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RESUMEN

Hibiscus sabdariffa L. (HS) se caracteriza por su contenido de antocianinas. Su
estabilidad se ve afectada por factores como la luz, el oxigeno y la temperatura. El
almiddn se ha utilizado como material pared para encapsular compuestos y puede
ser modificado por tratamientos hidrotérmicos (annealing). El objetivo de esta
investigacion fue evaluar el efecto de la modificacion térmica del almidon de
malanga en la estabilidad de los compuestos bioactivos del extracto de Hibiscus
sabdariffa L. microencapsulados mediante secado por aspersion. La modificacion
se realizé en una proporcién 1:9 (almidén/agua) a 67 °C y 70 °C / 48 horas. Se
cuantificaron los compuestos bioactivos (CB) y actividad antioxidante del extracto
de HS; se realizo la caracterizacion del almidon nativo (AN) y almidones modificados
(AM), asi como de las microcdpsulas y se evaluo la estabilidad (8 semanas / 4 °C).
La microscopia electrénica de barrido del almidén modificado a 70 °C (AM-70)
muestra cambios en la estructura de algunos granulos, posiblemente debido a la
gelatinizacion durante la modificacion. Las microcapsulas obtenidas con este
almidén presentaban agregados esféricos deformes, a diferencia de las
microcdpsulas del AN y del almidon modificado a 67 °C (AM-67) en donde se
visualizan esferas uniformes. El AM-67 y AM-70 presentaron un aumento
significativo (p<0.05) en la temperatura de gelatinizacibn y una disminucién
significativa en la entalpia de gelatinizacion (AH J/g) a diferencia del AN. La
actividad de agua de las microcédpsulas fue de 0.150 + 0.01 a 0.257 + 0.01
encontrandose dentro de los pardmetros establecidos para su almacenamiento (aw
<0.6) La eficiencia de encapsulacion del AN, AM-67 y AM-70 fue de 38.05%, 44.65%
y 54.54%, respectivamente. Durante el almacenamiento de las microcapsulas de la
semana 0 a la semana 8, hubo una disminucion en el contenido de fenoles totales
y antocianinas. En el caso del AN los porcentajes de pérdida fueron de 25.15% y
28.07%, para el AM-67 de 44.2% y 36.92% y en el AM-70 del 37.34% 25.04%
respectivamente. Las microcapsulas del AN presentaron una disminucion
significativa en el transcurso de cada semana, a diferencia de las microcapsulas del
AM-67 y AM-70, en donde la degradacion fue mayor en las primeras 2 semanas y

en las restantes hubo una degradacion menor. Como conclusion, el tratamiento por

v



annealing cambio la estructura granular del almidon de malanga y la estabilidad
durante el almacenamiento fue mejor en los AM. Estos datos son importantes para
futuras investigaciones, ya que hasta el momento no se han reportado estudios

similares.

Palabras clave: antocianinas, almidén, annealing, microcapsulas, secado por

aspersion



ABSTRACT

Hibiscus sabdariffa L. (HS) is characterized by its anthocyanin content. Its stability
is affected by factors such as light, oxygen and temperature. Starch has been used
as a wall material to encapsulate compounds and can be modified by hydrothermal
treatments (annealing). The objective of this research was to evaluate the effect of
thermal modification of malanga starch on the stability of bioactive compounds of
Hibiscus sabdariffa L. extract microencapsulated by spray drying. The modification
was performed at a 1:9 ratio (starch/water) at 67 °C and 70 °C / 48 hours. Bioactive
compounds (BC) and antioxidant activity of HS extract were quantified;
characterization of native starch (NS) and modified starches (MS) as well as
microcapsules was performed, and stability (8 weeks / 4 °C) was evaluated.
Scanning electron microscopy of starch modified at 70 °C (SM-70) showed changes
in the structure of some granules, possibly due to gelatinization during modification.
The microcapsules obtained with this starch presented deformed spherical
aggregates, unlike the microcapsules of NS and starch modified at 67 °C (SM-67)
where uniform spheres are visualized. SM-67 and SM-70 presented a significant
increase (p<0.05) in gelatinization temperature and a significant decrease in
gelatinization enthalpy (AH J/g) in contrast to NS. The water activity of the
microcapsules ranged from 0.150 = 0.01 to 0.257 + 0.01 within the established
parameters for storage (aw<0.6). The encapsulation efficiency of NS, SM-67 and
SM-70 was 38.05%, 44.65% and 54.54%, respectively. During storage of the
microcapsules from week 0 to week 8, there was a decrease in the content of total
phenols and anthocyanins. In the case of NS the percentages of loss were 25.15%
and 28.07%, for SM-67 44.2% and 36.92% and in SM-70 37.34% 25.04%,
respectively. The microcapsules of NS showed a significant decrease in the course
of each week, unlike the microcapsules of SM-67 and SM-70, where the degradation
was higher in the first 2 weeks and in the remaining weeks there was a lower
degradation. In conclusion, annealing changed the granular structure of malanga
starch and storage stability was better in the MS. These data are important for future

research as no similar studies have been reported to date.
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Keywords: anthocyanins, anthocyanin, starch, annealing, microcapsules, spray
drying
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INTRODUCCION

Las antocianinas son compuestos solubles en agua, se encargan de dar los colores
caracteristicos a las plantas, como rojo, morado y azul. Una de sus principales
aplicaciones es que son utilizadas como colorantes, sin embargo, se ha visto que
también tienen efectos benéficos para la salud debido a la prevencién de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, ya que posee propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, antidiabéticas y neuroprotectoras (Vergara et al.,
2020). Algunos factores pueden influir en su estabilidad como son temperatura, la
luz, el pH, los iones metélicos y el oxigeno, por lo cual se buscan técnicas que
puedan proteger estos compuestos y mejorar su almacenamiento, como por
ejemplo la microencapsulacion mediante el secado por aspersion (Nguyen et al.,
2021). La microcapsula se compone de una pared o revestimiento y el material que
se desea encapsular (Bah et al., 2020; Ahmad et al., 2021). El almidén ha sido
utilizado como material pared, para la encapsulacion de algunos compuestos, como
vitaminas, aceites esenciales, minerales y microorganismos, ya que es un material
que no posee sabor, no es téxico, es biodegradable y tiene un bajo costo (dos
Santos et al., 2018; do Amaral et al., 2019; Choudhury et al., 2021). El almiddn
nativo puede presentar caracteristicas desfavorables para su aplicacion en
alimentos, por lo que se han buscado alternativas para mejorar estas propiedades,
como por ejemplo el annealing (Punia, 2020; Zarski et al., 2021). Annealing se
refiere a un proceso fisico en el que el almidén nativo se altera mediante la
hidrataciéon de los granulos de almidén (>60% de agua), durante un periodo de
tiempo determinado, sin elevar la temperatura a niveles de gelatinizacién. Durante
este proceso, la estructura de los granulos de almidon se conserva (Tester y Debon,
2000; Park y Kim, 2020). Es importante conocer las propiedades fisicoquimicas y
térmicas del almidon para poder brindar una investigacion mas amplia y evaluar los
factores que influyen en la microencapsulacion de los compuestos (Fang et al.,
2000).



1. ANTECEDENTES
1.1. Compuestos antioxidantes

Los compuestos antioxidantes se definen como moléculas suficientemente estables
para donar electrones a un radical libre y neutralizarlo, reduciendo asi su capacidad
de dafio (Lobo et al., 2010). Los antioxidantes proporcionan proteccién contra el
dafio oxidativo y enfermedades cronicas, estos se clasifican en 2 grupos,
endogenos y exdgenos. Los enddgenos son producidos en el cuerpo como por
ejemplo la superéxidodismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y glutation
reductasa, mientras que los exdgenos forman parte de los alimentos vegetales y se
obtienen a partir de la dieta; por ejemplo, la vitamina C, vitamina E, los carotenoides
y los polifenoles, siendo estos ultimos un grupo ampliamente distribuido en el mundo
vegetal (Sharifi-Rad et al., 2020; Mucha et al., 2021).

1.2. Hibiscus sabdariffa L.

Hibiscus sabdariffa L. pertenece a la familia de las Malvaceae, en México es
conocida como “flor de Jamaica”, “Jamaica” o “Roselle”. En Nicaragua y Guatemala
le nombran “Hamaiga” y “Rosa de Jamaica”. En paises europeos es conocida como
“‘Roselle” o “Rosella”, “Karkade” y “Red sorrel”. Es originaria de Asia (India y
Malasia) y Africa. Se cultiva en regiones tropicales y subtropicales. (Ross, 2003;

Ramirez-Rodrigues et al., 2011).

Se han clasificado 4 variedades de Hibiscus sabdariffa L. en México: “Alma blanca”
y “Rosaliz” que son de color claro y “Cotzaltzin” y “Tecoanapa” de color rojo, las
cuales estan registradas en el Catalogo Nacional de Variedades de Vegetales del
Sistema Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas (SNICS) de la
SAGARPA, con las claves: JAM-001-260210, JAM-003-260210, JAM-002-260210)
y JAM-004-260210 respectivamente (Ariza-Flores et al., 2014).

México se encuentra entre los principales paises productores, aparte de China,
Tailandia, Senegal y Tanzania (Ramirez-Rodrigues et al., 2011). La Secretaria de

Agricultura y Desarrollo Rural (2021) inform6é que en el afio 2019 hubo una
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produccién nacional de 7 mil 889 toneladas, siendo el estado de Guerrero el mayor
productor con 5 mil 810 toneladas, seguido de Michoacan (884 toneladas) y

Guerrero (507 toneladas).

Hibiscus sabdariffa L. esta compuesta por semillas, las hojas, los frutos y las raices
y todas las partes son aprovechadas en diversos alimentos (Islam, 2019), aunque
la parte de la planta con mayor interés comercial son los calices rojos, ya que en
estudios se ha comprobado que posee una cantidad considerable de compuestos
bioactivos como los compuestos fendlicos, entre los cuales se encuentran los
flavonoides, acidos fendlicos (acido galico, quercetina, kaempferol, acido cafeico,
acidos clorogénicos), antocianinas (delfinidina-3-sambubiosido, cianidina-3-
sambubiosido, cianidina 3,5-diglucésido, delfinidina), &cidos orgénicos (acido
hidroxicitrico, &cido de hibisco), entre otros. También se conoce como una fuente
importante de pigmentos naturales gracias a las antocianinas, las cuales son las
encargadas de proporcionar el color caracteristico de los célices (Ramirez-
Rodrigues et al., 2011; Maciel et al., 2019; Sanou et al., 2022). Su color varia de
blanco-amarillo al rojo intenso, lo cual tiene relacion con su contenido fitoquimico.
Los calices oscuros muestran un mayor contenido de antocianinas, seguidos de los
calices rojos y rosados, mientras que los céalices blancos muestran un contenido

insignificante o nulo de estos pigmentos (Morales-Luna et al., 2019).

1.3. Antocianinas

Las antocianinas son colorantes solubles en agua, pertenecen a la clase de los
flavonoides, brindan colores a las frutas, flores y hojas, que van del rojo al azul
(Ribeiro y Veloso, 2021). El color que poseen depende en gran parte de su pH.
Quimicamente, las antocianinas son glucaésidos polihidroxilados y/o polimetoxilados
derivados del i6n 2-fenilbenzopirilio (catién flavilio) (llamado aglicona o
antocianidina) que contiene grupos -OH u -OCHgs, que lleva uno o mas residuos de
azucar o azucar acilado (Oancea, 2021; Arruda et al., 2021).



La estructura base de una antocianina (Figura 1) esta formada por un anillo
aromatico (anillo A), pegado a un anillo heterociclico oxigenado (anillo C), que de
igual manera esta adherido a través de sus C3 al C1' de un segundo anillo aromatico
(anillo B). Las antocianidinas (agliconas) forman las estructuras béasicas de las
antocianinas. Se pueden clasificar en grupos segun los tipos de agliconas; en las
plantas se puede encontrar cianidina que brinda el color parpura rojizo (50%),
delfinidina el color rojo-azul (12%), pelargonidina el color rojo anaranjado (12%),
peonidina el color magenta (12%), malvidina el color purpura (7%) y por ultimo
petunidina que otorga el color rojo (7%) (Amogne et al., 2020; Arruda et al., 2021).

Un incremento en los grupos OH en la estructura de las antocianinas dan
tonalidades azules, mientras que a mayores grupos OCHs se obtienen tonalidades
rojas. El color también puede verse influenciado por la copigmentacion; por ejemplo,
la copigmentacion de antocianidinas con flavonoides mejora la intensidad de su
color (Oancea, 2021; Roy y Rhim, 2021).

Figura 1. Estructura quimica general de las antocianinas
Fuente: Arruda et al., 2021.

El interés por estudiar y utilizar las antocianinas va mas alla de su capacidad como
colorante y se orienta a los efectos benéficos que puede tener en la salud, como
compuestos antioxidantes, antiinflamatorios, antiobesidad, antidiabéticos,

antitumorales y neuroprotectores (Oancea, 2021). En la industria alimentaria se



caracterizan por sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas (naturales) y se

utilizan como conservantes de los alimentos (Arruda et al., 2021).

Las antocianinas pueden transferir electrones a las especies reactivas de oxigeno
(ROS) y brindar proteccion a biomoléculas oxidables importantes, como proteinas,
ADN y acidos grasos poliinsaturados. Por lo que se han considerado como un factor

clave para la prevencion en el desarrollo de enfermedades crénico-degenerativas.

El dafio oxidativo ocurre por la accién de las ROS, también conocidos como
“radicales libres”, como por ejemplo el anién radical superdxido (Oze), el radical
hidroxilo (HO+), el peréxido de hidrogeno (H202) y oxigeno singlete (* O2), las cuales
producen peroxidacion lipidica en las membranas celulares, activacion de vias de
sefales especificas y productos téxicos. El estrés oxidativo surge cuando hay un
desequilibrio entre las condiciones oxidativas y el mecanismo antioxidante. Las
antocianinas también cumplen un papel importante en la quelacion de metales y la
inhibicion de enzimas oxidativas, para prevenir o inhibir el estrés oxidativo (Dangles
y Fenger, 2018; Oancea, 2021).

Existen factores que pueden influir en la estabilidad de las antocianinas como son,
altas temperaturas, exposicion a la luz y el oxigeno, y la interaccion con otros
componentes de los alimentos (enzimas, acido ascorbico, sulfitos, iones metalicos,
otros compuestos fendlicos y azucares). El pH afecta de manera significativa en la
estructura de las antocianinas, ya que al haber un cambio en los valores puede
provocar la formaciéon de compuestos con diferentes colores, como amarillo, azul,
morado, rojo e incluso incoloros.

Esta inestabilidad muestra la necesidad de aplicar métodos que permitan el uso o
la incorporacion de antocianinas en distintas matrices alimentarias, como por

ejemplo la microencapsulacion (Ribeiro y Veloso, 2021).

1.4. Microencapsulacion

La microencapsulacion es una técnica en donde pequefias particulas de solido,
liquido o gas, quedan envueltas por una capa protectora (Ahmad et al., 2021). Esta
tecnologia tiene como objetivos producir microcapsulas que pueden liberarse en
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determinadas condiciones y velocidad especifica, recubrir el nacleo (compuesto
activo) con un material pared, que lo va a proteger de condiciones adversas como

por ejemplo el pH, la luz y el Oz (do Amaral et al., 2019).

La microencapsulacion forma una barrera entre las condiciones ambientales y los
materiales del nucleo que generalmente son sensibles a estos factores,
aumentando la seguridad alimentaria inhibiendo el crecimiento de microorganismos,
va a evitar reacciones quimicas o fisicas que puedan alterar las propiedades
sensoriales; también constituye una herramienta eficaz para la entrega de
compuestos bioactivos como vitaminas, antioxidantes y minerales, en los alimentos
(Sun et al., 2020).

La microencapsulacion en la industria alimentaria es utilizada para, disminuir la
velocidad de las pérdidas y la evaporacion del material del nucleo en el medio,
proporcionar una liberacién controlada del producto activo, enmascarar aromas y
sabores desagradables y permitir que el material encapsulado se distribuya en una
formulaciéon alimentaria de manera homogénea. Una microencapsulacion va a ser
efectiva solo si el material del nucleo se encuentra protegido hasta que se desee su
liberacién (do Amaral et al., 2019; Choudhury et al., 2021).

1.5. Composicion de las capsulas

Una capsula consta de 2 componentes, una pared, revestimiento o membrana y el
material que se encuentra dentro de la microcapsula se conoce como nucleo, fase
interna o relleno (Bah et al., 2020; Ahmad et al., 2021). De acuerdo con su tamafio
las cdpsulas son demasiado pequefias y pueden variar de 1 a 1000 um (Nahum y
Domb, 2021). Se pueden clasificar en nanocapsula (<1 ym), microcapsula (3 -800

pMm) y macrocapsula (1000 um) (Singh et al., 2016).

El analisis morfologico de las microparticulas por lo regular se lleva a cabo mediante
microscopia electronica de barrido (MEB), lo que permite una visualizacion cercana
de la superficie de la particula (Nahum y Domb, 2021). La morfologia de las

microcapsulas va a depender de la distribucion del material del nlcleo y del proceso



de deposicidbn del material pared pueden ser catalogadas en mononuclear,

polinuclear y matriz (Figura 2) (Saifullah et al., 2019).

Mononuclear Polinuclear Matriz

Figura 2. Tipos de microencapsulados

Fuente: Reyna et al., 2015.

Las capsulas mononucleares contienen un revestimiento exterior alrededor del
nacleo, mientras que las capsulas polinucleares tienen muchos nucleos encerrados
dentro de una cubierta y en el caso de las capsulas matriz (microesfera) el material
del nucleo se distribuye de manera uniforme en el material pared. Igualmente es
posible tener una capsula mononuclear multicapa o una capsula con forma irregular
(Saifullah et al., 2019; Bah et al., 2020).

1.6. Técnicas de encapsulacién

La eleccion de la técnica de encapsulacion depende de las propiedades del material
pared y del nacleo, de los pasos de procesamiento, la tasa de liberacion deseada,
el tamafo de las particulas y la aplicacion de las particulas cuando ya han sido
encapsuladas (Saifullah et al., 2019).

El primer paso de la microencapsulacion consta en formar una mezcla, en donde el
material activo se mezcla con el material encapsulante. La mezcla se puede
preparar con uno o dos agentes. Posteriormente, la mezcla se deshidrata, creando
microcapsulas de diferentes formas y didmetros de acuerdo con el método de
preparacion y los materiales utilizados (do Amaral et al., 2019). Las técnicas que se

utilizan en la microencapsulacion son para mejorar la estabilidad y solubilidad del



compuesto. Su eficiencia va a depender de los agentes de encapsulacién y

parametros operativos (Tupuna et al., 2018).

Existen distintas técnicas para producir microcdpsulas y se pueden clasificar en tres

grupos (Ribeiro y Veloso, 2021):

Métodos fisicos: Secado por aspersion, enfriamiento por aspersion, extrusion,
extrusion centrifuga de orificios multiples, cocristalizacion, recubrimiento en lecho

fluidizado vy liofilizacion.

Métodos quimicos: inclusibn molecular por complejacién y polimerizacion

interfacial.

Métodos fisicoquimicos: separacion por coacervacion, sistema de emulsion y

formacion de liposomas.

1.6.1. Secado por aspersioén

El secado por aspersion es una técnica que utiliza aire caliente para obtener un
polvo a partir de una solucion liquida (Jovanovi¢ et al., 2021). Esta tecnologia se
puede aprovechar para encapsular diferentes compuestos como por ejemplo
probiéticos, compuestos fendlicos, antioxidantes, agentes antimicrobianos,
vitaminas, colorantes, sabores, aceites esenciales y grasas, enzimas y minerales
(Ozkan et al., 2019).

Un secador por aspersion se compone de un depésito de alimentacién y una bomba
de alimentacion, un atomizador, un calentador y un proveedor de gas de secado,
una cdmara de secado, un ciclén para la separacion de particulas secas y un
ventilador de extraccion, asi como un filtro para la salida del gas de secado. El
procedimiento inicia cuando la solucion entra en el atomizador mediante la bomba
de alimentacion, el cual va a descomponer la solucion liquida en pequefias gotas
gue son conducidas al interior de la cAmara de secado. Al mismo tiempo, un gas de

secado caliente entra en la camara de secado en sentido paralelo (en un estilo
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contracorriente) a las gotas atomizadas. Dentro de la camara, las gotas atomizadas
se secan en pocos segundos, debido al contacto con el gas caliente y caen al fondo
de la camara, después son succionados al ciclén (enlazado a un ventilador de
salida). Las particulas son separadas del aire de secado y se recolectan en el fondo
de un envase o contenedor y por ultimo el gas de secado se dirige hacia un filtro

para la separacion de particulas muy finas (Figura 3) (Assadpour y Jafari, 2019).

Gas de
I—Q_w """"" pulverizacion
Solucién de :
alimentacion DBO‘Q'LI (3= <« Gasde
= secado/adentro
T entrada [
Camara
de secado l l
Gas de
secado/afuera

— Alimentacion T salida

- Gas de secado frio

~* (Gas de secado caliente
Producto

Bomba (definiendo la tasa

de alimentacion) Producto

& Aspirador
Calentador

Figura 3. Proceso de secado por aspersion

Fuente: Assadpour y Jafari, 2019.

Es ampliamente utilizado por ser una técnica econdmica y de facil aplicacion, ofrece
bajos costos de almacenamiento y transporte, proporciona una mejor estabilidad
microbiolégica y bioquimica de los productos, las capsulas son de alta calidad,
rapida solubilidad y tamano pequefio. (Jovanovi¢ et al., 2021; Saberi Riseh et al.,
2021).



Para proteger al nucleo de las tensiones experimentadas y mejorar su seguridad
durante el almacenamiento en el proceso de secado por aspersion, se utilizan
agentes de recubrimiento. Asi el encapsulado proporciona una estabilidad mejorada
frente a efectos negativos como la luz, el oxigeno, humedad, asi como cubrir

sabores desagradables y mejorar la estabilidad digestiva (Jovanovi¢ et al., 2021).

El material pared que se va a utilizar en este método abarca sustancias ligeramente
viscosas que tienen propiedades de secado eficientes y una elevada solubilidad en
agua (Saberi Riseh et al., 2021).

1.7. Materiales pared utilizados en la encapsulacion de antocianinas

Para elegir un material pared apropiado para el encapsulado es importante
considerar sus propiedades fisicoquimicas como son solubilidad, cristalinidad,
propiedades de formacion de pelicula, peso molecular, transicion vitrea y costo;
siendo de gran importancia para el rendimiento y la estabilidad de las microcapsulas
(Mirzaei et al., 2021).

Dentro de la industria alimentaria el material utilizado en la microencapsulacion debe
ser quimicamente inerte con el material del ndcleo, de modo que no reaccione con
el material del nucleo; mantener y sellar el compuesto del nucleo dentro de la
capsula, tener la capacidad de ofrecerle proteccion contra condiciones
desfavorables; no concederle ningun sabor al producto; ser impermeable, con la
capacidad de liberar el compuesto del nucleo en el momento y lugar apropiado;
tener un bajo costo y cumplir con los estandares de seguridad alimentaria (Pech-
Canul et al., 2020; Yang et al., 2020; Valle et al., 2021).

Entre los compuestos que se han utilizado como material pared en la encapsulacion
de antocianinas (Tabla 1) se encuentran proteinas (gelatina) y en carbohidratos
(como derivados de celulosa, almidon, quitosano), los cuales se proponen de
acuerdo con su funcién en las condiciones de procesamiento, la estabilidad
fisicoquimica, propiedades sensoriales y nutricionales (Pech-Canul et al., 2020;
Sadiq y Chandrapala, 2021).
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Tabla 1. Materiales de pared utilizados para la encapsulacién de antocianinas.

Material pared

goma arabiga)

(Sambucus nigra)

Fuente Resultados Referencia
Mal tri . : siane % ,
atode?< rina Agracejo (Berberis | Eficiencia de encapsulacion | (mandavi, et al.,
(goma arabiga y .
gelatina) vulgarls) 86.06- 96.21% 2016)
) Eficiencia de encapsulacion
B-glucano y B- Azafran 45% (Ahmad et al.,
ciclodextrina (Crocus sativus L.) 2018)
63.25%
Eficiencia de encapsulacion
B-Glucano 93.91%
Control Sadco 80.45% ,
: Isk
(maltodextrina y (Sobieraiska y

Almacenamiento por 7
dias/25 °C

% de degradacion

BG 5% y MD+GA 18%

Kurek, 2019)

Salvado de arroz

Eficiencia de encapsulacion

94.22%
Almidén morado (Das et al.,
_ Mejor estabilidad durante el 2019)
(Oryza sativa L) almacenamiento 4 °C/90
dias
Eficiencia de encapsulacion
Papa roja 0 (Rosales-
Almidon _ 86% Chimal et al.,
(oxalis tuberosa) Almacenamiento por 4 2023)

semanas
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Entre los diferentes materiales de encapsulacion que se utilizan durante el secado
por aspersion se pueden encontrar los carbohidratos, como disacaridos,
oligosacaridos, maltodextrina y el almidon (en forma nativa o modificado), los cuales
se han utilizado ampliamente debido a su bajo costo, es biodegradable y no téxico,
puede extraerse facilmente en forma pura, tiene elevada solubilidad en agua, baja

viscosidad y resistencia a la oxidacion (Ding et al., 2020; Samborska et al., 2021).

1.8. Almidén

Desde hace mucho tiempo, el almidon se ha considerado un alimento primordial en
todo el mundo. El almidén es un polisacéarido a base de glucosa, se genera a partir
de las plantas (tubérculos y legumbres) en raices, tallos o las semillas de los
cultivos, como glucido de reserva; es mas abundante en organelos de
almacenamiento llamados amiloplastos. En la papa y el maiz, cada amiloplasto
contiene un solo granulo de almidén (granulo simple), mientras que, en el arroz,
avena, raiz de yuca, batata, sagu y dasheen dos o mas granulos se encuentran en
un solo amiloplasto (granulo compuesto) (Longas y Diaz, 2020; Samborska et al.,
2021).

El almidén es una particula semicristalina insoluble compuesta por dos tipos
diferentes de polisacéaridos, la amilosa y la amilopectina, los cuales contienen
enlaces de glucosa a-1,4. La amilosa es lineal, mientras la amilopectina presenta
ramificaciones debido a que posee del 4-5% de enlaces a-1,6 (Figura 4). Las
moléculas de amilopectina contienen 3 tipos de cadenas, la cadena A son cadenas
laterales que no llevan ramas en si mismas, la cadena B son cadenas laterales que
llevan ramas y la cadena C es la cadena central de la molécula de amilopectina. La
composicién de amilosa y amilopectina y las estructuras que forman, ocasionan la
variedad de propiedades fisicoquimicas del almidén, la calidad del grano de cereal

y su uso industrial (Katleen et al., 2014; Huang et al., 2021).

El porcentaje de amilopectina en la mayoria de los almidones es de 70% al 80% y
un 20% y 30% de amilosa. En el almidon también se pueden encontrar lipidos (0.5-

1.2%), los cuales se presentan libores o como complejo amilosa-lipidos. Otros
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componentes que se encuentran en menor proporcion son, proteinas, fosforo y
minerales (Katleen et al., 2014; Collins et al., 2021).

CHzOH CH,CH CHZ0H
H O, H H o H H A Q. H
H H
(a) aH H OH H OH H
o) O O
H OH H OH H  OH
CH,0H CH,0H
H 0 H H O_H
H H
OH H OH H
8] o
H OH H OH

CH.OH (]H2 CHon CHQDH
(b) H i O_H H O H H A G _H HA O H
HH H E'JH H OH H OH H
Q 0 4] Qs
H OH H  OH H CH HoOH
Figura 4. Estructura quimica de amilosa (a) y amilopectina (b).

Fuente: Amaya-Pinos, 2019.

Existen almidones llamados comunmente “cerosos”, compuestos en mayor
proporcion por amilopectina (maiz ceroso, papa cerosa), y son mas estables a la
retrogradacion, mientras que los almidones que tienen alto contenido en amilosa se
emplean como almidon resistente. En cuanto al tamafio de los granulos de almidon
varia de 1 a 100 nm de diametro y va a depender de la compacidad en la forma de
la amilopectina, la cual esta regida por la relacion entre las ramas de la cadena larga
y la cadena corta, lo que tiene un efecto en la compacidad del almidon y el tamafio
de los granulos; su forma puede ser poligonal, esférica, lenticular u ovalada (Bashir

y Aggarwal, 2019).

El almidon se puede clasificar en almidén nativo (no es sometido a ningan
tratamiento), almidon modificado (su estructura ha sido modificada con tratamientos
quimicos, enzimaticos o fisicos) y almidén hidrolizado (las cadenas que lo
conforman se rompen, dando origen a azlcares simples) (Chung y Liu, 2009; Chung
et al., 2010).
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1.8.1. Almidén de malanga

La malanga (Colocasia esculenta L.), es un tubérculo que es consumido en muchas
partes del mundo, su cultivo se debe principalmente a que es rico en carbohidratos
y su principal componente es el almiddn, el cual representa el 70-80% de la materia
seca, tiene un alto contenido de proteina (5.60%), su porcentaje de cenizas, fosforo
y lipidos es de 0.85%, 0.407% y 0.28%, respectivamente (Singla et al., 2020;
Yamanouchi et al., 2021). El tamafio de granulo de almidon varia entre 1y 5 um,
siendo el tamafio de granulo mas pequefio entre almidones de tubérculos y raices
(Pachuau et al.,, 2018). La estructura de pequefios granulos permite un
empaquetamiento compacto, para la retencion de compuestos activos. De igual
manera se ha observado que el almidéon de malanga forma agregados esféricos
durante el secado por aspersion, esta agregacion se relaciona con el contenido de
proteina, la cual actia como enlace para mantener la cohesién de los granulos y
proporciona estabilidad. Una ventaja muy importante es que la malanga tiene la
capacidad de formar agregados esféricos sin la adicibn de agentes de unién
(Gonzéalez-Soto et al., 2011; Hoyos-Leyva et al., 2018). En un estudio realizado en
almiddn nativo de arrurruz, mandioca, fiame chino, raiz de helecho, frijoles, semilla
de loto, malanga y castafia de agua, se reportaron los valores mas bajos de
contenido de amilosa para la malanga con 17.12% y los valores mas altos para los
frijoles con un porcentaje del 35.62%, un bajo contenido de amilosa podria ser
conveniente para su uso en el sector alimentario, de igual manera se observé que
el almidon de malanga present6 los valores mas altos de temperatura de
gelatinizacion, con una temperatura pico de 85.31 °C y una entalpia de 12.48 J/g
(Wang et al., 2018).

Es originario del sureste de Asia y su cultivo ocupa el quinto lugar en todo el mundo
(Singla et al., 2020); pertenece a la familia de las Araceae, la planta tiene tallos
largos (30 a 150 cm) con hojas grandes (10-50 cm de longitud), los peciolos pueden
ser verdes o violaceos de 0.2 a 1 m de longitud, posee una raiz tuberosa
aproximadamente 10 cm de didmetro y presenta una pulpa de color blanco que es
almidonosa (Ahmed y Khan, 2013; Azubuike et al., 2018).
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1.8.2. Propiedades térmicas del almidon

Las propiedades térmicas del almidon son relevantes para la calidad de los
productos elaborados. Al aplicar calor y humedad en alimentos que contengan
almiddn, sucedera un cambio de fase llamado gelatinizacion. Cuando se toma en
cuenta la transferencia de calor en el procesamiento de alimentos, la conductividad
térmica del almiddn tiene un papel considerable (Fang et al., 2000). Las propiedades
de transporte térmico se ocupan en analisis cuantitativos relevantes de procesos
térmicos como son el secado, la coccidn por extrusion, la esterilizacién, entre otros
(Wang y Brennan, 1992).

1.8.2.1. Gelatinizacién del almiddén

La gelatinizacién se conoce como una transicion de fase irreversible de los granulos
de almidon de un estado ordenado a uno desordenado. El método mas comun
consiste en calentar el almidén con cantidades de agua adecuadas, esto va a
provocar el hinchamiento de los granulos y la amilosa se va a disolver y difundir
fuera de los granulos hinchados que, al enfriarse formaran un gel homogéneo de
amilosa-amilopectina. Los granulos hinchados enriquecidos con amilopectina se
van a agregar en particulas de gel, generando una solucién viscosa (Katleen, 2014,
Omoregie, 2019). La temperatura maxima de gelatinizacibn es mayor para las
fracciones de granulos pequefios, que incide en las diferencias de la distribucion de
la longitud de la cadena de amilopectina. El tiempo de gelatinizacion se ve afectado
generalmente por el tamafio de los granulos de almidén (Cornejo-Ramirez et al.,
2018).

La gelatinizacion se puede dar en 2 etapas, la primera es cuando el granulo se
hincha debido a la ruptura de los enlaces de hidrégeno en las porciones amorfas
del almidon y la segunda en donde existe una ruptura de los enlaces
intermoleculares del almidén y existe una mayor absorcion de agua, el granulo de
almidon se rompe y la amilosa se va a liberar formando un gel (Ratnayake y
Jackson, 2008).
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Posterior a la gelatinizacién se produce la retrogradacién, en donde el almidon
gelatinizado cambia de un estado amorfo a una estructura ordenada diferente. Este
proceso consiste en formar enlaces de hidrégeno entre los grupos hidroxilo de
moléculas de almidén adyacentes, seguida de la agregacion de las dobles hélices
formadas. Generalmente los almidones con mayor contenido de amilosa se
relacionan con mayores tasas de retrogradacion, debido a que la recristalizacion de
la amilosa ocurre en un periodo de tiempo corto, mientras que la recristalizacion en
la amilopectina ocurre en un tiempo mucho mas lento (impedimento estérico). En
cuanto a las cadenas cortas y medianas de la amilosa muestran interacciones mas
rapidas y fuertes durante la retrogradacion, construyendo una red de gel con células

mas pequefas, delgadas y densas (Li et al., 2020).

El almidén contiene fracciones de proteinas, fibra y lipidos. Su contenido afecta las
propiedades funcionales del almidén. Los lipidos forman complejos con la amilosa,
modificando la temperatura de gelatinizacion, disminucion de la solubilidad en agua,
resistencia del gel, retrogradacion e indice de hinchamiento (Bashir y Aggarwal,
2019).

1.8.3. Modificaciones del almidén

Cuando el almidén esta en su forma nativa puede presentar algunas caracteristicas
desfavorables para su uso como son mayor retrogradacion y sinéresis, inestabilidad
con respecto a los cambios de temperatura, pH y fuerza de cizallamiento. Sin
embargo, el almidon posee propiedades importantes para la rama de la industria
alimentaria. Dentro de sus beneficios se sabe que proviene de fuentes naturales, su
costo es bajo, es biodegradable, no posee color ni sabor y es de facil disponibilidad.
Por ello se han buscado alternativas que mejoren estas propiedades modificando el
almidon nativo por métodos fisicos (térmicos y no térmicos), quimicos o enzimaticos
(Punia, 2020; Zarski et al., 2021), entre estas modificaciones la modificacion fisica
se considera segura en comparacion con la modificacion quimica ya que, se
producen menos desechos y no involucra agentes quimicos, también puede ser mas

econdmica (Liu y Lai, 2021; Schafranski et al., 2021).
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1.8.3.1. Tratamiento hidrotérmico por annealing

El annealing o también llamado recocido es una modificacion fisica del almidén
nativo, el cual consiste en la hidratacion de los granulos de almidén en exceso de
agua (> 60%) por un determinado periodo de tiempo, sin llegar a la temperatura de
gelatinizacion, pero por encima de la temperatura de transicion vitrea, en donde la
arquitectura del granulo se conserva (Tester y Debon, 2000; Park y Kim, 2020).
Durante este proceso ocurre una reorganizacion de las moléculas del almidon, de
modo que la doble hélice de la amilopectina adquiere una configuracion mas
organizada. La movilidad de la cadena de almidon puede variar segun la fuente de

almidon que se utilice (Gomes et al., 2005; da Rosa y Dias, 2011).

Entre los efectos que tiene el annealing sobre las caracteristicas del almidon, se ha
encontrado un incremento en la temperatura de transicion, aumento o ningun efecto
sobre la entalpia, disminucion en la lixiviacion de amilosa y poder de hinchamiento
de los granulos, menor retrogradacion y viscosidad. Existe una estabilidad en los
granulos, elevada temperatura de gelatinizacion y cristalinidad (Tester y Debon,
2000; Park y Kim, 2020).

En algunos estudios realizados en pastas con almidén de papa y trigo se observa
que la viscosidad aumenta durante el annealing, mientras que para las lentejas y

avena tiende a disminuir (Tester y Debon, 2000; Zdybel et al., 2021).

Wang et al. (2017) investigaron las modificaciones del almidon de papa, fiame y
trigo a temperaturas de 30, 40 y 50 °C, en donde se vio que la temperatura de
gelatinizacion de los 3 almidones aument6 en el tratamiento a 50 °C, pero tuvo poco
efecto sobre la entalpia, en el analisis de viscosidad para el tratamiento a 50 °C la
papa presentd un aumento y en el trigo hubo una disminucion. El aumento de las
temperaturas de gelatinizacién y la viscosidad se relacionaron a un mayor
ordenamiento de las cadenas del almidon en las regiones amorfas. Estudios mas
recientes realizados en almidon de Oca (Oxalis tuberosa) y almidon de Castanopsis

sclerophylla reportaron un aumento en la temperatura de gelatinizacion con el
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tratamiento de anneling, asi como disminucién en el poder de hinchamiento y
solubilidad (Puelles-Roman et al., 2021; Shi et al., 2021).

1.9. Usos del almidén como material pared

El almidon posee varias propiedades que lo convierten en un material ampliamente
utilizado para la encapsulacion de compuestos. Es un material inodoro, sin sabor,
biodegradable, se deriva de fuentes renovables, tiene un bajo costo y no es téxico,
de igual manera tiene la facilidad de que sus propiedades fisicoquimicas sean
modificadas (dos Santos et al., 2018; Pech-Canul et al., 2020).

El almidon posee espacios abiertos o porosos, siendo una especie de particula
hueca (con aspecto de panal de abejas), que tiene una gran capacidad de adsorcion
y puede contener a diversas sustancias (Yang et al., 2020). Los almidones que
contienen en su estructura granulos pequefios (<10um), son estructuras viables

para la microencapsulacion de compuestos bioactivos (Hoyos-Leyva et al., 2018).

La microencapsulacién ha sido utilizada en la industria farmacéutica, textil,
alimentaria, agroquimica y cosmética, para preservar compuestos valiosos y
sensibles a las condiciones ambientales adversas (Ozkan et al., 2019; Dhakal y He,
2020).

En la industria alimentaria ha demostrado ser una herramienta eficaz para la
encapsulacién de aceites esenciales y vitaminas, protegiéndolos de la oxidacién y
enmascarando sabores desagradables; e alimentos como cereales, productos
lacteos y bebidas para bebés, que son adicionados con minerales aumentando su
valor nutricional; asi como, en la proteccién de microorganismos probidéticos durante
su paso por el tracto gastrointestinal, asegurando su liberacién en el intestino
grueso. En algunos colorantes, mejorando su estabilidad a la oxidacion, solubilidad
y aumentando su vida util (do Amaral et al., 2019; Dhakal y He, 2020; Choudhury et
al., 2021). Los antioxidantes son sustancias bioactivas que pueden verse afectadas
por la luz, la temperatura, el oxigeno y la humedad, esta tecnologia es una

alternativa para mejorar su estabilidad y almacenamiento (Ozkan et al., 2019).
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2. JUSTIFICACION

Actualmente, el uso de la encapsulacibn de compuestos bioactivos es una
tecnologia que esta ampliando el campo de la investigacibn en la industria
alimentaria y de la salud, con un gran potencial para el desarrollo de nuevos
productos. Es importante la seleccion de un buen material pared para proteger a
estos compuestos del ambiente externo, el almidén nativo ha sido utilizado en
estudios como material pared, sin embargo, puede ser modificado para mejorar sus
propiedades, por lo que se han buscado alternativas como el annealing, la cual es
una modificacion fisica del almidon, que se considerada segura y econdmica y en

estudios se ha observado que brinda una mejor estabilidad térmica.

Por lo que es importante conocer las propiedades fisicoquimicas y térmicas del
almidon para poder brindar una investigacion mas amplia y evaluar los factores que

influyen en la microencapsulacion de las antocianinas.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de la modificacién térmica del almidén de malanga en la estabilidad
de los compuestos bioactivos del extracto acuoso de Hibiscus sabdariffa L.

microencapsulados mediante secado por aspersion.

Objetivos especificos

e Cuantificar compuestos bioactivos del extracto de Hibiscus sabdariffa L., asi
como su actividad antioxidante

e Modificar térmicamente el almidon nativo de malanga

e Caracterizar morfoldgica, fisicoquimica y estructuralmente el almidén nativo
y los almidones modificados de malanga

e Microencapsular el extracto de Hibiscus sabdariffa L. mediante secado por
aspersion utilizando almidon nativo y modificado de malanga como material
de pared y evaluar la eficiencia de encapsulacion.

e Caracterizar morfolégica y fisicoquimicamente las microcapsulas obtenidas

e Evaluar la estabilidad de los compuestos bioactivos encapsulados durante el

almacenamiento
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

Para este estudio se utilizo Hibiscus.sabdariffa L. proveniente del estado de
Guerrero y malanga (Colocasia esculenta L.), cultivada en la localidad de Actopan,

en el estado de Veracruz.

42. Métodos

En las Figuras 5 y 6 se muestran la metodologia que se utilizo, la cual se dividio en
2 etapas; etapa 1) Caracterizaciéon del almidén nativo y modificado y cuantificacion
de compuestos bioactivos y actividad antioxidante del extracto acuoso de Hibiscus
sabdariffa L. (Figura 5), etapa 2) Caracterizacion del microencapsulado del extracto
de Hibiscus sabdariffa L. mediante el secado por aspersion y evaluacion de la

estabilidad de las microcapsulas (Figura 6).

4.2.1. Extraccion de compuestos bioactivos

Se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por Ramirez-Rodrigues et al. (2011)
con algunas modificaciones en el tiempo de extraccion y de temperatura. Las
condiciones fueron hervir 20 mL de agua a 100 °C y posteriormente se adicionaron
1 g de célices durante 7 min.

4.2.2. Cuantificacion de compuestos bioactivos
4.2.2.1. Fenoles totales

Los compuestos fendlicos totales se determinaron a través del método de Folin-
Ciocalteau siguiendo la metodologia descrita por Pekal y Pyrzynska (2014), con
modificaciones de Vargas-Ledn et al. (2018). En microtubos se colocaron 250 uL de
los diferentes extractos, 625 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau y 500 puL de Na2COs3
al 7.5%, la mezcla se agitd y se dejé en reposo por 2 h, posteriormente se midio la

absorbancia a 760 nm. Para determinar la concentracion de cada extracto se utilizd
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una curva estandar de 0 a 100 ppm de acido galico (AG) y el resultado se expreso

como mg equivalentes de acido galico por 100 g de céliz de flor de Jamaica.
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4.2.2.2. Antocianinas monoméricas

La determinacion de antocianinas monomeéricas totales se determin6 de acuerdo con
la metodologia de Del Carpio-Jiménez et al. (2009) con modificaciones. En un
microtubo de 10 mL se adicionaron 4 mL de solucion buffer pH 1 (KCI, 0.025 M) y en
otro, 4 mL de solucion buffer pH 4.5 (CH3COONa, 0.4 M), a cada tubo se le
adicionaron 2 mL de extracto de Hibiscus.sabdariffa L. y se mididé su absorbancia a
510 nm (longitud de onda de maxima absorbancia de las antocianinas) y a 700 nm
en el espectrofotometro Thermo Scientific (Modelo GENESYS 10S VIS, E.U.A),

utilizando como blanco el buffer correspondiente.

La absorbancia final (Ar) se calculo con la siguiente ecuacion:

Ap = (Asz2onm — A700nm)pH 1.0 — (Asz20mm — A700nm)pH 4.5

El valor de la absorbancia se sustituyé en la siguiente ecuacién para obtener la

concentracion de antocianinas:

AxPM = FD %1000
£+l

Donde ¢ y PM, corresponden a la absortividad molar y peso molecular de la

Antocianinas monoméricas (mg/L) =

antocianina que predomina en la muestra respectivamente y FD es el factor de
dilucion (volumen total / volumen de extracto). Dado que una de las antocianinas
predominantes en el extracto comercial es la cianidina-3-glucésido, se utilizé su
absortividad molar (¢: 26,900) y peso molecular de 449.2 g/mol. El resultado
obtenido fue expresado como miligramos equivalentes de cianidina-3-glucésido

en 100 g de muestra.

4.2.3. Actividad antioxidante
4.2.3.1. Actividad antioxidante por el método de ABTSe

Al extracto de Hibiscus sabdariffa L. se le determiné la actividad antioxidante por el
método de ABTSe siguiendo la metodologia propuesta por Re et al. (1999) con
algunas modificaciones. El radical ABTSe se prepar0 mezclando una solucion de
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ABTSe 7.4 mM y con una solucion de persulfato de potasio 2.6 mM en partes iguales
y permitiéndoles reaccionar durante 12 h a temperatura ambiente en oscuridad. La
solucion se mezclo con etanol para ajustarla a una absorbancia de 0.70 £ 0.02 a 734
nm utilizando el espectrofotometro (Thermo Scientific, Modelo GENESYS 10S VIS,
E.U.A.); 25, 50 y 75 pL de extracto de Hibiscus sabdariffa L. se hicieron reaccionar
con 1950 uL del cation radical ABTSe por 7 min., posteriormente se determiné la
absorbancia a 734 nm usando un espectrofotometro (Thermo Scientific, Modelo
GENESYS 10S VIS, E.U.A)). Los resultados se expresaron como actividad
antioxidante equivalente de Trolox por 100 g de muestra.

4.2.3.2. Actividad antioxidante por el método de DPPHe

La capacidad de eliminacién de radicales libres por DPPHe del extracto de
Hibiscus.sabdariffa L. se evaluaron de acuerdo con el método de Chen y Ho (1995)
con ligeras modificaciones. Para la actividad antirradical se utiliz6 una modificacion
del método 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH?e). Este método evalué la actividad de las
sustancias frente a una solucién de DPPHe (color violeta intenso), la intensidad de
este radical se ve afectada (disminuye) en relacién con la cantidad de sustancias
presentes en la muestra con capacidad para neutralizar a este radical libre. La
solucion de DPPHe« que se utilizé fue a 0.1 mM disuelta en metanol, se preparo
inmediatamente antes de ser utilizada protegiéndola de la luz para evitar su
degradacion y ajustando su absorbancia a 0.50 + 0.02. Para la curva estandar se
utilizé Trolox a 1 mM, se protegio de la luz y las concentraciones que se utilizaron
fueron a 40, 80, 120,160, 200 y 240 uM. A cada tubo de ensayo se adicionaron 2000
pL de solucién de DPPHe« y 200 pL de cada una de las disoluciones de trolox o del
extracto. La solucion resultante se agitdé y se protegio de la luz, manteniéndose a
temperatura ambiente durante 30 min, se realizo la lectura de la absorbancia a 520

nm, se utilizé metanol para ajustar a cero la lectura en el equipo.

4.2.4. Obtencién del almidén de malanga

Para la obtencion del almidéon se empledé la metodologia propuesta por Flores-

Gorosquera et al. (2004). Al tubérculo se le elimind la cascara con ayuda de un
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cuchillo, se cortdé en trozos pequefios y se moli6 en una licuadora tipo industrial
(international, Mod.Li 122, México), durante 2 min a una velocidad baja y después se
molié nuevamente en una licuadora doméstica (Oster modelo bpst02-b, México) a la
méxima velocidad. Se pasoé por un tamiz con malla del No. 200, y el bagazo retenido
se volvio a moler y posteriormente se paso por un tamiz con malla No. 325, haciendo
lavados al bagazo retenido con agua destilada en la misma malla hasta que el agua
del lavado fue clara. Posteriormente, se realizaron lavados con agua purificada al
filtrado obtenido, dejando sedimentar el almidon en cada lavado y sustituyendo el
sobrenadante por agua nueva, esta operacion se repiti6 hasta obtener un
sobrenadante transparente. El almidon se deshidraté en un horno de conveccion
(Modelo shel-lab 1380fx, E.U.A.) a 40 °C por 24 h. Finalmente, el almidon obtenido
se molié (molino hamilton beach modelo 80393, China) y paso a través de un tamiz
de malla No. 100 y se almacené a temperatura ambiente hasta su utilizacion.

4.2.5. Modificacién hidrotérmica del almiddn

La modificacién hidrotérmica del almidén se llevo a cabo en una proporcion 1:9
almidon:agua destilada. La mezcla se coloc6 a bafio maria a dos temperaturas
distintas 67 y 70 °C durante 48 h, posteriormente la mezcla se vacio en charolas de
aluminio y se sec6 a 40 °C por 24 h en un horno convencional (Modelo shel-lab
1380fx, E.U.A.).

4.2.6. Pureza del almiddn

Para evaluar la pureza del almidén, se calculé el contenido de almidon total de
acuerdo con el método propuesto por la AACC 76-13.01. propuesto por la AACC
utilizando el kit Megazyme (Método amiloglucosidasa/ a-amilasa). Se pesaron 100
mg de almiddn (peso seco) en tubos de vidrio con tapa, el cual fue humedecido con
0.2 mL de etanol (80% v/v) y se mezclé con el apoyo de un vortex. Se agregaron 2
mL de KOH 2M agitdndose por 20 minutos. Posteriormente se afiadieron 8 mL de
buffer de acetato de sodio (pH 3.8) a cada tubo e inmediatamente se agregaron 0.1
mL de a-amilasa termoestable y 0.1 mL de amiloglucosidasa, se mezcld y se incub6

en un bafio maria a 50 °C durante 30 min. Después el liquido se transfirié a un matraz
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de 100 mL y fue aforado con agua destilada, se mezcl6 y centrifugd una alicuota a
258 g (1800 rpm) por 10 minutos. Se transfirié 0.1 mL del sobrenadante a un tubo
(por duplicado). Se afadieron 3 mL del reactivo GOPOD a cada tubo (incluyendo
controles de glucosa y blanco) y después 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
glucosa oxidasa/peroxidasa (GOPOD) y se incubaron a 50 °C por 20 minutos. Para
el blanco se agregaron 0.1 mL de agua destilada y 3 mL de GOPOD y se incubaron
a 50 °C por 20 minutos. Por ultimo, las absorbancias se leyeron en un
espectrofotometro (Thermo Scientific, Modelo GENESYS 10S VIS, E.U.A.) a una
longitud de onda de 510 nm.

4.2.7. Amilosa aparente

El contenido de amilosa se determiné por una modificacion de Hoover y Ratnayake,
(2001) al método propuesto por McGrance et al. (1998). Se disolvieron 50 mg de
almidon (base seca) en 8 mL de hidroxido de potasio (KOH), la mezcla se dejo
agitando por 12 h, y después se ajusto6 el pH a 7, posteriormente se tomé una alicuota
de 1 mL de la soluciéon y se transfiri6 a un matraz aforado de 50 mL, se adicionaron
40 mL de agua destilada y 5 mL de una solucion de I2/IK, se aforé y se dejo reposar
por 15 min a temperatura ambiente, por ultimo se ley6 a una absorbancia de 600 nm
en un espectrofotdmetro (Thermo Scientific, Modelo GENESYS 10S VIS, E.U.A)).

4.2.8. Caracterizacion morfolégica
4.2.8.1. Microscopia electrénica de barrido

Para la morfologia de los granulos del almidén se utilizé el método reportado por
Paredes-Lopez et al. (1988). La muestra de almidon se esparcié sobre una cinta
conductora de cobre de doble adhesion, la cual se fij6 previamente en un
portamuestras de aluminio del microscopio electronico de barrido (LEO Electron
Microscopy, Leo 1525, Oberkochen, Alemania). La muestra se cubrié con una capa
de carbon de 30 nm. Las muestras se colocaron en el ionizador de metales JEOL y

fueron recubiertas con una capa de oro.
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4.2.9. Caracterizacion fisicoquimica
4.2.9.1. Actividad de agua

Se utilizé un medidor de actividad de agua (Aqua LAB V. 2.2, Modelo 3TE, Decagon
Devices, Inc., E.U.A.), como primer paso se calibro el equipo con carbdén activado (aw
< 0.500) y agua destilada (aw= 1.000 + 0.003); posteriormente se pesé 1g de muestra
y se introdujo a la cdmara del equipo, la lectura se realizé por triplicado.

4.29.2. Contenido de humedad

El contenido de humedad se determiné utilizando una termobalanza (A&D Weighing,
modelo MS-70, Japon), con una precision media. En charolas de aluminio se pesaron
5 g de las muestras de almiddn y se utilizé una temperatura de 105 °C durante 20

min. La lectura se realizo6 por triplicado.

4.2.9.3. Temperaturay entalpia de gelatinizacion

La temperatura y entalpia de gelatinizacion propiedades térmicas de los almidones
se analizaron utilizando un calorimetro diferencial de barrido (TA Instruments,
Modelo Q2000, New Castle, E.U.A.). Se evaluaron de acuerdo con el método
propuesto por Paredes-Lopez et al. (1994). Se pesaron 2 mg de muestra dentro de
una charola de aluminio (tzero aluminium hermetic), posteriormente se le adicionaron
7 uL de agua destilada. La charola fue sellada herméticamente y se dejo equilibrar
por espacio de 30 min antes de realizar el analisis. Como referencia se utilizé una
charola vacia. La muestra se someti6 a calentamiento en un intervalo de temperatura
de 30 a 130 °C a una velocidad de 10 °C/min. La determinacion se realizd por
triplicado. La temperatura de inicio (Ti), la temperatura de gelatinizaciéon o de pico
(Tp), la temperatura final (Tf) y la diferencia de entalpia (AH) se obtuvieron del

andlisis realizado con el software TA Instruments version 4.7.4.
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4.2.10. Caracterizacioén estructural
4.2.10.1. Difraccién de rayos X

El patron de cristalinidad del almidon se estudié mediante difraccion de rayos X. Los
patrones de difraccion de rayos X de los almidones se obtuvieron mediante un
difractometro (Bruker AXS, Modelo D2 PHASER A26-X1-A2B0B2A1, Alemania), con
un detector LYNXEYE XE-T y como fuente de radiacion cromo (Cr), cobalto (Co) y
cobre (Cu). El difractometro se oper6 30 mA 'y 40 kV. La region de barrido con angulo
dos teta fue de 5° a 40° con un tamafio de paso de 0.05°, con un tiempo de conteo
de 1 segundo (Chen et al., 2019; Wongsagonsup et al., 2021). Los resultados se
analizaron en el programa Origin 7, en el grafico se delimitaron los puntos de los picos
caracteristicos del almidén de malanga para conocer el &rea cristalina. El area amorfa

correspondio a la resta del area total menos el area cristalina.

El porcentaje de cristalinidad se calculd utilizando la siguiente ecuacion:

Cristalinidad % = ( ) * 100

Aa + Ac

Donde:
Ac= é&rea cristalina sobre el difractograma de rayos X

Aa= area amorfa sobre el difractograma de rayos X.

4.2.10.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) del almidén nativo y
los almidones modificados se examinaron en un espectrofotometro (Perkin Elmer
modelo Spectrum Two, E.U.A) en el rango de 4.000 cm a 570 cm™ con 16 barridos

y 4 cm de resolucion.

4.2.11. Microencapsulacion del extracto de Hibiscus sabdariffa L.

Previo a la microencapsulacion se realizé una dispersion del almidén, al 25% de
solidos, con el extracto de Hibiscus sabdariffa L., la cual se mantuvo en agitacion

constante durante 5 minutos. Posteriormente la dispersion fue alimentada al secador
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(Mini Spray B-290, BUCHI Corporation, New Castle, DE). Las condiciones de secado
gue se aplicaron fueron: temperatura de entrada de 118 °C, a una velocidad de

alimentacion de 7 mL/min. (Hernandez-Bautista datos no publicados).

4.2.11.1. Eficiencia de encapsulacion

Se determin6 siguiendo la metodologia propuesta por Avila-Reyes et al. (2014) a
través de la liberacion de las antocianinas microencapsuladas. Se pesaron 200 mg
del encapsulado en 5 mL de metanol acidificado (HCl al 1%). Se agitd6 por 10
segundos en un vortex, posteriormente se mantuvo en agitaciéon durante 10 minutos.
La muestra se centrifugd a 5000 rpm durante 30 minutos y se recupero el
sobrenadante, se tomo una alicuota de 1 mL y se aford a 25 mL, posteriormente se
siguié la metodologia del apartado 4.2.2.2. Finalmente se calcul6 la eficiencia de

encapsulaciéon aplicando la siguiente férmula:

%Eficiencia de Encapsulacion= (N/No) *100

Dénde:
N= Concentracion de antocianinas después de la encapsulacién

No= Concentracion de antocianinas antes de la encapsulacion

4.2.12. Estabilidad de las microcapsulas
4.2.12.1. Almacenamiento

Para determinar la estabilidad de los compuestos bioactivos se realizé una prueba
de almacenamiento. Las muestras se guardaron en frascos ambar y bolsas ziploc
con silica gel, se mantuvieron en refrigeracién a 4 °C por 8 semanas. Posteriormente,
se tomaron muestras semanalmente para cuantificar el contenido de fenoles totales
(apartado 4.2.2.1.) y antocianinas monomeéricas (apartado 4.2.2.2); asi como la
actividad antioxidante (apartado 4.2.3).
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4.2.13. Contenido de compuestos bioactivos
4.2.13.1. Fenoles totales

Se pesaron 200 mg del encapsulado en 5 mL de metanol acidificado (HCI al 1%). Se
agito por 10 segundos en un vOrtex, posteriormente se mantuvo en agitacion durante
10 minutos. La muestra se centrifugd a 5000 rpm durante 30 minutos y se recupero
el sobrenadante, se tomé una alicuota de 1 mL y se aforé a 25 mL. Para cuantificar

fenoles totales de acuerdo con la técnica descrita en el apartado 4.2.2.1.

4.2.13.2. Antocianinas monomeéricas

Se pesaron 200 mg del encapsulado en 5 mL de metanol acidificado (HCI al 1%). Se
agitd por 10 segundos en un vortex, posteriormente se mantuvo en agitacion durante
10 minutos. La muestra se centrifugd a 5000 rpm durante 30 minutos y se recuperé
el sobrenadante, se tomé una alicuota de 1 mL y se aforé a 25 mL. Para cuantificar
las antocianinas de acuerdo con la técnica descrita en el apartado 4.2.2.2.

4.2.13.3. Antocianinas monomeéricas en la superficie de las microcapsulas

Se pesaron 200 mg del encapsulado en 5 mL de metanol acidificado (HCI al 1%). Se
agito por 15 segundos en un vortex. La muestra se centrifugé a 5000 rpm durante 30
minutos y se recupero el sobrenadante, se tom6 una alicuota de 1 mL y se afor6 a
10 mL. Para cuantificar las antocianinas de acuerdo con la técnica descrita en el
apartado 4.2.2.2.

4.2.14. Actividad antioxidante

4.2.14.1. Actividad antioxidante por el método de ABTSe

Se pesaron 200 mg del encapsulado en 5 mL de metanol acidificado (HCI al 1%). Se
agitd por 10 segundos en un vortex, posteriormente se mantuvo en agitacion durante
10 minutos. La muestra se centrifugd a 5000 rpm durante 30 minutos y se recupero
el sobrenadante, se tomo0 una alicuota de 40 yL, se afiadieron 960 pyL de agua
destilada y se afor6 a 2 mL. Para cuantificar la actividad antioxidante por el método

de ABTSe descrito en el apartado 4.2.3.1.
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4.2.14.2. Actividad antioxidante por el método de DPPHe

Se pesaron 200 mg del encapsulado en 5 mL de metanol acidificado (HCI al 1%). Se
agité por 10 segundos en un vértex, posteriormente se mantuvo en agitacion durante
10 minutos. La muestra se centrifugd a 5000 rpm durante 30 minutos y se recupero
el sobrenadante, se tomd una alicuota de 40 uL, se afiadieron 960 pyL de agua
destilada y se afor6 a 2 mL. Para cuantificar la actividad antioxidante por el método
de DPPH- descrito en el apartado 4.2.3.2.

4.2.15. Caracterizacion morfoldgica
4.2.15.1. Microscopia electrénica de barrido

La morfologia de las microcapsulas se determiné mediante la microscopia electrénica

de barrido con el método descrito en el apartado 4.2.8.1.

4.2.16. Caracterizacion fisicoquimica
4.2.16.1. Actividad de agua

Para la actividad de agua se utilizo el equipo Aqua LAB V. 2.2 (Mod. 3TE, Decagon

Devices, Inc., EE. UU.), con el método descrito en el apartado 4.2.9.1.

4.2.17. Caracterizacion estructural
4.2.17.1. Patrén de difraccion de rayos X

Los patrones de difraccion de rayos X de las microcipsulas se obtuvieron mediante
un difractometro (Bruker AXS, Modelo D2 PHASER A26-X1-A2B0B2A1, Alemania).
El difractometro se operd a 27 mV y 50 kV. La region de barrido con angulo dos teta
fue de 5° a 40° con un tamafo de paso de 0.05°, con un tiempo de conteo de 1.75

segundos.
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4.2.17.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) de las microcapsulas
se examinaron en un espectrofotometro (Perkin EImer modelo Spectrum Two, E.U.A)

en el rango de 4.000 cm-1 a 570 cm con 16 barridos y 4 cm™ de resolucion.

4.3. Andlisis estadistico

Se realiz6 una prueba de normalidad y de homogeneidad de varianza, al igual que
un analisis de varianza ANDEVA con un nivel de significancia del 95% (p<0.05), para
encontrar diferencias estadisticas se utilizé la prueba de comparacion de medias
multiple de Tukey al mismo nivel de significancia, asi como un ANDEVA de 2 vias
para las semanas de almacenamiento con el programa estadistico Sigma Plot 14.0.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacion del extracto de Hibiscus sabdariffa L.
5.1.1. Cuantificacion de compuestos bioactivos

Hibiscus sabdariffa L. ha sido caracterizada por ser una fuente importante de
compuestos fendlicos con propiedades nutricionales relevantes (Sanou et al., 2022).
El contenido de compuestos fendlicos reportado en este estudio fue de 3627.51 mg
EAG/ 100 g de calices (Ver tabla 2). Hamrita et al. (2022) encontraron un contenido

de fenoles totales de 2271 mg EAG/ 100 g de calices con una extraccion acuosa.

Otros estudios han reporto valores de 1044 y 1951 mg EAG/ 100 g de célices,
Morales-Luna et al. (2019) y Yang et al. (2012), respectivamente. El contenido de
antocianinas (Tabla 2) que se muestra en esta investigacion es de 1079.58 mg EC-
3-G/100 g de célices. Morales-Luna et al. (2019) encontraron valores mas bajos de
445 mg EC-3-G/100 g de célices provenientes de Oaxaca, México, en donde se utilizo
una extraccién acuosa para lo cual colocaron 20 g de muestra seca en 300 mL de
agua hirviendo por 10 min. Por otra parte, Gartaula y Karki (2010) reportaron valores
de 310.48 mg EC-3-G/100 g de célices de Hibiscus sabdariffa L. cultivada en Jhapa,
Nepal, con una extraccion acuosa a diferentes temperaturas 90 + 2 °C (10, 20y 30
min), 70 + 2 °C (20, 40 y 60min), 50 + 2 °C (20, 40y 60 min) y 32 £ 2 °C (30, 60 y 90

min).

Los compuestos bioactivos son metabolitos secundarios y su presencia esta
influenciada por factores ambientales (lluvia, temperatura, cultivo, temporada, etapa
de maduracién y cosecha) y genéticos (genotipo), también puede influir el estrés al
gue la planta se somete por las condiciones ambientales en las que vive. Estos
factores pueden ocasionar distintas concentraciones al momento de la cuantificacion
(Ifie et al., 2018; Hamrita et al., 2022; Sanou et al., 2022).

Ramirez-Rodriguez et al. (2011) compararon la extraccion acuosa de Hibiscus
sabdariffa L. a 2 temperaturas distintas (25 y 90 °C) por 240 min y 16 min

respectivamente, en donde los compuestos fendlicos totales se extrajeron mejor a 90

35



°C, sin embargo, para el contenido de antocianinas no se observo diferencia por las
condiciones de extraccion. Maciel et al. (2018) también realizaron la extraccién de
fenoles totales y antocianinas a diferentes temperaturas (40, 60 y 80 °C) y tiempos
(10, 20 y 30 min) de extraccién obteniendo como resultado valores de 1716 a 2000
mg EAG/ 100 g de célices y 243 a 270 mg EC-3-G/100 g de calices, respectivamente.

5.1.2. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante por ABTSe y DPPH- (Tabla 2) de la presente investigacion
fue de 24.25 y 16.35 mmol ET/100 g de calices respectivamente. En cuanto a la
actividad antioxidante por ABTSe, Fernandez-Arroyo et al. (2011) mencionaron
valores de 16 mmol ET/100 g de calices, Salazar-Gonzalez et al. (2012) valores de
6.27 mmol ET/100 g de calices, mientras que Diessana et al. (2015) encontré valores
més bajos de 0.30 mmol ET/100 g de célices. Wong et al. (2006) reportaron 4.8 mmol
ET/100 g de célices para la actividad antioxidante por DPPHe.

La actividad antioxidante de Hibiscus sabdariffa L. esté relacionada con el contenido
de compuestos fendlicos, entre los cuales se encuentran flavonoides, acidos
fendlicos (4cido galico, quercetina, kaempferol, acido cafeico, acidos clorogénicos),
antocianinas (delfinidina-3-sambubiosido, cianidina-3-sambubiosido, cianidina 3,5-
diglucésido, delfinidina), acidos organicos (acido hidroxicitrico, acido de hibisco)
(Maciel et al., 2019; Sanou et al., 2022). Su actividad antioxidante esta influenciada
por su estructura, tipo, nimero y posicién de los sustituyentes en el cation flavilio
(Maciel et al., 2018). La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos va a
depender del nUmero de grupos hidroxilo en la estructura del anillo y de su disposicion
(orto, meta y para); la posicion orto de los grupos hidroxilo brinda una mayor
estabilidad del radical neutralizado. Mientras mayor niumero de grupos hidroxilo se
encuentren en la estructura, mejor es su actividad antioxidante. “La presencia del
grupo 3-hidroxilo en el anillo heterociclico también aumenta la actividad antioxidante
de los compuestos fendlicos, ya que el grupo 3-OH favorece la reaccion con los
radicales libres” Olszowy (2019).
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Tabla 2. Cuantificacibon de compuestos

extracto de Hibiscus sabdariffa L.

bioactivos y actividad antioxidante del

Fenoles totales

mg EAG/ 100 g de

célices

Antocianinas

mg EC-3-G/100 g de

célices

ABTS-

mmol ET/100 g de

célices

DPPH-

mmol ET/100 g de

célices

3627.51 + 8.08

1079.58 + 3.54

24.25+0.35

16.35+0.08

EAG = equivalentes de &cido galico, EC-3-G =equivalentes de cianidina-3-glucosido,
mmol ET = milimoles equivalentes de trolox. Promedio de 3 repeticiones + error

estandar

5.2. Aislamiento del almidén de malanga

Para el proceso de aislamiento del almidon se empleé un método convencional,
obteniéndose un rendimiento del 20% con relacion a los kg iniciales de malanga. La
malanga es un tubérculo rico en carbohidratos y contiene una cantidad notable de

almidon el cual representa el 70 y 80% de la materia seca (Singla et al., 2020).

Falade et al. (2013) reportaron rendimientos entre el 10.03 y 18.61% en 3 cultivares
de malanga (Colocasia esculenta) y 2 cultivares de tannia (Xanthosoma sagittifolium),
siendo estos porcentajes mas bajos que los obtenidos en el presente estudio. Singla
et al. (2020) mencionan que utilizando un método de aislamiento convencional el
porcentaje del rendimiento puede variar debido a diferentes factores; mientras que,
utilizando un método de aislamiento enzimatico el rendimiento puede incrementar de
un 14 a 18%, en comparacion con el convencional. Estos valores van a depender de
la fuente boténica, la variedad, etapa de cosecha, factor genético, tamafio granular y

método de aislamiento.

El método convencional para la obtencion del almidén se basa en la insolubilidad de
los granulos de almidon en agua fria, por lo que se utilizan métodos de separacion
en medios acuosos, asimismo durante la molienda se libera la mayor parte del
almidon (Sit, 2015; Brust et al., 2020).

37



Un estudio reportd el aislamiento del almidén de malanga mediante el método
enzimatico utilizando celulasa de Aspergillus niger y xilanasa de Thermomyces
lanuginosus, se obtuvo un rendimiento del 17.22%, también se observaron
modificaciones en las propiedades del almidén, como mayor poder de hinchamiento,
menor solubilidad y viscosidad (Sit et al., 2015). Pese a obtener rendimientos
mayores con el método enzimatico, es importante considerar los cambios que sufre
el almidon, podrian influenciar las propiedades importantes para ser usados como

material pared, ademas que de que es un método que implica mayor costo.

5.3. Purezadel almidén

El contenido de almidon total en la malanga del presente estudio fue de 85.8 + 0.74
%, Agama-Acevedo et al. (2010) reportaron valores similares de 85.5% en malanga
cultivada en Atlixco, Puebla, México. También se han reportado valores mas bajos
(75.40%) en cultivares de Indonesia, 82.35% en cultivos de Malasia, y del 62.7 al
74.7% en variedades de malanga cultivadas en Tabasco, México (Aprianita et al.,
2014; Sanchez-Chino et al., 2021; Syed et al., 2021). Por otra parte, una investigacion
evidencié el contenido de almidon de 315 genotipos de Colocasia esculenta con
porcentajes que van del 56 al 85%, considerdandose una rica fuente de almidén
(Singla et al., 2020). Las diferencias entre los porcentajes podrian deberse a distintos
factores, como la madurez del tubérculo y las raices en el momento de cosecha, el
origen botanico, los métodos analiticos para su determinacion y su aislamiento
(Aprianita et al., 2014).

5.4. Amilosa aparente

En la Tabla 3 se presentan los resultados para el porcentaje de amilosa aparente
encontrado en el almidén de malanga nativo (AN) y modificado por annealing a 67 y
70 °C. Los resultados muestran un menor porcentaje de amilosa en el AN (11.86%),
a diferencia de estudios realizados por Wang et al. (2018) reportando un porcentaje
de amilosa de 17.12%; Tattiyakul et al. (2006) encontraron porcentajes de amilosa

entre 18.8% y 22.4% en 4 cultivares de diferentes regiones de Tailandia.
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Lebot et al. (2011) realizaron una investigacion en 315 genotipos de almidén de
malanga en donde reportaron un porcentaje de amilosa entre el 10% al 49%. Los
cambios en el porcentaje de amilosa en los almidones de malanga pueden deberse
a los distintos genotipos, condiciones edafologicas y climéticas, distribucion del
tamafio de los granulos, asi como a los distintos procedimientos empleados para el
aislamiento del almidon y métodos utilizados para determinar el contenido de amilosa
(Singh et al., 2006; Sukhija et al., 2016).

El mayor contenido en el porcentaje de amilosa en almidones sometidos al
tratamiento de annealing ha sido reportado por Deka y Sit (2016), en donde realizaron
5 combinaciones distintas para modificar el almidén de malanga con los tratamientos
calor-humedad y microondas. Lee et al. (2022) mencionan un incremento en el
contenido de amilosa después de la modificacion por annealing e irradiacién con
rayos gamma en almidén de sagu. El incremento en el porcentaje de amilosa en
almidones tratados por annealing podria deberse a que los granulos de almidén al
calentarse absorbieron energia, causando la ruptura de algunas cadenas de
amilopectina dando lugar a cadenas lineales de amilosa (Deka y Sit, 2016).

Tabla 3. Porcentaje de amilosa en almidon nativo y almidon
modificado de malanga por annealing

Muestra Amilosa (%)

AN 11.86 +0.23°
AM-67 13.20 + 0.402
AM-70 13.06 + 0.462

ab | etras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) entre
el almidén nativo (AN) y modificado mediante annealing a 67 y 70
°C (AM-67 y AM-70, respectivamente).
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5.5. Caracterizacion morfoldgica
5.5.1. Microscopia electrénica de barrido

Las micrografias obtenidas por microscopia electronica de barrido del almidon de
malanga nativo y modificados por annealing se muestran en la Figura 7, en donde se
muestra que los granulos del AN, AM-67 y AM-70 presentan forma poligonal e
irregular (Sit et al., 2014), estas mismas estructuras han sido reportadas en otros
estudios (Jane et al.,1992; Tattiyakul et al., 2006; Agama-Acevado et al., 2011,
Karmakar et al., 2014).

Los granulos del almidén de malanga tienen diferentes formas y tamafios en funcién
a los tratamientos a los que se exponen (Singla et al., 2020). Después de las
modificaciones, el AM-67 presenta ligeras modificaciones en su microestructura, se
pueden observar granulos en forma de agregados. Thomaz et al. (2020) reportaron
una mayor agregacion en granulos de almidon de arroz modificado por el tratamiento
calor-humedad. Respecto al AM-70 se observa la destruccion de algunos granulos
formando estructuras mas compactas, irregulares y fracturadas. Estos cambios en
este almidén podria ser resultado de la modificacion, provocando la gelatinizacion de
algunos granulos (Wardana y Surono, 2019).

Setairo et al.,, (2020) analizaron las micrografias de almidones de malanga
modificados por autoclave-enfriamiento, HMT y annealing, mostrando tamafos y
formas diferentes en los granulos, en donde su microestructura fue de poligono
irregular. En los tratamientos HMT y annealing se encontraron granulos de almidon
agregados y fusionados, pero no se notd gelatinizacion del almidon, a diferencia del
tratamiento por autoclave-enfriamiento, en el que, si hubo un dafio en la integridad
fisica, transformandose en una estructura compacta y densa, posiblemente a causa
de la gelatinizacion, provocando hinchazén en el granulo y su ruptura, debido a la

entrada del agua y al proceso de calentamiento a altas temperaturas.

Deka y Sit (2016) realizaron modificaciones en el almidon de malanga mediante

tratamientos calor-humedad, microondas y autoclave, en donde se observé pérdida
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de la integridad fisica de los granulos, relacionandolo a una gelatinizacion parcial del

almidon durante el proceso de modificacion de los tratamientos.
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Figura 7. Microscopia electrénica de barrido del almidén de malanga nativo
(AN_1y AN_2), almidon modificado por annealing a 67 °C (AM-67_1y AM-67_2)
y almidén modificado por annealing a 70 °C (AM-70_1 y AM-70_2) a 2000x y

5000x respectivamente.
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5.6. Caracterizacién fisicoquimica
5.6.1. Contenido de humedad y actividad de agua

En la Tabla 4 se muestran los valores del porcentaje de humedad que presentaron el
almidon nativo (AN); asi como los almidones modificados AM-67 y AM-70. El
porcentaje de humedad en los almidones se encontraron entre 8.18 a 8.56%. Wang
et al. (2018) reportaron porcentajes de humedad entre el 10.37 y 11.38% en
almidones aislados de frijoles, malanga, fiame chino, arrurruz, mandioca, raiz de
helecho, semilla de loto y castafia de agua. En otro estudio se reportaron porcentajes
de humedad en almidon aislado de malanga y maiz de 15.65 y 14.36%,
respectivamente (Espinosa-Solis et al., 2021). En las investigaciones mencionadas
anteriormente se observa que los porcentajes de humedad fueron mas altos que los
del presente estudio. El contenido de humedad puede variar segun la fuente botanica,
el tejido vegetal utilizado, el método de extraccion y las condiciones de
almacenamiento (Espinosa-Solis et al., 2021). De acuerdo con la Norma Mexicana
(NMX-F-382-1986) el porcentaje maximo de humedad para almidon o fécula de maiz
debe ser del 13%, por lo que los almidones evaluados en este estudio se encuentran
dentro del porcentaje deseable. Amit et al. (2017) menciona que a un menor
porcentaje de humedad se reduce la disponibilidad del agua para la actividad de los

microorganismos, inhibiendo el deterioro de los alimentos.

Los valores de aw para los almidones obtenidos se pueden ver en la Tabla 4, donde
el almidén nativo presentd el mayor valor de aw, seguido del almidén sometido a
tratamiento hidrotérmico a 67 °C y del obtenido a 70 °C, los valores de aw para los
diferentes almidones estuvieron entre 0.36 a 0.41. Galicia-Dominguez et al. (2022)
reportaron valores de aw de 0.43 para el AN de malanga. Los alimentos a base de
almidon se deben almacenar a un valor de aw <0.65 (Abdullah et al., 2000). Un bajo
contenido de humedad y aw previene el desarrollo de microorganismos que degradan

el almidon, permitiendo prolongar su vida util y almacenamiento (Tesfaye et al., 2018).

Por otra parte, se puede notar que el porcentaje de humedad y la aw en el AN fue
significativamente mayor (p<0.05) en comparacion con los modificados. Este mismo

comportamiento fue reportado en almidén de kithul (Caryota urens) modificado por
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annealing, en donde el AN present6 un porcentaje de 10.73% y el almidén modificado
de 9.72% (Sudheesh et al., 2020), esto podria ser debido a los cambios en la
estructura granular del almidon durante la modificacion, provocando que el agua libre

se perdiera més facilmente (Liu et al., 2015).

Tabla 4. Valores de actividad de agua y porcentaje de humedad del almidén

nativo y almidén modificado por annealing.

Muestra Humedad (%) Actividad de agua (aw)
AN 8.56 + 0.052 0.41 + 0.0022

AM-67 8.26 + 0.02° 0.38 + 0.006P

AM-70 8.22 + 0.09b 0.36 + 0.004°

&€ | etras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) entre el almidon
nativo (AN) y modificado mediante annealing a 67 y 70 °C (AM-67 y AM-70,

respectivamente).

5.6.2. Temperatura y entalpia de gelatinizacién

La temperatura de gelatinizacién, asi como la entalpia de gelatinizacion del almidén
nativo y modificado por annealing a 67 y 70 °C se muestran en la Tabla 5, en donde
se puede observar un incremento significativo (p<0.05) en la temperatura de
gelatinizacion en los AM con respecto al AN. También se observan diferencias
estadisticas significativas (p<0.05) en la entalpia de gelatinizacion (AH), siendo
menor en los AM en comparacion con el AN. Este comportamiento fue observado en
una investigacion con almidén de papa modificado por annealing con agua activada
por plasma, en la cual la temperatura de gelatinizacion incrementd aproximadamente
de 62 °C a 67 °C, atribuyéndose a una mejor interaccion amilosa-amilosa o amilosa-
amilopectina (reordenamiento de las cadenas), inhibiendo asi el poder de
hinchamiento de los granulos, lo que retrasa la gelatinizacion, de igual manera hubo
una disminucion en la AH, de 12.27 a 7.31 J/g, mencionando que probablemente

puede ser por una disociacion en las dobles hélices inestables en algunos granulos

43



del almidon (Yan et al., 2022). Wang et al. (2017) investigaron las modificaciones del
almidon de papa, fiame y trigo a temperaturas de 30, 40 y 50 °C, en donde se vio que
la temperatura de gelatinizacién de los 3 almidones aumento en el tratamiento a 50
°C, pero tuvo poco efecto sobre la entalpia. EI aumento de la temperatura de
gelatinizacion se relacion6 a un mayor ordenamiento de las cadenas del almidon en

las regiones amorfas.

Tabla 5. Propiedades térmicas por el método de calorimetria diferencial de barrido
de los almidones nativo y modificados por annealing.

Muestra To (°C) Tp (°C) Tc (°C) AH (J/9)
AN 73.06 +0.16" 77.76 £ 0.05° 83.72+0.61° | 11.47 £1.312

AM-67 78.76 £ 0.392 82.57 +0.14° 86.85 + 0.20P 6.32 + 0.92°

AM-70 79.93 £0.702 83.86 + 0.082 88.58 £ 0.382 6.28 + 0.66°

a¢ Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) entre el almidén nativo
(AN) y modificado mediante annealing a 67 y 70 °C (AM-67 y AM-70,

respectivamente).

5.7. Caracterizacién estructural
5.7.1. Patrén de difraccién de rayos X

En la Figura 8 se muestran los difractogramas de rayos X del AN y de los almidones
modificados, en donde se puede observar que los 3 almidones presentaron un patrén
polimorfo tipo A con picos caracteristicos a 26= 15°, 17°, 18° y 23° (Torres et al.,
2010). Los tubérculos y las raices presentan un patrén de difraccion de tipo B o C sin
embargo existen excepciones como en el caso de la malanga. Es importante
mencionar que los almidones con patrones de difraccion tipo A y probablemente un
patron tipo C contienen un alto contenido de amilopectina y bajo contenido de
amilosa, mientras que los almidones con un patron de difraccion tipo B son mas altos

en amilosa (Cornejo-Ramirez et al., 2018; Riley, Wheatley, y Asemota, 2006).
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El patron de difraccion no sufri6 cambios en el almidon nativo y en los almidones
modificados, aunque si se observd una ligera disminucion en la intensidad de los
picos y en el porcentaje de cristalinidad del AM-70. Dias et al. (2010) reportaron este
mismo comportamiento en almidén de arroz modificado por annealing a tres
temperaturas distintas 45, 50 y 55 °C. En otro estudio en harina de mijo en donde se
compararon distintas temperaturas de modificacion (30, 40, 50 y 60 °C) también hubo
una diminucion en el porcentaje de cristalinidad de 28.87% en el almidon nativo, y
hasta un 20.02% en el almidon modificado (Wang et al., 2023). Estos resultados
sugieren una disminucion en las areas cristalinas relaciondndose con la
gelatinizacion de algunos granulos de almidon durante la modificacion por annealing
(da Rosa Zavareze y Dias, 2011; Dias, da Rosa Zavareze, Spier, de Castro, y
Gutkoski, 2010).

Cristalinidad (%)

AN (26.46)

Intensidad relativa

AM-67 (26.42)

AM-70 (22.77)

0 10 20 30 40
Angulo de difraccién (20)

Figura 8. Patron de difraccion de rayos-X y porcentaje de cristalinidad del almidon
nativo (AN) y modificados mediante annealing a 67 y 70 °C (AM-67 y AM-70,

respectivamente).
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5.7.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

Se puede visualizar el espectro FTIR del almidén nativo de malanga, del AM-67 y del
AM-70 (Figura 9). Los espectros infrarrojo de las 3 muestras exhibieron picos
caracteristicos de la naturaleza estructural de los carbohidratos. La banda en el area
de 3000-3600 con un pico en el nimero de onda 3322 cm corresponde al
estiramiento de los grupos hidroxilo. El pico de 2928 cm se asemeja al estiramiento
del enlace C-H. El nimero de onda de 1627 cm se debe a la vibracién de los grupos
O-H del agua en la region amorfa de los almidones (Jiang et al., 2011; Wang et al.,
2018; Rincén-Aguirre et al., 2018). Las bandas de 1430 y 1338 corresponden a los
enlaces C-H y CHz, respectivamente (Wang et al., 2018). El estiramiento de los
enlaces C-C y C-O podria asignarse al pico 1158 cm™. Se observan sefiales en los
ndmeros de onda de 1075 cmt y 1011 cm™ atribuidas a los estiramientos de los
enlaces C-O asociados a la glucosa (Andrade et al., 2017). Los picos de 800 a 928
cm se atribuyen a la vibracion de los enlaces glucosidicos (Rincén-Aguirre et al.,
2018; Pachuau et al., 2018).

De acuerdo con Van Soest et al. (1995) y Aboubakar et al. (2008) y los nimeros de
onda encontrados entre 1047 cmty 1022 cm* describen las propiedades cristalinas
y amorfas del almiddn respectivamente, y sus proporciones indican el grado de orden
en él. También se han considerado las bandas de 1080 cm 1y 1020 cm ! como
sefialamiento del orden (cristalinidad) y amorfismo, respectivamente (Van Soest et
al., 1995). En este estudio las bandas tienen sefiales en los nimeros de onda de
1075 cm™y 1017 cm, la intensidad de la sefial en estas bandas disminuye en los
almidones modificados con respecto al AN. Este comportamiento fue reportado para
almidon de papa y chicharo modificado por anneling, mencionando que esta
disminucién en las sefales pudo haberse debido a un dafio en la estructura interna

del granulo de almidén formando algunos poros, rupturas y grietas (Yan et al., 2022).
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Figura 9. Espectro FTIR del almidon de malanga nativo (AN), modificado a 67 °C
(AM-67) y modificado a 70 °C (AM-70).

5.8. Eficiencia de encapsulacién

En la Tabla 6 se presenta el porcentaje de retencién de antocianinas totales y en la
superficie de las microcapsulas del AN, AM-67 y AM-70. En donde se puede ver que
las microcdpsulas preparadas con AN obtuvieron una menor eficiencia de
encapsulacion (EE) en comparacion con las microcapsulas de los almidones

modificados.
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Ahmad et al. (2018) encapsularon antocianinas de azafran utilizando como material
pared B-glucano y [-ciclodextrina obteniendo una EE del 45% y 63.25%
respectivamente. Idham et al. (2011) reportaron una EE de 99.87% en microcapsulas
de Hibiscus sabdariffa L. utilizando una combinacion de 2 materiales pared, que
fueron goma arabiga y maltodextrina (60:40). En otra investigacion utilizaron una
combinacion de proteina de soya y almidon de semilla de yaca (1:5) con 0.3% de
emulsificante NBRE-15 para encapsular antocianinas de zanahoria negra dando
como resultado una EE de 89.71%. (Patel et al., 2020). Para la encapsulacién de
antocianinas de arandano con una combinacion de maltodextrina (9%) y almidon de
maiz (9%) se consiguio una EE de 77.05% (da Rosa et al., 2019), mientras que Diaz
et al. (2015) encontraron valores mas bajos (66.45%) utilizando maltodextrina como

agente encapsulante.

Hasta el momento no se ha reportado ningun estudio sobre la EE en almidones
modificados por annealing. Sin embargo, Hecht y King (2000) mencionan que durante
el proceso de secado por aspersion puede haber perdida de compuestos después de
la formacion de las gotitas, en el momento en que hay una pérdida de agua rapida
en ella, y su superficie no ha formado una membrana estable. Por lo que los
compuestos se esparcen con el agua hacia la superficie de la gota, especialmente
aquellos que son mas inestables, perdiéndose en el aire de secado. De acuerdo con
Jafari et al. (2008) la humedad, el flujo de aire y el tamafio de las particulas de polvo

pueden alterar la EE.

Con respecto a las antocianinas cuantificadas en la superficie de las microcapsulas,
el AN tuvo los valores méas bajos en comparacion con los almidones modificados.
Valores similares fueron encontrados en la encapsulacién de aceite de aguacate
(29.63%), utilizando como material pared almidén de malanga nativo. Por su parte
Hoyos-Leyva et al. (2018; 2019) encapsularon vitamina C y aceite de almendras con
almidon de malanga obteniendo un porcentaje en la superficie de la capsula de 20.9

y 37.5% respectivamente.

Un inconveniente en el almidon de malanga es que los agregados esféricos formados

durante el secado por aspersion presentan poros en su estructura, o que podria
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contribuir a una liberacion mas rapida y menor capacidad de retencion del material

activo (Hoyos-Leyva et al., 2018).

La eficiencia de encapsulacion del material del ndcleo es uno de los parametros mas
importantes, un tratamiento de encapsulacion eficiente se basa en lograr una alta
retencion del ingrediente activo dentro del material pared y un contenido minimo en

la superficie de la cdpsula (Diaz et al., 2015; Ahmad et al., 2018).

Tabla 6. Porcentaje de retencion de antocianinas en las microcdpsulas del almidon

nativo, almidones modificados a 67 y 70 °C.

Retencion de antocianinas (%)

Muestra Total Superficie
AN 38.05 £ 0.16° 25.81 + 0.652

AM-67 44.65 + 0.34° 20.73 £ 1.65°

AM-70 54.54 + 0.592 23.40 + 1.2°

&t Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) entre el almidon nativo
(AN) y modificado mediante annealing a 67 y 70 °C (AM-67 y AM-70,

respectivamente). Promedio de 3 repeticiones * error estandar

5.9. Estabilidad de las microcépsulas
5.9.1. Almacenamiento
5.9.1.1. Cuantificacién de compuestos bioactivos

Los resultados del contenido de fenoles totales se pueden visualizar en la Figura 10,
en donde se distingue una disminucion en los valores a través de las semanas de
almacenamiento, tanto en el AN como en los almidones modificados. Los almidones
modificados también muestran una mayor pérdida de compuestos bioactivos en las
primeras semanas, mientras que el AN muestra una degradacion paulatina de la

semana 0 a la semana 8.
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La disminuciéon de compuestos fendlicos ha sido reportada por Paini et al. (2015),
guienes encapsularon orujo de oliva utilizando maltodextrina como agente
encapsulante, el polvo fue almacenado por 70 dias obteniendo una reduccion del
21% con respecto al dia 0. En la presente investigacién hubo una pérdida del 26%
para el AN, un 44.2% en el AM-67 y un 37.34% en el AM-70 a los 56 dias de
almacenamiento. Por otro lado, Cam et al. (2019) obtuvieron una pérdida del 35% a
los 90 dias de almacenamiento (4 °C) en la encapsulacion de compuestos fendlicos
de céscara de granada empleando maltodextrina como material pared, mostrando
una disminucion significativa en los primeros 15 dias de almacenamiento. Este
comportamiento puede ser por la susceptibilidad de los compuestos a la oxidacion,
ya que en la superficie de la capsula se encuentran fenoles que no fueron recubiertos
por lo tanto no cuentan con una barrera protectora variando su estabilidad durante el

almacenamiento.

En cuanto a la cuantificacion de antocianinas (Figura 11), se percibe una disminucién
en su contenido en el AN, AM-67 y AM-70 no obstante, esa disminucion fue mas

notoria entre la semana 0 y la semana 2.

En una investigacion encapsularon antocianinas de zanahoria negra ocupando
maltodextrina como agente de recubrimiento, el polvo fue almacenado a 4 °C por 8
semanas con una degradacion del 11% (Erus y Yurdagel, 2007). Por su parte
Jiménez-Aguilar et al. (2011) encapsularon antocianinas de arandano con goma de
mezquite, obteniendo una pérdida del 7% durante 1 mes de almacenamiento a 4 °C.
Las microcépsulas de AN, AM-67 y AM-70 tuvieron una disminucion en el contenido
de antocianinas del 20.07%, 37%, 25.04% en 8 semanas.

La reaccion de degradacion puede corresponder a los compuestos superficiales (no
encapsulados) o internos que entran en contacto con el oxigeno presente en los
poros de las capsulas, lo que conduce a la oxidacion, incluso puede ocurrir una
difusién del material activo por defectos y porosidades en la estructura (Tonon et al.,
2010).

También se puede observar que las microcdpsulas del AM-70, tuvieron un mayor

contenido de antocianinas durante las semanas de almacenamiento. Cabe
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mencionar que no existen estudios sobre la encapsulacion de ningn compuesto en
donde utilicen el almidén modificado por annealing como material pared. Sin
embargo, los materiales del nlicleo son capaces de interactuar con los almidones
mediante sorcidn en los espacios intergranulares, provocando un autoensamblaje de
microcapsulas entre los granulos de almidon y las antocianinas cuando son

mezclados con suficiente agua y se deja que se aglomeren (Liu, Y, 2014).
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Figura 10. Cuantificacion de fenoles totales (mg EAG/100 g de polvo) en las
microcapsulas de almidon de malanga a diferentes tiempos de almacenamiento.
Medias de 3 réplicas + error estandar. Letras indican diferencia significativa (p<0.05)
para la misma muestra por cada semana y nameros indican diferencia significativa
(p<0.05) entre el almidén nativo (AN), almidon modificado a 67 °C (AM-67) y almidon

modificado a 70 °C (AM-70) en cada semana de almacenamiento.
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Figura 11. Cuantificaciéon de antocianinas (mg EC-3G/100 g de polvo) en las

microcapsulas de almidén de malanga a diferentes tiempos de almacenamiento.

Medias de 3 réplicas + error estandar. Letras indican diferencia significativa (p<0.05)

para la misma muestra por cada semana y numeros indican diferencia significativa

(p<0.05) entre el almidon nativo (AN), almidén modificado a 67 °C (AM-67) y almidén

modificado a 70 °C (AM-70) en cada semana de almacenamiento.
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5.9.1.2. Antocianinas en la superficie de las microcépsulas

En la Figura 12 se muestra la cuantificacion de antocianinas en la superficie de las
microcapsulas. La superficie de la capsula hace referencia a los compuestos
ubicados fuera de la capa protectora y también a los compuestos que tienen mas
proximidad a la misma, lo que sugiere su disponibilidad para una liberacion mas

rapida.

Se puede observar que desde la semana 0 hasta la semana 8, incrementd la cantidad
de antocianinas en la superficie de las microcapsulas del AN, AM-67 y AM-70. Sin
embargo, las microcdpsulas del AN tuvieron un incremento significativamente mayor,
en comparacion con los almidones modificados. Este aumento en la concentracion
de antocianinas en la superficie sugiere que los compuestos que estaban
previamente encapsulados en el interior de la capsula y migraron gradualmente hacia
la superficie, volviéndolos mas susceptibles a la degradaciéon durante el

almacenamiento.

53



[_1AN
[ AT
i B A-70
140 a1
g ab,1 sbe;1 =1 ab,1 ab,1 sk, 1
= be1 - - 82
g_ 12D ] o1 sb,2 b2 ah,2 ab2 sb,2 3,2 Ef
o b.1 i = L —
- T b 8,2
o 100 - - 3 =  UE
cd T
o d.2 2 2
(] 0.3 d3 T et
-— - 5
— 80 4
Q
s
O 60 -
(NN
N
E 4[} -
20
D I I I I I I I I T

0 1 2 3 4 5 B 7 8
Semanas

Figura 12. Cuantificacion de antocianinas monoméricas (mg EC-3G/100 g de polvo)
en la superficie de las microcapsulas de almidon de malanga a diferentes tiempos de
almacenamiento. Medias de 3 réplicas + error estandar. Letras indican diferencia
significativa (p<0.05) para la misma muestra por cada semana y nameros indican
diferencia significativa (p<0.05) entre el almidon nativo (AN), almidén modificado a 67
°C (AM-67) y almidon modificado a 70 °C (AM-70) en cada semana de

almacenamiento.
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5.9.1.3. Actividad antioxidante

En la Figura 13 y 14 se presenta la actividad antioxidante por ABTSe y DPPH-
respectivamente de las microcapsulas del AN y los almidones modificados. En donde
se observa una pérdida significativa en los valores de la actividad antioxidante por
ABTSe de la semana 0 a la semana 2 (AN y AM-70), asi como de la semana 0 a la
semana 3 (AM-67); después de esas semanas, aunque hubo una disminucion de la

actividad antioxidante, esta no fue significativa.

La comparacién de los encapsulados en cada semana de almacenamiento del AN,
AM-67 y AM-70 (representada en numeros), muestra que en la semana 0 las
microcapsulas del AM-70 tuvieron la mayor actividad antioxidante. En la semana 1
no hubo diferencia significativa entre las microcapsulas del AN y AM-70. Mientras que
en las semanas restantes las microcapsulas del AN presentaron mayor actividad
antioxidante (p<0.05) que las del AM-67 y AM-70.

Respecto a la actividad antioxidante por DPPHe, se observa una disminucién de los
valores en las microcépsulas del AN y modificados durante las semanas de
almacenamiento, sin embargo, las microcapsulas del AM-67 y AM-70 tuvieron una

mejor estabilidad en comparacion con las microcapsulas del AN.

La comparacion de los encapsulados del AN, AM-67 y AM-70 en cada semana de
almacenamiento muestra que, en la semana 0, las microcapsulas de AM-70
exhibieron una mayor actividad antioxidante por inhibicién del radical DPPHe, a
diferencia de los resultados obtenidos para AN y AM-67. De la primera a la quinta
semana el microencapsulado de AN presentd los valores més altos de actividad
antioxidante. A partir de la sexta semana en adelante, no hubo diferencia

estadisticamente significativa entre las microcapsulas de AN y AM-70.

Aunque no existen estudios que reporten el comportamiento del microencapsulado
utilizando el almidén modificado por annealing como material pared, Rigon y Zapata-
Norefa (2016) mencionan que la temperatura utilizada durante el proceso de secado
por aspersion puede afectar la estructura de los compuestos fendlicos, ya que estos

son termolabiles y se degradan con mayor facilidad. De igual manera se sabe que

55



ambos meétodos tienen el principio de estabilizar los radicales libres mediante la
donacion de atomos de hidrogeno. Las diferencias porcentuales en las pruebas
DPPHe y ABTSe pueden deberse al hecho de que diferentes compuestos en los
polvos pueden reaccionar y eliminar diferentes radicales libres. Como se puede ver
en las Figuras 10y 11 hubo un descenso significativo de compuestos bioactivos entre
la semana 0, 2 y 3 en los encapsulados del AM-67 y AM-70 y un comportamiento

similar se observo para la prueba de DPPHe+ y ABTS-.

La inhibicion del radical DPPHe esté relacionada con la naturaleza de los compuestos
fendlicos, contribuyendo a la capacidad de donacion de hidrogeno/transferencia de
electrones. La presencia de flavonoides suele tener una mayor actividad antioxidante
debido a la presencia de un doble enlace en el anillo C. En general, la actividad de
eliminacion de radicales libres de los flavonoides depende de su estructura y la
disposicion de los grupos hidroxilo. Los compuestos que presentan una estructura
orto 3, 4,-dihidroxi en el anillo B (p. €j., quercetina), grupos hidroxilo en posicion meta,
p. €j., 5, 7, dihidroxi en el anillo A (p. ej., kaemferol), asi como los que presentan un
doble enlace entre el grupo hidroxilo C2 y el C3 en el anillo C, presentan la mayor

actividad de eliminacion de radicales (Loganayaki et al., 2013).
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Figura 13. Actividad antioxidante por inhibicion del radical ABTSe (mmol Eq

Trolox/100 g de polvo) en las microcipsulas de almidén de malanga a diferentes

tiempos de almacenamiento. Medias de 3 réplicas + error estandar. Letras indican

diferencia significativa (p<0.05) para la misma muestra por cada semana y hiameros

indican diferencia significativa (p<0.05) entre el almidén nativo (AN), almidon
modificado a 67 °C (AM-67) y almidon modificado a 70 °C (AM-70) en cada semana

de almacenamiento.
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Figura 14. Actividad antioxidante por inhibicion del radical DPPHe (mmol Eq
trolox/100 g de polvo) en las microcapsulas de almidon de malanga a diferentes
tiempos de almacenamiento. Medias de 3 réplicas + error estandar. Letras indican
diferencia significativa (p<0.05) para la misma muestra por cada semana y nUmeros
indican diferencia significativa (p<0.05) entre el almidén nativo (AN), almidén
modificado a 67 °C (AM-67) y almidon modificado a 70 °C (AM-70) en cada semana

de almacenamiento.
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5.10. Caracterizacién morfologica
5.10.1. Microscopia electrénica de barrido

La morfologia de las microcapsulas del AN, AM-67 y AM-70 se muestra en la Figura
15, donde se puede observar la formacion de estructuras esféricas. Estas estructuras
también fueron identificadas en el almidén de malanga por Hoyos-Leyva et al. (2019),
las cuales se formaron por la aglomeracion de los granulos de almidén durante el
proceso de secado por aspersion. Cabe mencionar que, aunque se hayan formado
estas estructuras, hubo algunos granulos que no se unieron para formar una esfera
guedando libres (AM-67 y el AM-70). También se puede ver que las esferas
presentan algunos poros en la superficie tanto en el AN como en los almidones
modificados, lo cual tiene que ver con la forma poligonal e irregular de los granulos
de almidon de malanga (Sit et al., 2014). Por otra parte, aunque en el AM-70 se
observo la formacion de agregados esféricos, algunos de ellos exhibieron huecos o
concavidades de distintos tamafios y en diferentes zonas de la esfera que causaron
deformaciones en su estructura o una superficie rugosa. No se han encontrado
estudios sobre encapsulados con la modificacién por annealing, sin embargo, esto
esta ligado con la micrografia del AM-70 (Figura 7), ya que una proporcién de los
granulos del almidon se gelatinizaron perdiendo su forma de poligono y por
consiguiente las esferas no se formaron de manera semejante a las del AN y el AM-
67.
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Figura 15. Micrografias electronicas de barrido de las microcapsulas de
almidén de malanga nativo (AN_1 y AN_2) y de las microcapsulas de los
almidones modificados por annealing a 67 °C (AM-67_1y AM-67 _2)ya 70 °C
(AM-70_1 y AM-70_2) a 2000x y 5000x respectivamente.
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5.11. Caracterizacién fisicoquimica
5.11.1. Actividad de agua

La actividad de agua de las microcapsulas durante el almacenamiento permanecio
en un intervalo de 0.150 + 0.01 a 0.257 + 0.01. Arepally et al. (2020) encapsularon L.
acidophilus utilizando como material pared maltodextrina y goma arabiga, el polvo se
almacend a 4 y 25 °C por 12 semanas, encontrando un valor promedio de aw 0.42,
de igual manera mencionan que los alimentos en polvo con una aw <0.6 se consideran
seguros y que la aw disminuye con un incremento en la temperatura del aire de
entrada, lo que provoca una transferencia de calor mas rapida para la eliminacion del
agua. Los productos que se obtienen del proceso de secado por aspersion tienen una
baja actividad de agua y son muy estables frente a factores fisicos y microbioldgicos
(Koh et al., 2022).

5.12. Caracterizacion estructural
5.12.1. Patrén de difraccion de rayos X

El patron de difraccion de rayos X de las microcapsulas del extracto de Hibiscus
sabdariffa L., AN y almidones modificados se muestran en la Figura 16. Se puede ver
gue hay una disminucién en la intensidad de los picos en comparacion con el
difractograma de la Figura 8. Ademas, se distingue un pico caracteristico en el
extracto, que no se observé en las microcapsulas. Un comportamiento similar fue
reportado por Navidad-Murrieta et al. (2020) quienes encapsularon extracto de
Hibiscus sabdariffa L. mediante la técnica de secado por aspersion, empleando como
material pared maltodextrina y goma arabiga, en donde se siguen presentando los
picos caracteristicos de los agentes encapsulantes, pero una disminucion en la
intensidad. Lo que sugiere interacciones moleculares entre el material pared y los

compuestos fendlicos.
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Figura 16. Patrén de difraccion de rayos-X de los encapsulados del almidon de
malanga AN (almiddén nativo) AM-67 (almidon modificado a 67 °C) y AM-70 (almidon
modificado a 70 °C).

5.12.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

En la Figura 17 se puede ver el espectro FTIR del extracto de Hibiscus sabdariffa L.
y de los microencapsulados. La banda ancha de 3200-3500 cm-1 se asocia con los
grupos OH del azucar y el fenol (Tavakolifar et al., 2016). El nimero de onda
alrededor de 2933 cm™ corresponde al estiramiento de CHz2 (Choong et al., 2019). La
sefial de 1786 cm ! se puede deber a un grupo carboxilo (C=0) de los compuestos
fendlicos (Navidad-Murrieta et al., 2023). En el nimero de onda de 1610 cm ! indica
la vibracion en los enlaces en el grupo orto-CO-CeHs-OH (Brangule et al., 2020). La
region de 1350 a 1310 pertenece a la vibracion de los enlaces C-OH, C-O, C-H, de
los acidos carboxilicos (Ali y Latip, 2020).

El pico observado en el nimero de onda 1263 cm™, pertenece al estiramiento de los
grupos acidos O-C (Johson et al., 2017). En el pico de 1183 cm ! se localiza el

estiramiento de C-O-C. Los picos que se encuentran de 1100 a 1071 cm ! indican la
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presencia de antocianinas (cianidina-3-O-sambubiosido y delfinidina-3-O-
sambubiésido) (Paraiso et al., 2020). A el nimero de onda de 1031 cm ! se encuentra
el estiramiento de C-O (Singha et al., 2009).

Ali y Latip (2020) mencionan que los picos caracteristicos de las antocianinas se
pueden dividir en 3 secciones 1900-1550 cm, 1549-1000 cm™y 999-650 cm™, en
donde se encuentran grupos C=0, C-OH, C-0O, C-H, C-O-C. Por lo que en el extracto
de Hibiscus sabdariffa L. encapsulado se puede visualizar que estos picos tuvieron
ligeros cambios en el numero de onda y también una disminucion en su intensidad.
Este mismo comportamiento fue observado en acido L-ascorbico encapsulado con
almidon nativo de malanga mediante secado por aspersion (Hoyos-Leyva et al.,
2018) y &cido L-ascorbico encapsulado con hidroxipropil-B-ciclodextrina utilizando un
sistema de liofilizado (Garnero y Longhi, 2007). Atribuyéndose a la formacion de
enlaces de hidrégeno entre los compuestos bioactivos y el material pared, dado que
el almidon estd compuesto por cadenas poliméricas (amilosa y amilopectina), que
tienen la capacidad de formar enlaces de hidrégeno con los compuestos hidrofilicos.
Los grupos hidroxilo (OH) presentes en la unidad monomérica de D-glucosa son lo

gue permiten esta union.
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CONCLUSIONES

La modificacion térmica del almidon de malanga tuvo un efecto positivo en la
estabilidad de las microcapsulas, en donde los compuestos bioactivos fueron
més estables de la semana 3 a la semana 8, en comparacion con las
microcépsulas del almidon nativo.

La modificacion por annealing cambia la microestructura de los granulos del
almidon, observandose que a mayor temperatura de modificacion algunos
granulos gelatinizaron.

La modificacion por annealing aplicada en el almidon nativo condujo a un
incremento en la temperatura de gelatinizacion de los almidones modificados,
sin embargo, se obtuvo una disminucion en los valores de la entalpia de
gelatinizacion. Estos resultados sugieren que la modificacion si tuvo un
impacto significativo en los granulos del almidon de malanga.

El material pared seleccionado, almidon nativo, AM-67 y AM-70 de malanga
demostraron ser efectivos para encapsular el extracto de manera eficiente y
se pudo observar que los almidones modificados obtuvieron un mayor
porcentaje de eficiencia de encapsulacion.

Las microcapsulas tuvieron una actividad de agua dentro del intervalo
establecido confiriendo propiedades deseables para su almacenamiento y vida
atil.

Las micrografias proporcionaron informacion visual importante indicando el
estado de los granulos después de la modificacion, asi como la formaciéon de
los agregados esféricos durante la técnica de secado por aspersion.

Durante el almacenamiento de las microcapsulas hubo una degradacion de
compuestos bioactivos tanto en el almidén nativo como en los almidones
modificados a 67 y 70 °C, sin embargo, la mayor estabilidad fue observada en
las microcapsulas de los almidones modificados.

Hasta el momento no se han reportado estudios en donde utilicen el almidén
modificado por annealing como material pared, por lo que los resultados de

este proyecto son importantes para futuras investigaciones.
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