporto los valores mas bajos con una temperatura de inicio (To) de
66.4°C, temperatura pico (Tp) de 72.4°C, temperatura final (Tr) de 82°C y entalpia
de gelatinizacion de 12.1 J/g. Siendo similares a los obtenidos en este trabajo.

Finalmente, el fenomeno de la gelatinizacion se puede considerar que es
controlada, en parte, por la estructura molecular de la amilopectina la cual a su
manera representa la perfeccion, orden de los cristales, longitud de las cadenas,
grado de ramificacion y peso molecular. Ademas de considerar la composicion del
almidon, en el que influye la relacion amilosa- amilopectina y por ultimo la estructura
interna del granulo de almidon en la que esta involucrada a relacion de regién

amorfa-region cristalina (Tester et al., 1997).
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8.6 Encapsulacion del extracto de pulpa de café mediante secado por
aspersion utilizando almidén modificado de malanga

Previo al proceso de secado por aspersion uno de los factores determinantes del
producto obtenido es la seleccion del material de pared. Es importante debido al
comportamiento que suelen tener en los diferentes procesos, en este caso, el
secado por aspersion. Para dicho proceso los materiales de pared fueron evaluados
4 diferentes tipos de almidon; el almidon nativo de malanga (AN), almidon
entrecruzado (AN/EC), almidon de molienda por 30 min (M30) y almidon de
molienda por 30 min/ entrecruzado (M30/EC). Asi como un testigo conocido por su
capacidad filmogena en el secador por aspersion que fue maltodextrina (MD). La
finalidad de utilizar 4 variedades de almidon fue para poder analizar el
comportamiento de cada uno de ellos desde su forma nativa, asi como con
diferentes modificaciones tanto fisicas como quimicas y en su caso una modificacion

dual.

Este tipo de modificaciones de acuerdo con diversos autores pueden afectar la
estructura de los granulos de almidon y que a su vez modificar sus caracteristicas
funcionales impactando directamente sobre la calidad y ciertas caracteristicas de
los productos sometidos al secador por aspersion que pudieran ser benéficas o no

al emplearse como material de pared.

Para el caso del almidén nativo (AN) ya existen reportes que mencionan cierta
capacidad de la formacién de aglomerados con posibles aplicaciones como agente
encapsulante. No obstante, la decision del uso de una modificacion fisica como el
molino de bolas fue basada en la obtencion de un almidon modificado sin la
necesidad de usar acidos o enzimas, con la finalidad de obtener un proceso de bajo
costo. Ademas, de alguna manera contribuir al desarrollo de materiales de pared a
partir de fuentes no convencionales como la malanga aplicando tecnologias

renovables o también llamadas tecnologias verdes.
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Por otro lado, la realizacién de una segunda modificacion surge por la necesidad de
disminuir aun mas la viscosidad del almidén, esto asociado a posibles efectos
negativos durante la etapa de atomizacion de la muestra. Aunado a la necesidad de
obtener un almidon con la capacidad de resistir a condiciones de digestion de un

rumiante.

Finalmente, se empled maltodextrina como testigo de material de pared bajo las
mismas condiciones, se ha reportado con anterioridad el uso y el buen

comportamiento que tiene como agente encapsulante.

8.6.1 Secado por aspersion y rendimiento del proceso

El termino de secado por aspersion hace referencia a la eliminacién de agua o
humedad de un liquido, emulsidon o suspension. El secado por aspersion es una
operacion continua que produce polvos secos a partir de un liquido y es considerada
una de las técnicas mas utilizadas en la microencapsulacién en diferentes
industrias, donde se pueden utilizar numerosos materiales como agentes
encapsulantes que a su vez determinan el rendimiento dependiendo su naturaleza,
asi como sus propiedades funcionales y su comportamiento asociado con el método

de encapsulacion.

El rendimiento de secado se puede reflejar como el porcentaje de microcapsulas
obtenidas con respecto a la cantidad total de solidos secos de la mezcla de
alimentacion (extracto + material de pared). En la Tabla 10 se muestra el
rendimiento (%) de secado utilizando como materiales de pared maltodextrina (MD),
almidén nativo (AN), almidon nativo entrecruzado (ANEC), molienda por 30 min
(M30) y molienda 30 min/entrecruzada (M30/EC). Se puede observar de forma
general que el rendimiento (%) oscil6 entre el 49 y 60 %. Sin embargo, de acuerdo
con el analisis estadistico no se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre
los materiales de pared utilizados. De acuerdo con Ferrar et al., (2012) un buen
rendimiento esta considerado a partir del 50% y a su vez considerado eficiente
cuando el producto de salida es igual o cercano al producto de inicio determinado a

partir de un balance de material sdlido.
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Tabla 10.- Rendimiento de secado de los materiales de pared utilizados.

Muestra Rendimiento (%)
MD 61.4 +2.33
AN 56.1 £ 0.21°

AN/EC 53.4 +3.182
M30 52.5 +1.202
M30/EC 49 + 0.632

Media * error estandar y un valor de (p < 0.05). diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias
significativas entre los tratamientos.

Para el caso de MD, se obtuvo el mayor rendimiento con el 61% de producto
recuperado. De igual forma se puede observar una tendencia de disminucion para
los almidones que fueron modificados en comparacion con el almidén nativo.
Posteriormente para su variedad modificada quimicamente por entrecruzamiento se
obtuvo el 53.3 %.

En el caso del almidon modificado fisicamente con molino de bolas (M30) obtuvo el
52.5% de rendimiento y finalmente la modificacién dual (M30EC) con 49% fue el
material de pared con el menor rendimiento de secado. El rendimiento de secado
en este ultimo almidon puede estar relacionado con las caracteristicas térmicas que
posee al haberse sometido al entrecruzamiento. Dicho de otra forma, las moléculas
al encontrarse reforzadas se ven limitadas con respecto al movimiento y flexibilidad.
Ademas, durante la preparacion de la mezcla se observd una tendencia a
sedimentar, por lo que la atomizacién pudo verse restringida. En este sentido,
Labuschagne et al. (2018) reportd que algunas caracteristicas como temperatura de
transicion vitrea, termoplasticidad y presencia de otros compuestos puede generar
un bajo rendimiento en el proceso de secado.
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La maltodextrina especialmente al cumplir el papel de testigo el porcentaje de
rendimiento fue aproximadamente lo esperado y reportado por diversos autores.
Para el caso de los almidones como se menciona arriba, se pudo observar una
reduccion del rendimiento al emplear tanto una modificacion ya sea fisica o quimica,
asi como para el caso de la modificaciéon dual. No obstante, de acuerdo con el

analisis estadistico no se observan diferencias significativas entre los tratamientos.

Es importante considerar los analisis que se presentaran mas adelante, ya que de
acuerdo con algunos investigadores mencionan que existen diversos factores que
pueden afectar el rendimiento de los productos obtenidos mediante secado por
aspersion, como pueden ser las condiciones de funcionamiento del equipo como la
inevitable deposicion a la pared de la camara de secado y a la baja eficiencia de
separacion en el ciclon de recuperacion (Ersus & Yurdagel, 2007), el tipo de
material de soporte utilizado (Couto et al., 2011) y la relacion material de pared:

nucleo (Frascareli et al., 2012; Hogan et al., 2001).

Otro de los factores asociadas a los bajos rendimientos en el secado por aspersion,
son los asociados a las caracteristicas del material de pared como peso molecular,
temperatura de transicion vitrea, higroscopicidad, contenido de agua y presencia de
otros componentes con la etapa de atomizacion. La atomizacion por su parte es una
de las etapas mas importantes durante el proceso de secado ya que el material de
pared debe cumplir ciertas caracteristicas de tal forma que al llevarse a cabo una
buena atomizacién se obtiene una mayor superficie de contacto de las gotas
atomizadas facilitando la transferencia de calor del aire caliente a las particulas,
seguida de la rapida evaporacion del agua. De no ser asi las propiedades de la
mezcla de alimentacion no seran las 6Optimas y puede afectar las condiciones

operativas obteniendo asi un bajo rendimiento del producto final.



Pagina | 108

8.7 Caracterizacion de las microcapsulas

8.7.1 Humedad (%) y actividad de agua (aw)

En tecnologias como el secado por aspersion una de las técnicas de analisis mas
empleada es el analisis termodinamico, ya que durante el procesamiento y en
periodos de almacén existen cambios fisicos, quimicos y morfolégicos
particularmente influenciados por la humedad, actividad de agua y la temperatura
de almacenamiento (Martinelli et al., 2007). Este analisis se ha empleado para asi
poder comprender el comportamiento y la estructura del agua en la superficie y en

el interior del producto.

En la Tabla 11 se muestra el contenido de humedad (%) y actividad de agua (aw) de
los microencapsulados del extracto de pulpa de café. Los resultados muestran que
el contenido de humedad mas alto fue para los microencapsulados utilizando
maltodextrina con el 1.025% de humedad, el almidén nativo (AN) 0.517%, almidon
entrecruzado (AN/EC) 0.451%, molienda por 30 min (M30) 0.512% y molienda por
30 min/entrecruzado (M30/EC) 0.244%.

Tabla 11.- Contenido de humedad (%) y actividad de agua (aw) de los

microencapsulados de extracto hidroalcohdlico de pulpa de café usando diferentes
materiales de pared.

Muestra Humedad (%) aw
MD 1.025 + 0.42 0.243 £ 0.0012
AN 0.517 £ 0.3 0.185 + 0.006°
AN/EC 0.451 £ 0.3 0.218 + 0.0023
M30 0.512 + 0.6 0.183 + 0.008°
M30/EC 0.224 + 0.1 0.195 + 0.029%

Media * error estandar y un valor de (p < 0.05). diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias

significativas entre los tratamientos.
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Estos valores obtenidos con respecto a contenido de humedad y actividad de agua
principalmente para MD podrian estar asociado a imperfecciones en la morfologia,
asi como colapso de las capsulas generadas, interfiriendo en la difusidén del agua
durante el secado. Sin embargo, de acuerdo con el analisis estadistico no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. No obstante, su
comportamiento asociado a la actividad de agua (aw) es diferente para los productos

obtenidos.

Para el caso de maltodextrina fue el material con el que se obtuvo una mayor
actividad de agua (0.243) y que tiene relacion con el contenido de humedad, el
almidén nativo y la molienda por 30 min fueron los materiales con el menor
contenido de actividad de agua con 0.185 y 0.183 respectivamente. Por otro lado,
de acuerdo con el analisis estadistico las variedades de almidon entrecruzado tanto
AN/EC y M30EC fueron similares al material testigo que fue maltodextrina con
valores del 0.218 y 0.194 respectivamente. Cabe destacar que de acuerdo con los
valores de actividad de agua (aw) de M30 con respecto a MD muestran diferencia
significativa (p<0.05), esto generado por posibles defectos, asi como una mala
interaccidn durante la formacion de la capsula formada con MD dejando asi
moléculas de agua libre. No obstante, M30 podria haber utilizado las moléculas de
agua libre ejerciendo un efecto plastificante sobre el almidén disminuyendo asi el
contenido de humedad y actividad de agua.

De acuerdo con Li et al. (2018) el agua tiene un conocido efecto plastificante sobre
polimeros como el almidon durante procesos como el secado por aspersion

impactando sobre los valores en contenido de humedad y actividad de agua.

Para el caso de los encapsulados obtenidos con maltodextrina los valores de
humedad y actividad de agua se encuentran entre los valores permitidos para este
material. Estos oligosacaridos son productos obtenidos a partir de la hidrolisis del
almidon y su comportamiento estara asociado al grado de dextrosa equivalente
(DE), variar entre esos grados de dextrosa pueden impactar en las caracteristicas
del producto obtenido, ya que cuanto mayor sea la DE , menor sera la viscosidad y
mayor sera la concentracion que pueda disolverse durante el secado.
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También se tiene conocimiento de que los grados mas altos de DE (Dextrosa
Equivalente) tienden a ser mas higroscopicos por esta razon presenta los valores
mas altos de humedad y actividad de agua del producto (MacCrae et al., 2009) . Por
lo tanto, de acuerdo con los datos obtenidos para la maltodextrina utilizada se puede
verificar este comportamiento de la relacion de humedad y actividad de agua
considerando asi que las microcapsulas de extracto de café con maltodextrina son
mas higroscopicas. Para las microcapsulas obtenidas con las variedades del
almidon entrecruzado tanto AN/EC como M30/EC de acuerdo con los analisis
estadisticos estos fueron iguales, por lo que se puede sugerir que tienen el mismo

comportamiento de higroscopicidad.

Como se habia mencionado anteriormente, uno de los factores que influye en las
caracteristicas del producto final son las caracteristicas propias de cada uno de los
materiales de pared, una de esas caracteristicas es la humedad y la actividad de
agua. Para estos tres materiales el comportamiento en el contenido de humedad y
actividad de agua fue muy similar al obtenido ya en las microcapsulas, por ende,
estas caracteristicas del material de pared estan influyendo notablemente en el
producto manifestandose en su conducta higroscopica que corresponde al ser los
materiales de pared con la humedad y actividad de agua mas baja considerando

gue son los materiales de almidén entrecruzado.

Con referencia al fendmeno de baja humedad relativa corresponde a este método
de modificacion, ya que los granulos de almidon al estar formando enlaces con los
grupos fosfato evitan posibles interacciones de agua en la region de la monocapa,
por lo tanto, es compresible que contenido de humedad y actividad de agua se vean
reducidos.
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Finalmente, para las microcapsulas obtenidas utilizando AN y M30 fueron
estadisticamente iguales. Estos valores de actividad de agua mostraron un
comportamiento asociado a su contenido de humedad del material de pared, ya que
fueron los materiales con mayor contenido de humedad, siendo asi que al ser
materiales mas humedos y después de ser procesados muestran un
comportamiento menos higroscopico favoreciendo de alguna manera la estabilidad

en el medio.

Es importante mencionar que a medida que la actividad de agua aumente existe
una proporcién cada vez mayor de que el agua libre propicie procesos que afecten
los encapsulados. Estos favorecen la difusion de oxigeno (Moraes et al., 2013;
Pitalua et al., 2010 y Hubinger et al., 2010), hidrdlisis de fitoquimicos (Laine et al.,
2008) o solubilizacién de compuestos deteriorantes (Garcia et al., 2011), todos los
cuales puedan facilitar la degradacion del nucleo. No obstante, los valores de
actividad de agua menores a 0.6 se consideran microbiolégicamente estables para
productos secos, que a su vez los valores de actividad de agua impactaran en
ciertas caracteristicas y comportamiento del producto, por ejemplo, afectando
propiedades como agrupacion y aglutinacion de productos en polvo o granulados
(Gabas et al., 2005).

De forma particular la activad de agua ha sido ampliamente considerada como uno
de los parametros de calidad importantes en la industria, especialmente en términos
de almacenamiento a tiempos prolongados. Por lo tanto, la determinacion de estos
debe considerarse fundamentales en productos de este tipo.
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8.7.2 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

En la Figura 15 se muestran las micrografias de los microencapsulados del extracto
de pulpa de café empleando distintos materiales de pared mediante secado por
aspersion para donde se realiz6 la evaluacion morfologica , asi como la integridad
de las capsulas. Para maltodextrina (A) que fue el testigo, se pudo observar la
presencia de estructuras esféricas con bordes en la superficie dando un aspecto
fundido e irregular, esto debido a la rapida evaporacion del agua durante su
residencia en la camara de secado. También se pudo observar que existe una ligera
variabilidad en tamafos. La formacion de este tipo de estructuras es similar a las
obtenidas de acuerdo con lo reportado por Castro et al, (2015) donde las
microcapsulas obtenidas presentaron una mayor superficie aparentemente
colapsada en funcion del volumen asociado a lo perdido por la evaporaciéon del
agua. Esta caracteristica peculiar de maltodextrina depende principalmente de las
superficies secadas a baja velocidad, segun lo determinan las bajas temperaturas
de operacién (Tonon et al., 2008). Un aumento en la velocidad de la fuerza motriz
permite la eliminacion rapida de las moléculas de agua, lo que lleva a una reduccion

en el dafio de la superficie de las microcapsulas (Ledn et al., 2010).
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Figura 15.- Micrografias de microencapsulados (1000 y 2000X) obtenidos en
secado por aspersion, usando maltodextrina (A), almidon nativo (B), nativo
entrecruzado (NA/EC), molienda por 30 min (M30) y molienda por 30 min/
entrecruzado (M30/EC).
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De la misma forma, la presencia de arrugas en la superficie de las microcapsulas
son un comportamiento que Tonon et al., (2008) reportaron anteriormente y
describieron que cuando la temperatura de entrada era baja, la mayoria de las
microcapsulas mostraban una superficie arrugada, mientras que al aumento de las
temperaturas de secado daba como resultado un mayor numero de particulas con
una superficie lisa. De acuerdo con Alamilla et al., (2005), las diferencias
morfolégicas entre los polvos obtenidos usando maltodextrina a diferentes
temperaturas también pueden surgir de las caracteristicas fisicas de la corteza, que
pueden ser flexibles y colapsadas cuando se usan temperaturas bajas o
intermedias, pero también consiguen ser rigidas y porosas cuando se usan

temperaturas altas.

En el caso del almidon nativo (B), nativo entrecruzado (C), molienda por 30 min (D)
y molienda 30 min entrecruzado (E) coincidieron en presentar estructuras de forma
esférica y variedad de tamafios. Sin embargo, difieren en algunas caracteristicas
morfoldgicas que pudieran no ser benéficas en el producto.

Para las microcapsulas preparadas con almidon nativo ademas de su forma
esférica, presentdé una superficie irregular adentrada donde al mismo tiempo se
pueden apreciar los granulos del almidon formando una especie de aglomerados.
Estos resultados coindicen con los obtenidos por Gonzalez et al., (2011) quienes
obtuvieron agregados esféricos a partir de almidon de malanga y arroz. Para el caso
del almidén nativo entrecruzado (C) mostré mantener esa tendencia a formar
agregados esféricos con los granulos y las caracteristicas superficiales muy
similares al del almidon nativo. No obstante, la presencia regiones porosas fue un
poco mas evidente en las microcapsulas preparadas con el almidén nativo
entrecruzado. La formacion de regiones porosas para este tipo de productos pudiera
sugerir cierta inestabilidad del producto encapsulado al no estar protegido o cubierto
totalmente, consiguiendo interactuar con el medio externo desencadenado su

degradacion.
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Para las microcapsulas preparadas con los almidones modificados por molienda
mecanica 30 min y su variedad entrecruzada también mostraron las estructuras
esféricas tipicas de los productos producidos en secado por aspersion. Tanto la
molienda 30 min como molienda 30 min entrecruzado la superficie era mucha mas
lisa comparada con el almidon nativo y nativo entrecruzado, inclusive comparada
con maltodextrina usada como testigo. Para ambos casos la caracteristica de
superficie lisa podria estar asociado a un comportamiento adecuado del material de
pared por efecto de la modificacidon por molienda mecanica. De acuerdo con el
analisis de temperatura de gelatinizacion a pesar de no mostrar diferencias
significativas entre los tratamientos en la temperatura pico (T;), si se pudo observar
una disminucién en la entalpia de gelatinizacion (AH), lo que quiere decir que se
requiere menos energia para gelatinizar al almidon, este hecho asociado
directamente al dafio en regiones cristalinas de la amilopectina de los granulos por
efecto de la molienda y asi mismo mejorando su capacidad como encapsulante al
hacerlo mas versatil durante la atomizacidn en el secado por aspersion. Bajo ese
criterio estarian ocurriendo interacciones especificas entre el polimero y otros
componentes como el agua generando un tipo de sellado de las capsulas y el cual
podria verse reflejado en la eficiencia de encapsulacion.

A pesar de que para ambos materiales tanta molienda 30 min y su variedad
entrecruzada muestran este comportamiento de sellado de cavidades, los
microencapsulado preparados con molienda 30 min entrecruzado mostré6 una
menor poblacion de capsulas con estas caracteristicas. Posiblemente los
componentes de la mezcla de alimentacion (extracto, material de pared y agua) no
tuvieron un comportamiento sinérgico durante el secado asociado a cierta
incompatibilidad de grupos funcionales, lo que puede generar que la movilidad de
las cadenas se vea disminuidas y evitando una buena formacion de la gota durante

la atomizacion.
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Como ya se habia mencionado, existen ciertas caracteristicas propias de cada
material de pared y por ende afectan el comportamiento de estos durante el proceso
de encapsulacion impactando sobre las caracteristicas del producto final. Por ello,
es importante caracterizar y comprender el comportamiento de los materiales de
pared. Uno de los analisis que ayuda a percibir este fenomeno son los estudios de
reologia. Bajo ese criterio, el analisis de viscoelasticidad pudo brindar informacién
del posible comportamiento que estos materiales tendrian bajo condiciones de
esfuerzo, temperatura y velocidad. De forma general este analisis clasifica a los
materiales de acuerdo con el modulo predominante (G" o G™'), es decir, si son
elasticos o viscosos, aquellos considerados como elasticos son materiales con
menor tendencia a la ruptura y mas estables, sin embargo, si son considerados
como viscosos estos tienen a ser materiales mas rigidos y con mayor susceptibilidad
a la ruptura reflejando menor estabilidad. Bajo ese criterio, tanto el almidon nativo
(NA), asi como su variedad entrecruzada (NAEC) fueron los materiales
considerados como viscosos, este hecho, puede observase al obtener
microcapsulas con superficie irregular y la presencia de cavidades.

Escenario que fue totalmente diferente para los materiales con comportamiento mas
elastico (MD, M30 Y M30EC) al obtener microcapsulas con superficies mas lisas,
por lo que se sugiere una mejor interaccion y comportamiento durante el secado.
En este contexto estas interacciones ejercidas confieren cierta estabilidad que al
mismo tiempo repercute en obtener un producto mas homogéneo en ciertas
caracteristicas como la distribucidon de tamafo de particula. De acuerdo con Nedovic
et al., (2011) la técnica de secado por aspersion a pesar de ser la mas utilizada en
las industrias. Tiene varias desventajas tales como: complejidad del equipo y
condiciones no tan uniformes en la camara de secado. Ademas, deben controlarse
los fendmenos de transferencia de calor y masas, por lo que no siempre es facil

controlar el tamafio de particula.
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8.7.3 Distribucion de tamaio de particula (DTP)

El tamarfio de particula también esta coligada con el método de encapsulacién: de
ahi que se tenga una separacion con base en el tamafio, considerando entonces
microcapsulas a aquellas que tengan un diametro entre 1-1000 um (Thies et al.,
2013). En la figura 16 se encuentra superpuestos los perfiles de distribucion de
tamafno de particula para las microcapsulas preparadas con 5 tipos diferentes
materiales de pared, donde en general el tamafo de particula con mayor volumen
se encuentra en el intervalo de 200-600 um, con un promedio de 300 um para los 5
materiales diferentes con variaciones entre ellos, observando, ademas, poblaciones

menores a 10 ym.
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Figura 16.- Perfil de distribucion de tamafo de particula de las microcapsulas
preparadas con maltodextrina (A), almidon nativo (B), nativo entrecruzado (C),
molienda 30 min (D) y molienda 30 min entrecruzado (E).

Estos resultados permiten inferir que la naturaleza del material encapsulante esta
influyendo en el tamafo de las particulas y en parte las condiciones de operacion
del equipo. Como se puede observar, para maltodextrina (A) se observo un patrén
de distribucion monomodal con una poblacion evidente en el intervalo de 200-500
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pum y la cual predomino para los 4 materiales restantes. Sin embargo, para ellos fue
menor su volumen. Para las capsulas preparadas con almidon nativo (B), se
presento un patron de tipo multimodal con 3 poblaciones distinguibles, la primera en
el intervalo de 10-100 um, seguida de la poblacion de 100-400 um, la cual fue la de
mayor volumen y una ultima poblacion > 1000 ym con menor volumen, confirmando

dichas estructuras en el analisis de microscopia.

En el caso de la variedad entrecruzada del almidén nativo (C) presentd un patron
de distribucion del tipo bimodal, la primera poblacién comprende el intervalo de 1-
60 ym con evidente variabilidad en tamanos, los cuales se pueden confirmar de
acuerdo con los resultados obtenidos en microscopia. Mismo caso para la poblacion
que abarca el intervalo de distribucion de 100-300 pm.

Para las capsulas preparadas con los almidones modificados por molienda y
molienda entrecruzada fueron las microcapsulas que obtuvieron volumenes
menores a 100 um y un poco mas homogéneas en tamafio. Las capsulas usando
el almidon de molienda 30 min (D) presentd un patréon de distribucion bimodal,
mostrando poblaciones en el intervalo de 1-60 um y otra de mayor volumen en el
intervalo de 80-300 uym, siendo mas homogéneo en tamaros la poblacion del primer
intervalo. Este comportamiento de estructuras mas homogéneas igual se pudo
confirmar en el estudio de microscopia, ya que dichos tamafios eran similares en

diferentes campos observados.

Por otro lado, su variedad entrecruzada presentd el mismo patron de distribucion
siendo el material con menor volumen de microcapsulas. Sus poblaciones
comprenden dos intervalos, el primero que va de 1-30 um, seguido del intervalo de
100-300 um. Este comportamiento se podria deber a que la mezcla de alimentacion
no tuvo un buen comportamiento durante el proceso de encapsulacién, por lo que

la formacion de microcapsulas no se llevo a cabo adecuadamente.
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Cabe destacar que, de acuerdo con el analisis de microscopia, se encontraron mas
estructuras granulares propias del almiddn que no interactuaron exitosamente
durante el secado que microcapsulas, o que podria explicar la poblacion en el
intervalo de 1-30 um. De ahi que se infiera que el almidon de molienda entrecruzado
no esté llevando a cabo una buena interaccién de grupos funciones (OH y P) con
los grupos funcionales del extracto, ademas del disolvente utilizado y la técnica o
las condiciones de encapsulacion, comparado con las capsulas preparadas con los

otros materiales.

De acuerdo con Lopera et al. (2009) la temperatura de entrada del aire < a 150°
tiene un efecto significativo en la morfologia y tamanos de las microcapsulas,
afectando las interacciones particula-particula, la flotabilidad y el contenido de
humedad final, produciendo aglomeraciones y particulas de mayor tamafno segun
sea el caso. Ilgualmente, el tamano de las particulas puede aumentar cuando no se

controlan variables del proceso como la viscosidad y la velocidad de alimentacion.

Esto podria explicar el comportamiento asociado a las estructuras obtenidas para el
almiddn nativo entrecruzado (C) y en por parte de la interaccion la del almidon de
molienda entrecruzado (E), ya que fueron los que tendian a sedimentar en la mezcla

dificultando su atomizacion.

No obstante, de acuerdo con Leyva et al., (2018) el cual gener6 agregados esféricos
a partir de almidén de malanga empleando secado por aspersion, sugiere que la
distribucion de tamano de particula es una variable relevante que podria ser
evaluado para la encapsulacion de compuestos en estos agregados, ya que las
diferencias en el diametro podrian afectar la estabilidad de la microcapsula, el
volumen potencial para la retencion del material nucleo y su liberacién controlada.
De igual forma se infiere que las estructuras de mayor tamafio podrian estar
conservando por mas tiempo los compuestos o microorganismos encapsulados

comparados con los agregados mas pequefos.
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Como ya se mencion0 ciertas caracteristicas fisicoquimicas del material de pared
aunado el método de encapsulacion, seran factores que impactaran en propiedades
como el tamafo de particula. El cual esta relacionado también con el posible

mecanismo de liberacidén del compuesto encapsulado.

Bajo este criterio, se puede decir que el grosor de la cubierta, la estructura y la
composiciéon son de gran importancia; en el caso de que la membrana de la
microcapsula sea delgada se puede recurrir al uso de un agente encapsulante extra,
o bien, si el grosor de la membrana es mayor este tiende a ser mas estable bajo
determinadas condiciones (Jafari et al., 2008).

La formacidon de estructuras de diversos tamanos a su vez esta determinada por
caracteristicas como la temperatura de transicion vitrea (Tg) asociada al método de
encapsulacion. En el caso del secado por aspersion, durante la etapa de
evaporacion del agua, aumenta la viscosidad de la superficie en la particula hasta
un nivel critico donde se inicia la pegajosidad de los polvos, por lo que debe de ser

un parametro considerado para el proceso.
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8.7.4 Temperatura de transicion vitrea (Tg)

En la Tabla 12 se presentan la temperatura de transicion vitrea (Tg) de las
microcapsulas obtenidas mediante secado por aspersion utilizando diferentes
materiales. Maltodextrina (MD), almidon nativo (AN), nativo entrecruzado (ANEC),
molienda 30 min (M30) y molienda 30 min entrecruzado (M30EC). De manera
general, la temperatura de transicion vitrea se encontr6 en un promedio de 67.9 °C.
Sin embargo, de acuerdo con el analisis estadistico, si se encontraron diferencias
significativas entre ellas.

Tabla 12.- Temperatura de transicion vitrea (Tg) de las microcapsulas del extracto
de pulpa de café.

Muestra Tg (°C)
MD 68.08 + 0.182°
AN 68.02 + 0.092°

ANEC 68.65 £ 0.052
M30 67.72 £ 0.32°
M30EC 67.35 + 0.23°

Media * error estandar y un valor de (p < 0.05). diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias

significativas entre los tratamientos.

Se puede observar que, para MD, AN y ANEC, los valores de temperatura de
transicion vitrea fueron estadisticamente similares. Para MD se obtuvo una Tg de
68.08°C, seguida de AN con 68.02°C y ANEC con 68.65°C. Por otro lado, para el
caso de las microcapsulas preparadas con el almidon modificado por molienda y
molienda entrecruzada los valores fueron de 67.72 y 67.35°C respectivamente. De
acuerdo con el analisis estadistico estas dos fueron diferentes unicamente con
ANEC, pero similares a MD y AN.

Estas diferencias y similitudes podrian estar asociadas a las condiciones de
modificacion y a ciertas caracteristicas de cada uno de los materiales como la
humedad y actividad de agua, influenciando la facilidad con la que se mueven las
cadenas.



Pagina | 122

Cuanto mas facil pueda moverse un polimero, menor sera el calor requerido para
salir del estado vitreo al gomoso, por lo que el agua ejerce un efecto plastificante
sobre el almiddn. Por lo tanto, la temperatura de transicion vitrea puede disminuir

cuando aumento el contenido de humedad o también valores de actividad de agua.

Este hecho puede estar relacionado entonces con las similitudes estadisticas de
MD, NA, M30 Y M30EC cuyos valores de actividad de agua son similares y que
podrian estarse manifestando como un agente plastificante durante el secado o en
la permanencia en el vaso recolector. Ademas, este hecho se puede corroborar de
acuerdo con el analisis de microscopia, donde se observé que, para estos
microencapsulados, las superficies de las microcapsulas son mas lisas que las de
ANEC. No obstante, AN sigue manteniendo similitud con ANEC en ciertas
caracteristicas de la superficie.

Los resultados obtenidos para MD, AN y ANEC, se relacionan con lo reportado por
Frascareli et al., (2012), donde en valores > a 0.5 aw, la Tg tendi6 a alcanzar valores
constantes de 70°C, lo que indica que a pesar de tener un alto contenido de
moléculas de agua rodeando a las particulas , estas ya no pueden unirse y por lo
tanto podrian estar provocando un aumento de la Tg. Se podria decir que entonces
hay un proceso de saturacion de grupos hidroxilo presentes en el material de pared
que ya no pueden unirse a las moléculas de agua, relacionado asi el grado de
entrecruzamiento de ANEC (98%), el cual fue superior al de M30EC (96%).

Se ha teorizado, que la movilidad restringida de las cadenas de polimeros cuando
se encuentran en estado en estado vitreo (T° < Ty) limitaria severamente la difusion
y la movilidad de los reactivos como el agua y el oxigeno, lo que conduce a una
mayor estabilidad de los activos sensibles encapsulados (Slade & Levine., 1991).

Por lo tanto, también se asume que cuanto mas lejos este la temperatura de
almacenamiento por debajo de la Tg del material de pared, mas lenta sera la tasa

de cambios fisicos, quimicos y enzimaticos en las microcapsulas.
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Para ello uno de los analisis importantes para observar el comportamiento durante
el almacenamiento es las isotermas de adsorcion, las cuales permiten analizar la
interaccidn de la humedad, actividad de agua y temperatura para estimar la vida util,
manipulacion y control de calidad del producto.

8.7.5 Densidad

Una de las caracteristicas propias de los productos obtenidos mediante secado por
aspersion es la recuperacion de polvos a partir de un liquido, el cual tendra ciertas
caracteristicas influenciadas por las condiciones de operacion. El tamafo y la
distribucion del tamafno de particula son caracteristicas que desempefian un papel
importante en la fluidez, el manejo del polvo, el procesamiento y otras propiedades,
como la densidad, el angulo de reposo y la compresibilidad de la masa (Fitzpatrick
et al., 2005).

En la Tabla 13 se muestran los valores de densidad aparente y compactada de los
microencapsulados obtenidos. De igual modo, la propiedad de flujo determinada por
los indices de Hauser y Carr.

Tabla 13.- Densidad y propiedad de flujo de los microencapsulados preparados con
diferentes materiales de pared.

Muestra Densidad Densidad indice de indice Propiedad
aparente compactada Hausner de Carr de flujo
(g/mL) (g/mL)

MD 3.32+£0.33 1.85 £ 0.0022 1.7 79.4 Mala
AN 2.50 £ 0.09° 1.75 + 0.062° 1.4 42.8 Mala
ANEC 2.36 + 0.06° 1.53 + 0.09°¢ 1.5 54.4 Mala
M30 2.24 +0.17° 1.36 £ 0.07°¢ 1.6 63.9 Mala
M30EC 2.37 £ 0.008P 1.42 £ 0.005° 1.6 66.6 Mala

Media * error estandar y un valor de (p < 0.05). diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias

significativas entre los tratamientos.
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Para las microcapsulas preparadas con maltodextrina (MD) se obtuvo una densidad
aparente de 3.32 g/mL y una densidad compactada de 1.85 g/mL. Por su parte, las
microcapsulas preparadas con almidon nativo (AN) se obtuvo una densidad
aparente de 2.50 g/mL y densidad compactada de 1.75 g/mL. Para su variedad
entrecruzada 2.36 g/mL y 1.53 g/mL respectivamente. Al mismo tiempo las
microcapsulas preparadas con el almidén modificado por molienda (M30) presenté
una densidad aparente de 2.24 g/mL y densidad compactada de 1.36 g/mL.
Finalmente, para las microcapsulas preparadas con el almidén de modificacion dual
(M30EC) se obtuvo una densidad aparente de 2.37 g/mL y densidad compactada
de 1.42 g/mL.

En el caso de la densidad aparente y compactada, las microcapsulas preparadas
con maltodextrina (MD) fueron las que obtuvieron los valores mas altos seguidos de
las microcapsulas de almiddén nativo (AN). Este hecho, puede ser estar asociado a
los resultados obtenidos en el analisis de microscopia electronica de barrido, donde
se observaron estructuras de mayor tamafio, mismos que fueron corroborados en
distribucion de tamafio de particula, al obtener para maltodextrina una poblacion
mayor a 100 um, el cual fue similar para los microencapsulados de almidon nativo,

pero en menor volumen.

Al mismo tiempo en los microencapsulados de almidén entrecruzado (ANEC)
mostré un patrén similar a los obtenidos en maltodextrina y almidon nativo,
influenciado por la morfologia observada en las micrografias y a los valores
obtenidos en distribucién de tamafio de particula.

Algo semejante ocurre con los microencapsulados preparados con el almidon
modificado por molienda (M30) y la modificacion dual (M30EC), donde los valores
de densidad tanto aparente como compactada fueron los mas bajos
respectivamente. Este manifiesto, al igual que los otros tratamientos, esta

determinado por la morfologia y el tamafo de los microencapsulados.
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No obstante, esta disminucion en los valores de densidad tanto aparente como
compactada se pueden relacionar con las superficies mas lisas para estos
tratamientos que las obtenidas en los microencapsulados de MD, AN Y ANEC, las
cuales presentaron superficies mas irregulares y con presencia de poros

observadas en el analisis de microscopia.

Ademas de acuerdo con el analisis de distribucion de tamafo de particula tanto M30
como M30EC fueron los tratamientos con menor volumen en la poblacion > a 100
MM y mayor prevalencia en tamafos < 100 ym, dando paso a un mejor proceso de
compresion. Por lo tanto, en lo que respecta a densidad compactada es entendible
esa disminucidn comparada con los otros tratamientos con estructuras de mayor

tamano, lo que evita que estas se puedan compactar.

Dado que las interacciones entre las particulas que afectan las propiedades que
determinan la densidad aparente de un polvo también afectan el flujo de este, una
comparacion entre la densidad aparente y la densidad compactada puede
proporcionar una medida de la importancia relativa de estas interacciones en un
polvo determinado. Es por ello, que se realizo la determinacion del indice de Hauser
y Carr, para tener un mejor conocimiento de la fluidez de cada uno de los

microencapsulados preparados con los diferentes materiales de pared.

Por un lado, de acuerdo con el indice de Hauser, a partir de valores > 1.60 y > 38
para el indice de Carr, se dice que el polvo tiene propiedades de fluidez
extremadamente malas, es decir, que estos polvos tienden a ser cohesivos y

dificulta el proceso de disgregacion.

Por lo tanto, teniendo en cuenta los valores obtenidos es que se determina que los
microencapsulados tienen una extremadamente mala propiedad de fluidez. Sin
embargo, no es un factor determinante que pudiera afectar la estabilidad. Estos
resultados son similares a los reportados por Lay et al, (2012) en
microencapsulados de jugo de pitaya, donde reportan valores de densidad aparente
y compactada cercanos a los obtenidos en esta investigacion.
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Ademas, con respecto a los indices de Hausner y Carr, reportan que los polvos de
jugo de pitaya se consideran como polvos con mala fluidez, mismos que se

presentan en los microencapsulados antes mencionados.

Este comportamiento de baja fluidez esta influenciado por las interacciones de
fuerzas de van der Waals y fuerzas electrostaticas. Las fuerzas de van der Waals
se ven fortalecidas por la humedad absorbida a medida que la distancia entre
particulas disminuye con el espesor agregado de la capa de humedad. Al mismo
tiempo se ha demostrado que los efectos de la temperatura en la densidad influyen
fuertemente en las caracteristicas del producto seco. A medida que aumenta la
temperatura del aire de secado , el producto final se vuelve menos denso (Lopez et
al., 2012).

En efecto, este tipo de caracteristicas de las microcapsulas en conjunto,
representan de alguna forma la calidad de las capsulas obtenidas por este método
de encapsulacion. Por lo que, al mismo tiempo, la determinaciéon asociada a la
calidad nos permite lograr un panorama sobre caracteristicas unitarias del
encapsulado. Una de ellas es la eficiencia de encapsulacién, la cual establece que
tan adecuados y versatiles fueron los materiales de pared para cumplir con la
funcién de proteger a los compuestos de interés para una posterior liberacion bajo
condiciones especificas.



8.7.6 Determinacion de color

En la Tabla 14 se muestran los valores para HUI (°), L y Croma (C*) de los
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microencapsulados preparados con MD, AN, ANEC, M30 y M30EC.

Tabla 14.- Color de los microencapsulados del extracto de pulpa de café.

Muestra °H L Croma (C¥)

MD 71.93 £ 6.082 59.67 £ 0.142 22.12 £0.10°2
AN 66.67 + 0.042 54.62 + 1.622 19.96 + 0.042
ANEC 68.67 + 7.892 55.74 £1.282 20.46 £ 0.132
M30 63.46 + 2.322 54.13 £ 0.372 20.35 £ 0.042
M30EC 69.09 £ 1.472 52.49 + 1.452 21.78 £ 0.022

Media * error estandar y un valor de (p < 0.05). diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias
significativas entre los tratamientos.

A manera general, de acuerdo con el analisis estadistico, no se observo diferencia
significativa (p<0.05) entre los microencapsulados usando diferentes materiales. No
obstante, los valores obtenidos fueron similares, por lo que se podria inferir que
estan ejerciendo de una manera analoga su capacidad encapsulante, logrando
enmascarar el color del extracto de pulpa de café.

Para los 5 tipos diferentes de microencapsulados H° se presentaron en el intervalo
de 63.46 a 71.93. la luminosidad (L) se mantuvo en el intervalo de 52 a 59 y

finalmente, croma (C*) se presenté en el inérvalo de 19 a 22.

Bajo esos términos H° representa la intensidad de color, L la luminosidad (0-100) y
croma (C*) la saturacion. por lo tanto, basado en lo antes mencionado se obtuvieron
microcapsulas de color con tendencia a amarillo-ambar, con buena luminosidad
asociada a que los materiales tenian un tono blanco inicialmente, por otro lado, la
saturacion se mostré una tendencia similar para los 5 tipos de microencapsulados

asociada a la tonalidad café de la pulpa.
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De acuerdo con los valores de luminosidad estos fueron similares a los reportados
por Arrazola et al.,( 2014) microencapsulado antocianinas presentes en la berenjena
mediante secado por aspersion, obteniendo valores de 60 en L cuando agregaba
maltodextrina. Asi mismo a los reportados por autores como Cai & Corke, (2000)
quienes reportaron valores de L de 67 para microencapsulados de betacianinas.

En cuanto a los valores de croma (C*) mostraron ser similares a los obtenidos por
Silva et al.,(2010) en extractos de jaboticaba microencapsulado con 30% de

maltodextrina con valores de °H de 22.

Mas alla de considerar a los parametros de color como una forma de clasificar su
calidad y al mismo tiempo la aceptacion del mercado para este tipo de productos
debe de tomarse en cuenta que puede sugerir en primera instancia de forma visual
si el material de pared cumple con el requerimiento o no de tener la capacidad de
enmascarar los colores, ya que puede estar relacionado con obtener buena

cuantificacion de los compuestos.

8.7.7 Eficiencia de encapsulaciéon y determinacion de fenoles totales
recuperados

Como se menciona anteriormente, la eficiencia de encapsulacién es un parametro
unitario que determina la capacidad del material de pared para cumplir 0 no, con la
funcién de proteger a los compuestos de agentes oxidantes o degradantes que

afecten su integridad y, por ende, perdida de su funcionalidad.

En la Tabla 15 se presentan las concentraciones recuperadas de fenoles totales
(CFT) representadas en g EAG/100 g ss y la eficiencia de encapsulacion
respectivamente para los diferentes microencapsulados. Para el contenido de
fenoles totales (CFT) se encontrd un valor maximo de 8.93 g EAG/ 100 g ss usando
almidén nativo (AN) seguida de maltodextrina (MD), y la variedad nativa
entrecruzado (ANEC) con 8.31y 8.09 g EAG/ 100 g ss respectivamente. En cambio,
los valores mas bajos en CFT fueron para los microencapsulados preparados con
almidon de molienda (M30) con 6.86 g EAG/ 100 g ssy 7.46 g EAG/ 100 g ss usando
el almidén modificado dual (M30EC).
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Tabla 15.- Eficiencia de encapsulacion (%) y cuantificacion de fenoles totales (CFT)
de los microencapsulados preparadas con diferentes materiales de pared.

Muestra Concentracién recuperada Eficiencia (%)
(g EAG/ 100 g SS)

MD 8.31 £ 0.38% 62.79 + 0.022°

AN 8.93 £ 0.20° 67.46 £ 0.01°

ANEC 8.09 £ 0.22b° 61.16 £ 0.01°°

M30 6.86 + 0.40¢ 51.82 + 0.03¢

M30EC 7.46 £ 0.04 56.37 + 0.00%

Media % error estandar y un valor de (p< 0.05). diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias
significativas entre los tratamientos.

La eficiencia de encapsulacion presentd un comportamiento relacionado con el
contenido de fenoles totales obtenido para cada uno de los materiales. Se encontré
que la eficiencia mas alta fue para las microcapsulas preparadas con almidén nativo
(AN) con el 67.46 % de eficiencia, seguida de maltodextrina (MD) y almidén nativo
entrecruzado (ANEC) con 62.79 y 61.16% respectivamente.

En contraste, la eficiencia mas baja la presento6 el microencapsulado preparado con
almidon de molienda (M30) con 51.82% seguida del microencapsulado preparado

con el almidén de modificacién dual, el cual presenté el 56.37%.

El contenido de fenoles totales como la eficiencia de encapsulacion de las
microcapsulas preparadas con almidones que llevaron la modificacion quimica por
entrecruzamiento presentaron los valores mas altos en comparacion con los
microencapsulados preparados con el almidon modificado fisicamente. Infiriéndose
que la implementacion de una modificacion quimica como el entrecruzamiento
puede beneficiar en el proceso de encapsulacién al interactuar por medio de grupos

funcionales mejorando la eficiencia de encapsulacion.
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Sin embargo, de acuerdo con el analisis de microscopia los microencapsulados
preparados con almidon nativo entrecruzado (ANEC) fue uno en los cuales se
observaron estructuras > 100 uym por lo que la captacién de fenoles en los
agregados generados podria estar influenciando el contenido de estos al momento
de la cuantificacion. Situacidn parecida suscitada en los microencapsulados
preparados con almidon nativo (AN) y maltodextrina (MD), cuyos valores de CFT y

eficiencia sugieren estar influenciados por las estructuras de mayor tamario.

De acuerdo con Hategekimona et al., (2015) la produccién de particulas de mayor
tamafio mediante secado por aspersion, podrian proporcionar mayor estabilidad al
producto, pero al mismo tiempo se veria disminuida la eficiencia de atomizacion del
proceso y, ademas, impactando en la superficie de las microcapsulas obtenidas.
Desde ese punto de vista la presencia de cavidades en las microparticulas presta
un camino para facilitar la difusién de oxigeno y un area de contacto mayor para las

moléculas de oxigeno que a su vez disminuye la estabilidad oxidativa.

De acuerdo con el analisis de microscopia, los microencapsulados que presentaron
alteraciones porosas fueron los preparados con almidon nativo y nativo
entrecruzado, generando agregados esféricos, los cuales coinciden con los descrito
por Gonzalez et al., (2011). Asi mismo, de acuerdo con Desobry et al., (1997) se ha
demostrado que la presencia de poros contribuye a una cinética de degradacion
acelerada durante el periodo inicial de almacenamiento, seguida por una tasa de

degradacion mas lenta.

Ademas de las alteraciones dentadas, la morfologia de la superficie sigue siendo un
factor determinante, ya que también se ha demostrado tiene un impacto en la
estabilidad, en donde se prefieren microcapsulas con superficies mas lisas sobre
las superficies dentadas y/o arrugadas. Tal fue el caso de maltodextrina (MD), que,
a pesar de obtener buenos valores de eficiencia de encapsulacion, la morfologia
que presenta de acuerdo con el analisis de microscopia pudiera impactar en su

estabilidad en condiciones de almacenamiento (Chen et al., 2016).
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Botrel et al., (2014) sugieren que la eficiencia de encapsulacion también esta
relacionada con propiedades viscoelasticas, ya que, a mayor flexibilidad de las
cadenas para movilizarse, menor tiempo tardara para formar una membrana
alrededor del compuesto activo. De igual forma, si estos materiales de pared
presentan un comportamiento mas elastico, durante el procesamiento de secado
por aspersion permitira la formacion de particulas con aspecto mas suave, liso y

uniforme.

Ademas, estas caracteristicas influyen en la disminucion de adsorcién de agua
dando una mayor estabilidad para los activos encapsulados. Lo cual se relaciona
con las caracteristicas morfologicas, y de actividad de agua de los
microencapsulados preparados con almidon de molienda (M30) y almidon de
modificacion dual (M30EC), donde se observaron microparticulas con aspecto mas
liso en la superficie y los valores de actividad de agua fueron los mas bajo.

Este acto puede asociarse a que de acuerdo con el analisis de viscoelasticidad de
los materiales de pared tanto la modificacion de molienda como la modificacion dual
se presenté un mayo dominio del modulo elastico, comparado con almidon nativo
(AN) y nativo entrecruzado (ANEC) los cuales tuvieron un comportamiento mas
viscoso y por lo tanto con mayor tendencia a la ruptura. Esto, hace referencia a que
la mayoria de los carbohidratos como el almidon en su forma nativa no tienen buena
propiedad tensoactiva y, por lo tanto, tiene una capacidad emulsionante muy baja
afectando la formacién de microparticulas la ser estructuras de caracter mas rigido
(Barros et al., 2014).

Si bien la eficiencia de encapsulacién esta relacionada con las caracteristicas del
material de pared, asi como con el proceso de encapsulacion brindandole
proteccion del medio externo a uno o varios compuestos activos con potencial

bioldgico.

Al mismo tiempo debe ser una técnica lo menos agresiva posible para evitar la
degradacion o desnaturalizacion del agente activo. Ofreciendo al final la posibilidad
de poder ser liberado bajo condiciones especificas para ejercer el efecto

correspondiente (Parra et al., 2010).
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El secado por aspersion en este caso de acuerdo con los resultados de eficiencia
se infiere que el proceso puedo no haber afectado el efecto biologico del extracto
encapsulado. Para ello, los microencapsulados fueron sometidos a la evaluacion

biologica que fue realizada previamente al extracto puro de forma in vitro.

8.8 Evaluacién biologica in vitro de los encapsulados

8.8.1 Inhibicién de la eclosién de huevo (%IEH)

En la Tabla 16 se muestra el porcentaje de inhibicién de la eclosion de huevo (%IEH)
para las microcapsulas preparadas con diferentes materiales de pared.
Observandose una tendencia de disminucidon con respecto a la concentracién para
los 5 microencapsulados preparados con diferentes materiales de pared. A menor
concentracion de microcapsulas, menor %IEH. Cabe destacar que para los 5 tipos
de microencapsulados se utilizé las mismas concentraciones que van de 200 a 12.5
mg /mL. Las microcapsulas que presentaron los valores mas altos comparados con
ivermectina fueron los microencapsulados preparados con almidon de molienda
(M30), almidon con modificacion dual (M30EC) y maltodextrina (MD) en las
concentraciones de 200, 100 y 50 mg/mL con valores cercanos al 100% de IEH.

Tabla 16.- Porcentaje de inhibicion de la eclosion de huevo de Haemonchus

contortus (%) con el uso de microencapsulados de extracto hidroalcoholico de pulpa
de café.

Concentraciéon (mg/mL)

Producto 200 100 50 25 12.5 5 0
MD 98 + 0.752 85 +4.532 83 +1.332 34 + 1.75bcd 12 +4.504 NA NA
AN 85 +0.492 81 +9.212 31 + 0.21bed 29 +2.31cd 28 + 3.484 NA NA
ANEC 97 +2.202 34 + 0.70bcd 25+ 6.109 19 +7.024 4 +0.169 NA NA
M30 100 £ 02 98 + 0.662 95 +1.752 88 + 8.062 72 + 0.26%° NA NA
M30EC 100 £ 02 90 + 1.902 70 + 0.903°¢ 35 + 1.83bcd 34 +2.68bcd NA NA
lvermectina 1002
Agua 1.81 + Q¢

NA: No Aplica. Valores. Media * error estandar y un valor de (p < 0.05). diferentes letras dentro de la misma columna

indican diferencias significativas entre los tratamientos.
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Por otro lado, para los microencapsulados con almidon nativo (AN) de acuerdo con
el analisis estadistico, no presento diferencias significativas (p<0.05) con
ivermectina en las concentraciones de 200 y 100 mg/mL, perdiendo el efecto de
forma gradual a partir de la concentracion de 50 mg/mL. De igual modo, los
microencapsulados con almidén nativo entrecruzado (ANEC) solo obtuvo a 200
mg/mL un 97% de IEH y a 100 mg/mL se presentdé un descenso evidente a 34%
IEH.

A pesar de que los materiales que presentaron un mayor contenido de fenoles y
mayor eficiencia de encapsulacién fueron MD, AN y ANEC, se observo que los
microencapsulados a preparados con ANEC perdieron el efecto sobre huevo a
menores concentraciones a partir de 100 mg/mL, comparado con M30 y M30EC
que mostraron mantener su efecto a pesar de haber obtenido valores mas bajos de
acuerdo con la determinacion de fenoles totales y eficiencia.

Particularmente los microencapsulados de M30 fueron los que mostraron un mayor
efecto a pesar de la disminucion de la concentracion, ya que obtuvo un 72% de IEH
a 12.5 mg/mL. Por el contrario, los microencapsulados con M30EC quien presento
el 70% de IEH hasta 50 mg/mL. Este mismo comportamiento lo presento el
microencapsulado con MD, el cual mantuvo su efecto sobre el huevo hasta 50
mg/mL con el 83% de |IEH.

Estos resultados son similares a los obtenidos previamente en la evaluacion del
extracto sobre la viabilidad del huevo. Sin embargo, para el caso particular del
extracto el % IEH se mantuvo a pesar de la disminucién de la concentracion. En
donde se obtuvo un 99% para las concentraciones de 200 y 100 mg/mL y 90% para
las concentraciones de 50, 25y 12.5 mg/mL.

Por lo tanto, para fines de esta evaluacion de |IEH se puede inferir que hubo una
ligera disminucién del efecto durante el proceso de encapsulacién, o bien, que las
microcapsulas no lograron brindar efecto protector adecuado asociado a la
estructura y morfologia del encapsulado.
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De forma especifica, las que fueron preparadas con MD, AN y ANEC, cuyas
estructuras presentaron superficies dentadas e irregulares de acuerdo con el
analisis de microscopia, por lo que podrian haber afectado al grupo de compuestos
presentes en el extracto al quedar expuestos en medio externo interactuando con

moléculas de agua y oxigeno (Botrel et al. 2014).

8.8.2 Mortalidad larvaria (%ML)

En lo que respecta al efecto sobre la mortalidad larvaria (%) al igual que la

evaluacioén anterior en el extracto, fueron utilizadas las mismas concentraciones.

En la Tabla 17 se muestra el porcentaje de mortalidad larvaria (%ML) para las
microcapsulas preparadas con los diferentes materiales de pared. En contraste con
la evaluacion de IEH se present6 una diferencia notable en los valores obtenidos,
relacionados con los datos obtenidos en la evaluacién de mortalidad larvaria del
extracto hidroalcohdlico de pulpa de café, donde se observd una mayor

sobrevivencia por parte de las larvas.

En general, los %ML fueron bajos para casi todos los microencapsulados a
excepcion de los microencapsulados preparados con M30 y M30 EC, presentando
los valores mas altos de mortalidad a una concentracion de 200 mg/mL y de acuerdo
con el anadlisis estadistico se observaron diferencias estadisticas significativas
(p<0.05) en comparacion con ivermectina para los diferentes microencapsulados

con diferentes concentraciones.
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Tabla 17.- Porcentaje de mortalidad larvaria (%ML) de Haemonchus contortus con
el uso de microcapsulas del extracto hidroalcoholico de pulpa de café.

Concentracion (mg/mL)

Tratamiento 200 100 50 25 12.5 5 0

MD 8 +0.039" 7 £ 0.061 5+1.101 4 +0.52Km Q" NA NA
AN 7 £0.621 2+3.46™ O" on on NA NA

ANEC 11+ 1.209 8 +0.58" 3+£048m 2+0.24™ 1+051™" NA NA
M30 77 +£2.82° 40+0.25° 31+1.66" 12+0.079 6 + 0.361 NA NA

M30EC 73 + 0.63° 47 +£2.49¢ 5+0.761K  3+£0.304™ 1 +0.53™ NA NA
Iver 1002

Agua on

NA: No Aplica. Media + error estandar y un valor de (p < 0.05). diferentes letras dentro de la misma columna
indican diferencias significativas entre los tratamientos.

En términos mas especificos, MD present6 el %ML mas alto a 200 mg/mL con el
8% y con tendencia a disminuir con respecto a la concentracion, perdiendo el efecto
sobre larvas a partir de la concentracion de 25 mg/mL. Mismo caso para los
microencapsulados preparados con AN y ANEC. No obstante, para el caso
particular de AN, se presentd la pérdida del efecto sobre larva a partir de la
concentracion de 100 mg/mL. Por otro lado, ANEC mostro la misma tendencia de
MD, con la diferencia de que ANEC present6 la pérdida del efecto sobre larva a

partir de la concentracion de 50 mg/mL.

Por el contrario, como se menciono al inicio, las microcapsulas preparadas con M30
y M30EC, presentaron los valores mas altos en cuanto a mortalidad. De manera
puntual, los que fueron preparados con M30, ya que obtuvo el 77% de mL a una
concentracion de 200 mg/mL, seguida del 40% a 100 mg/mL y 31% a 50 mg/mL. Al
mismo tiempo en la concentracion de 25 mg/mL se presentd una pérdida
representativa del efecto sobre larva, donde se obtuvo el 12% y 6% para 12.5

mg/mL.

Esta misma tendencia se mostré para M30EC, el cual obtuvo 73% de ML a una
concentracion de 200 mg/mL y 47 % a 100 mg/mL. Por el contrario de M30,
presento pérdida del efecto sobre larva a partir de la concentracion de 50 mg/mL de

forma evidente.
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Después de la evaluacion es importante recalcar que la efectividad del encapsulado
no tuvo una relacion directa con el efecto sobre el parasito en fase huevo y larva.
No obstante, mostré mantener el efecto a pesar haber sido expuesto al proceso de
secado como método de encapsulacion. La tendencia de mantenimiento del efecto
bioldgico esta relacionada con lo descrito por Shi et al., (2015) al evaluar la actividad
antitumoral comparando los valores obtenidos del compuesto puro contra el
compuesto microencapsulado, reportando una mayor eficiencia por parte del

microencapsulado en comparacion con el compuesto puro.

La relacion de la eficiencia y morfologia de las microcapsulas sobre el efecto en las
fases del parasito podrian estar estrechamente relacionadas al considerar que las
microcapsulas que mostraron menor efecto presentaron superficies irregulares y
regiones dentadas, dejando una via para reacciones de degradacion de los
compuestos. En especifico y de acuerdo con Desobry et al., (1997) se ha
demostrado que la presencia de cavidades en la superficie de microencapsulados
repercute en la estabilidad del compuesto al presentar mayores tasas de
degradacion. Este hecho, puede observarse al obtener menor efecto tanto en la
inhibicion como mortalidad, comparado con las microcapsulas que obtuvieron
superficies lisas, donde se infiere que al quedar recubiertas se estan protegiendo
los compuestos que generaron mayores efectos de inhibicion y mortalidad.

Es importante mencionar que se ha sugerido que los metabolitos secundarios de
las plantas de forma natural ejercen sus efectos sobre patdégenos de forma
sinérgica. No obstante, la naturaleza de estos, asi como su estructura podrian
influenciar la efectividad de estos, resultando un mayor o menor efecto sobre el

patogeno.

Si bien se observaron efectos diferentes en la evaluacion sobre huevo y larva, estos
resultados tuvieron la misma tendencia para el extracto puro, ya que, los mayores
valores se obtuvieron sobre %IEH observandose una tendencia a disminuir al

evaluar el efecto del extracto sobre el porcentaje de mortalidad larvaria (%ML).
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Se propone que estos efectos en el %IEH se asocian a la mayor sensibilidad por
parte del parasito en fase de huevo afectando la viabilidad, ejerciendo un efecto
prooxidante por parte de los compuestos presentes en el extracto en la integridad
de la membrana del huevo aunado a la concentracion. En contraste, se conoce que
los helmintos de este tipo son altamente resistentes a condiciones adversas
especificamente en fase L3, que es la fase conocida como fase infectante. En este
estadio las larvas tienen la capacidad de adaptarse al medio por medio de la
expresion de genes sufriendo cambios funcionales y estructurales cuando es

amenazado por el huésped o el medio ambiente (Guo et al., 2016).

Bajo ese esquema, los resultados obtenidos en el %ML se asocian a la resistencia
de forma natural de las larvas bajo condiciones adversas. No obstante, cabe
destacar que, de acuerdo con estos resultados, el compuesto o grupo de
compuestos responsables de este efecto sobre larva se encuentra bajo proteccion
en los microencapsulados de M30 y M30EC, en comparacion con MD, AN y ANEC.
Ya sea por medio de enlaces que interactuaron de forma mas eficiente que con los

otros materiales o asociada a la morfologia y superficie logradas.

Aunque desde otro punto de vista, bajo las condiciones de las interacciones, para
el microencapsulado con ANEC, se puede sugerir la formacion de enlaces mas
fuertes entre los compuestos y el material de pared, o que impide su liberacion y
por ende el efecto sobre el parasito. Sin embargo, esta pérdida del efecto coincide
con la presencia de regiones porosas presentadas por efecto de las propiedades
viscoelasticas del material, relacionado con lo descrito por Botrel et al., (2014)
disminuyendo su capacidad de retencién o viabilidad.

Para el caso de AN al igual que ANEC, al presentar regiones porosas los
compuestos quedaron mas expuestos a reaccionar. Destacando que para AN la
formacion de estas estructuras ya habia sido reportada por Gonzales et al., (2011)
asi como la estabilidad de vitamina C por Hoyos et al., (2018) y los cuales
coincidieron en la poca viabilidad de uso en forma nativa como agente

encapsulante.
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Ademas, de acuerdo con Barros et al., (2014) la mayoria de los carbohidratos no
tiene buenas propiedades tensoactivas, llevando a la formacién de dichas
estructuras, aunado a la rigidez de las cadenas de amilopectina dentro del granulo
de almidén durante el proceso de secado.

Simultaneo al proceso de conservacion en la viabilidad del compuesto, los sistemas
de entrega de farmacos o compuestos de interés se enfrentan a un proceso de
digestion cuando estos son administrados por via oral, o bien, cuando el sitio de
accidon u 6rgano blanco requieren un contacto directo. Dado que el parasito en
cuestiéon es del tipo de gastrointestinal y conocer que su 6rgano blanco es el
abomaso, resulta conveniente la valoracion de la resistencia del producto ante

condiciones de digestion (Araiza-Rosales et al. 2013).

En particular, el abomaso, resulta ser el sitio de albergue para parasitos clasificados
en general como helmintos, algunos de tipo hematéfago como Haemonchus
contortus. Sin embargo, para la administracion de productos via oral con actividad
sobre ellos deben a travesar todo un proceso de digestion ruminal para ejercer su
actividad biologica y donde la mayoria los productos son expuestos a degradacion
por diversos factores.

Al conocer que los microencapsulados conservaron el efecto sobre el parasito
encontrado para el extracto fue necesario conocer el comportamiento de los
productos en condiciones de digestion de rumiantes simuladas asociada con el ciclo

bioldgico del parasito.

8.8.3 Prueba de degradabilidad

La degradabilidad en el ambito de digestion en rumiantes hace referencia a la
cantidad perdida por descomposicion de un material durante su paso a través del
tracto digestivo o en un procedimiento de laboratorio (in vitro) asociado a la
solubilizacion o ataque por las condiciones involucradas en la fermentacién ruminal

(pH, temperatura, enzimas y microorganismos) (Giraldo et al., 2006).
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En la Tabla 18 se muestran los porcentajes de degradabilidad para las
microcapsulas preparadas con diferentes materiales de pared. De forma general, se
encontré un promedio 3.1 % de degradabilidad para los 5 tipos de microcapsulas,
los cuales no mostraron diferencias estadisticas significativas (p<0.05) entre los
microencapsulados en comparacion con maltodextrina (MD).

Tabla 18.- Degradabilidad (%) de los microencapsulados del extracto
hidroalcoholico de pulpa de café in vitro.

Muestra Degradabilidad (%)
MD 3.1 +£0.042
AN 3.2+0.102
ANEC 3.2+0.03?
M30 3.1 £0.032
M30EC 3.2 £0.012

Media * error estandar y un valor de (p < 0.05). diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias
significativas entre los tratamientos.

En el rumen de forma fisiol6gica ocurre un proceso de fermentacion. Los rumiantes
en particular han adaptado su tracto digestivo para la degradacion de polimeros
como la celulosa y almidon proveniente de los cereales de la dieta en simbiosis con
poblaciones microbianas, asi como enzimas y asi, aprovechar al maximo los

productos fermentados (Soest et al. 1982).

La intensidad de este proceso degradativo es variable y dependiente de la magnitud
de la fraccidn potencialmente degradable, tamafio de particula y tiempo de retencion
en el rumen. Bajo ese criterio, los porcentajes de degradacién sugieren una mayor
resistencia al proceso de degradacion ruminal in vitro, al mismo tiempo con relacion
a los tamafios de particula obtenidas para los 5 tipos de microencapsulado. Por lo
tanto, al obtener microcapsulas de mayor tamafo podria estar influenciando la

velocidad de degradacién (Araiza-Rosales et al. 2013).

Ademas, otro factor importante es la poblacion microbiana presente en el liquido
ruminal, la cual estara determinada por el tipo de dieta al que esta condicionado el

animal. Los microorganismos del rumen de forma general permiten a los rumiantes



Pagina | 140

obtener energia de los carbohidratos, con preferencia a los del tipo fibroso como la
celulosa y hemicelulosa ya que fermenta de forma mas lenta. Esto aumenta su
tiempo de retencion en el rumen por lo que la velocidad de degradacion es mas
lenta (Rotger-Cerda., 2004).

En contraste, el almidon, es un carbohidrato simple con mayor facilidad y rapidez
de fermentacion durante su paso por el rumen. Este, es fermentado de forma mas
rapida a forma de acidos grasos volatiles (AGV’) siendo la ultima fuente de nitrégeno
para la sintesis microbiana Giraldo et al., (2006). Dado que los materiales de pared
como AN, ANEC y M30EC presentaron el 3.2% de degradacion podemos asociar

dos posibles mecanismos por los cuales sufrieron una menor tasa de degradacion.

Por un lado, cabe destacar que ANEC y M30EC son materiales a los cuales se les
realiz6 un proceso de modificacion quimica adicionando grupos fosfato en los
grupos hidroxilo disponibles de las cadenas del granulo de almidoén, con la finalidad
de aumentar la resistencia a condiciones de digestion al no ser reconocido el sitio

de accion por enzimas.

De igual forma, resulta importante mencionar que AN como material de pared se
sabe que cuenta con un 80% de amilopectina, la cual es un polisacarido de caracter
ramificado y es la fraccion cristalina de los granulos de almidon (Martinez et al.
2009). Por lo tanto, lo hace mas resistente a procesos de degradacion por diversos
factores. De ahi que las tasas de degradacion para las microcapsulas no se vieron
afectado significativamente.

Por otro lado, un mecanismo de proteccion por parte de las bacterias del rumen se
ha propuesto para los materiales ricos en amilosa o fracciones altamente solubles.
Lo que propone este mecanismo, es un proceso de adherencia al material con la
intencidon de degradarlo para el proceso de fermentacion, que a su vez resulta ser
un proceso de proteccion contra los factores como la temperatura, pH y enzimas
(Araiza-Rosales et al. 2013).
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En este sentido, recordemos que MD es un producto obtenido a partir de la hidrolisis
del almidon, el cual ya se encuentra mas propenso a ser degradado por bacterias.
Mismo caso para M30, con la diferencia de que este, como material de pared fue
obtenido a partir de la modificacion por molienda mecanica y al ser dafado el
granulo de almiddn deja fracciones o sitios de acceso para la agregacion bacteriana.

Ademas, en términos generales los bajos valores en las tasas de degradacion se
pueden justificar con el analisis de difraccion de rayos X de los materiales de pared.
En donde a pesar de las modificaciones mantuvieron el grado de cristalinidad del
almidén nativo, asi como el patron de difraccidon del tipo A. Este tipo de patrén a
pesar de ser caracteristico de los cereales también esta relacionado con el
empaquetamiento de las cadenas el cual es de caracter mas estrecho dejando
menos espacios entre ellas y por ende menor posibilidad de ingreso de agua u otros
agentes (Perez et al., 2013).

A manera mas especifica, de acuerdo con las modificaciones que se realiz6 en los
materiales de pared, se pueden inferir posibles mecanismos de proteccion ante la

degradacion:

e Efecto protector de la amilosa y por ende mayor afinidad al ser de caracter
mas soluble

e Resistencia de la amilopectina de forma normal y de acuerdo con el grado de
cristalinidad por parte del almidon nativo.

¢ Nivel de entrecruzamiento asociado a la modificacion quimica haciendo un
efecto dificil de reconocer para las enzimas y algunas bacterias. Ademas de
caracteristicas de resistencia térmica, fuerzas de cizalla e hinchamiento
estabilizadas por la adicion de grupos fosfato.

¢ Polimorfismo de la fraccidn cristalina por efectos de la modificacion fisica con
molino de bolas de alta energia mejorando su perfil de digestion.
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9.- CONCLUSIONES

El extracto hidroalcoholico de pulpa de café, actua inhibiendo la eclosién de huevos
de Haemonchus contortus y afectando la viabilidad de las larvas infectantes L3.
Ademas, de acuerdo con el analisis de actividad hemolitica por método indirecto no
presento lisis eritrocitaria. Por lo tanto, el extracto evaluado puede ser una
alternativa de control no convencional para prevencion y control de Haemonchus

contortus.

La modificacion fisica del almidon de malanga mediante molienda mecanica de alta
energia usando bolas de nitruro de silicio por un tiempo de 30 min genero productos
con mejores caracteristicas fisicoquimicas, morfolégicas, térmicas y reolégicas, por
lo que él fue tiempo seleccionado para realizar una segunda modificacion por él
método quimico de entrecruzamiento y el cual presentd mejores caracteristicas
como estabilidad térmica de acuerdo con las temperaturas de transicion obtenidas
y a fuerzas de cizalla por posibles interacciones de los grupos hidroxilo de la amilosa
o amilopectina degradada por efectos de la molienda mecanica para con los grupos
fosfato mediante enlaces cruzados, permitiendo asi la produccién de un almidon

resistente tipo 4.

De los materiales de pared utilizados para la encapsulacion del extracto
hidroalcohdlico de pulpa de café mediante secado por aspersiéon que fueron
maltodextrina (MD), almidén nativo (AN), almidon nativo entrecruzado (ANEC),
molienda de 30 min (M30) y su homodlogo entrecruzado (M30EC) no mostraron
diferencias significativas en comparacién con maltodextrina en el rendimiento del

proceso.
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El almidon de molienda de 30 min present6 mejores caracteristicas fisicoquimicas
y morfoloégicas que permitieron mantener la viabilidad de los compuestos
encapsulados presentes en el extracto hidroalcohdlico de pulpa de café. Lo cual,
fue corroborado en los bioensayos de actividad antihelmintica al presentar los
mejores resultados sobre el porcentaje de inhibicion de la eclosion y porcentaje de
mortalidad larvaria de Haemonchus contortus con respuesta dosis dependiente.

Finalmente, de acuerdo con el ensayo del porcentaje de degradabilidad in vitro las
microcapsulas preparadas con los diferentes materiales de pared no mostraron
diferencias estadisticas significativas comparadas con el testigo (maltodextrina), por
lo tanto se puede sugerir que los materiales obtenidos mediante molienda mecanica
de alta energia usando bolas de nitruro de silicio puede competir contra otros
agentes encapsulantes empelados en técnicas de encapsulaciéon como el secado
por aspersion siendo materiales obtenidos con técnicas de menor costo y de bajo
impacto ambiental. Ademas, los microencapsulados del extracto hidroalcohdlico de
pulpa de café puede ser considerara como alternativa de prevencion y control de
Haemonchus contortus al interrumpir el ciclo bilégico del parasito.
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10.- PERSPECTIVAS

Optimizacion del proceso de extraccion del extracto hidroalcohdlico de pulpa de café
con respecto a la relacion de los solventes utilizados, asi como asistencia por

microondas o ultrasonido, con la finalidad de mejorar el rendimiento del proceso.

Caracterizacion fitoquimica completa del extracto hidroalcohodlico de pulpa de café
con la finalidad de hallar los metabolitos secundarios de mayor presencia y

relacionarlo con la actividad biologica que presenta.

Optimizacion del método de modificacion fisica del almidén de malanga con
respecto a material de tazén y bolas empleadas, tiempos de molienda, control de

temperatura y velocidad.

Optimizacion del proceso de encapsulacidn mediante secado por aspersion en
variables como la relacion material pared-nucleo, temperatura de entrada y de

salida, asi como porcentaje de sélidos en mezcla de alimentacion.

Caracterizacion termodinamica de las capsulas con la finalidad de estudiar la
estabilidad de las microcapsulas con respecto al tiempo y condiciones de

almacenamiento.

Aplicacion de las microcapsulas obtenidas en un modelo in vivo para verificar los

resultados obtenidos en los bioensayos in vitro.
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