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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue modificar dualmente el almidon de maiz para obtener un
almidén poroso y emplearlo como material de soporte en la encapsulacion de acido galico mediante
secado por aspersién. Se realiz6 un entrecruzamiento (modificacién quimica) con trimetafosfato de
sodio (STMP) a diferentes concentraciones (4, 6 y 8%) y una hidrélisis parcial (modificacién
enzimatica) usando una mezcla de enzimas (a- amilasa y glucoamilasa), y las propiedades
fisicoquimicas, morfoldgicas y estructurales del almidén entrecruzado poroso se evaluaron en funcién
de la cantidad de agente entrecruzante. Los almidones modificados mostraron una ligera disminucion
del contenido de humedad y aw. Se observé un incremento en la temperatura y una disminucion de la
entalpia de gelatinizacion en los almidones modificados, respecto a su contraparte nativa, sin
embargo, no hubo diferencias significativas entre la cantidad de agente entrecruzante. La modificaciéon
dual del almidén disminuyé considerablemente la viscosidad del almidon nativo. Se observé mediante
SEM la formacién de poros en la superficie granular de los almidones. En FT-IR todos los almidones
mostraron sefiales muy similares, caracteristicos de la molécula del almidén; no hubo evidencia de la

presencia del agente entrecruzante en la estructura del almidén.

El almidén nativo y los almidones modificados dualmente fueron utilizados como material de
pared para encapsular acido gélico (AG). Las microcapsulas mostraron un contenido de humedad y de
aw por debajo de la minima requerida para el crecimiento microbiano. El secado por aspersion no
afecto de manera negativa el color de las microcpsulas, los resultados indican mayor blancura
usando AEP, lo que aumenta las posibilidades de ser usado en la industria. Por otra parte, el uso de
almidones modificados no gener6 efectos en la temperatura de transicion vitrea de las microcapsulas.
Las microcapsulas obtenidas presentaron morfologias con particulas irregulares y tendencia a la
aglomeracion, las microcapsulas con material de pared AEP 6 y AEP 8 presentaron una superficie
lisa. En cuanto al contenido de fenoles totales, se observé una relacion favorable cuando se empleo el
almidon modificado como material de soporte, pues hubo una mayor retencion de AG, cuando la
cantidad de agente entrecruzante aumentd. Esta tendencia también fue observada con la actividad
antioxidante, dado que con los almidones modificados se logra una menor degradacion del AG
encapsulado. No se apreciaron diferencias entre los rendimientos de secado en funcion de la cantidad

de agente entrecruzante en los almidones modificados.

VII



I. INTRODUCCION

La microencapsulacién es un proceso en donde el compuesto activo es encapsulado con
materiales de distinta naturaleza, resultando pequefias cépsulas que liberan su contenido a
velocidades controladas, bajo condiciones especificas (Desai & Park, 2005; Gharsallaoui et al., 2007).
Los diferentes tipos de capsulas se producen a partir de distintos procesos de microencapsulacion,
siendo el secado por aspersién el método de encapsulacién mas empleado por ser econémico y
flexible (Desai & Park, 2005).

Se emplean diversos materiales que funcionan como recubrimiento, mejor conocidos como
materiales de soporte o materiales de pared, la eleccién del material de soporte es importante para la
eficiencia de la encapsulacion y la estabilidad del producto. Los criterios de seleccién del material de
soporte se basan principalmente en las propiedades fisicoquimicas tales como solubilidad, peso
molecular, transicién vitrea, cristalinidad, formacion de pelicula y las propiedades emulsionantes
(Gharsallaoui et al., 2007), y también en la proteccion del nicleo contra de factores externos como el
oxigeno, la luz, la humedad u otros factores que causen su deterioro (Shahidi & Han, 1993). Teniendo
en cuenta lo anterior, existe una limitada disponibilidad de agentes encapsulantes que cumplan dichos
criterios (Vasisht, 2014). Esto da lugar a la importancia del desarrollo de nuevos materiales de

soporte.

Los carbohidratos, como el almidon se consideran buenos agentes encapsulantes, sin
embargo carecen de propiedades interfaciales requeridas para una encapsulacién eficiente que por lo
general estan asociadas con gomas y proteinas (Gharsallaoui et al., 2007). Por lo cual, se busca

mejorar sus propiedades, a través de la modificacion de su estructura nativa.

En el presente trabajo se propone la modificacién dual (entrecruzamiento e hidrolisis
enzimatica) del almidon de maiz para obtener materiales con buenas propiedades encapsulantes

siendo la sustancia encapsulada, acido galico como compuesto bioactivo modelo.



II. ANTECEDENTES
2.1 Microencapsulacién
2.1.1 Definicién

La microencapsulacion se define como un proceso en el que particulas o gotas diminutas son
rodeadas por un recubrimiento o embebidas en una matriz homogénea o heterogénea, generando
pequefias capsulas que liberan su contenido bajo condiciones controladas (Desai & Park, 2005;
Gharsallaoui et al., 2007). Estas microcapsulas tienen tamafios entre 0.2 uym y 5000 pum, cuando las
capsulas son mayores a 5000 um son llamadas macrocapsulas, mientras que tamafios menores a 0.2

um se denominan nanocéapsulas (Ré, 1998).

En la industria alimentaria, se ha aplicado la microencapsulacion para disminuir o eliminar
limitaciones cuando se requiere la adicién de compuestos funcionales en los productos, ya que estos
compuestos suelen ser altamente susceptibles a las condiciones ambientales, como la humedad, la

temperatura, la luz, pH, entre otros (Gibbs et al., 1999; Nedovic et al., 2011).

2.1.2 Morfologia de las microcapsulas

Las microcapsulas estan compuestas por dos elementos, el “nlcleo”, donde se encuentra la
sustancia encapsulada y la “pared”, material de soporte o agente encapsulante (Gharsallaoui et al.,
2007; Gibbs et al., 1999). Estas pueden presentar muchas formas diferentes (Figura 1), desde una
simple pared o membrana de forma esférica rodeada por un revestimiento de espesor uniforme
(Figura 1a) o particulas que contienen un nucleo de forma irregular (Figura 1b), a una estructura
multipared (Figura 1h) con paredes de la misma o diferentes composiciones, asi como numerosos

nacleos dentro de la misma estructura de pared (Figura 1g) (Gibbs et al., 1999).

También, pueden presentarse microcapsulas en donde la sustancia encapsulada se
encuentra altamente dispersa en una matriz polimérica; presentando una estructura en forma de
espuma en la cual, la sustancia encapsulada se encuentra repartida en toda la microcapsula y la
cubierta (Figura 1c) o bien en una estructura abierta en forma de red (Figura 1d). Asi mismo, puede
haber microcpsulas en las que la sustancia encapsulada se encuentra dispersa en la matriz que sirve
como cubierta, tanto como esfera llena (Figura 1e) como en la periferia (Figura 1f) (Lozano-Berna,
20009).



b)

c) d)

Figura 1. Morfologia de diferentes tipos de capsulas. a) b) Reservorio, ¢) d)
e) y f) estructuras matriciales, g) multi nacleo y h) multi pared. Adaptado de
Gibbs et al., (1999); Reyes (2010); Vehring (2008).

2.1.3 Métodos empleados para microencapsulacion

Los diferentes tipos de cdapsulas se producen a partir de distintos procesos de
microencapsulacion (Gharsallaoui et al., 2007). En general, estos procesos se pueden dividir en tres

grupos como se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Tipo de procesos y métodos de microencapsulaciéon

Procesos Métodos

Fisicoquimicos - Coacervacion simple y compleja
- Evaporacion emulsién - solvente
- Emulsion — solidificacion
- Atrapamiento en liposomas

Quimicos - Polimerizacion interfacial
- Inclusién molecular

Fisicos - Secado por aspersion (Spray drying)
- Spray cooling/chilling
- Extrusion
- Freeze drying.

Fuente: Ré (1998); Shahidi & Han (1993)

La seleccién del proceso depende de las propiedades (fisicas y quimicas) del nicleo y del
material de pared (Desai & Park, 2005). La Tabla 2, muestra un resumen de las caracteristicas de

algunas técnicas de microencapsulacion usadas en la industria alimentaria.



Tabla 2. Caracteristicas de algunos métodos de microencapsulacion.

Método Tipo Ventajas Desventajas
Coacervacion Reservorio — Facil de llevar a cabo — Requiere un proceso de secado
— Utiliza uno o mas polimeros para la produccion de polvos
— Lacargaesalta — Costoso
Atrapamiento en Varios — Encapsulacion de compuestos — Inestabilidad y fuga durante el
liposomas hidrofilicos e hidrofébicos almacenamiento
— Bajo rendimientos de
encapsulacion
— Es costoso
— Requiere un proceso de secado
Emulsién Matriz — Portador de compuestos — Termodinamicamente inestable
hidrofilos e hidrofobos. — Requiere un proceso de secado
—  Fécil de realizar y ampliar para la produccion de polvos
Inclusion de Inclusion — Encapsulacion de compuestos — Capacidad de carga limitada
complejos molecular hidrofébicos — Requiere un proceso de secado
— Costoso
Spray drying Matriz — Producto uniforme cuando se — Costos de instalacién
usa el procedimiento —  Micro-grietas en la superficie
adecuado — Eficiencia térmica baja
— Operar de forma continua
— Para compuestos sensibles al
calor
— Econémico
Spray cooling/ Matriz — Segundo revestimiento para — Recubrimiento lipofilico
chilling liberacion controlada (particulas insolubles en agua)
— Econoémico — Expulsion del bioactivo durante el
— Facil de utilizar y ampliar almacenamiento
— Funcionamiento continuo
Freeze drying. Matriz — Ideal para compuestos — La muestra debe de ser
termosensibles congelada

— Alta retenciéon de compuestos
volatiles

— Hidratacion
producto seco

rapida del

— Para compuestos hidrosolubles

— Tiempo de procesamiento
prolongado

—  Estructura porosa

Fuente: Adaptado de Celli et al., 2015.

La microencapsulacion por “spray drying” es el proceso mas ampliamente utilizado en la

industria alimentaria y se usa tipicamente para la preparacion de aditivos alimentarios. El proceso es

econdmico y flexible, ya que ofrece una variacién sustancial en la matriz de microencapsulacion,

equipo de procesamiento adaptable al uso comuin y produce particulas de buena calidad. De hecho,

los costos de produccion de secado por aspersion son mas bajos que los asociados con la mayoria de

otros métodos de encapsulacion. Una limitacion de la tecnologia de secado por aspersion es el

namero limitado de materiales de cubierta disponible. Dado que la mayoria de los procesos de secado

por aspersién en la industria alimentaria se llevan a cabo a partir de formulaciones acuosa, por lo tanto



el material de pared debe ser soluble en agua a un nivel aceptable (Desai & Park, 2005). En el caso
del uso de disolventes organicos en la alimentacién, es usado un gas de secado inerte (por ejemplo:
nitrégeno, CO2) en combinacion con una configuracion de ciclo cerrado, secador acoplado con una
bomba de calor. Dicha configuracién representa una alternativa para incrementar la eficiencia

energética y disminuir el consumo de gas de secado.

Las bombas de calor son dispositivos generadores de calor que transfieren calor en la
direccién opuesta al flujo de calor espontaneo absorbiendo calor de un area de baja temperatura y
liberdndola a un area mas caliente. Los componentes basicos del sistema de un secador con bomba
de calor incluyen el secador, un compresor, una valvula de expansién y dos intercambiadores de calor

(evaporador y condensador) (Mujumdar, 2014).

El principio de funcionamiento de secado con bomba de calor en ciclo cerrado es que el gas
extraido del secador entra en el evaporador de la bomba de calor, donde se enfria y la humedad en el
gas se condensa y se retira. El gas fresco y seco del evaporador entra en el condensador de la bomba
de calor y se calienta. El gas caliente y seco entra entonces en el secador y absorbe la humedad de
los materiales que se secan en el secador y se convierte en gas agotado en la salida del secador y el
ciclo se repite. Dado que la bomba de calor recupera el calor en el gas agotado para calentar el gas
gue entra en el secador mientras elimina la humedad en el aire agotado, logra un alto rendimiento
energético en el secado de compuestos bioactivos que son termolabiles y sensibles al oxigeno. En un
ciclo abierto, el aire agotado no se vuelve a circular y la bomba de calor utiliza el aire ambiente como

fuente de calor (Kivevele & Huan, 2014).



Figura 2. Diagrama esquemaético de un secador con bomba de calor. Tomado de Kivevele
& Huan (2014).

En algunos estudios realizados se ha destacado la alta calidad de los productos obtenidos con
secadores con bomba de calor, asi como la comparacion de la calidad de distintos materiales secados
con este sistema y secadores convencionales. Hawlader, et al., (2006) investigaron el efecto del uso
de nitrégeno y diéxido de carbono durante el secado de la guayaba y de la papaya, comparado con
secado de bomba de calor con aire, encontrando que cuando se utilizaron los gases inertes se
observaba menor oscurecimiento, una rehidratacion mas rapida y mayor retenciéon de vitamina C en

los productos finales.

2.1.1 Secado por aspersion

El secado por aspersion, pulverizaciéon o “spray drying” es una operacion unitaria utilizada
para secar soluciones acuosas u organicas, emulsiones, suspensiones o dispersiones en la industria
alimentaria y quimica; sin embargo, también se utiliza para encapsular compuestos de interés dentro

de una matriz de proteccion formada a partir de un polimero (Dziezak, 1988; Paramo, 2005).

2.1.2 Fundamento

El proceso implica la evaporacion de la humedad de un producto liquido atomizado, mediante

la mezcla de la aspersién en una corriente de gas caliente para obtener instantaneamente un polvo. El



gas generalmente usado es aire (ciclo abierto) y rara vez un gas inerte como el nitrégeno y diéxido de
carbono (ciclo cerrado). El secado procede hasta que el contenido de humedad deseado se alcanza
en las particulas del rociado y el producto se separa del gas (Biichi, 2002; Gharsallaoui et al., 2007).

2.1.3 Etapas del proceso

El secado por aspersion es un proceso continuo, el cual consiste en cuatro etapas principales.
Atomizacion de la mezcla
Contacto del gas con la muestra

Evaporacion del agua

A wDd e

Separacion del producto deshidratado

2.1.3.1 Atomizacion de la mezcla

El atomizado es la caracteristica més importante de un secado por aspersion. Su seleccion y
operacion son de suma importancia para lograr una produccion econdémica de un producto de alta
calidad (Masters, 1968). Un proceso de atomizacion efectiva convierte la alimentacion de un fluido a
diminutas gotas de igual tamafio que conducen a una transferencia de masa y calor uniforme durante
el proceso de secado. Debido a la reduccion en el tamafio y a la dispersién de las particulas en el gas
de secado, el area superficial de las particulas aumenta de forma exponencial; es por ello que el fluido
de alimentacién se seca en cuestion de segundos. Hay que hacer notar, que, con el pequefio tamafio
de las gotas y la distribuciéon uniforme del fluido de alimentacién, la eliminaciéon de la humedad se
produce sin perjudicar la integridad del material. El efecto de atomizacién se consigue utilizando varios
tipos de dispositivos (Cal & Sollohub, 2010).

La selecciéon del tipo de atomizador depende de la naturaleza y cantidad del producto
alimentado y de las caracteristicas deseadas del producto seco (Blichi, 2002). En particular, la boquilla
ultrasonica es la opcién mas adecuada para la produccion de finas gotas y distribucion estrecha (Heng
etal., 2011).



Tabla 3. Tipos de atomizadores

Atomizador Tamafio dela Ventajas Desventajas
gota (um)
Facilidad de control sobre el Precio alto
Disco rotatorio 200 tamafio .dg la particula
Alta eficiencia de un solo . }
dispositivo Ngcesarlq el uso de camaras
Utilizado en cualquier sistema mas amplias
de cdmaras
Boquillas hidraulicas Construccion simple Eficacia relativamente baja
100 - 400 Bajo consumo de energia Propenso a la corrosion
Bajo precio
Boquillas neumaticas 10 - 100 Eficiencia satisfactoria Se  requieren  grandes
Produccién de una dispersién ~ cantidades de gas
homogénea comprimido para atomizar el
liquido
— Utilidad limitada para la
atomizacién de liquidos de
alta viscosidad
Boquillas ultrasonicas 1 -10 — Estrecha distribucion de — Costoso
tamanos — Posible  obstruccion  de
— Adecuado para particulas boquillas para suspensiones
termolabiles

Fuente: Adaptado de Heng et al., 2011.
2.1.3.2 Contacto del gas con la muestra

La atomizacién del fluido y el tiempo de contacto con el gas son componentes importantes del
secado, teniendo en cuenta que determinan la velocidad de secado y la intensidad de secado por
aspersién. La manera en que la aspersion se pone en contacto con el aire se determina por la
posicion del atomizador en relacién con la entrada de gas de secado (Masters, 1968; Murugesan &
Orsat, 2012). Existen tres diferentes direcciones de entrada del gas de secado, en la Fig. 3 se
representan.

Flujo a co-corriente. La alimentacidon se atomiza en la misma direccién que el flujo de gas
caliente a través del aparato. Las gotitas entran en contacto con el gas de secado cuando estan méas

humedas y el producto se trata con cuidado debido a la evaporacién subita.

Flujo a contracorriente. La alimentacion es asperjada en la direccién opuesta del flujo de gas
de secado. El gas de secado fluye hacia arriba y el producto baja a través del gas hacia el colector. La
humedad residual es eliminada y el producto se vuelve muy caliente. Este método es adecuado soélo

para los productos térmicamente estables.



Figura 3. Sistema de contacto gas-gota. A) Flujo a co-corriente, B) Flujo a contra-corriente, C)
Flujos combinados. 1. Entrada de gas de secado; 2. Dispositivo de atomizacion; 3. Salida de gas;

4. Recuperacion de polvo seco.

Flujo combinado. Este tipo de flujo combina las ventajas de ambos métodos de aspersion. La
alimentacion se asperja hacia arriba y sélo permanece en la zona caliente durante un corto periodo de
tiempo para eliminar la humedad residual. A causa de la gravedad el producto precipita a la zona mas
fria. Debido a que el producto permanece poco tiempo en la zona caliente, es tratado con cuidado
(Bichi, 2002).

En estos sistemas (Figura 3) las gotas de dispersiébn se mueven en varias corrientes de gas,
por lo tanto, cada gotita esta sujeta a diferentes condiciones locales de temperatura y humedad del
gas. Esto se debe a un flujo de gas turbulento a través de la camara. Por lo tanto, esto da lugar a
diferencias en el grado de secado (Heng et al., 2011). La temperatura de entrada de gas de secado
tiene un efecto importante en el proceso de eliminacién del liquido de la dispersién; dado que permite

una mejor eficiencia térmica del proceso (Cal & Sollohub, 2010).

Generalmente, el gas usado en la operacion tiene temperaturas de entrada entre 100 y 300°C
y las temperaturas de salida oscilan entre 50 y 100°C, dependiendo del tipo de equipo empleado
(Paramo, 2005).

2.1.3.3 Evaporacion del agua

Al momento que una gota con gran cantidad de liquido entra en contacto con el gas de
secado, ésta experimenta un proceso de secado que puede dividirse en dos etapas. Inicialmente la
gota experimenta un aumento de calor sensible hasta la temperatura de bulbo himedo del aire de
secado. En ese instante el primer periodo de secado o periodo de velocidad de secado constante, se

inicia. En esta etapa, existe suficiente humedad en el interior de la gota para reabastecer las pérdidas



en la superficie llevandose la evaporacion a velocidad constante. La segunda etapa de secado se
conoce como velocidad de secado decreciente e inicia cuando el contenido de agua empieza a
descender para mantener las condiciones de saturacion, se alcanza el punto critico y se forma una
capa seca en la superficie de la gota, la cual genera una resistencia a la evaporacion del liquido, que
depende de la capacidad de difusiéon a través de ésta. A medida que transcurre el proceso, el espesor
de la capa seca aumenta causando con esto una disminucion en la velocidad de evaporacion
(Masters, 1991).

2.1.34 Separacion del producto seco

La separacion del producto se realiza primero en la base de la cAmara de secado, separacién
primaria; seguida de la recuperacion de particulas mas finas, separacion secundaria, el cual puede
estar constituido por ciclones, filtros de bolsa o precipitadores electrostatico. La Tabla 4 compara el
rendimiento de estos colectores de particulas, siendo las bolsas de filtros y los precipitadores
electrostaticos las opciones factibles para la recoleccién de nano particulas; sin embargo, este Ultimo
tiene la ventaja de recoger particulas con tamafios mas bajos y la facilidad de recuperacién de polvo
no contaminado (Heng et al., 2011).

Tabla 4. Tipo de colectores de particulas

Colector Eficiencia de Rango de Ventajas/desventajas
recoleccion tamafio (um)
Filtracion Hasta 90 — 99% 0.1-20 - Costo de equipo y de operacion medio
alto

(filtros de bolsa) - Posible contaminacion de particulas

Ciclon Hasta 60 — 70% 2-100 - Costo de equipo y de operacién medio
- Polvo puro
Precipitador Hasta 90 — 99% 0.05-10 - Costo de equipo alto

- Costo de operacion de bajo a medio

electrostatico .
- Polvo puro, endurecido

Fuente: Adaptado de Heng et al., 2011
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2.2 Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos, son una serie de sustancias presentes en las frutas y plantas que,
aunque no tiene una funcién nutricional definida, o no se consideran esenciales para la salud humana,
pueden tener un impacto significativo en ella (Martinez-Navarrete et al., 2008). Una de las
limitaciones de estos compuestos es que s6lo una pequefia porcidon de éstos permanece disponible
después de la administracion oral, debido a su inestabilidad bajo condiciones de procesamiento y
almacenamiento o en el tracto gastrointestinal (pH, enzimas, presencia de otros nutrientes) (Fang &
Bhandari, 2010).

En la industria de alimentos, la microencapsulacion ha sido utilizada para proteger diferentes
compuestos bioactivos, debido al amplio espectro de beneficios que ofrecen; algunos de los
compuestos que han sido encapsulados incluyen enzimas, aceites esenciales, acidos grasos,
probiéticos, vitaminas y compuestos fendlicos (Dias et al., 2015; Li et al., 2016). Estos dltimos son los
compuestos mas comunmente usados en experimentos que se centran en la optimizacion de técnicas
de microencapsulacion y en el desarrollo de nuevos materiales de encapsulacion (Dias et al., 2015).
Un ejemplo es el trabajo realizado por Medina-Torres et al., (2013) en el que el acido galico comercial
se encapsulé utilizando un mucilago extraido de Opuntia ficus indica (nopal). Robert et al., (2012)
también encapsularon acido galico usando almidén acetilado e inulina, obteniendo mayor eficiencia de
encapsulacién con el primer material. Ambos trabajos encapsularon usando el método de secado por
aspersion. Por su parte, da Rosa et al., (2013) encapsularon acido gélico con quitosano, -
ciclodextrina y xantano mediante el método de liofilizacion, obteniendo una mayor eficiencia de

encapsulacion con la matriz de quitosano.

En los dltimos afios, debido a que la industria alimentaria ha requerido la adicion de
compuestos bioactivos en los alimentos, ha aumentado el interés por el desarrollo de nuevos
materiales de encapsulaciéon que permitan mantener la estabilidad de dichos compuestos durante el

procesamiento y almacenamiento (Nedovic et al., 2011).

2.3 Materiales de soporte

Los materiales de soporte son aquellos capaces de formar peliculas alrededor de los
compuestos bioactivos (nucleo), para protegerlo contra el deterioro y permitir su liberacién bajo

condiciones controladas.

Para el secado por aspersioén de alimentos, la eleccién del material de soporte es critica e
influye no sdélo durante el transcurso del secado, sino, ademas, en las propiedades del producto y la

estabilidad del mismo. Estos materiales deben ser inertes con el material activo a encapsular, solubles
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en solventes aceptados por la industria alimentaria, presentar buenas propiedades reolégicas a alta
concentracion, proveer maxima proteccion contra las condiciones ambientales (luz, calor, oxigeno y
humedad) y sobre todo, ser de grado alimenticio (Ré, 1998; Shahidi & Han, 1993). Teniendo en cuenta
lo anterior, existe una limitada disponibilidad de agentes encapsulantes que cumplan dichos criterios
(Vasisht, 2014). Esto conlleva a la importancia del desarrollo de nuevos materiales que pueden ser

empleados como agentes encapsulantes.
2.3.1 Tipos de materiales de soporte

Aunque un gran numero de sustancias pueden usarse como material encapsulante, sélo un
namero limitado de los mismos han sido certificados para aplicaciones alimentarias como materiales

“generalmente reconocidos como seguros” (GRAS) (Vasisht, 2014).

Los materiales de caracter lipidico, son usados como material de soporte en la encapsulacion
por atrapamiento en liposomas y emulsiones, son buenos formadores de pelicula. En cuanto a las
proteinas, éstas tienen un cardcter anfifilico que ofrecen excelentes propiedades fisicoquimicas y
funcionales requeridas para encapsular materiales hidréfobos. La proteinas mas frecuentemente
utilizada es la gelatina (Gharsallaoui et al., 2007; Shahidi & Han, 1993; Vasisht, 2014), sin embargo, la
alta viscosidad de sus soluciones incluso a bajas concentraciones, limitan su uso como material de

soporte principalmente cuando la microencapsulacion se realiza mediante secado por aspersion.

Los derivados de celulosa son empleados en la encapsulaciéon de ingredientes alimenticios
solubles tales como edulcorante y acidos (Shahidi & Han, 1993). Por lo que se refiere a las gomas, se
usan por sus propiedades de formacion de pelicula y de estabilizacién de la emulsion. Entre todas las
gomas, la goma arabiga, destaca por sus propiedades de emulsién estable y buena retencién de
volatiles. Los problemas asociados con el uso de goma ardbiga es su alto costo y el suministro
limitado (Gharsallaoui et al., 2007).

Los carbohidratos son los polimeros mas utilizados como materiales de soporte, dentro de
este amplio grupo se encuentra el almidén, el cual se ha usado para proteger compuestos bioactivos
(Fang & Bhandari, 2010; Loksuwan, 2007; Palma-Rodriguez et al., 2013; Robert et al., 2012),
microorganismos (Li et al., 2016) entre otros. El amplio uso de este polimero se debe a la facilidad con
la que sus propiedades pueden ser mejoradas empleando modificaciones quimicas, bioquimicas y
fisicas para producir materiales de encapsulacion de propdsito especifico (Gharsallaoui et al., 2007).

Los materiales de soporte mas utilizados en la industria alimentaria se enlistan en la Tabla 5.
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Tabla 5. Materiales de pared para la microencapsulacién de aditivos alimenticios funcionales

Categoria Materia de soporte

Carbohidratos Almiddn, maltodextrinas, quitosano, dextrano, almidéon modificado
y ciclodextrinas.

Celulosa Carboximetilcelulosa, metil-celulosa, etil-celulosa, acetato-ftalato
de celulosa.

Gomas Goma arabiga, agar, alginato de sodio y carragenina

Lipidos Cera, parafina, aceites, lecitina y grasas.

Proteinas Gelatina, proteina de soya, proteina de suero de leche

Fuente: Adaptado de: Desai & Park, 2005
2.3.2 Almidén

El almidén es un polisacarido compuesto por unidades de amilosa y amilopectina, las cuales
representan aproximadamente el 98-99% del peso seco. La proporcidn de estas unidades varia segun

el origen botanico del almidén (Tester et al., 2004).

2.3.2.1 Composicién quimica

La amilosa es un polimero lineal producto de la condensacién de unidades D-glucosa unidas
por enlaces a-(1-4), tiene una masa molar aproximadamente de 1 x10°- 1x10® Da dependiendo del
origen bioldgico y grado de polimerizacion (GP), presentando éste un promedio de 324 — 4,920
unidades de D-glucosa, repartidas en un namero de cadenas que van de 1 a 20 (Tester et al., 2004).
En soluciones acuosas neutras, la estructura normal es la de una espiral. Por su contenido de
amilosa, los almidones se pueden clasificar en diferentes grupos como son los almidones cerosos que
tiene muy poca cantidad de amilosa menor del 15%, los normales que contienen entre 20-35% vy los
altos en amilosa que contienen mas del 40% de este polimero (Tester et al., 2004). Los almidondes de
maiz y papa se consideran normales, ya que su contenido de amilosa se encuentra entre 20 y 30%

aproximadamente.

En cuanto a la amilopectina, al igual que la amilosa, esta constituida por unidades de D-
glucosa, sin embargo difieren en su estructura, dado que presenta un 95% de enlaces a-(1-4) y 5% de
a- (1-6), por lo que se considera una molécula ramificada. El grado de polimerizaciéon generalmente se
encuentra en un intervalo de 9,600 — 15,900 unidades de glucosa, su peso molecular varia entre 50 y
500 x10% Da. La amilopectina es quizds el componente que tiene mayor importancia en las
propiedades fisicoquimicas y funcionales del almidon, debido a que su estructura y propiedades

contribuyen notablemente en la composicién y funcionalidad de granulo.
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2.3.2.2 Almidén modificado

Los almidones modificados son almidones nativos que se han sometido a algin proceso
fisico, quimico, o enzimatico, promoviendo la desorganizacion molecular, la degradacién de los

polimeros, el rearreglo molecular y la oxidacién o adicién de grupos quimicos (Laurentin et al., 2003).

Los tratamientos hidrotérmicos, como la extrusién, la radiacion, la sonicacién y los
tratamientos a presion, son los métodos de modificacion fisica cominmente utilizados; en donde el
almidén se gelatiniza (parcialmente), dando como resultado una reduccion del enlace de hidrégeno.
Tales almidones son dispersables en agua fria y se usan generalmente en helados, alimentos
infantiles, premezclas para hornear en seco, etc. (Tharanathan, 2005). Por otro lado, la modificacién
quimica implica la introduccién de grupos funcionales adecuados en la molécula de almidén, utilizando
reacciones de derivatizacion tales como eterificacién, esterificacién, entrecruzamiento (reticulacién) o
reacciones de descomposicién como hidrélisis acida o enzimatica y oxidacion (Loacutepez et al.,
2010; Singh et al., 2007; Wurzburg, 1986).

Con el fin de mejorar aun mas las propiedades funcionales y la utilizacién de almidones en
diversos tipos de aplicaciones, se han introducido métodos de modificacién dual, los cuales implican la
combinacion de métodos de modificacion fisicos y quimicos o los métodos de modificacidon quimica y

enzimatica, éste Ultimo fue aplicado en el presente trabajo, por lo cual se explica mas detalladamente.

2.3.2.2.1 Entrecruzamiento

El entrecruzamiento es un método de modificacion quimica durante el cual los almidones
nativos se modifican usando diferentes agentes entrecruzantes como trimetafosfato de sodio (STMP),
tripolifosfato de sodio (STPP), epiclorohidrina (ECH) y cloruro de fosforilo (POCL3) (Din et al., 2015).
Entre estos reactivos, el STMP es uno de los aditivos alimentarios mas usados, debido a que no tiene
efectos adversos en los seres humanos y ademéas es un agente eficaz de entrecruzamiento (Woo &
Seid, 1997).

El entrecruzamiento se lleva a cabo mediante la adiciébn de enlaces covalentes intra e
intermoleculares en ubicaciones aleatorias en el granulo de almidén, fortaleciendo los enlaces de
hidrégeno que actlan como puentes entre las moléculas de almidén. (Singh et al., 2007). Los
almidones entrecruzados muestran resistencia a alta temperatura, pH bajo, alto cizallamiento y

conducen a una mayor estabilidad del grdnulo de almidén hinchado (Tharanathan, 2005).
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2.3.2.2.2 Hidrolisis enzimatica

La susceptibilidad del almidén al ataque enziméatico esta influenciada por factores tales como
el contenido de amilosa y amilopectina (Holm & Bjorck, 1988; Ring et al., 1988), el tamafio de
particula, la estructura cristalina y los inhibidores enzimaticos. Entre éstos, la estructura granular, es la

més importante (Zhang & Oates, 1999).

Hay muchas enzimas utilizadas para alterar la estructura del almidon y para lograr la
funcionalidad deseada (Rosell & Collar, 2008). Las enzimas hidrolizan enlaces (1> 4) o (1> 6) entre
residuos a-D-glucopiranosil. Entre las enzimas méas usadas para la modificacién del almidén se
incluyen la a-amilasa y la glucoamilasa (Dura et al., 2014).

La a-amilasa hidroliza los enlaces (12> 4) a-glucosidicos del almidén en una endo-accién. La
hidrélisis se produce de manera aleatoria en cualquier enlace (1> 4) dentro de la cadena de almidén
para reducir rapidamente el tamafio molecular y la viscosidad de la solucién de almidén. Por otra
parte, la glucoamilasa es una enzima exoactiva que cataliza la hidrélisis de ambos enlaces a-D-(1-> 4)

y a-D-(1-> 6) desde los extremos no reductores de la cadena de almidén.

La hidrdlisis enzimética parcial da como resultado un almidén poroso, el cual se define como
un almidén modificado que contiene poros microscopicos sobre la superficie y podria extenderse a la
parte interior del granulo (Zhang et al., 2012). El almidon poroso es un absorbente biodegradable
versatil y barato, ampliamente utilizado en la industria alimenticia para asegurar una liberacion
constante de especias, edulcorantes, aromatizantes o para proteger contra la luz u oxigeno

compuestos altamente sensibles (Zhang et al., 2012).

El almidén de maiz es el mas utilizado para ser modificado en capsulas porosas debido a que

por naturaleza el granulo presenta canales, facilitando la hidrélisis enzimatica (Li et al., 2016).

2.3.2.3 Almidén modificado como material de pared

El almidén es un biopolimero que ha atraido la atencion para la encapsulacion de compuestos
bioactivos, dado que se usa ampliamente como ingrediente alimenticio seguro y econdémico. Sin
embargo, el almidon nativo necesita ser modificado para desarrollar caracteristicas funcionales
deseables, tales como solubilidad, textura, adhesividad, dispersion, tolerancia al calor (Li, 2014) y

propiedades interfaciales requeridas para lograr una encapsulacién eficiente.

La modificacion dual, entrecruzamiento e hidrélisis enzimatica, del almidén de maiz brindaria

una capacidad superior de formacién de pelicula, reduciendo asi la pérdida del compuesto bioactivo
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durante el secado por aspersion y el almacenamiento, mientras que una baja viscosidad permitiria
preparar soluciones con alto contenido de solidos que pueden ser secadas por aspersién a mayor
velocidad debido a la menor evaporacién del agua requerida y la encapsulacion de los compuestos

bioactivos de forma mas completa.

El almidén poroso se ha usado como material de soporte principalmente para la
microencapsulacién de microorganismos, tales como Lactobacillus acidophilus (Xing et al., 2014),
Lactobacillus plantarum (Li et al., 2016), usando el método de liofilizacion. También ha sido usado
junto con B-ciclodextrina para la encapsulacion de alicina mediante secado por aspersion, obteniendo
una retencién del compuesto de 90.1% (Wang et al.,, 2012). Asi mismo Glenn et al., (2010)
encapsularon aceites esenciales en microesferas porosa de maiz con el objetivo de usarlo como

plaguicida en colonias de abejas.

Diversos autores han reportado el uso de almidén modificado como material de soporte en la

microencapsulacion de compuestos bioactivos mediante secado por aspersion.

Loksuwan, (2007) realizé la modificacion dual del almidon de tapioca sometiéndolo a una
hidrélisis acida seguido de un tratamiento térmico. Posteriormente, realizé la encapsulacion de [3-
caroteno mediante secado por aspersion, sus resultados fueron comparados con los de su almidon
nativo y maltodextrina comercial. Los resultados indican que el almidén de tapioca doblemente
modificado tiene potencial para su uso como material de pared, debido a que la eficiencia de
encapsulacion es mayor (82%) a diferencia de las obtenidas con maltodextrina (46%) y almidén nativo
de tapioca (68%).

La encapsulacién de luteina con almidén poroso y gelatina fue el trabajo realizado por Wang
et al., (2012). Ellos se enfocaron en encontrar las condiciones 6ptimas de los parametros de secado
por aspersion para obtener una buena eficacia de encapsulacién y también un alto rendimiento del
producto, obteniendo resultados de 94.4% y 92.6 %, respectivamente. Con la encapsulacion de la
luteina pudieron disolver ésta directamente en agua, lo cual no era posible usando luteina libre.
Ademas, observaron mejor estabilidad de las microcapsulas frente al calor, el pH, la luz y el oxigeno

con respecto a la luteina libre.

Rocha et al., (2012) estudiaron la microencapsulaciéon de licopeno (5, 10 y 15%) mediante
secado por aspersion usando un almidén comercial modificado quimicamente (Capsul®) que
incorpora un componente lipéfilo destinado a conferir propiedades emulsionantes. Las microcapsulas
se aplicaron a un sistema alimenticio (pastel). Estos autores encontraron que la eficiencia de

encapsulaciéon varié entre 21 a 29%, y que la baja eficiencia de encapsulacion puede estar
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relacionada con la temperatura del aire de entrada en el secador por aspersion (180°C), debido a que
una alta temperatura del aire de entrada puede romper el equilibrio entre la evaporacion y la velocidad
de formacion de particulas, reduciendo la eficiencia de la encapsulacién (Shu et al., 2006).

La eficiencia de la encapsulacién fue estudiada por Robert et al., (2012) utilizando almidones
de papa nativos y acetilados. Se encontr6 que la acetilacion de almidon de papa aumenté el
rendimiento de encapsulacién hasta un 20%. La recuperacion del acido galico después del secado por
aspersion también aumenté cuando se usé almidon acetilado en comparacion con su contraparte
nativa. Asi, los almidones acetilados pueden considerarse como materiales de soporte para el

desarrollo de alimentos saludables encapsulando compuestos bioactivos.

Palma-Rodriguez et al., (2013) modificaron almidon de maiz, papa y arroz mediante
tratamiento acido, para usarlos como material de pared en la encapsulacién de acido ascérbico (AA)
mediante secado por aspersion. Reportaron que las microcapsulas de almidén nativo de arroz
exhibian el porcentaje mas bajo de retencion de AA (57.7%) comparado con los almidones
modificados. La mayor retencién se obtuvo con las microcapsulas preparadas con almidon de papa
modificado (98%). Ellos concluyen que la retencion de AA puede estar asociada con el contenido de
amilosa de los almidones usados como material de pared, ya que los resultados indicaron que, a

mayor contenido de amilosa, menor eficiencia de encapsulacion.

Dang et al.,, (2016) produjeron microcapsulas de gelatina/almidon de maiz oxidado con
vitamina C mediante secado por aspersion. Y evaluaron distintas temperaturas de entrada (120, 150 y
180°C). Reportaron que cuando la temperatura de entrada es superior a 180°C las microcapsulas no
pueden retener liberaciéon de vitamina C y como consecuencia mostraban una coloracion rojo claro,
debido a la oxidacion de la vitamina. También evaluaron el comportamiento de liberacion de la

vitamina C en un medio acuoso, encontrando que se llevaba a cabo en tres horas.

He et al., (2016) encapsularon Acido Linoleico Conjugado (CLA) con combinaciones de
almidén anhidrido octenil succinico (OSA) y goma xantana (GX), evaluaron tres proporciones de
materiales de pared; 60/1, 80/1 y 100/1 p/p. La combinaciéon que mostré6 buenas propiedades de
encapsulacion de CLA y proporcion6é una proteccion eficaz contra la oxidacién fue de 60/1 p/p.
Realizaron pruebas de liberacion controlada simulando las condiciones gastrointestinales, observando
que las microcapsulas no eran susceptibles a la digestion gastrica, sin embargo, en condiciones
intestinales liberaban el CLA. Concluyeron que la encapsulacién de CLA en microcapsulas de
OSA/GX secadas por aspersién, proporciona una buena proteccién contra la oxidacién y ademas
puede ser Util en la administracién dirigida de lipidos funcionales u otros compuestos bioactivos en el

intestino delgado.
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ll. JUSTIFICACION

La encapsulacion tiene como objetivo proporcionar barreras entre los materiales bioactivos y
el medio ambiente ademas de preservar la estabilidad de dichos compuestos durante el
procesamiento y almacenamiento del producto. Debido a lo anterior, existe una blsqueda constante
de nuevos materiales encapsulantes con propiedades adecuadas para su aplicacidn como materiales
de soporte. Uno de los materiales mas ampliamente usados es el almidén, sin embargo, en su forma
nativa presenta limitaciones debido a sus propiedades intrinsecas, una alternativa eficaz para mejorar
dichas propiedades consiste en realizar modificaciones al almidon.

La hidrdlisis enzimatica y el entrecruzamiento son los métodos propuestos para la obtencion
de un almidén poroso con propiedades encapsulantes, el primero produce un almidén con polimeros
de peso molecular reducido y menor viscosidad, aumentando el indice de solubilidad en agua del
almidon empleado, mientras que el entrecruzamiento genera enlaces quimicos intra e
intermoleculares que forman una red estructural en las microparticulas de almidén, por lo tanto
estabilizan y refuerzan la microencapsulacion del compuestos de interés. Por lo que se tendria, una
encapsulacién de los compuestos bioactivos mas eficiente.
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IV. HIPOTESIS

La modificacion quimica dual del almidén permitird obtener un material con propiedades
fisicoquimicas deseadas para la encapsulacion mediante secado por aspersion de compuestos

bioactivos de interés para la industria de alimentos.

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Desarrollar almidén poroso de maiz mediante una modificacién dual para emplearlo como

material de soporte en la encapsulacion de &cido galico mediante secado por aspersion.
5.2 Objetivos Especificos

1) Realizar la modificacion dual del almidén nativo de maiz mediante un entrecruzamiento con

trimetafosfato de sodio e hidrélisis enzimatica parcial.

2) Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas, estructurales y morfolégicas de los almidones

nativo y modificado.

3) Evaluar el efecto de la modificacién dual del almidén sobre las caracteristicas fisicoquimicas,

morfolégicas y estructurales de las microcapsulas obtenidas.
4) Analizar el contenido de humedad, actividad de agua y color de las microcipsulas obtenidas.

5) Evaluar el efecto de la modificacion dual del almidén y del secado por aspersion sobre la
retencion de é&cido gélico, contenido de fenoles totales y actividad antioxidante de las

microcapsulas obtenidas.

19



VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Materia prima

Se utiliz6 almidén de maiz comercial adquirido de la Industrializadora de maiz IMSA S.A. de

C.V., México; posteriormente este almidén fue modificado como se indica en el apartado 6.3.1.

6.2 Materiales, reactivos y disolventes

La maltodextrina (MD) fue adquirida en FAPSA (México). El trimetafosfato de sodio (STMP),
carbonato de sodio, cloruro de sodio, acido clorhidrico, acetato de sodio, reactivo Folin-Ciocalteu, 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), &cido galico, Trolox y las enzimas a- amilasa (A3176-5MU) vy
glucoamilasa (A7095-50ML) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich. El etanol absoluto fue adquirido con
Hycel mientras que el metanol fue adquirido con J.T. Baker. Todos los reactivos usados son de grado

analitico, excepto el metanol que fue de grado HPLC.

6.3 Metodologia

En la Figura 5 se muestra un diagrama general del procedimiento empleado.

6.3.1 Modificacion dual del almidén

El proceso de la modificacion dual se llevé a cabo en dos etapas, en la primera etapa se
realizé la modificacion quimica, entrecruzamiento; posteriormente en la segunda etapa se llevé a cabo

la hidroélisis enzimatica. Las etapas del proceso se describen a continuacion.

6.3.1.1 Etapall

El entrecruzamiento del almidén se llevé a cabo por el método propuesto por Gao et al.,
(2014). Se prepararon 100 mL de agua destilada afiadiendo 50g de almidon de maiz con 1 g de
Na2COs3 (2 g/ 100 g de almiddn seco) y 2.5 g de NaCl (5 g/ 100 g de almidon seco). El agente de
entrecruzamiento (STMP), se disolvié en la suspension de almiddn, se realizaron tres muestras con
tres cantidades diferentes de agente entrecruzante (4, 6 y 8% p/p). Posteriormente la suspension se
mantuvo en agitacion usando un agitador magnético a 200 rpm durante 80 min a 50°C en un bafio
termostatizado. Se us6 HCL (1 M) para ajustar el pH de la suspension a 6.5. Después se precipito la
porcién solida, el sobrenadante se deseché y la parte solida se lavé con agua desionizada. La

reacciéon de entrecruzamiento de STMP- almidén se muestra a continuacion.
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Figura 4. Reaccién de entrecruzamiento con STMP (Gao et al., 2014)

6.3.1.2 Etapall

La suspensién de almidon entrecruzado (25 % p/v) se prepard usando 200 mL de buffer de
acetato de sodio (pH=4.6). Esta suspension se agit6 durante 20 min a 150 rpm en un bafio
termostatizado manteniendo la temperatura a 40°C, segun lo propuesto por Whistler (1991). Después
de precalentar la solucion durante 20 min, se afiadi6 una mezcla de a-amilasa y glucoamilasa en
proporcién 1:4, respectivamente a la suspension. La cantidad de enzima con respecto a la proporcion
de almidén fue de 1:100 (p/p). Las muestras en suspension se agitaron en un bafio termostatizado a
150 rpm durante 14 h, manteniendo la temperatura a 40°C. Al término de la reaccion enzimatica, las
enzimas se inactivaron agregando 20 mL de solucién de NaOH (4% p/p). La suspensién de almidén
resultante hidrolizado se centrifugd (Hettich, Mod. Rotina 420) a 1007.1 g’s durante 5 min. El producto
de almiddn obtenido se lavo tres veces con el fin de eliminar los componentes no amilaceos. Por
Gltimo, se recolecté el producto y se secd usando un liofilizador (LABCONCO, FreeZone Mod.
7740060). El almidon entrecruzado poroso, primero se congeld a -30°C durante 6 h y posteriormente

se secO en un tiempo de 20 h.

Tabla 6. Simbologia usada para representar las muestras de los almidones modificados.

Muestra Simbologia
Almidén nativo AN
Almidon hidrolizado (Poroso) AP
Almidén Entrecruzado Poroso con 4% de STMP AEP4
Almidoén Entrecruzado Poroso con 6% de STMP AEP6
Almidén Entrecruzado Poroso con 8% de STMP AEP8
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Figura 5. Diagrama de flujo de la metodologia del proceso.
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6.3.2 Caracterizacién del material de soporte
6.3.2.1 Anélisis Fisicoquimicos
6.3.2.1.1 Determinacién del contenido de humedad

El contenido de humedad se determiné por pérdida de peso, empleando el método de la
estufa de vacio (AOAC 32.1.03., 1995). Las muestras de material de soporte de 0.5 + 0.04 g
aproximadamente se colocaron en charolas de aluminio previamente secadas a peso constante y se
introdujeron en una estufa de vacio (Shel Lab Mod. 1425). La temperatura de operacién fue de 65°C,
las muestras se mantuvieron hasta llegar a peso constante (6 h); posteriormente fueron retiradas de la
estufa, enfriadas en un desecador y pesadas empleando una balanza analitica (OHAUS mod.
PA224C).

6.3.2.1.2 Determinacién de la Actividad de Agua (aw)

La actividad de agua en las muestras deshidratadas se determing a 25 + 1°C empleando un
medidor de actividad de agua (Analizador de Vapor de Sorcion, AQUALAB mod. VSA1144). Las

mediciones se realizaron por triplicado.

6.3.2.1.3 Determinacién de latemperaturay entalpia de gelatinizacién

La gelatinizacion de los almidones se evalu6 por el método propuesto por Paredes-Lépez et
al., (1994), con ligeras modificaciones. Se pesaron 2.1 mg de muestra dentro de una charola de
aluminio, posteriormente se le adicionaron 7 yL de agua desionizada. La charola se sellé
herméticamente y se dejé equilibrar a temperatura ambiente durante 1 h 30 min antes de realizar el
andlisis. Como referencia se utilizé una charola de aluminio vacia. Transcurrido el tiempo de equilibrio,
la muestra se sometio a un programa de calentamiento en un intervalo de temperatura de 30°C a 120
°C con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min. La temperatura de gelatinizacién o de pico (Tp)
y la entalpia de gelatinizacion (AH) fueron obtenidas directamente del software TA Instrument Trios

version 4.

6.3.2.1.4 Perfil de Viscosidad

Se prepar6é una dispersion de almidén al 10% (p/v) y se transfirieron 30mL a la celda de
almidon del Reémetro Discovery HR-2 hibrid. Para determinar el perfil de viscosidad la muestra se
sometid a un ciclo de calentamiento-coccion-enfriamiento. La temperatura inicial fue de 30 °C la cual
se mantuvo por 60s, posteriormente se realizé un calentamiento hasta 90 °C a una velocidad de 15
°C/min, manteniendo esa temperatura durante 360s y finalmente se enfri6 hasta 30°C a una

velocidad de 30°C/min, manteniéndose a esa temperatura por 420s. Se utiliz6 el software TA
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Instrument Trios version 4 para obtener los valores de viscosidad con respecto al tiempo y la

temperatura.

6.3.2.2 Anélisis morfologico
6.3.2.2.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Se utiliz6 microscopia electrénica de barrido (SEM) para estudiar las propiedades
morfoldgicas de los almidones modificados empleando un microscopio Cryo Transfer System (Jeol,
Mod. IT300). Las muestras se colocaron en cinta de carbono de doble cara y se sombrearon durante 5
min con oro-paladio. La forma y las caracteristicas superficiales de las particulas de las muestras

fueron observadas y analizadas a un voltaje de operacién de 15 kV y aumentos de 1000X y 2000X.

6.3.2.3 Anélisis Estructural
6.3.2.3.1 Espectroscopiainfrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

Los analisis se llevaron a cabo en un espectrofotémetro (DYNASCAN, Spectrum 100, Perkin
Elmer) y utilizando un interferometro de reflectancia total atenuada (ATR, por sus siglas en inglés). Los

espectros fueron obtenidos en una resolucién de 4 cm-, en un rango de 4000-515 cm2,

6.3.3 Secado por aspersion del acido gélico con almidén entrecruzado poroso

Las microcapsulas fueron formadas en un secador por aspersion (Mini Spray Dryer BUCHI
Mod. B-290). El secador por aspersiéon funciona bajo el mismo principio de un atomizador de flujo co-
corriente, es decir, el producto asperjado y el flujo de gas de secado estan en la misma direccion. El
gas de secado entra en el equipo desde la parte superior, calentando hasta la temperatura de entrada
de ajuste, fluye a continuacion a través de la camara de secado, saliendo del secador por aspersion
por la salida inferior, antes de abandonar el equipo, es filtrado finamente. La temperatura de entrada
(Te) y la temperatura de salida (Ts) se miden respectivamente justo después del calentamiento y justo
antes del filtrado fino. La muestra liquida es alimentada a la cabeza del rociado mediante una bomba
peristaltica. En la Figura 6 se muestra una fotografia del secador por aspersion utilizado en el presente

trabajo.
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Figura 6 Secador por aspersion (Mini Spray Dryer BUCHI mod B-290)
6.3.3.1 Preparacion de la solucion de alimentacién

Los materiales de soporte empleados fueron almidon modificado dual de maiz y maltodextrina
en proporcion 1:1 y se usO una mezcla de etanol: agua (50:50 % v/v) como disolvente. Se
suspendieron los materiales de soporte en la cantidad correspondiente de agua a 50 °C durante 15
min. Se dejo en reposo hasta alcanzar la temperatura ambiente y una vez enfriada la solucién, se
agrego6 la cantidad correspondiente del etanol y del &cido gélico (proporcién 4:1, respecto al material
de soporte), se agité nuevamente durante 5min antes de ser alimentado al secador. La solucién
alimentadora tuvo un contenido de soélidos de 5%. La preparacion de las soluciones y los

experimentos de secado fueron realizados el mismo dia.

Los experimentos de secado por aspersion fueron realizados por duplicado, las condiciones

de secado empleadas fueron: temperatura de entrada y salida de 140°C y 60 °C, respectivamente.

Para los experimentos, el equipo estuvo conectado a una unidad de enfriamiento, el Inert
Loop B-295, por seguridad de operacion cuando se trabaja con solventes se usa una configuracion de
ciclo cerrado. El nitrégeno fue usado como gas inerte para prevenir una mezcla de gases explosivos.

La concentracion de Oz en el ciclo cerrado se mantuvo por debajo del 4% vol.
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Los polvos obtenidos fueron almacenados en bolsas tricapa y sellados al vacio para su

andlisis posterior.

6.3.4 Caracterizaciéon de las capsulas
6.3.4.1 Andlisis Fisicoquimicos
6.3.4.1.1 Determinacién del contenido de humedad

El contenido de humedad se determiné por pérdida de peso, empleando el método de la
estufa de vacio (AOAC 32.1.03., 1995). El método se describe en la seccién 6.3.2.1.1.

6.3.4.1.2 Determinacion de la Actividad de Agua (aw)

El contenido de Aw se determiné de acuerdo al procedimiento descrito previamente en la
seccion 6.3.2.1.2.

6.3.4.1.3 Medicién de la Temperatura de Transicion Vitrea

La temperatura de transicidn vitrea (Tg) de los materiales de soporte se determiné con un
calorimetro de barrido diferencial (TA Instrument, DSC 2500). Las muestras (2 mg) fueron colocadas
en charolas de aluminio las cuales se sellaron herméticamente para su analisis. El andlisis térmico se
realiz6 en un rango de temperatura de -50 a 150°C y una velocidad de 10 °C/min. El andlisis se llevo
a cabo por duplicado y los datos fueron procesados empleando el software TA Instrument Trios
version 4. La Tg se registr6 como la temperatura de inicio de la discontinuidad en la curva de flujo de

calor.

6.3.4.1.4 Determinacién de color

El color de las muestras fue medido con un colorimetro (HUNTER LAB Mod. MINI SCAN) que
emplea el sistema CIE La*b*. Las muestras se colocaron en charolas de plastico de 4 cm de diametro
y 1 cm de altura; el instrumento fue calibrado inicialmente con una teja blanca y una trampa de luz.
Cada medicion se realizé por triplicado. La informacion dada por L, a* y b* es expresada como el color
total de la muestra, donde L representa el grado de luminosidad o brillo, va desde negro (0) a blanco
(100), a* la tendencia de rojo (60) a verde (-60) y b* la tendencia de amarillo (60) a azul (-60).

Mediante célculos matematicos, estos valores pueden ser convertidos a hue (H°) y croma (C*).

Las formulas empleadas son las siguientes:

H° = tan’! (b*/a*) Ec. 1
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C*= [(a*)2+ (b*)2]1/2 Ec. 2

6.3.4.2 Andlisis Morfoldgico
6.3.4.2.1 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La morfologia de las microcapsulas se determiné mediante SEM con el método descrito en la
seccion 6.3.2.2.1.

6.3.4.3 Cuantificacion del Compuesto Bioactivo
6.3.4.3.1 Extraccion del compuesto bioactivo

Para determinar el contenido de fenoles totales (CFT) y la actividad antirradical (AAr) de las
capsulas, se obtuvo un extracto previo a la cuantificacion. El proceso de extraccion del compuesto

bioactivo se realizé para determinar el contenido total de acido galico.

Se dispersaron 31.2 mg bs de las capsulas en 25 mL de metanol y se colocaron en un bafio
ultrasénico durante 30 min. Posteriormente el extracto se filtré en un filtro empleando papel Whatman
# 4 y fue usado para la determinacioén del CFT. Para la evaluacién de la AAr el mismo extracto se
diluy6 1:10 con el disolvente de extraccion. Todos los extractos se almacenaron en congelacion hasta

su analisis.

6.3.4.3.2 Determinacién del contenido de fenoles totales (CFT)

Se realizé por el método de Folin-Ciocalteu, descrito por Chumark et al., (2008). Se
transfirieron 100 pl de extracto a un matraz aforado de 10 mL y 6 mL de agua destilada, y se
adicionaron 0.5 mL del reactivo Folin-Ciocalteu y se agitdé con vortex. Después de 5 min, a esta
solucién se adicionaron 1.5 mL de una solucién acuosa de NaxCOsz al 20% y nuevamente se agité. La
solucién se aforé a 10 mL con agua destilada y se dej6 reposar durante 2 h en una incubadora a 25 +
1°C y posteriormente se realizaron las lecturas espectrofotométricas (Equipar, Mod. G 10S UV-VIS) a
760 nm. La curva de calibracién se construyé a partir de una solucion stock de &cido galico con el

disolvente de extraccién a 1 mg/mL que se diluy6 para obtener 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1, 0.05 mg/mL.

Los resultados se expresaron como equivalentes de &cido galico en gramos por cada 100 g
de base seca del extracto (g EAG/100 g bs).
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6.3.4.3.3 Evaluacién de la actividad antirradical (AAr)

La determinacion se realiz6 segun lo descrito por Siddhuraju & Becker, (2003). Se afiadieron
0.1 mL del extracto a 3.9 mL de solucion metandlica de DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo) a una
concentracion de 0.025 g/L. La muestra se incubd durante 90 min a 25 £ 1 °C. La absorbancia se
medié a 517 nm en un espectrofotometro (Equipar, Mod. G 10S UV-VIS). La solucién de referencia se
prepararé con 0.1 mL del disolvente de extraccion en lugar de la muestra y 3.9 mL de solucién de

DPPH. La actividad antirradical en porcentaje fue calculada con la Ec. 3:

%AA*.P:[]—i—m]*lDD Ec.3

Donde, AAr es la actividad antirradical, Am la absorbancia de las muestras y Ar la

absorbancia de la referencia.

La curva de calibracion se construyd a partir de una solucion stock de Trolox con el disolvente
de extraccién a 1 mg/mL que se diluyé para obtener 0.3 ,0.2, 0.1, 0.05, 0.025 y 0.01 mg/mL. Los
resultados se expresaron como equivalentes de Trolox (ET) en gramos por 100 g de base seca del
extracto (g ET/100 g bs).

6.3.4.3.4 Cuantificaciéon de acido galico por HPLC

La concentracion de &cido galico se determind usando un equipo de HPLC (Varian ProStar,
Mod. 240) acoplado con un detector UV-Vis (Waters, Mod. 2487). La separacion se llevo a cabo en
una columna de fase inversa C18 (150 mm x 4.6 mm, tamafio de particula 5 um) a 35 °C. La fase
movil consistié en agua con acido acético al 2 % (disolvente A) y la fase estacionaria en acetonitrilo
con &cido acético al 2 % (disolvente B). La velocidad de flujo se mantuvo a 2 mL/min usando elucién
isocratica (60 % de disolvente A y 40 % de disolvente B) durante 12 min. Las muestras se filtraron a
través de un filtro de membrana de 0.22 um antes de la inyeccion. El volumen de inyeccion fue de 5

pL, y los picos fueron monitorizados a 260 nm. El 4cido galico se cuantific6 usando una curva de

calibracion (0.05 a 0.3 mg/mL, R?=0.999).
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6.3.4.4 Rendimiento de encapsulacion

El rendimiento de encapsulaciéon se calcul6 como la relacion del peso de las microcapsulas

obtenidas y el peso inicial de la alimentacion al secador.

Ec. 4

6.3.5 Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de significancia del 5%. Cuando se
encontraron diferencias estadisticas significativas en las medias se utilizé el método de
comparaciones multiples mediante la prueba de Tukey al mismo nivel de significancia. Se uso el

programa Minitab 16 para el analisis estadistico.
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VII.RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion del material de soporte
7.1.1 Andlisis Fisicoquimicos

7.1.1.1 Contenido de humedad y actividad de agua (aw)

En la Tabla 7 se presentan los valores obtenidos para el contenido de humedad y actividad de

agua del almidén de maiz nativo, poroso (hidrolizado) y los almidones modificados dualmente.

En el almidén de maiz nativo se obtuvo 4.88% de humedad, Garcia Rodriguez, (2011)
encontré un valor de 9.8% para almidén de maiz ceroso y por su parte, Tovar Benitez, (2008) quien
caracterizé almidén de maiz obtenido por distintos métodos de aislamiento obtuvo humedades de
6.79-8.28%, a pesar que lo reportado por ambas investigaciones son elevadas, se encuentran dentro
del intervalo de humedad reportado para los almidones de cereales. Los almidones modificados, tanto
el poroso como el dual presentaron valores elevados de humedad que oscilan entre 29 y 38 %, siendo
el almidén poroso el del valor mas alto (38.82%), debido a que por su estructura porosa presenta un
alto nimero de grupos hidroxilos expuestos que le permite formar puentes de hidrégeno con las
moléculas de agua presentes en el ambiente (Tonon et al.,, 2009). Es posible que, debido al
entrecruzamiento, los almidones (AEP) hayan presentado un contenido de humedad menor que el
poroso (AP), debido al menor nimero de grupos hidroxilos disponibles para ligar agua, ya que estos
son sustituidos por el agente entrecruzante. En otro sentido, el elevado contenido de humedad
también puede estar influenciado por el método de modificacion empleado. A manera de comparacion,
Aparicio-Saguilan et al., (2008) encontraron en almidon de platano entrecruzado, un contenido de

humedad de 3.605 %, menor que el obtenido en éste estudio.

Por otro lado, el valor de actividad de agua para el almidén nativo es de 0.513, mientras que
para los almidones modificados oscilan entre 0.992 y 0.997, son valores elevados que se

correlacionan con los resultados de humedad.

Tabla 7. Contenido de humedad y actividad de agua de los materiales de soporte.

Muestra Humedad (%, b.s.) Actividad de Agua (aw)
AN 4.88+0.709¢ 0.513 +0.000 ¢
AP 38.82+0.6732 0.992 +0.003 P
AEP4 32.27 £0.903°¢ 0.980 + 0.002 ©
AEP6 35.42 +£0.521 P 0.997 +0.001 @
AEP8 29.83+0.933¢ 0.992 +0.001P

Valor promedio de tres repeticiones + desviacién estandar
Valores en la misma columna y con diferente letra son significativamente diferentes (p<0.05)
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7.1.1.2 Temperatura y entalpia de gelatinizacién

La gelatinizacion del almidén es el colapso (interrupcion) de los 6rdenes moleculares dentro
del granulo de almidon, manifestado en cambios irreversibles en propiedades tales como
hinchamiento del granulo, fusion cristalina, pérdida de la birrefringencia, aumento en la viscosidad y
solubilidad del granulo (Singh et al., 2007). Cabe mencionar que la temperatura de gelatinizacién varia
de acuerdo con la fuente del almidén y su tamafio de granulo (Aparicio-Saguilan et al., 2006; Liu,
2005).

Las temperaturas y entalpias de gelatinizacion del almidén nativo y los almidones modificados
se muestran en la Tabla 8. El almidon nativo y el poroso presentaron temperaturas y entalpias
similares de 73°C y 9 J/g, respectivamente. Por otro lado, para los almidones entrecruzados porosos
no hubo diferencias significativas entre ellos (4, 6 y 8%); todos mostraron temperaturas de
gelatinizacion mas altas (=2°C) (Figura 7) y entalpias mas bajas, comparado con su contraparte
nativa, lo cual puede deberse a que el entrecruzamiento estabiliz6 la estructura, requiriendo més
temperatura para llevar a cabo la gelatinizacion. Esta tendencia coincide con las observaciones de
Chatakanonda et al., (2000), Chung et al., (2004), Kartha & Srivastava, (1985) y Liu et al., (2014), por
otro lado, la disminucién de la entalpia puede ser debido a que la hidrélisis enzimatica afectd las
zonas cristalinas del almidon.

Tabla 8. Temperaturas y entalpias de gelatinizacion del almidén nativo y los almidones modificados.

Muestra Tp (°C) AH (J/g)
AN 73.94+0.24° 9.70+0402
AP 73.64+0.01° 9.12 +1.42ab

AEP 4 75.63+2.66 2 6.25 +0.82b.¢c
AEP 6 75.72+0.192 443 £0.01¢
AEP 8 75.85+0.08 2 439+051°¢

Tp: Temperatura de gelatinizacion (°C); AH: Entalpia de gelatinizacién (J/g).
Valor promedio de dos repeticiones + desviacion estandar
Valores en la misma columna y con diferente letra son significativamente diferentes (p<0.05)

Chatakanonda et al., (2000) entrecruzaron almidén de arroz con un 9.2, 26.2 y 29.2% de
STMP/STPP, observaron que la temperatura de gelatinizacién aumento significativamente, conforme
aumentaba el grado de entrecruzamiento; sin embargo, informaron que la entalpia de gelatinizacién
no se vio afectada por el entrecruzamiento. Estos autores atribuyeron que la introduccion de grupos
fosfatos por STMP en el almiddn tenso la estructura molecular y, por lo tanto, se gelatinizé a una
temperatura mas alta. Lo anterior coincide con lo reportado por Liu et al., (2014), quienes estudiaron el

efecto del almidén oxidado-entrecruzado de maiz.
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Kartha & Srivastava, (1985) reportaron resultados similares con almidones de maiz
entrecruzados con epiclorhidrina, indicando que los almidones con mayor grado de entrecruzamiento

mostraban entalpias de gelatinizacion menores.

Los bajos valores de AH de los almidones modificados (AEP) indican que se requiere una
menor cantidad de energia para llevar a cabo la gelatinizacién. Chavan et al., (1999) y Adebowale et
al., (2006) afirman que la gelatinizacion involucra el desdoblamiento y la fusiéon de las cadenas
externas de amilopectina que estan empacadas junto con las dobles hélices en racimos, mientras que
el cambio de entalpia (AH) se debe principalmente al desdoblamiento de las dobles hélices méas que a
la destruccion de la cristalinidad. Sin embargo, se sugiere un estudio de difraccion de rayos X para

observar los cambios en la cristalinidad de los almidones modificados dualmente.

Figura 7. Termograma del almidon nativo y los almidones modificados.
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7.1.1.3 Perfil de viscosidad

En los perfiles de viscosidad se observa una diferencia entre el comportamiento obtenido para
el almidén nativo, el poroso y para los almidones modificados dualmente, estos Ultimos presentaron
menor viscosidad durante el perfil completo (Figura 8). En la etapa de calentamiento, la viscosidad
aument6 gradualmente hasta alcanzar un valor maximo. La viscosidad maxima a una concentracion
dada refleja la capacidad de los granulos a hincharse libremente antes de su desintegracion fisica
(Adebowale & Lawal, 2003).

La modificacion quimica conduce a un cambio considerable en las propiedades reolégicas de
los almidones. La viscosidad del almidén puede ser incrementada o reducida mediante la aplicacion

de una modificacion quimica adecuada (Adebowale & Lawal, 2003).

El almidén nativo (AN) y el poroso (AP) presentaron valores de viscosidad superior, 1.674
Pa.s y 0.712 Pa.s, respectivamente, ambos a una temperatura de 90°C (Figura 8a). Por el contrario,
los almidones entrecruzados porosos presentaron valores muy bajos de viscosidad (Figura 8b), por lo
que no se observé un perfil de viscosidad definido. A una T=70°C, se observa una tendencia de la
viscosidad a disminuir, al aumentar la concentracion del agente entrecruzante, esto es debido a que
los enlaces cruzados logran estabilizar la estructura granular del almidén. Este comportamiento
coincide con lo reportado por Hirsch & Kokini (2002) quienes atribuyen que la viscosidad mas baja de
la muestra altamente entrecruzada se atribuye a la mayor densidad de enlaces cruzados. Otro punto
importante es la modificacién enzimatica, debido a que el almidén poroso tiene una menor capacidad
de hinchamiento, y, por lo tanto, la viscosidad disminuye. Esto puede observarse en la Figura 8a, la
tendencia del AP en comparacion con el AN. Presumiblemente, la modificacion dual ayudé a reducir

considerablemente la viscosidad del almidén nativo.

Durante la fase de coccion (T=90°C) el almidon nativo (AN) tuvo un notable decrecimiento,
mientras que el almidon poroso (AP) y los almidones entrecruzado porosos (AEP) mantuvieron una
tendencia constante de viscosidad, estos resultados indican que el nivel de entrecruzamiento logré
estabilizar las zonas amorfas (amilosa) del almidén. Se ha reportado que la amilosa es mas
susceptible a formar enlaces cruzados con el trimetafosfato de sodio tendiendo a disminuir la

reasociacion de las cadenas durante el enfriamiento.
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b)

Figura 8. Perfiles de viscosidad del a) almidén nativo (AN) y poroso (AP) y b) los
almidones modificados duales (AEP) con diferentes cantidades de agente
entrecruzante, 4, 6 y 8%.
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7.1.2 Andlisis Morfoldgico

La morfologia de los granulos de almidén de maiz nativo y almidén modificado se observaron
por SEM, como se muestra en la Figura 9. El almidén de maiz nativo (AN), mostré una forma granular
redonda y poligonal, con una superficie relativamente lisa, caracteristica de dicho almidén (Gao et al.,
2014; Zhang et al., 2012). El almidon de maiz nativo muestra algunos poros en la superficie del
granulo. Esta observacion es consistente con los resultados de Fannon et al., (1992) quienes
informaron que algunos granulos de maiz tienen pequefas aberturas (poros) distribuidos al azar sobre
sus superficies, presentandose en distintos grados. Estos resultados coinciden con diversos reportes
que indican que el almidon nativo de maiz presenta poros y canales Dura et al., (2014); Karim et al.,
(2008) y Zhang et al., (2006).

Los granulos de almidén hidrolizado (AP) muestran una estructura granular también redonda
y poligonal, pero la superficie presenta muchos poros grandes, en donde algunos se han fusionado
entre si dando como resultado un tamafio de poro més grande, ocasionados por la hidrélisis
enzimética a la que fueron sometidos. La exoactividad de la glucoamilasa y la endoactividad de la a-
amilasa parecen funcionar sinérgicamente para “perforar’ y ensanchar los poros en los granulos de
almidon. La presencia de poros en los granulos de almidon maiz nativo, proporciona sitios potenciales
para el atague enzimatico inicial, que posteriormente son usados como canales para la entrada de

enzimas al interior del granulo (Fannon et al., 1992; Huber & BeMiller, 1997).

Helbert et al., (1996) describieron el proceso de hidrdlisis; primero, las enzimas se difunden
aleatoriamente en la superficie de los granulos, posteriormente la hidrélisis comienza en estos puntos,
avanza radialmente hacia el centro (hidrélisis dirigida de superficie a nlcleo) y esto da como resultado
la formacion de un poro y consecuentemente un canal hacia el nacleo del granulo. Finalmente, la
enzima queda atrapada dentro del granulo y causa hidrdlisis local regulada por difusién, que se

extiende gradualmente (hidrélisis de regiones y capas).

Por lo que se refiere a los almidones modificados dualmente (AEP) se observa una
disminucién del nimero de poros con respecto al AP, esto puede deberse al efecto del
entrecruzamiento que fortalece las uniones entre las cadenas impidiendo que las enzimas actlden en
esa zona, dando como resultado el distanciamiento de poros entre si (Sitohy & Ramadan, 2001).
Estos resultados concuerdan con la baja viscosidad observada en los almidones modificados

dualmente.

Entre los almidones (AP y AEP) se muestran pequefias areas residuales aparentemente no
atacadas por la enzima, Karim et al., (2008) observaron resultados similares, atribuyendolo a la
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capacidad de los granulos de adsorber la enzima. Visualmente no se observan diferencias entre los
almidones porosos con diferentes cantidades de agente entrecruzante, a excepcion del AEP-8 el cual
presenta algunos granulos con poros relativamente superficiales, atribuyéndose este hecho a una

cantidad de agente entrecruzante mayor.

Figura 9. Microscopia electronica de barrido del almidon nativo (AN),
almidon poroso (AP) y almidones entrecruzados porosos (AEP) con

diferentes cantidades de agente entrecruzante, 4, 6 y 8%.
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7.1.3 Analisis Estructural
7.1.3.1 Espectros FT-IR

Se utilizé la espectroscopia infrarroja para estudiar los cambios en la estructura quimica de las
moléculas de almidén resultantes de la modificacion dual. El espectro de absorcion infrarroja del
almidén nativo, almidén poroso y los almidones entrecruzados porosos se muestran en la Figura 10.
No se logré detectar cambios significativos en el patrén de espectroscopia FTIR de los almidones
modificados, comparandolos con su contraparte nativa. Se encontraron sefiales caracteristicas de la

molécula del almidén, por ejemplo, los picos a 2945 cm™ se atribuyen al estiramiento C-H, mientras

que la banda extremadamente ancha que aparece a 3300 cm™ se asocia con las vibraciones de

estiramiento del grupo hidroxilo.

De acuerdo con la estructura quimica de STMP y la vibracion de estiramiento de los
compuestos de éster de fosfato, existe una banda de absorcion para P-O-C a 810 cm™, y para el
enlace P=0 a 1210 cm™ (Peng et al., 2011), estos picos no fueron detectados en el espectro de las
muestras del almidén entrecruzado poroso, dada la sensibilidad del equipo y la concentracién tan baja
de agente entrecruzante resultd dificil observarlos (Gao et al., 2014), probablemente porque las

sefiales quedan inmersas y se solapan con las sefiales del almidén, observandose iguales.

Por otra parte, la hidrélisis enzimatica no conduce a un cambio en la estructura molecular del
almidon. Por lo tanto, los grupos funcionales del almidén poroso de maiz son similares al almidéon de
maiz nativo. No obstante, se observa una disminucién de los picos de absorcién caracteristicos en el
AP, a causa de que la formacion de poros da como resultado una reduccién de la densidad granular
del almidén (Zhang et al., 2012a).
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Figura 10. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier del agente entrecruzante, del

almidon nativo y almidones modificados.
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7.2 Caracterizacion de las microcapsulas
7.2.1 Andlisis Fisicoquimicos

7.2.1.1 Contenido de humedad y actividad de agua (aw)

El agua puede existir en los alimentos en forma libre, ligada y como agua de hidratacion
(Fernandez, 2000). Los microorganismos necesitan la presencia de agua de una manera disponible,
es decir, en forma libre, para llevar a cabo sus funciones vitales. Cuando éstos se encuentran en un
medio con baja actividad de agua, su crecimiento se detiene, manteniéndose en condiciones de

latencia.

Los contenidos de humedad y aw son pardmetros muy importantes que desempefian un papel
importante en la evaluacion de la calidad del polvo, la vida util y la retencién de bioactivos (Sharif et
al., 2017). En la Tabla 9 se muestra el contenido de humedad y de actividad de agua de las
microcapsulas obtenidas con el almidén nativo, el poroso y los almidones modificados duales. En
resumen, las microcapsulas presentaron valores de humedad entre 2.57% a 4.44%; y de actividad de
agua entre 0.36 a 0.54, estos valores se encuentran por debajo de la actividad de agua minima
requerida para el crecimiento y proliferacion de los microorganismos (aw > 0.60) (Badui Dergal, 2006),
lo cual resulta favorable para la estabilidad de la microcipsulas. También se observa que a medida
que la concentracién de agente entrecruzante aumenta, el contenido de humedad y de actividad de
agua de las muestras disminuye, esto podria estar influenciado con el excedente de agua de la

alimentacion por parte del contenido de humedad inicial del material de pared.

Tabla 9. Contenido de humedad y actividad de agua de las microcapsulas del almidén nativo y los

almidones modificados.

Humedad (%, b.s.) Actividad de Agua (aw)

AN-1 2.68+0.275b 0.439 + 0.005 ¢
AN-2 3.26 +0.093 P 0.540 + 0.000 @
AP-1 2.65+0.074 b 0.363 +0.002 9
AP-2 3.15+0.011b 0.472 +0.001 b
AEP 4-1 4.44 +0.300 2 0.478 +0.001 P
AEP 4-2 3.26 +0.517b 0.464 +0.000 ©
AEP 6-1 2.92 +0.398 P 0.382 +0.005 f
AEP 6-2 2.81+0.652 P 0.416 +0.001 ©
AEP 8-1 2.57 +0.198 b 0.365 + 0.003 ¢
AEP 8-2 2.78+0.269 P 0.377 +0.003 f

Valor promedio de tres repeticiones + desviacién estandar

Valores en la misma columna y con diferente letra son significativamente diferentes (p<0.05)
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El almidén entrecruzado poroso 4% (AEP 4-1) presenta el valor més alto de humedad,
mientras que el resto de los tratamientos no mostraron diferencias significativas entre si. Por otra
parte, la muestra con valor mas elevado de actividad de agua fue el almidén nativo (AN-2), se puede
observar que los valores correspondientes a este parametro cambian significativamente dependiendo

del material de soporte usado.

Los valores de contenido de humedad reportados por (Loksuwan, 2007) quien encapsul6 B-
caroteno con matodextrina y almidén nativo y modificado de tapioca, fueron de 2.11, 6 y 3.12%,
respectivamente; valores similares a los encontrados en el presente trabajo, a diferencia de Palma-
Rodriguez et al., (2013) quienes encapsularon acido ascérbico con almidones de diferentes fuentes
botanicas, obtuvieron 1.5% de humedad en la muestra de almidén de maiz modificado siendo un valor
muy inferior en comparacion a los encontrados en este estudio, ellos atribuyeron las diferencia en el

contenido de humedad a la estructura de granulos y viscosidad de los almidones.

7.2.1.2 Evaluacién de color

El color al igual que el sabor, son quiza los atributos de calidad mas importantes de los
productos deshidratados, desde el punto de vista de aceptacion del consumidor. Los alimentos, ya sea
en forma natural o procesada, poseen un color y sabor caracteristico, por los cuales son identificados
por el consumidor, por lo que, cualquier cambio en los mismos puede ocasionar su rechazo. De
acuerdo con las investigaciones realizadas, se sabe que el color del alimento es fuertemente afectado
durante los procesos de secado, desarrollando un mayor obscurecimiento a medida que se

incrementa la temperatura y/o el tiempo de secado (Ren & Chen, 1998).

Teniendo en cuenta esto, el secado por aspersion ofrece ciertas ventajas con respecto a otros
meétodos de secado, como secado convencional con aire caliente y secado combinado de microondas
al vacio con aire caliente, en los cuales el producto es expuesto a elevadas temperaturas y/o largos
periodos de tiempo o bien, no hay uniformidad en el proceso generando zonas de mayor
calentamiento en el producto, lo que conduce a una reduccion significativa de su calidad. El secado
por aspersion involucra tiempos de residencia cortos del producto en el secador, por lo que puede
aplicarse incluso para el procesamiento de productos termo sensibles, de esta manera, el sabor,
aroma y color del alimento son menos afectados, y combinandolo con algun material de soporte, estas

propiedades pueden ser mejoradas (Paramo, 2005).

Los cambios en el color de los polvos de las microcdpsulas y sus correspondientes

conversiones en angulo hue (H°) y croma (C*) son comparados en la Tabla 10.
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Se observa que cuando se us6 almidon entrecruzado poroso (AEP) el valor de L* aument6
hasta 93.57 en comparacion con el valor de L* del almidon nativo (87.42) y el poroso (91.26), este
aumento es favorable, ya que indica mayor blancura en los microencapsulados, aumentando las

posibilidades de ser usado en la industria alimenticia.

Tabla 10. Pardmetros de color de las microcéapsulas.

L a* b* He c*
AN-1 85.32+0.34 ¢ 0.17+0.27 b:c 196 +025ab  043+1.712 1.98+0.22abc
AN-2 87.42 £0.74d.¢ 0.17 £0.31 b.c 2.98 +0.502 045+1.712 3.00+0.482
AP-1 86.62+0.33de 1.03+0.712 2.42 +0.6829  1.05+0.002 2.79+0.78 20D
AP-2 91.26+0.12abc  .019+0.21%¢ 180 +0.45ab  .146+0.092 1.82+0.46ab.c
AEP 4-1 9357+0.692 0.003+0.21h¢ 209 +0.22aP (052+1.712 2.10+0.22 ab.c
AEP 4-2  91.87+0.962aPb -0.27+0.12°¢ 1.73 £+0.1429  .142+0.052 1.75+0.16 ab.c
AEP 6-1 89.07+0.61bcd .045+0.44¢ 1.85 +0.652b  -136+0.142 1.91+0.74abc¢
AEP 6-2  89.23+0.98hcd  0.62+0.34a0 1.98 +0.39ab  125+0212 2.11+0.28ab.c
AEP8-1 89.12+0.31¢d -0.07+0.21bc 1,01 +0.83P 0.52+1.492 1.04+0.57¢
AEP 8-2 91.29+167abc .051+0.12¢ 1.41 £0.35P -1.21+0.092 1.51+0.34b¢

Valor promedio de tres repeticiones + desviacion estandar
Valores en la misma columna y con diferente letra son significativamente diferentes (p<0.05)

En cuanto a los pardmetros a* y b*, se observo una disminucién de los valores cuando se
emplean los AEP como materiales de soporte, esto puede ser resultado de la modificacion realizada.
También se observa que ambos valores tienden a cero, lo cual es congruente dado que la muestra
presenta un color blanco. Cabe mencionar que, el parametro b* se encuentra relacionado con el
desarrollo de reacciones de Maillard, las cuales se favorecen en presencia de oxigeno y humedad

(Paramo, 2005), considerando lo anterior, resulta favorable haber obtenido valores bajos.

El angulo hue (H°) representa la tonalidad o color (rojo, amarillo, azul y verde) (Clydesdale, 1969). Los
microencapsulados muestran valores muy cercanos a cero, indicando que no hay color en ellas. El
pardmetro croma (C*) esta relacionado con los valores de a* y b* e indica la intensidad de la
tonalidad, las muestras presentaron valores bajos, es decir una tendencia al color blanco.
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7.2.1.3 Transicion vitrea de las microcpsulas

La temperatura de transicién vitrea (Tg) ocurre cuando el material cambia de un estado vitreo
a uno gomoso, a una velocidad de calentamiento dada. Las propiedades de Tg de los polimeros son
cruciales para la estabilidad de los productos; generalmente la literatura recomienda matrices
semicristalinas, ya que son mas estables debido a la baja movilidad del agua de las matrices, lo que
ralentiza la difusién de oxigeno que altera la estabilidad del compuesto activo (Champagne & Fustier,
2007).

En la Tabla 11 se muestran los resultados de las temperaturas de transicion vitrea de las
microcapsulas obtenidas por secado por aspersién. De manera general, se observan valores de Tg
entre 58 y 63 °C, lo que indica que los polvos estaban en un estado vitreo a temperatura ambiente,
aunque estadisticamente no se encontré diferencia significativa entre todas las muestras. Un valor
similar fue encontrado por Cai & Corke, (2000) para las microcapsulas con almidén ceroso fosforilado
de maiz, presentando una Tg de 58 °C a una HR de 32 %. Valores de Tg més bajos (50.63 °C) fueron
encontrados en el estudio realizado por Ramakrishnan et al., (2018) para microcapsulas preparadas

con almidén modificado con anhidrido octenil succinico (OSA). Por otro lado, Fernandes et al., (2014)
reportaron un valor mas elevado para el aceite esencial de romero usando CAPSUL® un almidén

modificado comercial, de 85.1°C. La temperatura de transicién vitrea se ve afectada por varios
parametros, como el peso molecular, la estructura quimica y el contenido de humedad del material
(Bhandari & Hartel, 2005).

Tabla 11. Temperatura de transicion vitrea de las microcapsulas.

Muestra Tg (°C)
AN-1 62.18 +1.90 2
AN-2 62.72+1.222
AP-1 59.34+0.912
AP-2 60.91 +2.06 2

AEP 4-1 58.81+0.54 2

AEP 4-2 61.40 +£2.99 2

AEP 6-1 59.11 £+ 0.06 2

AEP 6-2 61.68+0.44 2

AEP 8-1 63.57+£3.12 2

AEP 8-2 61.37+£1.002

Valor promedio de dos repeticiones + desviacion estandar
Valores en la misma columna y con diferente letra son significativamente diferentes (p<0.05)

Diversos investigadores han evaluado la temperatura de transicion vitrea en funcién de la aw
con la finalidad de predecir la estabilidad del polvo durante el almacenamiento. Un ejemplo es el

estudio realizado por Palma-Rodriguez et al., (2013) quienes acondicionaron las microcapsulas en
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atmosferas de soluciones salinas durante una semana a cinco diferentes valores de HR, con esto
observaron que la Tg disminuia con el aumento de aw, lo que indica que el agua actia como un
plastificante en la matriz de almidén. Esta tendencia también fue observada por Righetto & Netto,
(2005). Es conveniente la realizacién de este estudio para las microcapsulas obtenidas en el presente

trabajo, para evaluar la estabilidad del producto.

7.2.2 Anélisis Morfolégico

Las microcapsulas obtenidas mediante secado por aspersion, con los diferentes materiales de
pared, fueron observadas por microscopia electronica de barrido (SEM), ya que esta técnica
proporciona informacion sobre la apariencia de la superficie, la forma, la integridad y porosidad
superficial de las microcapsulas.

En la Figura 11 se presentan las micrografias magnificadas 2000 veces. De manera general,
las micrografias muestran particulas irregulares con una amplia distribucion de tamafios, causando
aglomerados. Las microcapsulas generadas por almidén nativo, poroso y almidén entrecruzado
poroso con 4% de STMP (AEP 4) muestran morfologias similares, particulas irregulares, superficie
abollada y aglomeracién; por otro lado, en las micrografias obtenidas con almidén entrecruzado
poroso 6 y 8% de STMP (AEP 6 y AEP 8) se observan particulas esféricas con superficie lisa;
también, se observa la formacion de cuellos entre los granulos (coalescencia), dando un aspecto
fundido. Este aspecto puede ser atribuido a la modificacién del orden interno del granulo de almidon,
ya que la disminucién del cambio de entalpia (AH) indica que la zona cristalina fue afectada. Teniendo
en cuenta esto, se infiere que, al momento de la aspersion la estructura granular del almidén al ser

mas susceptible, colapsa, adoptando la forma de la gota y formando las microcapsulas.

Morfologias similares obtuvieron Georgetti et al., (2008), quienes encapsularon extracto de soya
empleando almidén comercial como material de pared, observaron particulas amorfas resultado de la

aglomeracion.
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Figura 11. Microscopia electrénica de barrido de las microcapsulas conteniendo

acido gélico obtenidas con diferentes materiales de soporte. Parte .
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Figura 12. Microscopia electrénica de barrido de las microcapsulas conteniendo

acido gélico, obtenidas con diferentes materiales de soporte. Parte II.
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7.2.3 Cuantificacion del Compuesto Bioactivo
7.2.3.1 Determinacion del contenido de fenoles totales (CFT)

Los resultados obtenidos del contenido de fenoles totales en las microcapsulas se muestran
en la Tabla 12. Se encontré6 un valor maximo significativo de 47.65 g EAG/100g usando almidon
entrecruzado poroso con 8% de STMP (AEP 8-2) y un valor minimo de 36.38 g EAG/100g con la
muestra de almidén entrecruzado poroso con 4 % de STMP (AEP 4-2), cabe mencionar que con esta
muestra en particular se tuvo dificultad al alimentar al secador, pues se formaron pequefios grumos

como remanente, a causa de esto puede deberse el bajo contenido de fenoles totales.

En la Tabla puede observarse que los almidones nativos (AN) y porosos (AP) mostraron los
valores mas bajos (< 40.61 g EAG/100g bs) y entre ellos no se observo diferencias significativas. Esto
indica que empleando almidones modificados duales (AEP) como material de soporte, hay una mayor

retencion del compuesto bioactivo.

Del Juncal (2016), encapsulé jugo de zapote negro usando almidones modificados de arroz y
realiz6 una cinética del contenido de fenoles totales, en el dia 3 reporté un contenido de compuestos
fendlicos de 700 mg EAG/100 g bs. Por su parte, Diaz et al., (2015) encapsularon jugo de Rubus
fruticosus usando como material de pared maltodextrina ED 10, reportando un valor de fenoles totales
de 292.36 mg EAG/100 g bs. Estos valores son inferiores a los reportados en este estudio, diferencia
atribuida principalmente al compuesto encapsulado, hay que tener presente que en este estudio se
encapsulé un compuesto puro.

Tabla 12. Contenido de fenoles totales (CFT) y Actividad antirradical (AAr) de las microcapsulas.

Muestra CFT DPPH % Inhibicién
(g EAG/100g bs) (g ET/100g bs)
AN-1 39.24+2.284de 123.03+19.13°¢ 49.13+761°¢
AN-2 39.67+0.30d¢e 121.37 +19.78 ¢ 48.47+7.87 ¢
AP-1 40.61+0.87¢de 140.43 +8.85 b ¢ 56.05 + 3.52 b ¢
AP-2 38.05+1.36d¢e 147.81+6.98 b.c 58.99+2.78 b.¢c
AEP 4-1 4436 +0.93abc¢ 169.59 + 3.76 &b 66.82+0.42 ab
AEP 4-2 36.38+3.27¢ 148.82 +6.95 b.¢c 60.34 +2.57 b.c
AEP 6-1 45.89+0.62ab 167.34 +9.53 &b 66.76 +3.79 &b
AEP 6-2 4220+ 1.15b.¢.d 151.19 + 6.46 b.c 59.39+2.76 b.¢
AEP 8-1 46.49 +1.703b 165.46 + 3.39 &b 66.01+1.343P
AEP 8-2 47.65+1.772 174.98 +2.34 2 69.80 +0.93 2

Valor promedio de tres repeticiones + desviacién estandar

Valores en la misma columna y con diferente letra son significativamente diferentes (p<0.05)
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7.2.3.2Evaluaciéon de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante de las microcapsulas se evalu6 mediante el ensayo de DPPH, ya
que es ampliamente usado para la medicion de la capacidad de captacién de radicales libres en
alimentos. Gracias a su actividad de oxidacion-reduccion, los polifenoles tienen propiedades
antioxidantes que hacen que estos compuestos sean excelentes donantes de hidrégeno, estabilizando
varios radicales libres, como especies reactivas de oxigeno. En este mismo sentido, diversos autores
destacan que existe una correlacion positiva entre el contenido fendlico y la actividad antioxidante
(Fujita et al., 2013; Souza et al., 2014; Tolun et al., 2016). Asi mismo, en el presente trabajo (Tabla

12) observamos un aumento de la actividad antioxidante con el aumento del contenido fendlico.

Las microcapsulas elaboradas con almidén nativo y almidén poroso presentaron valores de
actividad antioxidante bajos (< 147.81 g ET/100g bs), posiblemente a la pobre proteccion del material
de pared resultando una mayor degradacion del compuesto bioactivo. Por el contrario, cuando se us6
almidon entrecruzado poroso como material encapsulante, la actividad antioxidante aumento, siendo
el AEP 8-2 el que presenté el méximo valor (174.98 g ET/100g bs), concordando con lo antes
mencionado, debido a que también presenté mayor contenido de fenoles totales. Los altos valores de
actividad antioxidante indican que empleando almidén entrecruzado poroso con 8% de STMP, se
logra una menor degradacion de compuesto bioactivo encapsulado.

Diversos autores reportan la actividad antioxidante en términos de porcentaje (%) de
inhibicién, a causa de esto y para tener una mejor comparacion, estos datos se expresan en la Tabla
12. Georgetti et al., (2008) evaluaron el efecto del secado por aspersiébn sobre la actividad
antioxidante del extracto de soya, empleando almidén y maltodextrina como material de soporte.
Reportan valores de 50.3% usando almidén y 52.8% empleando maltodextrina. Por otro lado,
Krishnaiah et al., (2012) encapsularon extracto de Morinda citrifolia L. utilizando como material de
pared maltodextrina, evaluaron distintas temperaturas entrada, para efectos de comparacién se
consider6 140°C, reportando un valor de 11.9% de inhibicién, sin embargo obtuvieron una menor
degradacion de antioxidantes empleando una temperatura de entrada a 90°C (28 %). Ambos trabajos

reportan valores inferiores a los encontrados en este estudio.

7.2.3.3 Recuperacion de acido galico

Los resultados al evaluar la recuperacién de acido gélico se describen en la Tabla 13. Se
observa que la recuperacion de &cido gélico con el almidén nativo y el almidén poroso oscilan en un
80%, asi mismo, los resultados obtenidos con estos materiales de pared fueron mayores a lo
reportado por Robert et al., (2012), quienes reportaron una recuperacion de 54.9% de &cido galico

mediante secado por aspersion usando almidon de papa nativo. Por su parte, Loksuwan (2007)
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reporté una recuperacion de B-caroteno de 68.35% empleando almidén de tapioca nativo como

material de soporte.

Los resultados muestran una tendencia a aumentar la recuperacién de acido galico en las
microparticulas conforme se eleva la cantidad de agente entrecruzante del almidén modificado dual,
obteniéndose una mayor retenciéon del compuesto activo cuando se utiliza el almidén entrecruzado
poroso con 8% de STMP (100%) como material de soporte. El alto valor de retencién de acido galico
indica que el almidén modificado dual es una buena opcion para la encapsulacién de compuestos
bioactivos. Sin embargo, se sugiere que se realicen lavados de las microcapsulas para cuantificar la

cantidad de acido galico superficial y de esa manera evaluar la eficiencia de la encapsulacién

La encapsulacién de acido galico por parte de Robert et al., (2012) con almidén de papa
acetilado mostré una retencién de 74.3% de AG, menor que el encontrado en el presente estudio, se
atribuye que la formacion de aglomerados en las microcapsulas influyé en la mayor retencién del
compuesto bioactivo. Por otra parte, Palma-Rodriguez et al., (2013) encapsularon acido ascorbico

(AA) empleando almidon maiz modificado y obtuvieron un 64.4% de AA.

Tabla 13. Rendimiento de secado y recuperaciéon de acido galico en las microcapsulas con almidén

nativo, poroso y almidones modificados duales.

Recuperacion

Muestra Inicial Final % Rendimiento
(g AG/g ss) (g AG/g ss) (%)
AN-1 0.204 0.180 88.23 46.00
AN-2 0.204 0.220 98.22 44.27
AP-1 0.237 0.206 86.63 44.57
AP-2 0.237 0.186 78.16 40.75
AEP 4-1 0.230 0.191 83.27 46.03
AEP 4-2 0.230 0.211 91.80 42.11
AEP 6-1 0.233 0.228 97.87 49.70
AEP 6-2 0.233 0.212 90.72 50.70
AEP 8-1 0.227 0.227 100 47.48
AEP 8-2 0.227 0.227 100 49.69
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7.2.4 Rendimiento de secado

El rendimiento de secado refleja el porcentaje de microcapsulas obtenidas con respecto a la
cantidad total de material (compuesto activo + material de pared). El rendimiento de secado para las
muestras se presenta en la Tabla 13, se observa que oscilé entre un 40 y 50%, obteniendo un mayor
rendimiento cuando se empledé almidon entrecruzado poroso con 6% de STMP. Algunos
investigadores reportan que diversos factores pueden afectar el rendimiento de los productos secados
por aspersion, como las condiciones de funcionamiento del equipo (Ersus & Yurdagel, 2007; Jangam
& Thorat, 2014; Souza & Oliveira, 2006) , el tipo de material de soporte (Couto et al., 2011; Krishnan et
al., 2005) y la relacién pared:nucleo (Frascareli et al., 2012; Hogan et al., 2001).

Krishnaiah et al., (2012) a una relacién 4:1 (pared:nucleo), observaron que cuando empleaban
temperatura de entrada elevadas (140 °C), las particulas se acumulaban en la pared de la camara, y
por lo tanto, el rendimiento disminuia a 20.74 %, atribuyéndolo a un bajo contenido de humedad de las
particulas que tendian a depositarse en la pared de la cdmara. Al contrario, en este trabajo no se
observé que las particulas se adhirieran a la cAmara de secado, sino que las particulas grandes

precipitaron.

En otros trabajos se han obtenido rendimiento de secado mas alto; por ejemplo, en la
encapsulacion de luteina con una mezcla de almidén poroso se obtuvieron valores de 92% (Wang et
al 2012), curiosamente a una temperatura de entrada de 190 °C, es evidente que los factores que
afectan son muchos. Por lo que es recomendable realizar pruebas de optimizacion, para incrementar

el rendimiento de los polvos.
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VIIl.  CONCLUSIONES

La modificacién dual afecté la estructura del almidén, lo que se vio reflejado en las
propiedades de gelatinizacion y del perfil de viscosidad, dado que mostraron diferencias significativas
con respecto a su contraparte nativa. El proceso de hidrélisis enzimatica parcial permitié la formacién
de poros en los granulos de almidén. No se detectaron cambios en los estudios realizados por
espectroscopia infrarroja, debido a la baja concentracion del agente entrecruzante, sin embargo, los
analisis de viscosidad, térmicos y morfoldgicos confirmaron la modificacién de la estructura granular

del almidon.

Las microcapsulas elaboradas con almidones modificados presentaron mayor blancura,
aumentando las posibilidades de ser usado en la industria. Por otro lado, las microcédpsulas
presentaron temperaturas de transicion vitrea mayores a la temperatura ambiente, lo que indica
estabilidad. En cuanto a la morfologia, se observaron particulas irregulares y una evidente

aglomeracion.

Las microcapsulas secadas con almidén entrecruzado poroso con 8 % de STMP presentaron
una mayor retencién del compuesto activo y una menor degradacién del mismo. En cuanto al

rendimiento de secado, no se apreciaron diferencias empleando los distintos materiales de soporte.

Las caracteristicas obtenidas del almidén modificado dualmente se acercan mucho a las
caracteristicas de los materiales de soporte, sin embargo, se recomiendan mas estudios e
investigaciones durante un periodo de tiempo mas largo y continuo para obtener una mayor

confiabilidad y resultados concluyentes.
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IX. PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

Se sugiere evaluar diferentes condiciones de operacion del proceso de secado por aspersion,
incluyendo diferentes temperaturas de entrada y de salida del gas de secado, ademas, probar
diferentes relaciones de material de pared y compuesto bioactivo, para conocer su efecto sobre la

retencion del compuesto bioactivo en las microcapsulas.

Es importante realizar estudios de estabilidad y eficiencia de encapsulacién en las
microcapsulas obtenidas para evaluar la viabilidad del almidén modificado como material de pared. De
igual forma se sugiere realizar estudios de liberacion controlada del compuesto de interés y estudios

de biodisponibilidad de las microcapsulas obtenidas.
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Figura 13. Curva estandar para la cuantificacién de fenoles totales.
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