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RESUMEN

En el presente trabajo se estudié el efecto del tratamiento de hidrdlisis
enzimatica a las 16 y 20 horas sobre las caracteristicas morfologicas, fisicoquimicas
y estructurales de almidén de maiz, y su efecto protector en microcapsulas de acido

ascorbico.

Para obtener el almidon modificado, la hidrdlisis enzimatica se llevo a cabo
con las enzimas a-amilasa y amiloglucosidasa, resultando un aumento del numero
de poros y del area superficial afectada conforme se expuso mas tiempo el almidén
a la accién enzimatica. El contenido de amilosa aumentd conforme el tiempo de
hidrdlisis enzimatica, dando como resultados 22.2+0.3%, 27.410.2% y 28.7+0.4%
para almidones nativo e hidrolizados 16 y 20 h respectivamente. La cristalinidad del
granulo de almidon se estudio con la técnica de difraccion de rayos X, y la hidrolisis
enzimatica modificé el patrén de difraccidn de rayos X y aumenté significativamente
la cristalinidad, presentando valores de 28.1%, 40.1% y 60.8% en la parte nativa, la
hidrolizada por 16 horas y 20 horas respectivamente. Las propiedades térmicas
mostraron menores valores de AH y aumento en las temperaturas de gelatinizacion
en los almidones hidrolizados enzimaticamente en su comparacion con los nativos.
La determinacién del tamafio de particula del almidén de maiz nativo e hidrolizados
durante 16 y 20 h se determiné mediante difraccion de rayos laser y mostrd valores
de 15.83, 14.97 y 14.72 micrometros respectivamente. Se puede observar una ligera
reduccion con el aumento del tiempo de hidrdlisis, posiblemente debido a la erosién

enzimatica superficial.

Los almidones modificados enzimaticamente (16 y 20 h) en mezcla con goma
arabiga en una proporcion 85:15 fueron utilizados para encapsular acido ascorbico
mediante secado por aspersion. Se evaluaron las caracteristicas morfoldgicas de
las microcapsulas mediante microscopia electronica de barrido, el tamafo de
particula, la aw y humedad, la eficiencia de microencapsulacion (superficie y
retencion), la estabilidad de acido ascérbico mediante un estudio de envejecimiento
acelerado y la bioaccesibilidad mediante un estudio de digestion in vitro y su
cuantificacion por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Las



microcapsulas obtenidas con almidones hidrolizados enzimaticamente en mezcla
con goma arabiga se compararon con controles (microcapsulas de malanga y con
microcapsulas de goma arabiga). Las microcapulas formadas por almidon
modificado de maiz mas goma arabiga presentaron morfologia variada, con una
distribucion tamafo de particula diferente. Las microcapsulas formadas con almidén
nativo de malanga formaron agregados similares a “palomitas de maiz’. Las
microcapsulas obtenidas con almidones modificados enzimaticamente presentaron
un menor porcentaje de retencion de vitamina C, con valores alrededor del 70% y
las otras compuestas de malanga y goma arabiga alrededor del 90%; sin embargo,
la degradaciéon de acido ascorbico fue menor durante el almacenamiento en el
almidon hidrolizado enzimaticamente por 16 horas. Entre las microcapsulas
obtenidas con los almidones modificados, las obtenidas con almidon de maiz
modificado por 16 horas presentaron una degradacion de acido ascorbico
significativamente menor durante el almacenamiento. Las microcapsulas que
presentaron menor aw y contenido de humedad fueron las formadas por goma
arabiga, seguidas de las de almidon modificado por 16 horas en mezcla con goma

arabiga.
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L INTRODUCCION

La microencapsulacion constituye un enfoque prometedor para proteger
ingredientes activos y/o sustancias sensibles al ambiente, reducir la reactividad y
mejorar la estabilidad de los compuestos en el exterior, y/o permitir una liberacién
controlada del material del nucleo al ambiente exterior, entre otros (Bansode,
Banarjee, Gaikwad, Jadhav y Thorat, 2010; De Azeredo, 2005; Desai y Park, 2005;
Singh, Hemant, Ram y Shivakumar, 2010). Los trabajos publicados reportan la
incorporacion de varias moléculas bioactivas, por ejemplo, enzimas (Estevinho,
Carlan, Blaga y Rocha, 2016), saborizantes (Estevinho, Rocha, Santos y Alves,
2013), vitaminas (Estevinho, Carlan, Blaga y Rocha, 2016; Nesterenko, Alric,
Silvestre y Durrieu, 2014), farmacos, probidticos, entre otros en pequefias
particulas. Aunque se han desarrollado muchas técnicas de encapsulacion, el
secado por aspersion es el método de encapsulacion comunmente empleado. Sin
embargo, la eleccion del material pared puede ser critica, ya que afecta la eficiencia
de encapsulacion y la estabilidad de las microcapsulas resultantes. Una buena
eleccion para un material de pared debe basarse en sus propiedades fisicoquimicas
tales como solubilidad en agua, baja viscosidad, peso molecular, formacion de
pelicula y propiedades emulsionantes (Gharsallaoui, Roudaut, Chambin, Voilley y
Saurel, 2007). Los biopolimeros como proteinas y carbohidratos (almidones
modificados) han sido aprobados para uso alimentario y percibidos como "etiqueta
amigable", utilizandose en industrias alimentarias y farmacéuticas para este

proposito (Piorkowski y McClements, 2013).

Los almidones modificados enzimaticamente atraen la atencidén debido a su
gran capacidad de adsorcién por los poros formados (Zhang, Cui, Liu y Gong, 2012).
Estos almidones contienen abundantes poros desde la superficie hasta el centro de
los granulos, aumentando la superficie de contacto, y actuando como excelentes
absorbentes naturales. En la industria alimentaria, los almidones porosos se utilizan
como colorantes, especias, aromatizantes, edulcorantes y también para la
adsorcién de compuestos bioactivos tales como aceites, minerales, lipidos, B-
caroteno, licopeno, vitaminas, entre otros (Belingheri, Giussani, Rodriguez, Ferrillo
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y Vittadini, 2015; Luo, Cheng, Chen y Fu, 2013; Majzoobi, Hedayati y Farahnaky,
2015).

Por oto lado, la vitamina C es un compuesto bioactivo conocido
histéricamente por sus beneficios nutricionales para la salud. Tiene amplia
aplicacion como antioxidante, y proporcionando proteccion en la calidad sensorial y
nutricional de los alimentos (Desai, Liu y Park, 2006). Desafortunadamente, es
altamente inestable y reactivo; de hecho, experimenta una rapida degradacion por
diferentes mecanismos (Bastos, Araujo y Leao, 2009). La microencapsulacion es

una alternativa para estabilizar el acido ascoérbico y para controlar su liberacion.



Il.  MARCO TEORICO
2.1. Microencapsulacion

La microencapsulacién se define como una tecnologia de empaque de
materiales solidos, liquidos o gaseosos en una escala de micrometros, capsulas
que pueden liberar su contenido a velocidades controladas bajo condiciones
especificas (Gharsallaoui et al., 2007). En un sentido amplio, la tecnologia de
encapsulacion en el procesamiento de alimentos incluye el recubrimiento de
particulas diminutas de ingredientes (por ejemplo, acidulantes, grasas y sabores),
asi como ingredientes enteros (pasas, nueces y productos de confiteria), que
pueden llevarse a cabo mediante técnicas de microencapsulacion vy
macrorevestimiento respectivamente (Desai et al., 2006). El desarrollo de productos
microencapsulados inicid en los afios 50’s, con la microencapsulacién de tinta con
gelatina, obteniendo microcapsulas sensibles a la presion, para la fabricacion de
papel copia sin carbon (Palma-Rodriguez, 2012). En la industria alimentaria, el uso
de la microencapsulacién ha sido util para disminuir o eliminar limitaciones cuando
se requiere la aplicacién de ingredientes y aditivos alimentarios sensibles a ciertas
condiciones de almacenamiento, como luz, temperatura, pH, entre otros (Augustin,

Sanguansri, Margetts y Young, 2001; Gibbs, Kermasha, Alli y Mulligan, 1999).

Una de las principales ventajas de la microencapsulacion es la formacién
de una barrera entre el ingrediente a encapsular y el medio ambiente, esto con la
finalidad de proteger el ingrediente encapsulado de la oxidacion, calor, acidez,
alcalinidad, humedad o evaporacion; ademas de disminuir o impedir el contacto o
interaccidon con otros ingredientes. Otro punto critico e importante es la liberacién
controlada del ingrediente encapsulado, esto bajo condiciones especificas (pH,
temperatura, velocidad de agitacion, accidon enzimatica, etc.) (Palma-Rodriguez,
2012).

El material por proteger es generalmente un liquido, pero también puede
ser un solido o un gas, el cual es conocido como material nucleo, activo, fase interna

o carga util. EI material de revestimiento es llamado capsula, material pared,
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membrana, acarreador o caparazoén (Gibbs et al., 1999). La liberacién del contenido
de la microparticula a velocidades controladas puede ser desencadenada por
cizallamiento, solubilizacion, calor, pH o acciéon enzimatica (Nesterenko, Alric,

Silvestre y Durrieu., 2013).

Otras ventajas de la microencapsulacion son: la capacidad de transformar
ingredientes liquidos en polvos con la finalidad de prevenir el aglutinamiento,
modificar las propiedades del ingrediente a encapsular (tamafio de particula,
estructura, solubilidad), disminuir o evitar sabores u olores desagradables, evitar
pérdidas nutricionales y mejorar el manejo de un ingrediente antes de su

procesamiento (Kuang, Oliveira y Crean, 2010; Shahidi & Han, 1993).

La eficiencia de encapsulacion asi como la liberacion controlada del
ingrediente encapsulado, dependen de la composicion y estructura del material
pared, asi como de las condiciones de almacenamiento y aplicacion de las
microcapsulas (por ejemplo: temperatura, pH, presion, humedad, etc.)
(Gharsallaoui et al., 2007 & Madene, Jacquot, Scher y Desobry, 2006).

2.2. Morfologia de las microcapsulas

La estructura general de una microcapsula consiste de dos componentes:

el ingrediente encapsulado y el revestimiento (Palma-Rodriguez, 2012).

En su forma mas simple, una microcapsula es una esfera pequefa entre 1-
5000 um de tamanio, con una pared uniforme rodeandola (Nesterenko et al., 2013;
Fang y Bhandari, 2010). Practicamente, el nucleo puede ser un material cristalino,

una particula adsorbente, una emulsion o una suspensién.

Dependiendo de la tecnologia de proceso utilizada para producir
microcapsulas, asi como material nucleo y pared del cual se formara, se pueden
producir muchas morfologias, pero las dos principales son: capsula mononuclear,
la cual tiene un solo nucleo envuelto por una capa, mientras que los otros son
agregados, es decir muchos nucleos envueltos en una matriz (Fang & Bhandari,
2010; Gharsallaoui et al, 2007; Nazzaro, Orlando, Fratianni y Coppola, 2012;
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Nesterenko et al., 2013). También se pueden producir microcapsulas con multiples
paredes o capas. En la Figura 1 se presentan diferentes tipos de morfologias de

distintas microcapsulas.

Aunque la palabra capsula implica una estructura de nucleo y cubierta, el
término microcapsulas admite no solo particulas o gotas encerradas en la
membrana, sino también dispersion en la matriz sélida que carece de una fase de
pared externa distintiva, asi como de tipos intermedios. En términos de arquitectura,
las capsulas se pueden dividir en dos grupos: aquellas en las que el nucleo esta
claramente concentrado en la regién central, rodeado por una pelicula definida y
continua del material pared, y aquellas en las que el nucleo es uniformemente
dispersado en una matriz. El primer grupo puede ser clasificado como sistema del
tipo reservorio, y caracteriza las verdaderas microcapsulas; y el segundo, clasificado
como microesferas. La principal diferencia entre las microcapsulas y las microsferas
esta en el hecho de que, en las microsferas, una pequefia fraccion del material
encapsulado permanece expuesto en la superficie, lo que es evitado por la
verdadera encapsulacién. Sin embargo, el término encapsulacion ha sido utilizado
en su sentido mas amplio, englobando tanto la formaciéon de microcapsulas como

de microsferas (Singh, et al., 2010).

a b
° o
(o)
\ O
Q
d e

Figura 1. Estructura de los diferentes tipos de microcapsulas: a) estructura simple
regular, b) estructura simple irregular, c) multipared, d) multinicleo y e) matriz
(Modificado de Gibbs et al., 1999).
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Al realizar la microencapsulacion, se deben conocer las propiedades que el
centro activo puede proporcionar al producto final, esto para seleccionar el material
pared mas adecuado. Ademas de las diversas condiciones de proceso a las que el
centro activo sera sometido antes de ser liberado. Otras caracteristicas importantes
que se deben considerar son: la concentracion 6ptima del centro activo, el tamafo
de particula final, asi como el mecanismo de liberacién del centro activo (Augustin
et al., 2008).

2.3. Procesos de encapsulaciéon

La encapsulacion del centro activo se puede llevar a cabo por diferentes
meétodos. La eleccion del método o proceso de encapsulacion depende de las
propiedades del centro activo y el material pared a utilizar, del mecanismo de
liberacion, del tipo de proceso, asi como de la morfologia de la microcapsula y del
tamano de particula deseado, la biodegradabilidad y el costo del proceso. Los
diferentes métodos de encapsulacién han sido divididos en dos grupos: procesos

quimicos y mecanicos (Madene et al., 2006), se pueden observar en la Figura 2.

Los dos grupos se han empleado para encapsular una amplia gama de

materiales activos (Cuadro 1).

13



Material pared I [ H Nucleo I
Peso molecular Peso molecular
Conformacién Polaridad
Grupos quimicos L Grupos quimicos
Estado fisico Emulsion
Proporcion de sustancia a
encapsular y material pared
Procesos Procesos
quimicos mecanicos

-Coacervacion
-Co-cristalizacion
-Inclusién molecular
-Gelificacion iénica
-Polimerizacidn interfacial
-Atrapamiento en liposomas
-Inclusién molecular

-Secado por aspersion
-Secado enfriamiento/
congelamiento
-Extrusion
<Lecho fluidizado

Tipos: peliculas, esferas, irregulares
Estructuras: poros, compacta
Estructuras fisicas: vitrea o cristalina

Microparticulas
(microcapsulas/microesferas)

y

Condiciones ambientales I Liberacion controlada I
Vida media

Figura 2. Esquema de técnicas de microencapsulacion (Modificado de Madene et al., 2006).

14



Cuadro 1. Métodos de encapsulacion y su aplicacidon en diferentes materiales
(Palma-Rodriguez, 2012).

Método Material Ce|_1tro Referencias
pared activo
(Madziva H.,
) Kailasapathy K. y
Alginato Acido félico Phillips, 2006)
Quimico Coacervaciéon  Gelatina- Vitamina A (Junyaprasert,
Acacia palmitato Mitrevej,
Sinchaipanid y
Wourster, 2001)
Complejos de (Reineccius,
inclusion Ciclodextrina Sabores Reineccius y
Peppard, 2005)
. . Vitamina C (Kirby, 1991)
A;r?|?a£:)enqg)s E?fggﬁ:ggs Sulfato (Kosaraju, Tran y
poriip P ferroso/Vit. C  Lawrence, 2006)
- . : (McMaster, Kokott
Mecanico @ Extrusion Goma Xantana B. lactis y Mazutti, 2005)
Recubrimiento  Gelatina, (Knezevic, Gosak,
por lecho Carbohidratos, Vitamina C Hraste y
fluidizado lipidos Jalsenjako, 1998)
ASDErsion por Vitamina C, (Schrooyen, van
cor? elamignto Lipidos sulfato der Meer y Kruif,
9 ferroso 2001)
Almidon B-caroteno (Loksuwan, 2007)
modificado
Maltodextrina/  Vitamina C (Righetto y Netto,
Goma arabiga, 2006; Desai y
Secado por Quitosano Park, 2005b)
aspersion Goma de Aceite de (Beristain, Garcia y
mesquite cardamo Vernon, 2001)
Goma arabiga Acido (Fang, Shima y
linoléico Adachi, 2005)
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2.3.1. Secado por aspersion

Aunque se han desarrollado muchas técnicas para microencapsular
compuestos, el secado por aspersion es la tecnologia mas comunmente usada en
la industria de los alimentos debido a su bajo costo y equipo disponible
(Gharsallaoui et al., 2007). Al disminuir el contenido y la actividad de agua, el
secado por aspersion generalmente se usa para asegurar la estabilidad de
productos, evitar el riesgo de degradaciones, reducir los costos de transporte y
almacenamiento y finalmente para obtener un producto con propiedades

especificas como solubilidad.

El secado por aspersion es una operacion unitaria mediante la cual un
producto liquido es atomizado en una corriente de gas caliente para obtener un
polvo instantdneamente. El gas generalmente usado es aire. El liquido inicial
alimentado al aspersor puede ser una solucién, una emulsién o una suspension.
Dependiendo del material inicial alimentado y de las condiciones de operacion, el
secado por aspersion produce un polvo muy fino (Gharsallaoui et al., 2007); razon
por la cual es una técnica comun para producir encapsulados de alimentos
(Ahmed, Akter, Lee y Eun, 2010; Ferrari, Marconi y Aguirre, 2012; Medina, Garcia,
Calderas y Gonzalez, 2013;).

La calidad de los polvos producidos depende de las caracteristicas de la
solucion alimentada (viscosidad, velocidad de flujo, etc.), el aire de secado
(temperatura, presion y flujo), contacto entre el aire caliente y las gotas en la
camara de secado, asi como el tipo de atomizador utilizado (Ferrari et al., 2012).
Se considera una microencapsulacion eficiente mediante secado por aspersion
cuando se alcanza una maxima cantidad de material nucleo dentro de las
particulas de polvo, una buena estabilidad de las microcapsulas, prevencién de
pérdida de compuestos volatiles, y una extensiéon de la vida util del producto. Por
lo cual resulta importante conocer las caracteristicas del material a secar, asi como
las especificaciones deseadas del polvo (Medina et al., 2013). La conveniencia del
uso de esta técnica radica en los tiempos cortos de produccién y la factibilidad

econdmica, lo cual es un parametro crucial para aquellos productos sensibles al
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calor, debido a que promueve una alta retencién de sabor, olor y nutrientes (Ahmed
et al., 2010; Ferrari et al., 2012).

2.4. Materiales microencapsulantes

El material pared afecta la estabilidad de las microparticulas, la eficiencia
del proceso y el grado de proteccidn del centro activo. Los materiales comunmente
usados son polimeros sintéticos y biopolimeros tales como carbohidratos, grasas,
ceras y proteinas de origen animal y vegetal. En la industria alimentaria, se
encuentran: azucares, polisacaridos naturales y modificados, asi como polimeros
sintéticos (Bakowska y Kolodziejczyk, 2011; Fang y Bhandari, 2010). Cada grupo
de materiales tiene ciertas ventajas y desventajas. Por esta razdén, muchos
revestimientos son en realidad formulaciones compuestas de cualquiera o todas
las anteriores. La eleccion de los materiales pared depende de una serie de
factores que incluyen: objetivos y requisitos esperados del producto; naturaleza del
material del nucleo; el proceso de encapsulacion; y si el material de recubrimiento
esta aprobado por la FDA (Estados Unidos) o por la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) (Zuidam, 2010).

La funcionalizacion de cadenas poliméricas de los materiales pared hace
posible obtener microparticulas con nuevas propiedades, por ejemplo, la

resistencia a la accion de agentes quimicos.

Para la encapsulacion de compuestos, el material pared no debe tener
reactividad con el material del nucleo; deben estar presentes en una forma que sea
facil de manejar, es decir con baja viscosidad a altas concentraciones; permitir una
eliminacion completa del disolvente en cualquier proceso que requiera una fase de
desolvatacion; dar la maxima proteccién del ingrediente activo frente a los factores
externos; asegurar buenas propiedades de estabilizacion de la emulsion y un
comportamiento efectivo de redispersion para tener una liberacién controlada
(Shahidi y Han, 1993;Trubiano y Lacourse, 1988).
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De los biopolimeros mas utilizados como soporte 0 material pared en la
encapsulacion mediante secado por aspersion se encuentran los carbohidratos
(Kenyon, 1995 & McNamee et al., 1998). La capacidad de los carbohidratos, tales
como almidones, maltodextrinas, solidos de jarabe de maiz y gomas de acacia,
para unir compuestos se complementa por su diversidad, bajo costo y uso
generalizado en los alimentos y los hace la eleccion preferida para la
encapsulacion (Dziezak, 1988; Mutka y Nelson, 1988) Ademas, estos materiales
tienen propiedades, tales como viscosidades bajas a altos contenidos en sdlidos y
buena solubilidad que son deseables en un agente encapsulante. Se conoce que
el almidén y los productos derivados de él, tales como las maltodextrinas y la B-
ciclodextrina, encapsulan y las interacciones entre el encapsulado y estos
polisacaridos han sido objeto de considerables estudios (Goubet, Le Quere y
Voilley, 1998).

2.4.1. Almidén

El almidon es el principal carbohidrato de reserva en plantas y es uno de los
biopolimeros mas utilizados en diversas aplicaciones industriales (Wang y White,
1994a). Este polisacarido se encuentra de manera natural en forma de granulos,
localizados en el tejido de las plantas, ya sea en los cloroplastos de las hojas
verdes o en los amiloplastos de semillas (cereales), leguminosas y tubérculos
(Browman y Russell, 2001; Sajilata, Singhal y Kulkarni, 2006). Los granulos de
almidén son diferentes entre las diversas especies botanicas que lo sintetizan.
Estas diferencias se ven reflejadas en la morfologia del granulo (forma y tamafio),
grado de cristalinidad, organizacion cristalina interna, contenido de amilosa y
amilopectina, asi como en la estructura de la amilopectina (Palma-Rodriguez,
2012).

Por ejemplo, se ha observado que los granulos del almidén de papa
presentan forma ovalada o elipsoidal, en el caso del maiz son poliédricos y
esféricos (Tester, Karkalas y Qi, 2004), mientras que otros cereales como el arroz,
cuyo tamafo de granulo es pequefio, se caracteriza por presentar formas

irregulares (Jane, Kasemsuwan, Leas, la, Zobel y Robyt, 1994). En el amiloplasto
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se pueden sintetizar varios granulos de almidon de tamafo pequefio, como en el
arroz, o solo se sintetiza un granulo por amiloplasto, como es el caso del maiz y

papa (Vandeputte y Delcour, 2004).

En cuanto a tamafio, se han encontrado granulos desde 1 um hasta algunos
que llegan a medir 100 um, y de acuerdo con esto se han clasificado en granulos
grandes (>25 pm), medianos (10-24 um), pequefos (5-9 uym) y muy pequenos (<
5 ym). En maiz, se ha reportado un tamafo de granulo entre 3-20 um (Tester et
al., 2004), en arroz entre 2 'y 7 um (Vandeputte y Delcour, 2004) y en papa de 5 a
110 ym (Tester et al., 2004).

Esta diversidad de formas y tamafos de los granulos, asi como sus
constituyentes moleculares (amilosa y amilopectina), influyen sobre Ila

funcionalidad del almidén.

Amilosa. Es un polimero lineal de unidades de glucosa unidas por enlaces
a (1-4), en el cual algunos enlaces a (1-6) pueden estar presentes. Esta molécula
no es soluble en agua, pero puede formar micelas hidratadas por su capacidad
para enlazar moléculas vecinas por puentes de hidrogeno y generar una estructura
helicoidal que es capaz de desarrollar un color azul por la formacién de un complejo
con el yodo (Knutzon y Grove, 1994). La configuracion mas estable de la amilosa
en solucion a temperatura ambiente es en forma helicoidal, lo cual explica muchas
de sus propiedades fisicoquimicas y funcionales. En general, esta molécula se
encuentra en una proporcion de 20-35% para almidones normales, en ciertos
casos alcanza niveles menores al 15% en los denominados tipo ceroso o “waxy”,
o mayor al 40% en los llamados “altos en amilosa” (Tester y Karkalas, 2002). Los
almidones de maiz se consideran como normales, ya que su contenido de amilosa

se encuentra entre 20 y 30%.

Amilopectina. Es un polimero ramificado de unidades de glucosa unidas
en un 94-96% por enlaces a (1-4) y en un 4-6% con uniones a (1-6). Dichas
ramificaciones se localizan aproximadamente a cada 15-25 unidades de glucosa.

La amilopectina es parcialmente soluble en agua caliente y en presencia de yodo
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produce un color rojizo violeta (Guan y Hanna, 2004). En 1972, French propuso el
modelo de “racimo” (cluster) para describir la forma en que se encuentra esta
molécula en los granulos de almidon nativo. Las cadenas se organizan en dobles
hélices, las cuales tienen una longitud de 6 nm de largo. Las areas intercristalinas
(amorfas) se presentan a intervalos de 0.6-0.7 nm y contienen mayor cantidad de
enlaces a-(1-6), siendo relativamente susceptibles a agentes hidroliticos (acidos y
enzimas). La amilopectina es quizas el componente que tiene mayor importancia
en funcién de las propiedades del almidon, dado que su estructura y propiedades
contribuyen notablemente en la composicion y funcionalidad del granulo, por lo que
esta molécula ha sido estudiada ampliamente en funcién de su tamafio molecular,
ramificacion y longitud de las cadenas internas y externas (Bello, Paredes, Roger
y Colonna, 1996; Thurn y Burchard, 1985; Zobel, 1988).

2.41.1. Propiedades fisicoquimicas del almidén

Las propiedades mas importantes por considerar para determinar la
utilizacién del almidén en el area de los alimentos incluyen las fisicoquimicas:
gelatinizacion y retrogradacion; y las funcionales: solubilidad, hinchamiento,
absorcidon de agua, sinéresis y comportamiento reolégico de sus pastas y geles.
Los granulos de almidon se encuentran en un sistema polimérico semicristalino,
donde la cristalinidad varia de 15 a 45%, y es atribuida a las cadenas cortas
lineales de la amilopectina, que forman dobles hélices organizadas en una
estructura cristalina tridimensional (Zobel, 1988; Wang y White, 1994b). Durante el
proceso de gelatinizacién, el orden molecular dentro de los granulos es destruido
gradual e irreversiblemente, por esto la temperatura de gelatinizacion es
caracteristica para cada tipo de almidén y depende fundamentalmente de la
transicion vitrea de la fraccion amorfa del almidén (Wang y White, 1994b). Algunos
eventos ocurren durante el proceso: el orden molecular, y por lo tanto la
birrefringencia, se pierde; los granulos pierden su cristalinidad, absorben gran
cantidad de agua, provocando el hinchamiento y un aumento en su volumen. Se
disuelven algunas moléculas, particularmente la amilosa, que se difunde hacia el

agua vy, si el calentamiento continua, se rompen y se observa una disolucion
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parcial. La pasta de almidon obtenida después de la gelatinizacion no es estable,
ya que durante el almacenamiento se presentan transformaciones estructurales
que, en conjunto, reciben el nombre de retrogradacion. Las fuentes convencionales
mas importantes para la extraccion de este polisacarido son los granos de cereales
como el maiz, trigo, arroz y sorgo; tubérculos como la papa, y yuca; encontrandose
también en leguminosas vy frutas (Eerlingen y Delcour, 1995) presentan diversas
caracteristicas fisicoquimicas, estructurales y funcionales, que amplien la gama de

usos en la industria.
2.4.2. Almidén como material pared

El almidon ha sido empleado como material pared en la encapsulacion,
debido a sus propiedades filmogénicas, es versatil y util no solo por tratarse de un
material natural, biodegradable y barato, sino también por la facilidad con la que

sus propiedades fisicoquimicas pueden ser modificadas (Betancur et al., 2004).

Beirao, Duarte, Moldao y Beirao (2011) reportaron la obtencion de
agregados esféricos a partir de almidéon de arroz, respectivamente. Estos
agregados esféricos se formaron cuando una solucién de almidon se sometio a
secado por aspersion, a una temperatura menor a la de gelatinizacion en presencia
de pequeias cantidades de agentes aglutinantes, como proteinas o polisacaridos
solubles. Los agregados esféricos, parecidos a “palomitas de maiz”, tienen una
estructura porosa, es decir, presentan espacios abiertos los cuales pueden ser

utilizados para la encapsulacion de ingredientes activos.

Trindade y Grosso (2000) evaluaron la estabilidad del acido ascoérbico
encapsulado usando como material pared almidon de arroz y como agente
aglutinante gelatina (1y 2 %). Ademas, los agregados esféricos fueron recubiertos
con pectato de calcio. Ellos reportan que al incrementar la concentracion del agente
aglutinante aumenta la estabilidad del acido ascoérbico durante el almacenamiento
(90 dias, 21 y 45 °C y 60-65% HR). También observaron que al recubrir los
agregados la estabilidad es mayor en comparacion con los agregados no

recubiertos.
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Una de las modificaciones aplicadas a los almidones para su uso como
material pared, es la esterificacion. La esterificacién se lleva a cabo mediante la
adicion del grupo octenil, obtenido del n-octenilsuccinato (n-OSA). Estos
almidones adquieren una parte lipofilica por la incorporacion de grupos
hidrofobicos alquenil, pero también conservan la parte hidrofilica que le
proporciona la amilosa y amilopectina, haciéndolo un buen emulsionante. Es por
esto, que este tipo de almidones se utilizan para la encapsulacion de sabores,
fragancias y vitaminas liposolubles (Drusch y Schwarz, 2006). Sin embargo, estos
almidones tienen algunas limitaciones, ya que no proporcionan gran proteccion
contra la oxidacion. La seleccion del tipo de modificacion esta influenciada por el
método de encapsulacion, el ingrediente a encapsular y la aplicacion final de las

microcapsulas.

Palma, Agama, Gonzalez, Vernon, Alvarez y Bello (2013) evaluaron la
estabilidad del acido ascorbico encapsulado usando como material pared
almidones modificados de arroz, maiz y papa mediante un tratamiento acido. Se
formaron agregados esféricos parecidos a “palomitas de maiz’. Estos autores
reportan que al modificar el almiddn nativo de arroz aumenta la retencién del acido
ascorbico (de 57.7 % hasta 93.3%).

2.4.3. Almidon modificado enzimaticamente

La estructura del almidon nativo puede ser poco eficiente como material
pared, debido a que algunas de sus propiedades (solubilidad, viscosidad, peso
molecular, relacion amilosa-amilopectina, etc.) limitan su aplicacion en la
microencapsulacion. Sin embargo, una de las ventajas que tiene este polisacarido
es que dichas propiedades, fisicoquimicas y funcionales, pueden cambiarse
mediante la modificacion de su estructura nativa, mejorando la eficiencia y

estabilidad en la microencapsulacion mediante secado por aspersion.

La modificacion puede ser quimica, fisica o enzimatica. La ventaja de la
modificacion enzimatica en comparacion con las otras es que existe una gamma

amplia de enzimas amiloliticas que van a actuar en diferentes enlaces y partes del
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almidon, lo que da como resultado un control de subproductos después de la
hidrdlisis. Algunos estudios han sido realizados en cuanto a hidrdlisis enzimatica
de almidon de diferentes fuentes para obtencion de azucares fermentables (Gao,
Li, Bi, Mao y Adhikari, 2014), mientras que en otros estudios se ha evaluado la
modificacion de almiddn, incluso en combinacidn con otros métodos fisicos y
quimicos, para mejorar su funcionalidad en aplicaciones comunes en la industria,
como son, el uso como espesante, estabilizador, agente gelificante, aumentador
de volumen y retenedor de agua, asi como para incrementar su digestibilidad en el
tracto intestinal humano cuando es consumido en diferentes derivados (Ayodeji,
Opeyemi, Vincent y Adeola, 2013; Uthumporn, Karim y Fazilah, 2013). Se ha
reconocido que mediante la hidrélisis de almidon es posible disminuir el peso
molecular promedio de éste, disminuyendo el tamarfo de las moléculas de almidén
y la viscosidad de las dispersiones preparadas, lo que favorece para su posterior
aplicacion, el almidén modificado presenta alta estabilidad a cambios de pH vy
temperatura, aumentando el poder aglutinante, dando transparencia a la pasta,
disminuyendo la retrogradacion y aumentando la estabilidad ante el congelamiento
y descongelamiento (Ariztizabal, Moreno y Basto, 2007; Shamekh, Paivi, Kaisa y
Forsse, 2002).

2.4.3.1. Amildlisis

Una variedad de diferentes enzimas esta involucrada en la sintesis de
almidon. La sacarosa es el punto de partida de la sintesis de almidén. Se convierte
en el azucar nucleétido ADP-glucosa que forma la molécula iniciadora real para la
formacion de almiddén. Posteriormente, las enzimas como la almiddn-sintasa
soluble y la enzima ramificadora sintetizan las moléculas de amilopectina y
amilosa. Una gran variedad de bacterias emplea enzimas extracelulares o
intracelulares capaces de convertir el almidén o el glucégeno que pueden servir

como fuentes de energia y carbono (figura 3).

En la industria se emplean enzimas para modificar el almidén, tales como:
a-amilasa, glucoamilasa, B-amilasa, isoamilasa, pululanasa y ciclodextrin

glucanotrasnferasa (Fennema, 1993). La a-amilasa, es una endoglicosidasa, la
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cual hidroliza las moléculas de amilosa y amilopectina, dando origen a la formacion
de oligosacaridos. Ademas, esta enzima actua solamente sobre los enlaces 1,4 del
almidén, pero no ataca los segmentos del polimero de almidén que forman las
dobles hélices, ni a los que se encuentran en forma de complejo con un lipido polar.
Por otra parte, la glucoamilasa produce unidades de D-glucosilo, a partir de los
extremos no reductores de las moléculas de amilosa, amilopectina y aquellos que
estan unidos por enlaces 1,6. De este modo, esta enzima puede hidrolizar el

almidén completo, para dar solamente moléculas de D-glucosa.

t hidrélisis
®O ¥ 4,14 +0,1-6 hidrélisis 5 GOS0
o a,1-6 Isoamilasa/
amilopululanasa

OO0
-
transferasa  £nzimga ramificadora
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ciclodextrina
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Figura 3. Diferentes enzimas implicadas en la degradacion del almidon. La
estructura de anillo abierto simboliza el extremo reductor de una molécula de
poliglucosa (Modificada de van der Maarel, van der Veen, Leemhuis y Dijkhuizen,
2002).
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2.4.3.2. Almidones nativos porosos

Varios métodos de microscopia como microscopia electronica de barrido
(MEB) y microscopia electronica de transmision (MET) se han utilizado para
estudiar la morfologia de los granulos de los almidones. Cuando se observé bajo
MEB, la superficie de los granulos de almidén de maiz, trigo, cebada, centeno,
sorgo y mijo parecio distribuirse con poros (Jane, 2009; Liu, 2005; Sujka y Jamroz,
2007). Segun el diametro, los poros del almidon se pueden clasificar en: 1)
macroporos [> 50 nm], 2) mesoporos [2 - 50 nm] y 3) microporos [<2 nm] (Sujka &
Jamroz, 2007). El diametro y la distribucién de los poros en los granulos de almidén
varian con las fuentes de almidén, el tamano de los granulos de almidén, la etapa
de cosecha y la ubicacion del granulo de almidon en un dérgano de
almacenamiento. La mayoria de los granulos grandes en los almidones de cereales
tienen relativamente mas poros en comparacién con los granulos pequefios. Los
granulos de almidon localizados mas cerca del germen tienen numerosos poros
que los granulos en otras partes del grano de cereal. Ademas, los granulos de
almiddn en grano de cereal (por ejemplo, maiz) cosechados en la ultima etapa de
madurez tienen mas poros que granulos cosechados en la etapa temprana de
madurez. Los poros de los granulos de almidon son las aberturas externas de los
canales que se ejecutan internamente para conectar la cavidad en la region del
hilio del granulo (Dhital, et al., 2010; Jane, 2009; Sujka y Jamroz, 2007). El tamafio
y la forma de la cavidad difieren con las fuentes de almidén. Por ejemplo, los
almidones de maiz, las cavidades son de forma irregular o en forma de estrella
(Jane, 2009).

Los poros, canales y cavidades son caracteristicas de granulos
naturalmente existentes en los almidones y son posiblemente importantes para las
difusiones enzimaticas o quimicas (Dhital, et al., 2010; Liu, 2005; Sujka y Jamroz,
2010). Sin embargo, los poros y canales de la superficie del granulo pueden o no
estar asociados con componentes menores del almidén, como proteinas vy
fosfolipidos (Han, Benmoussa, Gray, BeMiller y Hamaker, 2005; Han y BeMiller,
2008; Han y Hamaker, 2002a; Lee & BeMiller, 2008).
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2.4.3.3. Estudios de almidones modificados enzimaticamente

Los almidones modificados enzimaticamente atraen mucho la atencion
debido a su gran capacidad de adsorcién por los poros formados (Zhang et al.,
2012). Estos almidones contienen abundantes poros desde la superficie hasta el
centro de los granulos, que aumentan la superficie especifica, actuando como
excelentes absorbentes naturales. De hecho, existe un creciente interés en

explotar sus propiedades en diferentes areas de alimentos y no alimentos.

Para obtener mas propiedades funcionales y mejorar el rendimiento como
materiales de pared, los granulos de almidon pueden modificarse en capsulas
porosas que tienen aplicaciones industriales. La presencia de caracteristicas
estructurales como poros, canales y cavidades en el almidéon de maiz (Dhital,
Shrestha y Gidley, 2010) proporciona un espacio expandible que puede llenarse.
Las estructuras aumentan el area superficial y facilitan una susceptibilidad de
hidrolisis enzimatica relativamente mas alta en comparacion con el almidon de
papa (Dhital et al., 2010). Por lo tanto, el almidon de maiz es aplicable para ser
modificado en capsulas porosas por digestion enzimatica. El material del nucleo
podria adsorberse fisicamente en los poros y las cavidades sin ningun enlace
covalente, y las moléculas adsorbidas podrian liberarse completamente en un
patréon sostenido (Wang, Yuan y Yue, 2015). También se ha demostrado que el
almidén de maiz parcialmente hidrolizado permanece lentamente digerible, como
el almidén nativo no tratado (Zhang, Ao y Hamaker, 2006), lo que sugiere que
puede utilizarse para la administracion dirigida al intestino grueso. El proceso de
digestion enzimatica del almidén de maiz resulté en un aumento de 3 a 4 veces en
la magnitud del area superficial especifica (Gao, Li, Bi, Mao y Adhikari, 2013). Sin
embargo, se requieren mas estudios para comprender el efecto de la

microestructura del almidon poroso en las propiedades de las microcapsulas.

En la industria alimentaria, los almidones porosos se utilizan como
materiales portadores de colorantes, especias, aromatizantes, edulcorantes vy
también para la proteccion de elementos sensibles tales como aceites, minerales,

vitaminas, lipidos bioactivos, pigmentos alimenticios sensibles a la luz tales como
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B-caroteno y licopeno sensibles a la luz, oxidacidbn o temperatura elevada
(Belingheri et al., 2015; Luo et al., 2013; Majzoobi et al., 2015).

Zhao y Whistler (1994) mostraron que los granulos pequefios de almidén
tienen la capacidad de combinarse en esferas porosas interesantes vy
potencialmente utiles, cuando se secan por aspersién con pequefas cantidades
de agentes de unién tales como proteinas o una amplia gama de polisacaridos
solubles en agua. Por lo tanto, el tratamiento de granulos de almidén con enzimas
amiloliticas puede crear una estructura mas altamente porosa (Fannon, Shull y
BeMiller, 1993; Karathanos y Saravacos, 1992; Yamada, Hisamatsu, Teranishi,

Katsuro, Hasegawa y Hayashi, 1995; Zeller y Salleb, 1996).

Whistler, Madson, Zhao y Daniel (1996) observaron que los granulos de
almidén de maiz perforados tienen una esterificacion cinco veces mayor que los

granulos nativos.

Zhang et al., (2012) caracterizaron y estudiaron las propiedades de
adsorciéon de almidén de maiz modificado enzimaticamente con violeta de metilo.
La relacion maxima de adsorcién entre estos compuestos fue de 38.1% en

comparacion con los almidones nativos.

Luo et al. (2013) reportaron que con un grado de hidrélisis enzimatica del
60% de almidén de yuca, se logra complejar hasta 100 mg de zinc/g de almidén

de yuca. Hasta 8 veces mas que el almidon nativo.
La unién de los compuestos al almidon se ha clasificado en dos tipos.:

1. El compuesto rodeado por la hélice de amilasa a través del enlace hidréfobo
se conoce como complejo de inclusidon (Arvisenet, Le Bail, Voilley y Cayot,
2002; Boutboul, Giampaoli, Feigenbaum y Duvruet, 2002).

2. Las interacciones polares que implican enlaces de hidrégeno entre los
grupos hidroxilo de los compuestos de almidon y otros compuestos
(Arvisenet et al., 2002; Boutboul et al., 2002).
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Se demostrd que la amilosa es capaz de formar complejos de inclusion con un
amplio espectro de moléculas (Escher, Nuessli y Conde-Petit, 2000; Kuge y Takeo,
1968; Solms, 1986).

2.4.4. Goma arabiga

La goma arabiga (o goma acacia) esta constituida por un arreglo altamente
ramificado de galactosa, arabinosa, ramnosa y el acido glicurénico, que contienen
todavia alrededor del 2% de un componente proteico ligado covalentemente a ese
arreglo molecular, desempefando un papel crucial en la determinacion de las

propiedades emulsificantes de la goma (Flindt, Al-Assaf, Phillips y Williams, 2005).

Se considera histéricamente como el material encapsulante por excelencia,
gracias a su solubilidad, baja viscosidad, buenas propiedades emulsificantes,
sabor suave y alta estabilidad oxidativa conferida a los aceites (Verbeken, Dierckx
y Dewettinck, 2003). Es indigesta tanto para humanos como para animales, no
degradado en el intestino, pero fermentado en el colon para producir acidos grasos
de cadena corta, lo que conduce a una gran variedad de posibles beneficios para
la salud (Phillips y Phillips, 2011). Uno de estos beneficios es su efecto prebidtico.
Se ha afirmado que la suplementacion de cuatro semanas con goma arabiga (10
g / dia) condujo a aumentos significativos en Bifidobacteria, Lactobacteria y
Bacteriodes, lo que indica un efecto prebidtico (Calame, Weseler, Viebke, Flynn'y
Siemensma, 2008). Otros efectos incluyen la reduccion del nivel plasmatico en
animales y humanos (Sharma, 1985), el efecto anticancerigeno (Nasir, Wang,
Foller, Bhandaru, Sandulache, Artunc, Ackermann, Ebrahim, Palmada, Klingel,
Saeed y Lang, 2010) y el efecto antioxidante (Ali, Al-Qarawi, Haroun y Mousa,
2003) con un papel protector contra las toxicidades hepaticas y cardiacas. Ademas
de eso, se ha afirmado que la goma arabiga alivia los efectos de la insuficiencia
renal crénica en los seres humanos; sin embargo, se necesitan estudios
adicionales para la confirmacion (Ali, Al-Salam, Al-Husseni, Kayed, Al-Masroori, Al-
Harthi, Al Zaabi y Nemmar, 2010; Glover, Ushida, Phillips y Riley, 2009).
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Por otro lado, tiene alto costo y problemas de disponibilidad, ya que es
producida en regiones sujetas a variaciones climaticas imprevisibles y conflictos
politicos, lo que puede comprometer su oferta. Asi, la busqueda por sustitutos
totales o parciales para la goma arabiga ha sido incentivada (Williams y Phillips,
2000).

2.5. Materiales microencapsulados

En la industria de alimentos, la microencapsulacion ha sido utilizada para
proteger diferentes ingredientes activos, como consecuencia de esto las
propiedades de dichos ingredientes pueden modificarse, por ejemplo, materiales
higroscépicos pueden ser protegidos de la humedad, asi como ingredientes
volatiles o sensibles al calor, luz u oxidacién, presentando una mayor estabilidad.
Los trabajos publicados informan de la incorporacion de varias moléculas

bioactivas en pequefas particulas.
2.5.1. Vitaminas

Las vitaminas son moléculas sensibles, deben ser preservadas a partir de
elementos pro-oxidantes que puedan afectar su integridad quimica y disminuir sus

beneficios fisioldgicos.

La encapsulacién constituye un enfoque prometedor para preservar sus
propiedades nativas en el tiempo. Los sistemas clasicos desarrollados en nano o
microencapsulacién se basan en depdsito o particulas matriciales. Estos sistemas
pueden constituir una barrera fisicoquimica contra elementos pro-oxidantes tales
como radicales libres, oxigeno o UV. La encapsulacién también representa un
medio para mejorar las eficiencias biologicas tales como la vida media, el control
de la liberacién de compuestos activos y podria prevenir la aparicion de efectos
secundarios. Todos los procesos de encapsulaciéon deben conducir a particulas
con un alto indice de encapsulacion, un buen indice de polidispersidad (PDI) y alta
vida util. En cuanto a las aplicaciones de alimentos, la inclusion de particulas

cargadas de vitaminas en la matriz alimentaria creara el llamado alimento funcional
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o nutracéuticos. Este tipo de funcionalidad implicara el uso de GRAS o de grado
alimentario (Generalmente Recognized As Safe) para la formulacién de particulas.
Las vitaminas y los carotenoides, incluso encapsulados, podrian ser alterados por

algunos procesos industriales (alta presion, temperatura, esfuerzo cortante, etc.).

La microencapsulacion de a-tocoferol por secado por aspersion se ha
estudiado con diferentes materiales de paredes naturales tales como maltodextrina
y goma arabiga (Faria, Mignone, Montenegro, Mercadante y Borsarelli, 2010),
proteina de guisante y carboximetilcelulosa (Pierucci, Mignone, Montenegro,
Mercadante y Borsarelli, 2006), y mostraron una eficiencia de retencion que oscila
entre el 73% y el 87%.

Nesterenko et al. (2013) mostraron que la acilacién de aislado de proteina
de soja, condujo a un tamafo y una viscosidad de las gotitas de la emulsidon mas
bajas debido a las propiedades tensoactivas mejoradas. Debido a la mayor afinidad
entre el material de nucleo hidréfobo y |la proteina acilada, la eficiencia de retencién
aumento de 79,7% a 94,8%.

En el trabajo de Gongalves, Estevinho y Rocha (2016), se estudid la
microencapsulacion de vitamina A (retinol) mediante la técnica de secado por
aspersion. Las microparticulas con 20% (p/v) de goma arabiga fueron capaces de
asegurar la proteccion completa y consecuente estabilizacion de la vitamina A,

registrandose la liberacion de la cantidad total inicial.
2.5.1.1. Acido ascérbico

La vitamina C es un compuesto bioactivo conocido histéricamente por sus
beneficios nutricionales para la salud. Amplia aplicacion como antioxidante, y
proporcionando proteccion en la calidad sensorial y nutricional de los alimentos
(Desai y Park, 2005). Desafortunadamente, este aditivo es altamente inestable y
reactivo; de hecho, experimenta una rapida degradacion por diferentes
mecanismos (Bastos, Araujo y Leao, 2009). La microencapsulaciéon es una

alternativa para estabilizar el acido ascorbico y para controlar su liberacién.
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Kirby (1991) evalué la retencion de vitamina C de encapsulado en
liposomas. Se observé una retencion maxima de acido ascorbico de 75% en 10
dias a 25 °C.

En otro estudio, Trindade y Grosso (2000) evaluaron la estabilidad del acido
ascorbico microencapsulado con almidén de arroz y goma arabiga, como
materiales pared. Reportando que la goma arabiga le brinda una mejor estabilidad
al acido ascérbico que el almidén de arroz. Por otra parte, se ha reportado que el
uso de una mezcla de maltodextrinas y goma arabiga en una relacion 3:1, le
proporcion6 una proteccion mas efectiva a la vitamina C del jugo de cereza y al
acido ascorbico sintético (Righetto y Netto, 2006). El acido ascoérbico de jugo de
cereza es mas estable a altas temperaturas de almacenamiento (35-45°C) en
comparacion con el acido ascérbico sin encapsular, lo que puede estar asociado a

la presencia de compuestos fendlicos en el jugo, que evitan su degradacion.

Xie, Wang, Liu, Guo, Zhu y Niu, (2010) observaron una eficiencia de
retencion de acido ascorbico de 60% utilizando gelatina como material pared,
mediante la técnica de revestimiento de lecho fluidizado. También se present6 una

eficiencia de encapsulacion de 77%.

Palma, Agama, Mendez, Gonzalez, Vernon y Bello, (2012) determinaron la
retencion total de vitamina C en microcapsulas de almidén nativo de arroz y
almidén modificado (arroz, maiz y papa) con un 57.7%, 93.3% 64.4% y 100%
respectivamente. Aunado a esto realizé un estudio del contenido de vitamina C en
las microcapsulas a diferentes tiempos de almacenamiento y en condiciones
extremas (52.86 % HR y 55 °C). Se observd una mayor estabilidad en el almidén
de papa modificado, reteniendo hasta en un 65% hasta la semana 8 de

almacenamiento.

En el estudio de Ordoiez y Herrera (2012), se concluyé que la goma arabiga
con el tiempo disminuye la capacidad de retener compuestos bioactivos, y el uso

de almidén de yuca mejora la estabilidad de los materiales pared.
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Martinez, Vargas, Roman y Palma, (2017) evaluaron la estabilidad del acido
ascorbico microencapsulado por secado de aspersion con almidon de chayotextle
modificado por hidrélisis acida mas tres ciclos de autoclave como material pared.

Reportaron una retencion total del 82.3 %.

Actualmente, debido a que la industria de alimentos es un mercado dinamico
y que el sector de los productos fortificados sigue en aumento, existe el interés por
seqguir buscando y/o produciendo, materiales de revestimiento y técnicas que
permitan mantener la estabilidad de la vitamina C por un tiempo de

almacenamiento prolongado (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Caracteristicas de particulas de acido ascorbico obtenidas mediante
diferentes técnicas de encapsulacion.

Método de Referenc D(v, MM e
encapsulacién eferencias 0.5) (uM) cia aracteristicas
%(p/P)
Secado por Trindate y Grosso, 8-20.5 100 Particulas tamafio
Aspersion 2000 micro, alta calidad,
, . solubles en agua,
Pierucci et al., 2006 1.83- >84 bajo costo de
8.21 operacion.
Esposito, Cervellati,  7.3- 98-100 Estabilidad interna
Menegatti, Nastruzzi  19.43 mayor que la
y Cortesi, 2002 superficial.
, , Facil de escalar.
Finotelli y Rocha- 4.75-76 100
Leao, 2005
Desai y Park, 2006 4.1-7.3 58.3-
68.7
Recubrimiento Knezevic et al. 1998  >315 - Variedad de
de lecho material de
fluidizado recubrimiento
disponible. Proceso
complejo y de alto
costo.
Liposomas Kirby, 1991 - 53-55 Método
SharmayLal, 2005 0.2-10 59 desarrollado y
complejo.
Extrusiéon Bouquerand, 2007 500- - Adecuado para
1000 produccion a gran
Chang, Abbas, 500- 96 escala, pero 10s
. costos iniciales son
Hayat, Xia, Zhang, 1000 mas altos
Xie y Kim 2010 '
Coacervacion Uddin, Hawlader y 51.4 ~100 Mas caro que el
Zhu, 2001 secado por
aspersion. Material
pared limitado.
Recubrimiento Lee, Ahn y Kwak, - 88.9-95 Mejor proteccion

por aspersion

2003

contra la humedad
y la oxidacion.
Complejo y alto
costo.
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2.6. Mecanismos de liberacion

El material pared debe ofrecer un mecanismo de liberacién mediante el cual
el centro activo este disponible en el momento adecuado y a una velocidad
especifica de liberacion. La liberacion controlada esta en funciéon de algunas
caracteristicas del material pared (tipo, solubilidad, peso molecular, estado
cristalino), del centro activo (concentracion, solubilidad y peso molecular), asi como
de la propia microcapsula (tipo de estructura interna y relacion centro
activo/material pared) (Kim y Morr, 1996). Los mecanismos de liberacion de las
microcapsulas se llevan a cabo por una disolucion normal en agua, por cambios
en la temperatura, por reacciones quimicas o enzimaticas, o por cambios en la
presién osmoética del sistema (Gibbs et al., 1999). La eficiencia de liberacion,
depende principalmente de la composicidén y estructura del material pared, pero
también de las condiciones de operacién durante la produccion y aplicacion de las
microcapsulas (temperatura, pH, presion, humedad) (Vos, Faas, Spasojevic y
Sikkeme, 2009).
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. JUSTIFICACION

La encapsulacién constituye un enfoque prometedor para preservar los
compuestos sensibles a las condiciones del medio ambiente en el tiempo, mejorar
las eficiencias bioldgicas tales como la vida media y el control de la liberacion de

compuestos activos.

Debido a esto, existe una busqueda constante de nuevos materiales de
revestimiento que conduzcan a particulas con un alto indice de encapsulacién, un

buen indice de polidispersidad y alta vida util.

Con el fin de sustituir los polimeros sintéticos y los productos derivados de
los animales, existe un creciente interés en el desarrollo de materiales naturales
para nuevas aplicaciones. Los polimeros naturales tales como el almidon, han
atraido considerables actividades de investigacién debido a su disponibilidad,
biodegradabilidad, caracter renovable y diversas propiedades funcionales
interesantes, en el cual se ha reportado que su estructura y morfologia influyen sus
propiedades. Estas ultimas limitan su aplicacion como material pared y canales
internos de relleno, por lo que se recurre a la modificacién con el fin de adecuar

estas propiedades para un uso especifico.

Debido a lo anterior se plantea que se caracterice fisicoquimica y
morfolégicamente el almidon de maiz sometido a hidrélisis enzimatica para obtener
un compuesto perforado con canales internos, evaluar sus propiedades, su efecto
protector y de bioaccesibilidad en la encapsulacién de vitamina C, un compuesto

muy utilizado en la industria de los alimentos.
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IV. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Caracterizar morfoldgica y fisicoquimicamente el almidon de maiz modificado
enzimaticamente y evaluar el efecto que éste tiene en mezcla con goma
arabiga, en la encapsulacion de acido ascorbico, asi como la estabilidad de
las microcapsulas formadas y la bioaccesibilidad de éstas, comparandolas

con controles.

4.2. Objetivos especificos

Caracterizar morfolégica, fisicoquimica y estructuralmente el almidén de
maiz modificado enzimaticamente, con el apoyo de microscopia electrénica
de barrido y difraccion de rayos laser, calorimetria diferencial de barrido y
analisis rapido de viscosidad; y difraccion de rayos x respectivamente y poder
comparar con el almidén nativo de maiz.

Caracterizar morfolégicamente las microcapsulas obtenidas de almidon
modificado, almidén de granulo pequefo y goma arabiga mediante
microscopia electronica de barrido, y evaluar su eficiencia de encapsulacién.
Evaluar la estabilidad de la vitamina C en las microcapsulas durante el tiempo
de almacenamiento mediante un estudio de envejecimiento acelerado.
Evaluar la bioaccesibilidad en las microcapsulas de vitamina C mediante un

estudio de digestion in vitro.
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V. MATERIALES Y METODOS
5.1. Materiales

El almidén de maiz nativo se adquiri6 de ALMEX-México (Guadalajara,
Jalisco, México). Goma arabiga-51198, L acido ascérbico - A7506 (AA), mezcla de
enzimas a-amilasa - A3306, y glucoamilasa - 9032-08-0, se adquirieron de Sigma-
Aldrich de México (Toluca, Estado de México, México). El kit “Total Starch Assay”
(K-TSTA-50A) fue adquirido por Megazyme International (Irlanda, Wicklow, Irlanda).
La malanga fue donada por la Unversidad del Papaloapan, Campus Tuxtepec

(Oaxaca, México).
5.2. Métodos

En las Figuras 4 y 5 se observan los diagramas de los procedimientos que
se realizaron al almidén de maiz, asi como el proceso de microencapsulacién de la

vitamina C con el almidén modificado
5.2.1. Almidén de maiz (Parte experimental I)
5.2.1.1. Hidrdlisis enzimatica del almidén

La muestra de almidén de maiz comercial (25 % p/v) en buffer de acetato de
sodio (50 mM, pH 4.02) se hidrolizé con una mezcla de enzimas (a-amilasa y
glucoamilasa) (10 U/g de almiddn) para los tratamientos de 12, 16 y 20 horas en un
bafo de agua a 30 °C con agitacion a 380 rpm. La hidrdlisis se terminé con la
neutralizacion del pH con hidroxido de sodio 1M. Los hidrolizados se lavaron tres
veces con agua destilada. La mezcla se dejo en reposo, se separoé el sobrenadante
y los solidos se secaron en un horno de conveccioén a 35 ° C durante 24 h. Una vez
que la muestra estaba seca, se pas6 a través de un molino y una malla 325 (45 um),

y se almacend en un contenedor sellado hasta que se requirio para el analisis.
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5.2.1.2. Almidoén total

Para evaluar la pureza de los almidones nativos e hidrolizados
enzimaticamente por 16 y 20 horas, se calculé el contenido de almidon total
mediante el procedimiento del kit Megazyme (Método amiloglucosidasa/ a-amilasa).
Se pesaron aproximadamente 100 mg de almidon (peso seco) en tubos de vidrio
con tapa, el cual se humedecio con 0.2 mL de etanol (80 % v/v) y se mezcld con el
apoyo de un vortex. Se agregaron 2 mL de KOH 2M y se agité por 20 minutos.
Posteriormente se afiadieron 8 mL de buffer de acetato de sodio (pH 3.8) a cada
tubo e inmeditamente se agregaron 0.1 mL de a-amilasa termoestable y 0.1 mL de
amiloglucosidasa, se mezclé bien y se incubd en un bafo maria a 50 °C durante 30
min. Después se transfirié el liquido a un matraz de 100 mL y se aford con agua
destilada, se mezcldé y se centrifugd una alicuota a 1,800 g x 10 minutos. Se
transfirieron 0.1 mL del sobrenadante a un tubo (por duplicado). Se afiadieron 3 mL
del reactivo GOPOD a cada tubo (incluyendo controles de glucosa y blanco) y se
incubaron a 50 °C por 20 minutos. Para el control de glucosa se agregaron en un
tubo: 0.1 mL de D-Glucosa y 3 mL de GOPOD y se incubo a 50 °C por 20 minutos.
Para el blanco se anadieron 0.1 mL de agua destilada y 3 mL de GOPOD vy se
incub6 a 50 °C por 20 minutos. Por ultimo, las absorbancias se leyeron a una

longitud de onda de 510 nm.
5.2.1.3. Contenido de amilosa

El contenido de amilosa de los almidones se determind por una modificacion
de Hoover y Ratnayake (2001), al método propuesto por McGrance, Cornell y Rix,
(1998). Se disolvieron 20 mg de almidén en 8 mL de hidréxido de potasio (KOH)
1M, agitando vigorosamente por 12 h a 4°C, y posteriormente se ajusté el pH a 7
con HCI concentrado y diluido y se aforé a 25 mL. Se tomé una alicuota de 0.5 mL
de esta solucién y se transfirié a un matraz aforado de 25 mL, se adicionaron 10 mL
de agua destilada y 0.5 mL de una solucion de 12/Kl, se aforé con agua destilada y
se dejo reposar por 15 min a temperatura ambiente antes de leer la absorbancia a
600 nm en un espectrofotdmetro. Se realiz6 una curva de adicion patrén con

concentraciones de 0, 4, 8, 12, 16 y 20 pg/mL de amilosa.
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5.2.1.4. Caracterizacién morfolégica de los almidones
5.2.1.4.1. Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Para determinar la morfologia de los granulos se utilizé el método reportado
por Paredes, Schevenin, Hernandéz y Carabez, (1989). Las muestras de almidones
nativo y modificados y los encapsuados previamente secas, se espolvorearon sobre
una cinta conductora de cobre de doble adhesién, la cual se fijé previamente en un
soporte de aluminio del microscopio electrénico de barrido JEOL JSM-5800LV. Las
muestras se cubrieron con una capa de carb6n de 30 nm y enseguida se colocaron
en el ionizador de metales y se recubrieron con una capa de oro. Las muestras
fueron observadas al microscopio electrénico de barrido a X1000 y X4000 en
almidones nativos e hidrolizados y a X1000 y X3500 en las microcapsulas con acido

acorbico.
5.2.1.4.2. Distribucion del tamaio del granulo

La determinacién del tamaio de particula del almidon nativo y los almidones
modificados (16 y 20 horas de hidrdlisis) se realizé por analisis de difraccion de
rayos laser (Malvern Mastersizer 2000, Malvern Instruments Ltd., Malvern,
Worcestershire, UK). Las mediciones se llevaron a cabo por triplicado a temperatura
ambiente. El tamafio de particula se expresé como diametro mediano D [V, 0.5], el
cual es el diametro volumen equivalente a un valor de la frecuencia acumulada de
50%.

5.2.1.5. Caracterizacion estructural de los almidones
5.2.1.5.1. Difraccion de rayos X

Los patrones de difraccion de rayos X de almidones nativo y modificados
fueron obtenidos de la siguiente manera: la muestra hidratada (20-25%), fue
colocada entre dos hojas de aluminio las cuales fueron selladas herméticamente.
Se utilizé un difractometro de rayos X (Bruker AXS D8 Advance diffractometer,

Bruker AXS, Inc, Madison, WI, USA) con un monocromador Guiner con las
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siguientes condiciones de operacion: radiacion CuK; un voltaje de 40 kV: la
velocidad de graficaciéon de 10 mm/26 y velocidad de analisis de 26/min. La region
de barrido con angulo dos teta (20) fue de 4° a 40° con un tamafio de paso de 0.05°,
con un tiempo de conteo de 2 segundos. El porcentaje de cristalinidad se calcul6
utilizando la siguiente ecuacion:

(1)

Cristalinidad (%) = x100

Ac + Aa

Donde

Ac= area cristalina sobre el difractograma de rayos X.

Aa= area amorfa sobre el difractograma de rayos X.
5.2.1.6. Caracterizacion fisicoquimica de los almidones
5.2.1.6.1. Calorimetria diferencial de barrido

Las propiedades térmicas de los almidones fueron estudiadas usando un
calorimetro diferencial de barrido Q2000 W/MDSC (TA Instruments, Newcastle,
DE), calibrado previamente con Indio. Se evalu6 de acuerdo con el método
propuesto por Paredes, Bello y Lépez, (1994). Se pesaron 2+0.05 mg de almidén
(en base seca, minimo tres réplicas) dentro de una charola de aluminio hermético,
posteriormente se le adicionaron 7 pL de agua destilada. La charola se sell
herméticamente y se dejo hidratar por espacio de 30 min antes de realizar el
analisis. Como referencia se utilizé una charola vacia. La muestra se someti6 a una
rampa de temperatura de 30 a 120 °C con una una velocidad de calentamiento de
10 °C/min. La temperatura de inicio (Ti), la temperatura de gelatinizacién o de pico
(Tp), la temperatura final (Tf) y la diferencia de entalpia (AH) se obtuvieron
directamente del analisis que se realizé con el software TA Instruments, versién
4.42
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5.2.1.6.2. Analisis rapido de viscosidad

Los almidones de maiz fueron analizados por la metodologia propuesta por
Hernandez, Agama, Gonzélez, Bello y Vargas, (2011) utilizando el Analizador
Rapido de Viscosidad (RVA Perten 4500). Se prepararon suspensiones de
almidones al 14 % (p/v) de sdlidos totales, 29 g en total fueron transferidos al tazén
del analizador rapido de viscosidad. Se inici6 con una fase de acondicionamiento
de la muestra mediante agitacion a 960 rpm, seguido de un calentamiento a 50 °C
durante 1 min, seguido de tres pasos a 160 rpm, un calentamiento de 50 °C a 91 °C
de 3 min, equilibrio a 91 °C por 3.5 min y una disminucién de temperatura a 50 °C

de 3.5 min para concluir la prueba a 50° C durante 2 min.
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5.2.2. Microcapsulas (Parte experimental Il)
5.2.2.1.1. Microencapsulacion de vitamina C

Antes de la microencapsulacion, la goma arabiga (17.6 % p/p con respecto
al peso del almiddn) se suspendio en agua destilada y se agité hasta alcanzar una
homogeneizacion. Inmediatamente, se anadio el almiddn hidrolizado
enzimaticamente por 16 horas y por separado el modificado durante 20 horas y se
agitaron hasta que se formdé una solucion homogénea. Finalmente, el acido
ascorbico (10.6% p/p con respecto al almidén) se afadido a la suspension. La
relacion de sélidos totales (almidon, goma y vitamina C) en agua fue de 19.25 %
(p/v). La mezcla se homogeneiz6 con un equipo vortex y se alimentd
inmediatamente al secador por pulverizacién (Mini Spray Dryer B-290, BUCHI
Corporation, New Castle, DE). El flujo del liquido y las temperaturas del aire de
entrada y salida se mantuvieron a 7 mL/min, 160 y 130 °C, respectivamente. Los
polvos obtenidos mediante secado por aspersion se recogieron, se colocaron en
botes de vidrio de color ambar y se almacenaron en desecadores a temperaturas
de refrigeracién. Se usaron condiciones similares de secado por aspersion para
encapsular AA en almidon de malanga y goma arabiga, que se usaron como control
en este estudio. Las muestras se marcaron de acuerdo con el nombre del polimero

y la relacion de mezcla.
5.2.2.2. Contenido de humedad de las microcapsulas

Se utilizaron 2 g de muestra, se colocaron en charolas de aluminio y se
dejaron en un horno de aire caliente (horno de secado, mod. DHG-9075A) a 130 °
C durante 1 h. (método 44-16 AACC) inmediatamente después del secado por

aspersion. Por gravimetria se calcul6 el porcentaje de humedad.
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5.2.2.3. Actividad de agua de las microcapsulas

Se determiné utilizando el equipo AqualLab SsTE a temperatura ambiente (25
°C). Se calibr6o el equipo con carbon activado (aw<0.500) y agua destilada
(aw=1.000£0.003); posteriormente, se introdujeron aproximadamente 1.5 gramos

de muestra a la camara y se tomo la lectura.
5.2.2.4. Caracterizaciéon morfoldgica de las microcapsulas
5.2.2.4.1. Microscopia electrénica de barrido (MEB)

La morfologia de las microcapsulas se determind mediante MEB con el

meétodo descrito en el apartado 5.1.4.1.
5.2.2.4.2. Distribucion de tamafo de particula

La distribucion de tamafio de particula de las microcapsulas se determiné de

acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente la seccion 5.1.4.2.

5.2.2.5. Analisis de superficie y retenciéon de acido ascérbico en

microcapsulas

La estimacion del acido ascérbico superficial se realizé utilizando una
metodologia propuesta previamente (Finotelli y Rocha, 2005). Las microcapsulas
(100 mg) se colocaron en 100 mL de una solucion tampdn de fosfato de 0,2 M, pH
6,4 (17,64 g L-1 KH2PO4 + 14,22 g L-1 Na2HPO4). La mezcla se agité suavemente
durante 15 s a 3 rmp con un agitador de varilla (Cddigo: 2063MRVS12), para
asegurar la integridad de la microcapsula, y se filtrd. Luego se diluyo el filtrado (400
mL / 10 mL) y se analizd con un espectrofotometro UV (Spectronics Genesys 5 UV
/ Vis, Spectronic Unicam, Rochester, NY, EE. UU.) A una longitud de onda de 265
nm. La concentracion de AA de las muestras se determiné utilizando curvas de
calibracion. EI mismo procedimiento se realizé por el porcentaje de retencion, la

unica diferencia fue que la mezcla se agité fuertemente durante 5 minutos a 12 rpm.
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5.2.2.6. Eficiencia de encapsulaciéon-Cuantificacion de acido

ascorbico

El contenido de acido ascérbico en las microcapsulas fue determinado de
acuerdo a lo propuesto por Durust, Sumengen y Durust, (1997). Se pesaron 100 mg
de las microcapsulas y se suspendieron en 100 mL de acido oxalico al 0.4% con
agitacion durante 30 min. Posteriormente se tomoé una alicuota de 1 mL de la

solucion.

Para realizar la medicion se ajustd el espectrofotometro (520 nm) a cero
usando una mezcla de agua destilada (8 mL), regulador de acetato (1 mL) y la
muestra a analizar (1 mL), seguido de esto la lectura de la muestra se realizé con
2 ,6-diclorofenolindofenol (8 mL al 1.2 %), regulador de acetato (1 mL) y la muestra

a analizar (1 mL) este valor fue registrado como L2.

La absorbancia de acido oxalico se realizé con 2,6-diclorofenolindofenol (8
mL al 1.2 %), regulador de acetato (1 mL) y &cido oxalico al 0.4%(1 mL), este valor
corresponde a L1. Los valores de L1-L2 representan la absorbancia de la muestra

Para determinar la eficiencia de encapsulacion se usé la siguiente ecuacion:

Contenido final de acido ascorbico

o
Eficiencia (%) Contenido inicial de acido ascorbico X

100

5.2.2.7. Estabilidad de la vitamina C microencapsulada- Prueba de

envejecimiento acelerado

Para determinar la estabilidad de la vitamina C se realizé una prueba de
envejecimiento acelerado. Las muestras (3 - 5 g) se almacenaron durante 2 meses
en desecadores con una humedad relativa de 52.86 % y a una temperatura de 55
°C. Posteriormente, se tomaron muestras cada semana para cuantificar la vitamina

C con el método colorimétrico como se ha descrito en la seccién 5.2.4.1
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5.2.2.8. Bioaccesibilidad de vitamina C- Modelo de digestién In vitro

La digestion in vitro se realizd utilizando un modelo estatico (Figura 6)
siguiendo la simulacion de la fase digestiva presentada en Hur, Decker y
McClements (2009), utilizando los jugos digestivos presentados en el Cuadro 3.
Este estudio se realizé durante 28 dias en almacenamiento a una temperatura
controlada de 25 °C.

Se simuld la digestién de saliva agregando 6 mL de saliva a cada muestra
(900 mg) y mezclando durante 5 minutos en matraces Erlenmeyer tapados en un
bafio de agua de agitacion orbital a 37 ° C a 120 rpm (Modelo Excella E24, New
Brunswick Scientific). La digestién gastrica se inicié agregando 12 mL de jugo
gastrico simulado a los matraces después de la digestion salival y mezclando
durante 2 h adicionales. La digestion intestinal se inicié al agregar 12 mL de jugo
duodenal simulado y 6 mL de jugo de bilis simulado a los matraces y se mezclaron
durante 2 h adicionales. Las concentraciones finales de pancreatina y extracto biliar
en la digestion fueron 18 mg/mL y 60 mg/mL, respectivamente. Después de
completar la digestion intestinal, se tomaron y analizaron las muestras como se

describe a continuacion.

La determinacion de acido ascorbico se llevo a cabo mediante un sistema
cromatografico UHPLC Acquity Arc (Waters), equipado con bomba cuaternaria,
desgasificador, muestreador automatico, horno de columna y detector de matriz de
diodos. Alicuotas de 10 pL de la digestidn filtrada de cada muestra (acondicionadas
a 37 ° C). Elfiltrado se recogi6 y se introdujo en la columna Luna C18 (2) 5 ym (4,6
mm de diametro interno x 250 mm de largo), Phenomenex. La muestra se
acondicioné a 28 ° C antes de la entrada. La velocidad de flujo del filtrado fue de 1
mL/min, se mezclé con H2SO4 al 0.01% (p / v) como diluyente (Sanchez-Mata,
Camara-Hurtado, Diez-Marqués y Torija-Isasa, 2000). La cuantificacion de acido
ascorbico en cada simulacién de las fases digestivas se llevé a cabo a una longitud

de onda de 245 nm. La curva se realizé de 0 a 50 ppm (0, 10, 20, 30, 40 y 50 ppm).
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Condiciones pH jugo tiempo
0.9 g microcapsulas
de acido ascorbico
6 mL saliva pH 6.8 +£0.2
------------------------------------ 5 min
: Anélisis por UHPLC
12 mL jugo gastrico pH1.3+0.2 P
———————————————————————————————————— 2h
12 mL jugo duodenal pH815+02  Analisis por UHPLC
+ 6 mL jugo biliar
centrifugacion
¢- ----------------------------------- 2h
Analisis por UHPLC

quimo (+ matriz
digerida)

!

bioaccesibilidad

Figura 6. Representacion esquematica del modelo de digestidn in vitro. El modelo
de digestion in vitro describe un procedimiento de tres pasos que simula los
procesos digestivos en la boca, el estbmago y el intestino delgado. En cada fase, la
durante un tiempo para fase. La digestién se inicia
mediante la adicion de saliva artificial a la muestra. Posteriormente, se agregan
jugos gastricos y jugos intestinales para simular los procesos digestivos en el
estdmago vy el intestino delgado, respectivamente. (Modificada de Versantvoort,

muestra se incuba a 37 °C

Oomen, Van de Kamp, Rompelberg y Sips, 2005).
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Cuadro 3. Composicion y concentraciones de compuestos utilizados en los jugos
digestivos en el modelo de digestion in vitro (Modificado de Hur, Decker y
McClements, 2009).

Saliva Jugo gastrico Jugo duodenal  Jugo biliar
Solucion | 0.97 mg/mL  1.648 mg/mL KCI 1.128 mg/mL 0.752 mg/mL
stock KCI KCI KCI
1.776 mg/mL 0.532 mg/mL 6.776 mg/mL 11.57 mg/mL
NaH2POa4 NaH2PO4 NaHCOs NaHCOs3
1.14 mg/mL 0.612 mg/mL 0.16 mg/mL 10.58 mg/mL
Na2S04 NH4CI KH2PO4 NaCl
0.356 mg/mL 5.504 mg/mL 14.024 mg/mL  0.150 mL HCI
NaCl NaCl NaCl (37%)
2.744 mg/mL 0.8 mg/mL 0.1 mg/mL 0.5 mg/mL
NaHCOs3 CaCl2.2H20 MgCl2.6H20 urea
0.4 mg/mL 6.5 mL HCI 0.18 mL HCI 5 mg/mL
urea (37%) (37%) glucosa
0.03 mg/mL  0.17 mg/mL urea 0.444 mg/mL
0.2 mg/mL urea
acido urico CaCl2.2H20
0.04 mg/mL 0.4 mg/mL
acido glucuronico CaCl2.2H20
1.3 mg/mL
glucosa
0.66 mg/mL
glucosamina
hidroclorada
0.525 mg/mL 5 mg/mL pepsina 18 mg/mL 60 mg/mL bilis
Agregar ) .
I mucina pancreatina
ala
. 1.29 mg/mL 60 mg/mL 3 mg/mL lipasa
solucion . .
a-amilasa mucina
stock
pH:6.8+0.2  pH:1.31£0.02 pH:8.1+0.2 pH:8.2+0.2
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5.2.3. Analisis estadistico

Se realiz6é un analisis de varianza (ANOVA) de una y dos vias con un nivel
de significancia del 95% (o= 0.05). Cuando se encontraron diferencias estadisticas
significativas, y para la comparacion de medias se utilizo el método de
comparaciones multiples mediante la prueba de Tukey al mismo nivel de
significancia. Para la obtencién de los resultados se utiliz6 el programa estadistico
IBM SPSS-STATICS 20.
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VL. RESULTADOS Y DISCUSIONES
6.1 Almidon total

El almidon de maiz nativo presentd un contenido de almidon total de
90.8+1.5%. Después del proceso de aislamiento y secado, se obtiene un polvo el
cual no es 100% puro, debido a la eficiencia del proceso de purificacion y a la fuente
botanica, ya que los cereales presentan un porcentaje considerable de proteina, y
resulta mas complicada su purificacion, obteniendo un almidén con menos pureza
durante su aislamiento. El resto del contenido esta dado por cenizas, proteinas o

lipidos, presentes en los almidones, pero en minimas cantidades.

Los almidones hidrolizados enzimaticamente durante 16 y 20 horas
presentaron un porcentaje de almidon total de 85.5+0.9% y 76.7+2.5%
respectivamente, valores estadisticamente mas bajos que la parte nativa. La
digestion del almidon es un proceso complejo que involucra la difusién de enzimas
hacia el sustrato, la adsorcion de la enzima en la superficie del almidén y luego el
evento catalitico enzimatico involucrado. (Yu, Tao y Gilbert, 2018). En este estudio,
el almidon de maiz nativo mostré6 un 90,80% de almidon total. Sus valores
disminuyen cuando aumenta el tiempo de hidrdlisis. Un comportamiento similar fue
presentado por Yu et al., (2018), relacionando la estructura molecular, con la
cinética de la digestidn del almidon. En el proceso de digestion del almidén estan
implicados varios factores como las difusiones de la enzima a través del
almidén (Dhital, Warren, Butterworth, Ellis y Gidley, 2017), la estructura de la
molécula de almiddn, la relacion amilosa/amilopectina, el tamafio y la distribucion
de los granulos del almidén (Yu, Tan, Zou, Hu, Fox, Gidley y Gilbert, 2017). En este
estudio el tiempo de hidrdlisis juega un papel importante en el contenido de almidén
total, porque en tiempos de exposicidon mas altos, existe una hidrdlisis mayor en el

almidon (Ver secciodn 6.2, Figura 7), que afecta directamente este parametro.
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6.2 Hidrodlisis enzimatica de almidén de maiz

Los granulos de almidon hidrolizados enzimaticamente se estudiaron
utilizando microscopia electronica de barrido (MEB). Esto se hizo para conocer la
forma, estructura y caracteristicas de superficie de los granulos de almidon antes y
después del tratamiento con a-amilasa y amiloglucosidasa. A partir de las
micrografias, era evidente que la hidrdlisis no ocurre de manera uniforme (Figura

7). Algunas areas son mucho mas susceptibles al ataque enzimatico que otras.

Los granulos de almidon nativo mostraron una forma irregular y en su
mayoria poligonal con una superficie relativamente lisa. En los granulos de almidén
de maiz modificado enzimaticamente durante 16 horas se presenté menor cantidad
de poros (Figuras 6a y 6d) y se observé una forma poliédrica, con dimensiones de
7 — 15 ym, una superficie rugosa y algunos granulos nativos presentaron poros o
canales, que han sido reportados por otros autores (Huber y BeMiller, 2000; Ferrini
et al., 2008).

Se puede observar como el grado de hidrélisis del almidon de maiz fue
aumentando con el tiempo de exposicion de las enzimas, teniendo mayor numero
de poros y superficie erosionada el tratamiento de 20 horas (Figuras 6c¢ y 6f), con
distintos lugares de ataque. El tiempo de hidrdlisis enzimatica es directamente
proporcional al numero y tamafo de poros formados en el almidén de maiz. La
hidrdlisis enzimatica se lleva a cabo en diferentes partes del almidén, atacando tanto
enlaces 0-1,4 y a -1,6 de la amilosa y amilopectina, dando lugar a compuestos mas
pequeios como lo son glucosas, maltosas y otros oligosacaridos y dextrinas. Las
enzimas casuaron alteraciones superficiales y degradaron la parte externa del
granulo. Aunque también actuaron en la parte interna del granulo, a través de
pequefios poros nativos por los cudles las enzimas penetran el granulo. Cuando los
granulos de almidén se incuban con enzimas amiloliticas, las enzimas migran a
través de los canales y comienzan la hidrdlisis que conduce a un patron de digestion
de adentro hacia afuera (Chen y Zhang, 2012).

52



--
--

Figura 7. Micrografias por microscopia electrénica de barrido (x1000) de almidén
hidrolizado enzimaticamente 12 horas (A), 16 horas (B), 20 horas (C) y (x4000) de
almidon hidrolizado enzimaticamente 12 horas (D), 16 horas (E) y 20 horas (F).
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Se observaron numerosos agujeros de tamano medio, una erosidn esponjosa
y superficial, distintos lugares de ataque tanto en la periferia como en la parte interna
formando varios canales en toda el area del almidén, como lo reportado por Spinelli,
Guérente, Armand y Lenouvel (2013). Aggarwal y Dollimore (2000), observaron un
aumento en el tamafio de los poros, cuando aumenté la concentracion de la
amiloglucosidasa, hasta un rompimiento, dando lugar a grandes agujeros

irregulares y una estructura disrupta.

La diferencia de tamafo es importante en el area superficial, ya que esta area
es parametro por considerar durante la modificaciéon del almidén, debido a que
granulos de almidon con tamafio pequefio (como el de maiz) tienen mayor superficie
de contacto que los grandes (almidén de papa), esta diferencia podria tener
influencia sobre la susceptibilidad de los almidones a la hidrdlisis enzimatica
(Espinosa-Solis, 2012). En este mismo sentido, Jayakody y Hoover (2002)
postularon que la presencia de poros o canales en la superficie de los granulos,
como en el almidén de maiz, facilita el trabajo de las enzimas hacia el interior del

granulo, que lo hace mas susceptible a la hidrdlisis.
6.3 Contenido de amilosa en almidones de maiz nativo e hidrolizados

El contenido de amilosa aumenté conforme aumentd el tiempo de hidrdlisis
enzimatica, dando como resultados 22.2+0.3%, 27.4+0.2% y 28.7+0.4% de amilosa
para almidones nativo e hidrolizados 16 y 20 h, respectivamente. Este aumento con
diferencias estadisticamente significativas fue en gran medida por las fracciones
hidrolizadas, glucosa y maltosa, que se formaron cuando las enzimas actuaron tanto
en las cadenas lineales de amilosa como en los puntos de ramificacion de la

amilopectina.

Chung, Othman y Lee (2015) observaron un gran contenido de amilosa en
almidon de arroz después de la hidrélisis enzimatica con enzimas amiloliticas, ellos
atribuyen el incremento de este polimero a la accion de la amiloglucosidasa debido
a que la amilopectina del almidén de arroz fue preferentemente hidrolizada por dicha

enzima.
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El contenido de amilosa de los granulos de almidon varia con la fuente
botanica y es afectado por las condiciones climaticas y tipo de suelo durante el
crecimiento. La actividad de las enzimas involucradas en la biosintesis del almidon
puede ser responsable de la variacién en el contenido de amilosa entre diferentes
almidones, asi como los distintos procedimientos de aislamiento y los métodos
analiticos usados para determinar el contenido de amilosa (Singh, Singh, Kaur,
Singh y Singh, 2003).

Algunas investigaciones relacionan el parametro del contenido de amilosa
de materiales pared en la encapsulacion con la eficiencia de retencion de los
compuestos quimicos encapsulados, mencionan que el bajo contenido de amilosa
mejora el tiempo de retencién de los compuestos encapsulados (Palma-Rodriguez,
Alvarez-Ramirez y Vargas-Torres, 2018; Palma-Rodriguez et al., 2013; Tari y
Singal, 2002). En este estudio, el almidon de maiz hidrolizado enzimaticamente
durante 16 h (AM16H) mostré valores de amilosa aparente de 27.38%, y cuando
se us6 como material pared presentdé un aumento en la retencion de AA y una
major estabilidad durante el tiempo de almacenamiento que lo observado en
AM20H. Sin embargo, seria necesario realizar mas estudios en almidones
modificados enzimaticamente para establecer una relacion entre el contenido de

amilosa y la eficiencia de retencion.
6.4 Difraccion de rayos X en almidones de maiz nativo e hidrolizados

La cristalinidad del granulo del granulo de almidon se puede estudiar con la
técnica de difraccién de rayos X. Los patrones de difraccién de rayos X de los
almidones nativos y modificados se muestran en la Figura 8. Los almidones nativos
de maiz y los modificados mostraron un patron de difraccién tipo A, el cual es tipico
de los cereales, y se caracteriza por la presencia de picos de mayor intensidad de
difraccion para los angulos 26 = 15, 17, 18 y 23° (Whittam, Noel y Ring, 1990); a
pesar de que presentaron el mismo patron de difraccion (tipico de cereales), el

porcentaje de cristalinidad presento diferencias marcadas.
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Cristalinidad (%)

AM20H (60.772)

Intensidad relativa

AM16H (40.09")

AMN (28.14¢)
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Figura 8 . Patrones de difraccion de rayos X de los almidones nativos y modificados por hidrdlisis enzimatica. AMN=AImidén
nativo de maiz, AM16H=AImidon de maiz hidrolizado enzimaticamente por 16 horas, AM20H=Almidén de maiz hidrolizado
enzimaticamente por 20 horas. Superindices diferentes por tratamiento representan diferencias estadisticas significativas
(P<0.05).
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Se puede observar en el difractograma que el almidén que presenté mayor
cristalinidad fue el hidrolizado enzimaticamente durante 20 h, seguido por el
hidrolizado de 16 h y con menor porcentaje de cristalinidad el nativo con valores de
60.77%, 40.09% y 28.14% respectivamente; este valor aumenta principalmente por
la accion de las enzimas que actuan principalmente en la parte amorfa del almidon
(amilosa), dejando mayor porcentaje de amilopectina, polimero da la caracteristica
de cristalinidad debido a las dobles hélices que presenta en su estructura. Esta
observacion esta en consonancia con la propuesta de Gallant, Derrien, Aumaitre y
Guilbot (1973), proponen que la amildlisis se produce principalmente en las regiones

amorfas de los granulos de almidon.

Por otro lado, la organizacion interna del granulo de almidoén es un factor
importante en la cristalinidad, donde el contenido de amilosa tiene una funcion
primordial. Otros autores han postulado que el rompimiento de las cadenas del
almidén en las zonas amorfas permite una hidrolisis extensiva, produciendo una

estructura mas cristalina (Kainuma y French, 1971).
6.5 Tamano de particula de almidones de maiz nativo e hidrolizados

La Figura 9a presenta la distribucion de tamafo de granulo de los almidones
nativos y modificados por hidrdlisis enzimatica. EI tamano de particula del almidon
de maiz nativo e hidrolizados los tiempos 16 y 20 h fue de 15.83 ym, 14.97 ym y
14.72 pm respectivamente. El tamafio de particula mostré una ligera reduccién con
el aumento del tiempo de hidrdlisis, posiblemente debido a la erosion enzimatica
superficial; esto también caus6 un aumento en los agujeros y canales en el almidén
de maiz. Patrén similar se informé por Kong, Kim, Kim y Kim (2003) en un estudio
sobre la relacion entre los granulos superficie vs velocidad de hidrdlisis. En las
micrografias de la Figura 6A frente a 6 B y C, se observo una ligera reduccion entre

el almidén de maiz nativo y los hidrolizados.
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Aunado a esto, se puede observar (Figura 9) un pico secundario en los almidones
modificados enzimaticamente por 16 horas (9B) y 20 horas (9C), los cuales
aparecen probablemente a la agregacion de granulos derivados por el efecto de la
erosion y exo-corrosion, en la superficie del granulo, asi como a la presencia de
proteinas y lipidos que interaccionan facilmente entre ellos. Tecante y Doublier
(1999) informaron que el almidén de maiz modificado exhibia distribucion de tamafo
bimodal, pero en este caso, el pico secundario correspondia a tamafos de granulos
pequefios (~2-3 ym), mientras que los tamafnos de pico principal correspondian a
~20 um; se sugirid que el pico secundario se debié a algunos fragmentos de

granulos rotos formados durante la modificacion.

La distribuciéon del tamano de los granulos de los almidones de maiz
modificados es importante durante su uso como material pared en la encapsulacion
debido a que pueden producirse agregados de diferentes tamafos, reteniendo

diferentes niveles de compuestos encapsulados.
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Figura 9. Distribucion de tamafio de particula en las dierentes muestras de almidén
(Almiddn nativo e hidrolizados) (9A). Grafico de distribucién de tamafio de particula
en AM16H=AImidoén de maiz hidrolizado enzimaticamente por 16 horas (9B) y de
distribucion de tamafo de particula en AM20H=AImidon de maiz hidrolizado
enzimaticamente por 20 horas (9C).
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6.6 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

En cuanto a Calorimetria Diferencial de Barrido, las propiedades térmicas de
los almidones modificados presentaron menores valores de AH y un aumento en la
temperatura de gelatinizacion presentando diferencias estadisticas significativas
(p<0.05) entre los almidones hidrolizados y el nativo (Cuadro 4). Los valores AH
fueron de 10.5, 7.0 y 9.0 J/g y las temperaturas de gelatinizacion de 72.1, 73.3 y

73.2 °C para almidones nativo e hidrolizados a 16 h y 20 h respectivamente.

Se pueden observar las temperaturas de inicio, pico y final mas altas en las
muestras de almidon hidrolizado enzimaticamente, en comparacion con los nativos.
La gelatinizacion de almiddn es una transicion endotérmica que corresponde a la
disociacion de dobles hélices de amilopectina desde una estructura semicristalina a
una conformacién amorfa. Las propiedades térmicas se ven afectadas en gran
medida por la estructura final de la amilopectina y el contenido de amilosa de los
almidones (Srichuwong y Jane, 2007). En general, los almidones que consisten en
amilopectina con cadenas de ramificacion mas largas muestran temperaturas de
gelatinizacion mas altas, debido a una mayor conformacion cristalina, presentando
dobles hélices estables. Lo anterior se puede corroborar con los valores mas altos
de cristalinidad que presentaron los granulos de almidon hidrolizados
enzimaticamente en comparacién con su parte nativa (Figura 9). Por otro lado, Park
et al., (1971) informaron que el inchazén de los granulos de almidéon mas grandes
se produce a una temperatura mas baja que la hinchazdén de los granulos de
almidon mas pequefios; por lo tanto, es posible que, para los almidones tratados
enzimaticamente, haya un aumento en el numero relativo de granulos mas
pequenos después de la hidrdlisis, lo que provoca un aumento en la temperatura de
gelatinizacion inicial. Este resultado se puede correlacionar con el tamafo de
particula en los granulos (Figura 9), donde se puede observar que los granulos

modificados presentan un menor tamafo de particula.

También en este estudio se puede observar que la entalpia de gelatinizacion
disminuy6 para los almidones hidrolizados. Los bajos valores de AH indican que los
almidones porosos requieren menos energia para promover la gelatinizacion del
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almidon, es decir, la energia necesaria para desenrollar las dobles hélices
inestables durante la gelatinizacién (Sandhu & Singh, 2007). Los valores de cambio
de entalpia reflejan principalmente la pérdida del orden de doble hélice en lugar de

la pérdida de registro cristalino (Cooke y Gidley, 1992).

Cuadro 4. Parametros de analisis de perfil térmico, mediciones realizadas a los
tratamientos de almidén, mediante Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)".

Almidén To (°C) Tp (°C) Tc (°C) AH (J/g) Tc-To

AMN 68.52+0.51 72.43+0.36@ 77.29+0.43 10.30+0.42 8.77+0.47

AM16H 69.42+0.25 73.08+0.16° 78.36+0.33 7.83+0.44> 9.10+0.47

AM20H 69.31+0.23  73.15+0.25° 77.7+0.12 8.63+0.48> 8.43+0.34

'Los datos son las medias de tres repeticiones + desviacion estandar, superindices
diferentes por fila representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).
To=Temperatura inicial, Tp=Temperatura pico, Tc=Temperatura de conclusion,
AH=Cambio de entalpia, Tc-To=indice Tc-To. AMN=Almidén de maiz nativo,
AM16H=Almidon de maiz hidrolizado enzimaticamente por 16 horas,
AM20H=Almidon de maiz hidrolizado enzimaticamente por 20 horas.
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Figura 10. Termograma de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).
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6.7 Analisis Rapido de Viscosidad (RVA)

Mediante el Analisis Rapido de Viscosidad (RVA), se observé una
disminucién en los valores de viscosidad (es decir, viscosidad pico, viscosidad
minima y viscosidad final) en los almidones modificados en comparacion con la
contraparte nativa. Los valores de viscosidad pico para los almidones modificados
fueron de 2744.2414.31 y 3106.2+77.46 cP en los tratamientos de 16 y 20 h
respectivamente, en comparacién con el nativo que fue de 3742+28.63 cP (Cuadro
5). En comparacion, la viscosidad pico en las muestras de 16 y 20 horas de hidrdlisis
disminuyé macadamente hasta 998 y 636 cP respectivamente. La viscosidad pico
se asocia principalmente con los contenidos de amilosa, la distribucion de la longitud
de la cadena ramificada de la amilopectina y los componentes menores (Jane,
2006).

La a-amilasa afecté preferentemente los anillos de crecimiento amorfo
(Benavent y col., 2017). Existe una desintegracién de granulos susceptibles debido
a su estructura porosa, lo que da como resultado suspensiones menos viscosas
(Uthumporn y col., 2010). La amilosa inhibe la hinchazén de los granulos de
almidén, mientras que la amilopectina contribuye al hinchamiento de los granulos
de almidén, especialmente las cadenas de ramas mas largas (Tester y Morrison,
1990). La marcada disminucion de la viscosidad maxima en los almidones
modificados puede atribuirse a la pérdida de cierta cantidad de cadenas de
ramificacion durante el proceso de hidrélisis, dando como resultado una menor
hinchazon de los granulos de almidon durante la etapa de calentamiento. Debe
observarse que la viscosidad maxima del almidén hidrolizado enzimaticamente por
16 horas (Cuadro 5) fue 600 cP y 1000 cP menor que el almidon hidrolizado

enzimaticamente por 20 horas y el almidon nativo, respectivamente.
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Cuadro 5. Parametros de analisis de perfil de viscosidad, mediciones realizadas a
los tratamientos de almidon, mediante uso del Analizador Rapido de Viscosidad
(RVA)'.

o Viscosidad (cP)
Almidén : : : T pasta (°c)
Pico Baja Final
AMN 37421292 1750140 4265+36 77.38
AM16H 2744+14P 1213180 2321169 77.87
AM20H 3106+77¢ 833135 1670112 78.10

'Los datos son las medias de tres repeticiones + desviacion estandar, superindices
diferentes por fila representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).
AMN=AImidon de maiz nativo, AM16H=AImidon de maiz hidrolizado
enzimaticamente por 16 horas, AM20H=Almidébn de maiz hidrolizado
enzimaticamente por 20 horas.

6.8 Formacioén de microcapsulas y tamaino de particula

Para la formacion de las microcapsulas con cada almidén hidrolizado
enzimaticamente (16 y 20 horas, ver seccidn 6.2), se decidié utilizar goma arabiga
(17.6% p/p con respecto al peso del almidon) para ayudar a encapsular el acido

ascorbico.

En cuanto a las microcapsulas, se puede observar que con la goma arabiga
la mayoria de los poros son tapados en la superficie, con una aglomeracién de
granulos (Figura 10). Los granulos de almiddn presentan una estructura no definida,
aunque con la misma tendencia en cuanto a la distribucion de las particulas. Las
microcapsulas formadas con almidén de maiz modificado enzimaticamente durante
16 h y 20 h mostraron untamafio de particulade 1087.44 ymy 1245.43 pm,
respectivamente. Este aumento en los valores de tamafio de particula se debe a la
aglomeracion de los granulos que se produce al mezclar GA con el almidon de maiz
hidrolizado con enzimas. El aumento en el tamaio es muy marcado, sin embargo,
todavia pueden ser consideradas como microcapsulas, clasificandolas en nano-

capsulas (diametro medio < 0.2 ym), microcapsulas (0.2 > diametro medio < 5000
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pMm) y macrocapsulas (diametro medio > 5000 um), (Ré, 1998; Cheng et al., 2009).
Las microcapsulas de malanga (MA) y goma arabiga (GA) mostraron un tamafio de

particula de 7.51 umy 12.72 ym, respectivamente.
6.9 Caracterizacidon microscoépica de las microcapsulas

La Figura 11 muestra las microcapsulas EAM16H-GA y EAM20H-GA recubiertas
con goma arabiga (Figura11, AB y EF) a 1000X y 3500X,
respectivamente. También se muestran las microcapsulas MA 'y GA, (Figura 11, CD
y GH) a 1000X y 3500X. La micrografia de las microcapsulas EAM20H-GA (Figura
11B) mostraron un ligero aumento en el tamano de aglomeracion, que el observado
en las microcapsulas EAM16H-GA (Figura 11A), este aumento en el tamano
también se observo en la Cuadro 6. En la micrografia 11 E y F, son notorios los
agujeros en las microcapsulas, pero no con la misma intensidad que se observa en
las Figuras 6-E y 6-F (Ver seccion 6.2), este fendmeno podria explicarse porque las
microcapsulas estaban recubiertas con goma arabiga. Ademas, las micrografias
también explican por qué las microcapsulas EAM16H-GA fueron mas estables ante
la pérdida de acido ascérbico durante el tiempo de almacenamiento en condiciones
de envejecimiento acelerado y condiciones en el tracto gastrointestinal (ver seccion
6.13), ya que podria estar interaccionando mejor el acido ascorbico con el material
pared. Hoyos- Leyva, Chavez-Salazar, Castellanos-Galeano, Bello-Perez y Alvarez-
Ramirez (2018) estudiaron las microcapsulas hechas con almidon de taro (granulos
pequefios), y concluyeron que el AA puede extraerse facilmente a través de los
poros de los agregados esféricos observados mediante microscopia electronica de

barrido. Estructuras similares se observaron en este estudio (Figura 6G).
6.10 Actividad de agua y contenido de humedad de las microcapsulas

El rango de actividad de agua (aw) y contenido de humedad fueron 0.16 - 0.31
y 1.34 - 2.35%, respectivamente. En el Cuadro 6 se puede observar que las
microcapsulas de AM20H y MA presentaron valores mas altos de aw (0,31 y 0,28,
respectivamente), y como se esperaba, también mostraron valores de humedad

mas altos. Los almidones con un tamafo de granulo pequefio, como la malanga,
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producen agregados esféricos los cuales pueden ligar agua, contribuyendo al
incremento de humedad (Zhao y Whistler, 1994). En un estudio donde se formaron
agregados esféricos con almidén de taro encapsulando acido ascoérbico (Hoyos-
Leyva et al., 2018), reportaron valores de humedad de 5.9% y 0.35 de aw, que fueron
mas altos que los reportados en este estudio.

Por otra parte, las microcapsulas AM16H-GA y las GA presentaron los
menores valores de actividad de agua (aw) por debajo de 0.24, de contenido de
humedad abajo de 1.6% que de acuerdo con Tonon, Brabet, Pallet, Brat y Hubinger
(2009), favorece la estabilidad del polvo, ya que representa menos agua libre
disponible para el crecimiento de microorganismos patdégenos o para que se lleven
a cabo reacciones quimicas, lo cual incrementa la vida de anaquel de las
microcapsulas. Estos resultados concuerdan con los contenidos de humedad y, de
la misma manera, las diferencias en los valores de aw también puede estar
relacionado con la estructura de los diferentes materiales pared utilizados para la
formacion de las microcapsulas. Arslan et al., (2015), mencionan que valores bajos
de aw en las microcapsulas pueden ayudar a aumentar la estabilidad microbiolégica
y oxidativa en condiciones de almacenamiento prolongado. Ademas, valores de aw
por debajo de 0.6 como se observa en este estudio podria retrasar los cambios
quimicos y fisicos en el producto (Szulc y Lenart, 2012).

La variacién en el contenido de humedad en las microcapsulas a base de
almidon (AM16H y AM20H) puede ser atribuida a la estructura del material pared,
el cual tiene un alto numero de grupos hidroxilo y el numero de poros en cada
encapsulado, que le permiten formar puentes de hidrégeno con las moléculas de
agua del ambiente durante el manejo de las microcapsulas después del secado por
aspersion (Tonon et al., 2009). Resultados similares fueron obtenidos por Quek,
Chok y Swedlund (2007), al encapsular mediante secado por aspersion jugo de
sandia con diferentes concentraciones de maltodextrina (1.49 — 1.62 %). Lokswuan
(2007), en su estudio sobre microencapsulacion de p-caroteno con almidén nativo
y modificado de tapioca, reporté contenidos de humedad de 6 y 3.12 %,

respectivamente, valores superiores a los obtenidos en este estudio.
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Figura 11. Micrografias por microscopia electronica de barrido de
microencapsulados de: almidén hidrolizado enzimaticamente 16 horas + goma
arabiga (6:1 p/p) x1000 (A) y x3500 (E), almidén hidrolizado enzimaticamente 20
horas + goma arabiga (6:1 p/p) x1000 (B) y x3500 (F), malanga x1000 (C) y x3500
(G) y goma arabiga x1000 (D) y x3500 (H).
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6.11 Eficiencia de encapsulacion

Los valores de retencion de acido ascorbico se muestran en la Cuadro 7. De
acuerdo con Jafari, Asadpoor, He y Bhandari (2008), una encapsulacién eficiente
debe dar lugar a microcapsulas con un contenido superficial minimo y una retencion
maxima del ingrediente activo. Las microcapsulas obtenidas presentaron diferente
contenido de vitamina C, lo cual esta asociado al tipo biopolimero utilizado como

material pared.

En este estudio se puede observar que las microcapsulas elaboradas
con almidon de maiz modificado enzimaticamente (EAM16H-GA y EAM20H-GA),
mostraron valores mas bajos en la retencion de AA%, que las microcapsulas
preparadas con MA (granulo pequefio) y GA. Sin embargo,
las microcapsulas EAM16H-GA y EAM20H-GA también presentaron menores
valores de acido ascorbico en la superficie (27.4% y 26.5% respectivamente) que,
en malanga y goma arabiga, este comportamiento podria explicar la estabilidad de
la microcapsula (Figura 12). Por otro lado, las microcapsulas EAM16H-GA vy
MA mostraron valores de retencion de 71.3 y 97.1%, respectivamente. Sus valores
fueron ligeramente mas altos EAM20H-GA (70.9%) y GA (94.2%). Este
comportamiento podria deberse a que las microcapsulas mostraron un tamafo mas
pequefio. Un comportamiento similar fue informado por Palma-Rodriguez et
al. (2013), usando almiddén de arroz nativo como material pared en la formacion de
microcapsulas (7.2 ym) y almidones modificados de maiz (5.77 ym) y patata (5.66
pgm), informando un aumento en los valores de retencion de AA de 57.7%, 64.4% y
98%, cuando la microcapsula disminuye de tamaro. Este aumento en la retencién
con una reduccion en el tamafio del material pared puede deberse a un aumento en

el area superficial, mejorando la interaccion quimica.
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Cuadro 6. Parametros de analisis fisicoquimicos en las microcapsulas obtenidas’.

Mh,‘i‘ifrﬂi;i“s‘[ﬁg' aw Humedad (%) D (v, 0.5)x
AM16H-GA (85:15) | 0.231+0.012° 1.602+0.18 1087.44
AM20H-GA (85:15) 0.31+0.002s 1.755+0.021° 1245 43

Malanga 0.28+0.009° 2.354+0.342 7.51

Goma Arabiga 0.16£0.017¢ 1.348+0.114° 12.72

AM16H=Almidon de

maiz

hidrolizado enzimaticamente

por 16 horas,

AM20H=Almidon de maiz hidrolizado enzimaticamente por 20 horas.
Superindices diferentes por tratamiento representan diferencias estadisticas

significativas (P<0.05).
aum.

* No se realizaron réplicas en este estudio, por lo tanto, no se llevaron a cabo

estudios estadisticos

Cuadro 7. Parametros de eficiencia de encapsulacion en las microcapsulas

obtenidas’.

Material Pared-
Microcapsula

Retencion de acido
ascorbico (%)

Acido ascérbico
superficial (%)

AM16H-GA (85:15)

AM20H-GA (85:15)

Malanga

Goma Arabiga

71.28+0.42°

70.92+0.52°

97.10+0.592

94.22+0.37°

27.43+0.18¢

26.52+0.12°

36.27+0.142

31.96+0.14°

AM16H=Almidon de

maiz

hidrolizado enzimaticamente

por 16

horas,

AM20H=AImidén de maiz hidrolizado enzimaticamente por 20 horas. Superindices
diferentes por columna representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).
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En el estudio de acido ascoérbico en superficie (Cuadro 7), los encapulados
EAM16H-GA y EAM20H-GA presentaron valores bajos. Mientras que las
microcapsulas hechas con MA y GA, mostraron los valores mas altos. Este
comportamiento puede atribuirse al hecho de que las microcapsulas hechas con
almidon modificado enzimaticamente presenta en su estructura poros (Figura 11 A,
B, C, y D) en los que puede atraparse el AA, lo que también podria estar influyendo
en la retencion de AA en las microcapsulas preparadas con almidon de maiz

modificado.

Asi mismo, los resultados obtenidos fueron menores a los reportados por
Trindade y Grosso (2000), quienes reportaron la recuperacion del 99.7 % de acido
ascorbico después de la microencapsulacion mediante secado por aspersion con
almidodn de arroz. Resultados similares fueron reportados por Finotelli y Rocha-Leao
(2005), quienes obtuvieron el 100 % de retencion de acido ascorbico mediante
secado por aspersion empleando Capsul (almidéon modificado de maiz tipo waxy) y

maltodextrina.
6.12 Estudio de envejecimiento acelerado

El efecto del tiempo de almacenamiento sobre la capacidad de las
microcapsulas para proteger el AA se muestra en la Figura 12. El tiempo juega un
papel importante en la estabilidad de AA; ya que se observa una reduccion gradual
en los valores de AA cuando aumenta el tiempo de almacenamiento. Se determiné
el contenido de AA en la semana cero y las microcapsulas MA y GA mostraron
mayor contenido de AA que las microcapsulas formadas con almidén de maiz
modificado enzimaticamente (EAM16H-GA y EAM20H-GA). Es importante
mencionar que las concentraciones tedricas de &acido ascérbico en las
microcapsulas fueron de 165 mg/g, observando que no se encapsuld el 100% de
AA.
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Valores similares de retencion de acido L-ascorbico (99%) en microcapsulas
hechas con almidén de taro fueron reportados por Hoyos-Leyva et al., (2018). Por
otro lado, se observd que en la semana 1 las microcapsulas MA y GA
perdieron aproximadamente 40% de acido ascorbico inicial. Un comportamiento
similar fue descrito por los autores anteriores, que han reportado una pérdida de
aproximadamente 80% en microcapsulas de malanga, y
atribuyen esta rapida pérdida de AAala estructura porosa de los agregados
esféricos de almidén de taro, que permiten un flujo facil de disolvente a través de
microcapsulas, lo que resulta en una rapida extraccion de AA. Fendmeno similar
podria ocurrir en este estudio. Sin embargo, se puede observar que las
microcapsulas EAM16H-GA y EAM20H-GA solo pierden aproximadamente 30% de
AA, lo que indica un mejor efecto protector. Este comportamiento puede deberse a
los agujeros en el almidon de maiz modificado enzimaticamente y recubierto con
GA ofrecen un mejor efecto protector al acido ascoérbico contra las condiciones
ambientales.Luo, et al. (2013), informaron que el aumento en el grado de hidrélisis
enzimatica del almidon de yuca modificado mejora la retencién de zinc, atribuyen
que el ataque enzimatico causa que la superficie de los granulos de almidon sea
aspera y aumenta el area de la superficie, lo que provoca mayores interacciones
quimicas entre los grupos funcionales . Posiblemente esto podria ocurrir entre los
grupos funcionales (-OH) del acido ascorbico y el almidén. Ademas,
las microcapsulas EAM16H-GA y EAM20H-GA fueron recubiertas con GA, lo que
podria mejorar el efecto de proteccion. Aunado a esto, el tamano de las
microcapsulas EAM16H-GA y EAM20H-GA es mayor (ver seccidn 6.8) y siguiendo
la primera Ley de Fick (1855), establece que el soluto se movera desde una regién
de alta concentracion a una de baja concentracion atravesando un gradiente. Por lo
tanto, se requiere mayor desplazamiento del acido ascorbico para que el acido

ascorbico salga de la microcapsula, en otras palabras, existe una mayor resistencia.
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Durante las semanas 2 a 8 de almacenamiento, las microcapsulas EAM16H-
GA mostraron mayor contenido de AA respecto de las otras microcapsulas (Figura
12). Una vez observado este comportamiento, se esperaria que fuera presentado
por el EAM20H-GA, debido al mayor numero de agujeros observados (Figura 6,

F), por lo que se podrian enfocar mas estudios al respecto.

La determinacion de AAen lasemana 9 solo se cuantifico en
las microcapsulas EAM16H-GA, en las demas microcapsulas no fue posible
cuantificar este compuesto bioactivo porque no estaba presente. Este
comportamiento indica que las microcapsulas EAM16H-GA presenta un mejor
efecto protector durante el tiempo de almacenamiento que las microcapsulas MA
(granulo pequeio), GA y EAM20H-GA. Li, Ho, Turner y Dhital (2016) informaron de
la viabilidad de Lactobacillus plantarum en almidén de maiz poroso, esta fue mayor
en el almidén modificado enzimaticamente en comparacién con la parte nativa. En
este mismo estudio se informa un ligero aumento en la viabilidad de L. plantarum en
las microcapsulas hechas con 30 minutos de hidrdlisis enzimatica que las
microcapsulas preparadas con 120 minutos. Comportamiento similar se encontr6 en
este estudio, observando una mejor proteccion de AA en las microcapsulas hechas
con almidén de maiz tratado con enzimas con 16 horas (Figura 12). La estabilidad
de la microcapsula GA como se observa en la Figura 11, se debe a que el AA esta
atrapado dentro de la microcapsula, que no muestra los poros como se observa en
la Figura 6H, formas similares en microcapsulas y el comportamiento en la retencién

de AA es informado por Trindade y Grosso (2000).

Con los valores obtenidos durante todo el estudio de envejecimiento
acelerado (9 semanas) se pudo calcular el valor de la constante de degradacion del
acido ascérbico (k, semanas™') para cada microencapsulado, mediante un modelo
matematico de primer orden. En donde se observa que el orden de los valores de
degradacion es: EAM16H-GA>Goma arabiga>Malanga> EAM20H-GA, con valores
de 0.308, 0.358, 0.521 y 0.551 para cada microcapsula, respectivamente.
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Figura 12. Envejecimiento acelerado de microencapsulados de acido ascorbico (H.R. 52.5% y temperatura 55°C). Los datos
son las medias de tres repeticiones + desviacion estandar, superindices diferentes por fila representan diferencias estadisticas
significativas (P<0.05).
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6.13 Modelo de digestion in vitro de microencapsulados

Los resultados del porcentaje de liberacion de acido ascoérbico en el modelo
de digestion in vitro que simulaba la boca, el estomago y el intestino delgado se
obtuvieron con el apoyo de HPLC (Figuras 13, 14 y 15) y se muestran en la Cuadro
8. En este estudio, el efecto de los dias de almacenamiento contra el material pared
en las microcapsulas sobre el porcentaje de liberacion del AA en el modelo de
digestion in vitro se analizé por medio de un analisis estadistico de dos vias. Este
tipo de analisis estadistico muestra que el factor tiempo tiene mas influencia en el
% de liberacion de AA, que el tipo de material pared utilizado para preparar las
microcapsulas. En general, se observo una reduccion en el porcentaje de liberacion
de AA en las microcapsulas cuando aumento el tiempo de almacenamiento. Es
importante saber como se libera el acido ascérbico en cada material utilizado como
material pared durante el proceso de digestidén a lo largo del tracto gastrointestinal
(TGI). Yung, et al., (1982) mencionan que el proceso de adsorcion de acido
ascorbico tiene lugar en la region superior del intestino delgado.

El comportamiento de liberacion de AA en cada seccion de GIT fue
interesante, en la primera fase de liberacién (saliva) las microcapsulas MA y GA
mostraron un ligero aumento en la liberacion de AA, que el observado en las
microcapsulas EAM16H-GA y EAM20H-GA durante el tiempo de
almacenamiento. Por otro lado, en el jugo gastrico en el dia O,
las microcapsulas EAM16H-GA y EAM20H-GA mostraron el mayor porcentaje de
liberacion de AA, pero en el almacenamiento de 7 dias, la liberacion de AA fue
menor que las microcapsulas MA y GA. Siguiendo la misma tendencia en esta
misma seccion de GIT, en el tiempo de almacenamiento de 14, 21 y 28 dias, el
comportamiento de liberacion de AA. En la fase dudodenal biliar, las microcapsulas

EAM20H-GA mostraron el mayor porcentaje de liberacion de acido ascérbico,

73



presentando diferencias significativas con las demas en el dia 0. Estos resultados
podrian indicar que la encapsulacion con almidon de maiz modificado
enzimaticamente por 20 horas y recubierto con GApresenta una
liberacion lenta de AA en el intestino, donde se libera el porcentaje mas alto de AA
(véase el Cuadro 8). También se observa que una cantidad significativa de AA se
libera en la saliva, pero en esta seccion del TGl, se podria estar cuantificando el AA
en la superficie de las microcapsulas. Otro factor importante en la liberacion de AA
por las microcapsulas en el TGl se debe a los cambios en el pH y el uso de enzimas

digestivas (Cuadro 3), que actuan sobre el material pared de las microcapsulas.
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Figura 13. Curva de calibracion de acido ascorbico en determinacion por HPLC-
uVv.
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Absorbancia (AU)

0-12- B 50 ppm
B 40 ppm
0.10 1 B 30 ppm
B 20 ppm
0.08 B 10 ppm
0.06 A
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0.02 -
0 1 2 3 4
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Figura 14. Cromatogramas HPLC-UV correspondientes a la curva de calibracion de acido ascorbico.
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Figura 15. Cromatogramas HPLC-UV correspondientes a la digestion en la fase salival en el dia uno de los
microencapsulados con acido ascérbico.



Cuadro 8. Efecto del material pared sobre el porcentaje de liberacion de AA en cada fase de la digestion in vitro.

Jugo Material pared Dias de almacenamiento
digestivo microcapsulas 0 7 14 21 28
EAM16H-GA (85:15) 35.53 £ 0.253 30.45+0.09°>* 30.05 + 0.37° 24.71 £ 0.17°2 23.6 + 0.2493
o EAM20H-GA (85:15) 36.93 + 0.2421 27.57 + 0.34 25.01 + 0.17°2 21.77 + 0.33%2 21.7 £0.1142
= Malanga 36.11 £ 0.21°2 37.99 £ 0.09>" 35.41 £ 0.23%" 30 £ 0.11%1 29.83 + 0.2791
Goma Arabiga 34.79 £ 0.20°4 36.13 £ 0.3922 35.8 + 0.43?2 31.8 £ 0.5%2 23.6 + 0.24%4
EAM16H-GA (85:15) 39.47 + 0.282" 27.71 +0.18%% 27.93 + 0.07°3 23.92 + 0.2793 28.64 + 0.12°1
Jugo EAM20H-GA (85:15) 36.94 + 0.30%2 25.65 + 0.13** 26.0 + 0.334 21.36 + 0.18%4 19.85 + 0.0493
gastrico Malanga 36.26 + 0.342°  32.63+0.33%2 33.47+0.35>2 29.34+0.36%  27.08 + 0.34°2
Goma Arabiga 36.48 £ 0.49223  33.82+0.30%" 34.7 £ 0.22°' 35.25 + 0.18 28.64 + 0.12°"
EAM16H-GA (85:15) 2499 +0.29 34 2457 +£0.25%3 20.74 +0.1792 23.64 + 0.233 22.34 £ 0.13%3
ZZiZenal- EAM20H-GA (85:15) 37.18+0.26 ' 3242 +0.20>" 25.95 + 0.29%" 28.55 + 0.16°" 28.62 + 0.24°2
biliar Malanga 26.13+0.183% 22.78+0.14°% 18.24 + 0.2193 20.06 + 0.12%4 20.11 £ 0.17%4
Goma Arabiga 28.73+0.42°? 31.15+0.2622 26.49 +0.48%" 26.79 + 0.2192 29.75 + 0.07>"

Los datos son las medias de tres repeticiones + desviacion estandar del porcentaje, superindices con letras diferentes por fila (tiempo

de almacenamiento) representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

Los datos son las medias de tres repeticiones + desviacion estandar, superindices con numeros diferentes por columna (encapsulado)
representan diferencias estadisticas significativas (P<0.05).
AM16H-GA=AImidén de maiz hidrolizado enzimaticamente por 16 horas en mezcla con goma arabiga, AM20H-GA=AImidon de maiz
hidrolizado enzimaticamente por 20 horas en mezcla con goma arabiga.
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VII. CONCLUSIONES

El tiempo de hidrdlisis enzimatica juega un papel importante en el porcentaje
de hidrdlisis del almiddn, ya que esta relacionado con la erosion y el numero

de poros.

El uso de diferentes materiales pared en la preparaciéon de microcapsulas
mediante el método de secado por aspersion tiene efectos significativos
sobre el contenido de humedad, tamafno de particula, actividad de agua,
morfologia, eficiencia y retencidon de los compuestos quimicos de las

microcapsulas obtenidas.

Este estudio mostré que las microcapsulas formadas por almidén de maiz
modificado enzimaticamente mejoran la estabilidad durante el tiempo de

almacenamiento y en la digestion in vitro.

Este comportamiento puede explicarse porque en las microcapsulas hechas
con almidon modificado enzimaticamente-GA, el AA queda atrapado
en los agujeros, lo que proporciona una mejor proteccion, donde la goma

arabiga juega un papel importante cuando se utiliza como cubierta.

El estudio sugiere al almidon modificado enzimaticamente y recubierto con
goma arabiga para preparar microcapsulas como material prometedor para
ser utilizado como material pared para la encapsulacion de ingredientes

alimentarios funcionales.

Ademas, se deberian realizar mas estudios para explorar estas
microcapsulas con otros compuestos quimicos, y el intervalo de tiempo de
la hidrdlisis enzimatica en el almidon podria mejorar el conocimiento de la

liberacion del compuesto quimico encapsulado en este tipo de microcapsulas
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