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RESUMEN

Hoy en dia el creciente empleo de antioxidantes en la industria de alimentos hace
necesaria la busqueda de nuevas alternativas para reducir la inestabilidad y prolongar la
vida util de estos compuestos (B-carotenos, polifenoles, antocianinas, etc.), entre dichas
estrategias se encuentra la técnica de microencapsulacién. Para ello, se ha intensificado
la busqueda de polimeros mas apropiados y especificos, con propiedades de liberacion
controladas para facilitar la incorporacion antioxidante como aditivos alimentarios ya
que el consumo de dichos compuestos proveen efectos benéficos a la salud (ej.
prevencion de enfermedades degenerativas. El objetivo de la presente investigacion fue
determinar el efecto de los diferentes biopolimeros en la cinética de liberacion in vitro y
en la degradacion de los carotenoides microencapsulados en matrices liquidas y sélidas.
De acuerdo a los objetivos planteados, se elaboraron emulsiones agua en aceite (W/O),
con las diferentes matrices biopoliméricas como goma arabiga (GA), goma de mezquite
(GM), almidon de banano nativo (ABN) y almidon de banano modificado (ABM) y sus
posibles combinaciones, las microcapsulas fueron obtenidas por el método de secado por
aspersion. Se determind la estabilidad fisica de las emulsiones con el diametro promedio
superficial (Ds2), indice de cremado y tasa de coalescencia. Ademas, se cuantificd la
liberacion del activo en las emulsiones y microcapsulas (in vitro) simulando las
condiciones gastricas. Las emulsiones de GA y GM con una concentracion de 20 % con
una fase oleosa (¢) 0.1 y ¢ 0.2 fueron mas estables con D3> de 1.07y, asi también con el
indice de cremado y la tasa de coalescencia. Las emulsiones con ABN fueron muy
inestables, por lo tanto, se realiz6 una modificacion del ABN con anhidro octenil
succinico (OSA). Las emulsiones con ABM a 90 °C con una concentracion de 5.4 % y ¢
de 0.1, fueron estables confirmando con el tamafio de particula, indice de cremado y tasa
de coalescencia. En relacion a la digestion in vitro de GA y GM se encontrd que la
emulsion con GA al 10% mostré mejor liberacion del B-caroteno. Con el ABM y ABN
de acuerdo al diametro promedio superficial (Ds2), el ABM presento un tamafio de
particula de 1.17u4 en al intestino delgado. A las microcapsulas se determind
Microscopia electronica de barrido (SEM), Espectroscopia infrarroja con transformada
de Fourier (FT-IR).
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ABSTRACT

Nowadays, the growing use of antioxidants agents in the food industry makes it
necessary to search for new alternatives to reduce the instability and prolong the useful
life of these compounds (B-carotenes, polyphenols, anthocyanins, etc.), among these
strategies is the microencapsulation technique. Thus, the search for more appropriate and
specific polymers has been intensified, with controlled release properties to facilitate the
incorporation of antioxidants agents as food additives since the consumption of these
compounds provides beneficial effects to health (e.g. prevention of degenerative
diseases. The aim of this research was to determine the effect of different biopolymers in
vitro release kinetics and degradation of carotenoids microencapsulated in liquid and
solid matrices. According to the proposed objectives, water-in-oil (W/O) emulsions were
elaborated, with the different biopolymer matrices such as gum arabic (GA), gum
mesquite (GM), native banana starch (ABN) and modified banana starch (ABM) and
their possible combinations, the microcapsules were obtained by spray drying method.
Also, it was determined the physical stability of emulsions with the surface diameter
(Ds2), cremated index and rate of coalescence. In addition, the release of active
compound in the emulsions and microcapsules was quantified in vitro, simulating the
gastric conditions. The emulsions of GA and GM with a concentration of 20% with an
oil phase (¢) 0.1 and ¢ 0.2 were more stable with D3.2 of 1.07y, as well as with the
cremation index and the coalescence rate. The emulsions with ABN were very unstable;
therefore, a modification of the ABN was realized with octenyl succinic anhydride
(OSA). The emulsions with ABM at 90 °C with a concentration of 5.4% and ¢ of 0.1,
were stable and this was confirmed with the particle size, cremation index and
coalescence rate. Regarding to GA and GM in vitro digestion it was found that the
emulsion with 10% GA showed better release of B-carotene. Respect to ABM and ABN,
according to the average surface diameter (D3.2), ABM presented a particle size of
1.17u in the small intestine. Finally, microscopic scanning electron microscopy (SEM),
infrared spectroscopy with Fourier transform (FT-IR) was determined to the

microcapsules.
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1. INTRODUCCION

El concepto de microencapsulacion se deriva de la idealizacion del modelo de la
célula, en la que se envuelve el ndcleo en una membrana semipermeable que lo protege
del medio exterior, mientras que también controla la entrada y salida de sustancias en la
célula. Del mismo modo, la microencapsulacion, estd constituida por una fase interna
(fase activa) y el material que la recubre es Ilamado material de pared y generalmente no
reacciona con el material a encapsular (Zuidam y Shimoni, 2010), actia como una
pelicula de proteccion, aislando sustancias activas y evitando los efectos de su
exposicion inadecuada (Aguilar, 2012); puede ser puro (homogéneo) o una mezcla
(heterogéneo) dependiendo de la utilizacion (Kandansamy y Somasundaram, 2012). Se
ha utilizado con éxito en la industria de los alimentos para proteger sustancias que son
sensibles a diversos factores que causan su deterioro, para reducir la tasa de
transferencia desde el nucleo al medio en el que se encuentra y para modificar las
caracteristicas fisicas del material, lo que facilita la manipulacion (Desai y Park, 2005).

Hoy en dia se aplica para preservar y/o proteger numerosos compuestos, como
los pigmentos, estos se dividen en ocho categorias: clorofilas, antocianinas, flavonoides,
betalainas, taninos, mioglobina, hemoglobina y carotenoides (Kandansamy vy
Somasundaram, 2012). Los carotenoides son una familia de compuestos pigmentados
que son sintetizados por plantas y microorganismos, brindando propiedades benéficas y
prevencion de enfermedades cardiovasculares, cancer y otras enfermedades cronicas
(Latha y Jeevaratnam, 2010). Ademas, representan una fuente de provitamina A, no son
toxicos y brindan a la célula actividad antioxidante, participando en la desactivacion de
radicales libres producidos en el metabolismo celular, son solubles en lipidos y se
extraen facilmente con solventes no polares, son sensibles a la luz y al oxigeno, ademas,
su degradacidn se acelera por los radicales libres que se forman en la oxidacion lipidica.

En la actualidad, se busca el desarrollo de nuevos sistemas de proteccion y
liberacion, que permitan disminuir la degradacion y controlar la liberacion de los
principios activos. La modificacion de la superficie de las microcapsulas, asi como la
incorporacion de grupos funcionales permite dirigir los activos de forma intacta hacia el

sitio de accion y la factibilidad de obtener preparados con diferente carga superficial,



tamafio y fluidez en dependencia del objetivo deseado, presentando una cinética de
liberacion del activo con buenas caracteristicas. Con estos sistemas se han abierto
nuevas oportunidades para la inmovilizacion de activos y su utilizacion en el area de
alimentos, cosmeética, asi como también, en la biomedicina para el diagnéstico y
terapéutica de diversas enfermedades (Parra, 2010).

Los polimeros naturales o sintéticos tales como almidones, maltodextrinas,
lipidos, proteina animal y vegetal, goma arabiga, quitosano, entre otros, han sido
ampliamente utilizados como aditivos en la industria alimentaria, en la industria
farmacéutica, cosméticos y en agricultura, entre otras areas. Entre las principales razones
para la seleccion de una buena materia prima se encuentran las relacionadas a su costo,
facilidad de obtencién, aspectos de calidad, pureza, propiedades mecanicas, baja
toxicidad, degradacion en el medio ambiente y compatibilidad con otras sustancias
(Murta et al., 2009). Es necesario utilizar técnicas en las cuales se utilice este
biopolimero como material de pared, una de ellas es la de elaborar emulsiones como las
de aceite en agua, ya que son vehiculos ideales para la liberacion de moléculas
bioactivas en productos acuosos que ofrecen la proteccion de las moléculas
encapsuladas.

En este contexto, esta investigacion tiene como objetivo, determinar el efecto de
diferentes matrices biopoliméricas en las cinéticas de liberacion in vitro y en la

degradacion de los carotenoides microencapsulados en matrices liquidas y solidas.



2. ANTECEDENTES

2.1 Los carotenoides

El mundo moderno tiene que buscar nuevas fuentes de sustancias que podrian
influir en los lipidos y en la estabilidad de los alimentos, que sean inocuas para los
consumidores y ademas que exhiban alta actividad antioxidante cuando se incorporen en
los alimentos (Michalowska y Stachowiak, 2010). Los carotenoides son componentes
que juegan un papel importante en los sistemas bioldgicos, comenzando con la
proteccion contra la luz, mejoramiento inmunolégico, la proteccion contra los agentes
cancerigenos y actividad antioxidante, ademas de ser precursores de la vitamina A
(Sikora et al., 2008). Estos compuestos son biosintetizados por algunas bacterias, algas,
hongos, y plantas, sin embrago los animales lo deben obtenerlos de su alimento
(verduras, frutas, cereales, etc.). Existen también carotenoides producidos por
microorganismos como; el licopeno, [3-caroteno, astaxantina, luteina, zeaxantina, B-
criptoxantina y anthaxantina. El licopeno, luteina, zeaxantina y [-criptoxantina, a-
caroteno, [3-caroteno, son los mas abundantes en el plasma humano (Aizawa y Inakuma,
2007).

2.1.1 Tipos de carotenoides

Hay muchos carotenoides aplicados ampliamente en la industria farmacéutica,
alimentaria y cosmética. EI mercado mundial de los aditivos alimentarios se basa
principalmente en aditivos sintéticos, sin embargo, una mayor conciencia de los
consumidores se ha traducido en un aumento del uso de sustancias naturales (Pokorny,
2007).

Los carotenoides son los pigmentos de mas amplia distribucion en los
organismos fotosintéticos (Fraser y Bramley, 2004). Actian como fotoprotectores y
pigmentos accesorios en la fotosintesis, y desempefian un papel importante en la
atraccion de los polinizadores y la dispersion de semillas. Estos compuestos, otorgan
tonalidades amarillas, naranjas y rojas a los alimentos y pueden encontrarse en dos
formas: los carotenos y las xantofilas. Los carotenos, tienen Unicamente hidrogeno y

carbono en su estructura quimica, como el B-caroteno; mientras que las xantofilas



presentan hidrégeno, carbono y oxigeno, como la zeaxantina. Estos pigmentos, se
encuentra en frutas y verduras, algunos hongos y algas (Janiszewska, 2017).

2.1.2 Los carotenoides y su aplicacion

En estudios epidemioldgicos recientes se ha demostrado una asociacion entre
niveles elevados de carotenoides en la dieta o en sangre y un efecto protector contra el
desarrollo de enfermedades cronicas como ciertos tipos de cancer, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades degenerativas de la macula y cataratas, entre otras (Shen
et al., 2014). Cuando estas enfermedades no son tratadas a tiempo, pueden causar parcial
o0 total ceguera. Ademas, estos compuestos tienen una influencia en la comunicacion
interneuronal del ojo con el cerebro, aumentando sus propiedades funcionales (Bernstein
et al., 2015). Asimismo, fortalecen el sistema inmune ante ataques de infecciones y
contribuyen al buen funcionamiento del sistema reproductivo (Janiszewka, 2017).
Ademas, en estudios in vivo e in vitro han mostrado que el papel foto protector de los
carotenoides esta relacionado a su actividad antioxidante.

Por otro lado, se ha establecido que la estructura de los carotenoides tiene una
gran influencia en su actividad antioxidante; por ejemplo, la cantaxantina y la
astaxantina muestran mejor actividad antioxidante que el B-caroteno y la zeaxantina. No
obstante, la actividad antioxidante depende también del sistema en el que se utilicen o se
encuentren (Delgado y Paredes, 2003).

Los carotenoides, se caracterizan por ser poco solubles en agua (liposolubles), lo
que fomenta su uso como colorantes en emulsiones o medios oleosos. En general, estos
pigmentos naturales, se usan para alimentos con alto contenido graso como margarinas,
tortas y productos lacteos. Algunos de ellos son el licopeno, el B-caroteno, la zeaxantina,
y el fitoeno, los cuales son una excelente opcion para el reemplazo de colorantes
artificiales. La formulacion de los pigmentos, esta ligada a su concentracion en los
alimentos, es decir que, a menor cantidad de carotenoides empleada, los tonos
proporcionados al alimento seran amarillos, pero a mayor cantidad, los tonos seran
rojizos (Shen, 2014). En la naturaleza se han descubierto méas de 160 carotenoides, con
el B-caroteno como el compuesto méas abundante. Estos compuestos se encuentran

disponibles en las algas, zanahorias, aceite de palma o por produccion de



microorganismos durante procesos de fermentacion, entre otras fuentes (Chapman,
2011).

Desafortunadamente los carotenoides son compuestos termolabiles y susceptibles
a la oxidacion, por lo tanto, se busca una proteccion que les brinde mayor estabilidad
frente a cambios de temperatura, pH, luz, humedad, oxidacion y radiacién (Chen, 2017).
En su forma natural, son insolubles en agua y ligeramente solubles en aceite a
temperatura ambiente. La aplicacion de los carotenoides en los alimentos para dar color,
no se realiza a partir de los pigmentos purificados; pero las preparaciones de
carotenoides naturales solubles en agua, es muy amplio e incluye su uso en bebidas,
helados, postres, dulces, sopas, productos carnicos, alimentos para mascotas Yy
acuicultura, entre otros (Delgado y Paredes, 2003). Durante el procesamiento de los
alimentos, las operaciones como el secado generan la degradacién de los carotenoides,
provocando una pérdida en su actividad. Por ejemplo, en el secado de la pulpa de mango
mediante aire caliente (80 °C), se descompone el 20% (p/p) de los carotenoides totales y
a temperaturas de 95 °C, se descomponen hasta el 35% de los mismos (Tortoe et al.,
2013). Estas preparaciones deben tener buena estabilidad contra la oxidacion, la
isomerizacién, poseer propiedades adecuadas de solubilidad.

Existen algunos carotenoides que son antioxidantes solubles en lipidos como la
vitamina E, mientras que los polifenoles de las plantas, especialmente sus glicésidos, son
antioxidantes solubles en agua. Otros grupos de antioxidantes también son componentes
importantes de la dieta. La interaccion entre los antioxidantes ha sido cada vez mas
reconocido como importante para el efecto protector contra el estrés oxidativo tanto en
los alimentos (procesamiento y el almacenamiento), en el tracto digestivo (durante la
digestion de los alimentos) y después de la posible absorcidn de los fluidos y tejidos en
el cuerpo (Skibsted, 2012).

Sin embargo, los carotenoides pueden llegar a presentar cierta estabilidad ante
cambios de pH y durante los procesos de calentamiento, de esterilizacion y de
congelacién (Janiszewska, 2009). Un adecuado proceso de secado (en frio), como la
liofilizacion, permite que los compuestos bioactivos no se degraden y aumenten su
concentracion en base seca, por ende, no se altera su capacidad antioxidante (Morais et

al., 2015). A nivel industrial, estos pigmentos se pueden encontrar cComo suspensiones,



extractos, soluciones acuosas, emulsiones o productos coloidales, que son empleados
segun la matriz final (Klaui y Bauernfeind, 1981). Su aplicaciéon puede ser directa o
indirecta, dependiendo de la complejidad de la matriz alimentaria y la calidad del aditivo

alimentario.

2.2 Cuantificacion de carotenoides

Los carotenoides se cuantifican por medio de la relacién absorbancia-
concentracion de un patrén conocido, como puede ser el PB-caroteno utilizando
espectroscopia UV-VIS. Una curva de calibracion permite conocer las cantidades de
cada compuesto y establecer su concentracion en la muestra de analisis (Rodriguez y
Kimura, 2004). Las concentraciones de carotenoides mayores a 20 ppm, indican que la
muestra es buena fuente de estos bioactivos, concentraciones entre 5 ppm y 20 ppm
indican que la muestra posee buenos niveles de carotenoides, mientras que
concentraciones por debajo de 5 ppm indican que la muestra es carente de estos
compuestos (Giuffrida et al., 2011).

2.3 Microencapsulacion

La microencapsulacion hoy en dia se aplica para proteger y/o preservar diferentes
compuestos, por lo tanto, esta técnica que se define como un proceso de confinamiento
de compuestos activos dentro de una matriz 0 membrana en forma de particulas para
conseguir uno o mas efectos deseables, entre los cuales destacan; la liberacion
controlada, extension de la vida util, separacion de compuestos incompatibles y
mejoramiento las cualidades del producto final (Eng et al., 2010). Dicha técnica se ha
utilizado con éxito en la industria de los alimentos para proteger sustancias que son
sensibles a la temperatura, la luz, el oxigeno y la humedad, asi como también, para
reducir la tasa de transferencia desde el nicleo al medio en el que se encuentra el
producto y para modificar las caracteristicas fisicas del material, lo que facilita la
manipulacion (Cal6 y Khutoryanskiy, 2015).

En un sentido amplio, la tecnologia de encapsulacion en el procesamiento de
alimentos incluye el recubrimiento de particulas diminutas de diversos compuestos entre

los que destacan algunos colorantes, acidulantes, grasas, aromas, entre muchos otros.



Dicha tecnologia permite proteger la pérdida de componentes y cambios indeseables en
los materiales, ademés, permite liberar controladamente algunos principios activos
termolabiles de gran valor agregado, asi como de otros componentes con actividad e
interés bioldgico. Otra de las funciones de la encapsulacién es desarrollar envolturas que
proporcionen un medio para envasar, separar y almacenar compuestos a escala
microscopica, con la finalidad de mejorar su desempefio e incrementar su funcionalidad
(Desai y Park, 2005), mediante la inhibicion o reduccion de la degradacion térmica y la
retencion de componentes bioactivos tales como los carotenoides (Sutter et al., 2007;
Kha, 2010) y el limoneno (Kaushik y Ross, 2007), algunos sabores (Busso et al., 2007) y
lipidos, entre otros (Gharsallaoui et al., 2007).

Las microcapsulas tienen la capacidad de preservar una sustancia en estado
finamente dividido y para liberarlo segun se requiera, estas microcapsulas pueden variar
desde tamafios submicrométricos hasta milimétricos y poseen una gran diversidad de
formas, dependiendo de los materiales y métodos utilizados para su elaboracion (Desai y
Park, 2005). Su uso se emplea para preservar la bioactividad de diversos componentes
durante el procesamiento, almacenamiento y liberacion. Entre algunos usos de la
microencapsulacion destacan; la encapsulacion de aceite de pescado con la finalidad de
incrementar la ingesta de &cidos grasos poliinsaturados n-3, encapsulacion de bacterias
probidticas en productos lacteos congelados y para mantener componentes de olores y

sabores durante el almacenamiento (Kaushik et al., 2014).

2.3.1 Tipos de microencapsulacion

La seleccion del método de microencapsulacion estard en funcion de las
propiedades del material a encapsular, los costos, el tamafio deseado de las
microcapsulas, la aplicacion y los mecanismos de liberacion. Para que se lleven a cabo
estos aspectos, se requiere de una buena estabilizacion estérica, que puede conseguirse
mediante un polimero compuesto de una pequefia fraccion de segmentos hidrofébicos
fuertemente adsorbentes y una gran fraccién de segmentos hidrofilicos no adsorbentes,
combinada con una estabilizacién electrostatica que suministra una barrera energética

repulsiva que previene que un par de gotas se peguen fuertemente a separaciones



pequefias bajo la influencia de fuerzas de atraccion de Vander Waals (Vernon et al.,
1996).

La encapsulacion se puede realizar de diferentes formas, por ejemplo; como un
recubrimiento de membrana simple, una pared o membrana de forma esférica o
irregular, una estructura de paredes multiples (con paredes de las mismas o diferente
composicion) o con numerosos nucleos dentro de la misma estructura de pared. En la
actualidad, casi cualquier material puede ser encapsulado con el propésito de
aislamiento, purificacion o de liberacién lenta. Las aplicaciones de la encapsulacion han
sido lentas, pero con constante aumento, lo anterior debido a que se pensaba que la
técnica era demasiado costosa y muy especifica. Sin embargo, los volimenes de
produccién han aumentado y las técnicas de preparacion y los materiales se han ido
desarrollando, por lo tanto, el numero de productos alimenticios encapsulados ha
aumentado significativamente (Gibbs y Kermasha, 1999). La microencapsulacion hoy en
dia se aplica para proteger numerosos compuestos 0 componentes comerciales,
nutracéuticos y algunos pigmentos, tales como clorofilas, antocianinas, flavonoides,
betalainas, taninos, mioglobina, hemoglobina y carotenoides, entre muchos otros
(Kandansamy y Somasundaram, 2012).

El material que se encuentra encapsulando puede ser denominado como agente
encapsulante, cobertura, membrana, cascara, material transportador, material de pared,
fase externa y puede estar compuesto de uno o varios materiales (Balasubramani et al.,
2013; Kaushik et al., 2015) siempre y cuando sea capaz de formar una barrera entre el
ingrediente activo y el ambiente externo (Estevinho, 2013; Gallardo et al., 2013;
Nesterenko et al., 2013; Zuidam y Nedovic, 2010).

Por otro lado, el material a encapsular suele ser denominado de diversas maneras,
tales como nucleo, ingrediente activo, fase interna, entre otros (Kaushik, 2015; Zuidam y
Nedovic, 2010) y puede estar compuesto por uno 0 mas ingredientes de interés
(Balasubramani et al., 2013). La retencion del ingrediente activo dentro de la
microcapsula depende de su funcionalidad quimica, solubilidad, polaridad y volatilidad,

entre otros (Gharsallaoui et al., 2007).



2.3.2 Aplicaciones de la microencapsulacion

La tecnologia de encapsulacion ha sido utilizada en la industria de los alimentos
por mas de 60 afios como alternativa para proveer ingredientes liquidos o sélidos con
una barrera efectiva a las interacciones quimicas y/o ambientales hasta el momento
apropiado para su liberacion (Carvalho y Hubinger, 2014; Desai y Park, 2005). De esta
manera, permite aumentar la efectividad de muchos compuestos en la industria,

mejorando u otorgando nuevas funcionalidades (Estevinho, 2013).

La aplicacion de la microencapsulacion en la industria se sustenta en sus diversas

ventajas entre las cuales destacan:

e Separar y proteger al ingrediente activo de la degradacion mediante la
reduccién de su reactividad con el medio que lo rodea (por ejemplo: calor,
humedad, luz y aire).

e Modificar las caracteristicas fisicas del ingrediente activo y facilitar su
manipulacion.

e Adaptar el producto y regular su velocidad de transferencia hacia el exterior,
para que se comporte como un sistema de liberacién lenta o controlada en el
tiempo.

e Enmascarar el sabor del ingrediente activo.

e Diluir el ingrediente activo, cuando s6lo se requiere en muy pequefias
cantidades y aun asi alcanzar una dispersion uniforme en el agente
encapsulante (Desai y Park, 2005; Estevinho, 2013; Jyothi, 2010; Kha et al.,
2014; Nesterenko et al., 2013; Ré, 1998; Sarkar y Singhal, 2011).

En efecto, casi cualquier material que necesite ser protegido, aislado, liberado
lenta o0 controladamente en el tiempo puede ser encapsulado. Entre los ingredientes
alimenticios que pueden ser beneficiados por la encapsulacién cabe mencionar: aromas,
acidos, bases, buffers, lipidos, enzimas, microorganismos, edulcorantes artificiales,
vitaminas, minerales, preservantes, antioxidantes, agentes entrecruzantes, agentes de

fermentacion, colorantes y nutrientes (Barbosa et al., 2005). Mas aun, esta tecnologia



tiene diferentes aplicaciones no solo en la industria alimentaria sino también en el &rea
biomédica, farmacéutica, cosmética, agricultura y catélisis, entre otras (Nesterenko et
al., 2013), siendo las areas de aplicacion mas abordadas la farmacéutica, quimica,
bioquimica e ingenieria quimica. Asi mismo, las aplicaciones de microencapsulacion
han tenido un incremento exponencial en las Ultimas décadas. En este sentido, un
analisis de las publicaciones concernientes a la técnica de microencapsulacion indica un
total de casi 9300 articulos publicados desde 1960, de los cuales alrededor de 3200

fueron publicados en los Gltimos 5 afios (Estevinho, 2013).

2.3.3 Estructura de las microcapsulas

Este término se interpreta ampliamente para incluir microcéapsulas,
microparticulas, nanocapsulas, etc. En su mayoria son esferas pequefias, sin embargo, su
tamafio y forma dependen de los materiales y los métodos utilizados para su elaboracién
(Estevinho, 2013; Gharsallaoui et al., 2007).

De acuerdo a la distribucion del ingrediente activo en el sistema, se distinguen
distintos tipos de microcapsulas (Desai y Park, 2005; Ré, 1998). La estructura mas
simple es aquella en que un ndcleo de ingrediente activo (esférico o no) es rodeado por
una pared o membrana de espesor uniforme del agente encapsulante (Desai y Park,
2005; Gibbs, 1999). Esta estructura de microcapsula se denomina estructura particula
simple. También se pueden formar estructuras multicapas que consisten de multiples
paredes de diferente composicion rodeando a un dnico ndcleo (Estevinho, 2013) o bien
estructuras multindcleos que contienen numerosos activos en el interior de una Unica
pared, también conocidas como agregados (Calvo et al., 2010). Por otro lado, se pueden
formar estructuras tipo matriz; las cuales comprenden aquellas particulas en que el
nacleo se encuentra disperso uniformemente a través de todo el agente encapsulante
(Gharsallaoui et al., 2007).

Algunas propiedades de las microcapsulas, tales como composicion, mecanismo
de liberacion, tamafio y forma, se pueden modificar segin la aplicacién especifica del
ingrediente activo. En efecto, las microcapsulas son formuladas para que el ndcleo sea
liberado de una manera répida o bien controlada (Ré, 1998). La liberacion del nucleo

contenido en la microcdpsula a una velocidad controlada puede ser desencadenada
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mediante agitacion, disolucion, difusion, calentamiento, accion de enzimas o pH, entre
otros (Nesterenko et al., 2013).

2.4 Material de pared

2.4.1 Tipos de materiales de pared

Los principales materiales encapsulantes utilizados son carbohidratos (almidon y
derivados, maltodextrinas, jarabes de maiz, sacarosa, dextrana, ciclodextrinas,
carboximetilcelulosa, metilcelulosa, etilcelulosa, nitrocelulosa, acetilcelulosa, etc.);
gomas (ardbiga, mezquite, guar, alginato de sodio, carragenina, etc.); lipidos (ceras,
parafinas, grasas, acido estearico, tristearina, mono y diglicéridos) y proteinas (gelatina,
proteina de soya, caseinatos, suero de leche, zeina, gluten, caseina, etc.). Estos agentes
encapsulantes deben de tener la capacidad de proporcionar una emulsion estable durante
el proceso de secado por aspersion y tener muy buenas propiedades de formacion de
pelicula para proveer una capa que proteja al ingrediente activo de la oxidacion (Desai y
Park, 2005).

Hay un nimero de recubrimientos disponibles y aprobados comercialmente para
producir diversos alimentos microencapsulados. No todos los materiales de proteccidn
satisfacen todas las propiedades, en ocasiones es necesario utilizarlos en combinacion
con otros materiales de revestimiento o con diversos agentes (eliminadores de oxigeno,
antioxidantes, agentes quelantes y tensioactivos, entre otros; Ré, 1998) para incrementar
su efectividad. Las proteinas y los polisacaridos son dos de los biopolimeros funcionales
mas importantes afiadidos en los productos alimenticios basados en emulsion con la
finalidad mejorar su estabilidad, textura, tiempo de conservacidn y apariencia general.
La proteina de suero (WPI por sus siglas en inglés) es un excelente emulsionante y
ampliamente utilizado en el area de alimentos debido a sus propiedades de superficie
activa. WPI es adsorbida en la interface aceite-agua para formar una pelicula protectora
y proporcionar soporte estructural para las gotitas de aceite a través de una combinacion
de interacciones electrostaticas y estéricas (Changhui y Gunasekaran, 2009). Sin
embargo, la mayoria de los estudios se han enfocado en el uso de maltodextrina y goma
arabiga como agentes encapsulantes. Existen pocos estudios con materiales como la

proteina de suero de leche, lactosa, lecitina de soya, caseinato de sodio (Hong et al.,
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2012), gelatina y sacarosa, entre otros (Shu et al., 2006) con un impacto significativo en
la encapsulacion de compuestos bioactivos (Sun-Waterhouse, 2012). Estudios recientes,
muestran el empleo de fibras como agentes acarreadores (la inulina se ha utilizado como
auxiliar en el secado por aspersion de extractos para incrementar el uso y el consumo de
fibra; Saenz et al., 2009).

Debido a que los carotenoides son sensibles a ciertos factores fisicoquimicos y
ambientales, se han buscado alternativas para protegerlos. Una manera de lograrlo, es

mediante el uso de emulsiones sencillas de agua en aceite (W/O).

2.5 Las emulsiones

El campo de las emulsiones alimenticias ha sido ampliamente abordado en los
ultimos afios, dando lugar a una gran diversidad de productos con distintas
caracteristicas estructurales y un comportamiento viscoeldstico marcadamente diferente.
Las emulsiones aceite en agua (o/w) se utilizan en numerosos procesos industriales y son
la base de muchos productos alimenticios. Las emulsiones son sistemas
termodinamicamente inestables y cuando el contenido lipidico es reducido esta
inestabilidad se hace mayor. Esto hace imprescindible el agregado de emulsificantes y/o
espesantes para volverlas cinéticamente estables. La elaboracion de emulsiones con bajo
contenido lipidico es una de las areas en desarrollo donde se busca generar sistemas
estables, con las caracteristicas reoldgicas deseadas, a partir de un porcentaje de aceite
reducido. El agregado de hidrocoloides como espesante o gelificante de la fase acuosa
en este tipo de emulsiones resulta una interesante alternativa para el incremento de su
estabilidad basado en la disminucion de la velocidad de cremado, a partir de un aumento
en la viscosidad de la fase continua (Lorenzo et al., 2017).

Otra ventaja es que el incremento de la viscosidad del producto es percibido por
los consumidores como un aumento en la calidad del mismo. Sin embargo, estos
polisacaridos se deben agregar con precaucion ya que también pueden afectar las
interacciones coloidales presentes en la emulsion y provocar que la emulsion flocule, lo
que podria llevar a su vez a que aumente la velocidad de cremado. Uno de los atributos
de calidad mas relevantes en un alimento, en particular en una emulsion, es la

percepcion por parte del consumidor (ej. buena textura). La reduccién del contenido
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lipidico genera una pérdida de la cremosidad y una menor aceptabilidad en el mercado
de estos productos. Por lo tanto, es necesario encontrar componentes que reflejen las
cualidades deseadas por el consumidor, manteniendo un bajo contenido de aceite y un

sistema estable durante el tiempo (Lorenzo et al., 2017).

2.5.1 Emulsiones sencillas

Las emulsiones se clasifican en términos de la ubicacion relativa de las fases
oleosa y agua dentro del sistema. Un sistema que se compone de particulas de aceite
dispersadas en una fase acuosa es referido como aceite en agua (O/W). En la industria
alimentaria las emulsiones O/W estan tipificados principalmente por leche, mayonesas y
aderezos. Ademas, tales sistemas pueden ser utilizados como ingredientes que participan
en la formacion de estructuras de productos mas complejos. Algunos ejemplos son el
yogurt u otros sistemas gelificados que contienen gotitas de emulsion que deben
interactuar con otro ingrediente alimentario, pero que no se desestabiliza en el proceso
(Bortnowska, 2011). La emulsién aceite en agua exhiben todos los comportamientos
clasicos de coloides metaestables y su estabilidad cinética y termodindmica depende en
gran medida de la capa adsorbida en la interface aceite-agua. EI emulsionante utilizado
en la industria alimentaria puede dividirse en pequefias moléculas anfifilicas, por
ejemplo, surfactantes polisorbatos, monoacilglicerol, diacilgliceroles y lecitina, con
masas moleculares en el intervalo de 500-1300 Da y grandes moléculas tensoactivas,
tales como proteinas, que tienen masas moleculares de decenas de kilodaltons (Capek,
2004).

Hay una serie de caracteristicas deseables de los sistemas de liberacion, los
cuales involucra si el sistema es comestible, si es el adecuado para su utilizacion por las
industrias de alimentos y otros. Algunos de los atributos mas importantes es la calidad
alimentaria, por lo tanto, este sistema debe ser desarrollado a partir de ingredientes
alimentarios permitidos, utilizando procesos aprobados. Algunos de los mas comunes es
el de los ingredientes de grado alimenticio que se pueden utilizar para los sistemas a
base de emulsiones, estos sistemas deben de ser fabricados a partir de ingredientes de
bajo costo. Algunos de los beneficios obtenidos de la encapsulacion de lipidos
bioactivos en los sistemas de liberacion es que deben de proteger a los lipidos bioactivos
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encapsulado contra alguna forma de degradacion quimica, por ejemplo, la oxidacion y la
hidrélisis. Idealmente, un sistema de liberacién debe ser capaz de encapsular una
cantidad relativamente grande de lipidos bioactivos por unidad de masa de material de
soporte, de manera eficiente y debe retener el componente encapsulado hasta que sea
liberado en un determinado sitio de accion, a una velocidad controlada, o en respuesta a
un estimulo ambiental especifico (por ejemplo, pH, fuerza idnica, actividad enzimética,
o la temperatura), y debe ser compatible con la matriz alimentaria que lo rodea, es decir,
que no debe afectar negativamente la apariencia, textura, sabor o la estabilidad del
producto final y deberda aumentar (0 al menos no afectar negativamente) la
biodisponibilidad/bioactividad del componente encapsulado (McClements et al., 2007).

2.5.2 Elaboracion de las capsulas

Aunque la tecnologia de encapsulacion es la mas desarrollada en el &mbito de los
sistemas de suministro de farmacos, también ha revolucionado la industria de alimentos.
La microencapsulacion, permite la posibilidad de proteger al producto contra la
oxidacion, fotosensibilidad, volatilidad y en algunos casos muy importantes ayuda a la
reduccion de la accion irritante gastrointestinal de algunos activos (Calero et al., 2008).

La encapsulacion se puede definir como una técnica por la cual gotas liquidas o
particulas sélidas o gaseosas son cubiertas con una pelicula polimérica porosa
conteniendo una sustancia activa (Araneda y Valenzuela, 2009). La estructura formada
por el agente microencapsulante alrededor de la sustancia microencapsulada es llamada
pared, esta protege el ndcleo contra el deterioro y la liberacion bajo condiciones
deseadas (Parra, 2010), esta membrana, barrera o pelicula estd generalmente elaborada
por componentes con cadenas para crear una red con propiedades hidrofébicas y/o
hidrofilicas (Fuchset al., 2006).

La encapsulacion, es un proceso mediante el cual ciertas sustancias bioactivas
(sabores, vitaminas o aceites esenciales) son introducidas en una matriz o sistema pared
con el objetivo de impedir su pérdida, para protegerlos de la reaccion con otros
compuestos presentes en el alimento o para impedir que sufran reacciones de oxidacién
debido a la luz o al oxigeno. Una ventaja adicional es que un compuesto encapsulado se

liberara gradualmente del compuesto que lo ha englobado o atrapado y se obtienen
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productos alimenticios con mejores caracteristicas sensoriales y nutricionales (Yafiez et
al., 2002).

Las capsulas finales en el proceso de encapsulacion pueden cambiar su
denominacion en funcién de sus tamafios de particula. Particulas encapsuladas son
Ilamados microcapsulas cuando el rango de tamarfio es entre 0.2 y 5,000 micrémetros,
macrocépsulas cuando el rango es mayor de 5,000 micrometros y nanocépsulas cuando
el rango es inferior a 0.2 micrometros (King, 1995). EI méetodo mas utilizado para
obtener encapsulados es aquel que da como resultado la formacion espontanea de
nanoparticulas de tamafio mas pequefio con carga positiva sin utilizar ningun disolvente
organico. El principal inconveniente es que bajo condiciones adversas de pH bajo y/o
alto, puede haber desintegracion de las particulas debido a la interaccion débil entre los
polifenoles y el polimero (Dudhani y Kosaraju, 2010).

Respecto al &rea de alimentos, las aplicaciones de esta técnica se han ido
incrementando debido a la proteccion de los materiales encapsulados de factores como
calor y humedad, permitiendo mantener su estabilidad y viabilidad. Las microcapsulas
ayudan a que los materiales alimenticios empleados resistan las condiciones de
procesamiento y/o empacado mejorando caracteristicas como el sabor, aroma,
estabilidad, valor nutritivo y apariencia de sus productos, entre otras (Montes et al.,
2007).

Existen diversas técnicas para encapsular compuestos activos, la seleccion del
método estd en funcién del presupuesto, los costos, las propiedades del material a
encapsular, el tamafio deseado de las microcapsulas y los mecanismos de liberacion. En
general, algunas caracteristicas importantes a tener en cuenta en la elaboracion de las
capsulas son; la formacion de la pared alrededor del material, asegurar no se produzcan
escapes y garantizar que materiales no deseados se mantengan fuera del mismo. Para
ello se utilizan técnicas especiales como recubrimiento por extrusion, recubrimiento en
lecho fluidizado, atrapamiento de liposomas, coacervacion de complejos de inclusion,
separacién de la suspension por rotacion, enfriamiento por pulverizacion o enfriamiento

por congelacién y secado por aspersion (Pulido y Beristain, 2010).
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La microencapsulacién mediante secado por pulverizacion es un método
econdmico y ayuda a la preservacion de los colorantes naturales atrapando los

ingredientes en un material de recubrimiento (Pitalua, 2010).

2.6 Secado por aspersion

El secado por aspersion es ampliamente usado en la industria como un método
para microencapsular debido a que es economico y efectivo en la proteccion de
materiales tales como sabores, vitaminas, aceites esenciales, colorantes, lipidos, etc. Por
definicion corresponde a la transformacion de un fluido en un material soélido,
atomizéndolo en forma de gotas minusculas en un medio de secado caliente. Es una
técnica util para cambiar los liquidos en forma de polvo solido, que no es facil de
manejar, pero mejora la vida Util y la estabilidad del producto, para ello es necesario
eliminar la humedad del material fluido (solucién, dispersion o pasta) dividiéndola en
pequefias gotitas en la presencia de aire caliente para obtener un polvo seco, de
geometria esférica, con aspecto de esferillas huecas, con un diametro que puede estar
entre los 20 um y los 200 um y con un aspecto de espuma desecada y solubles (Ré,
1998).

El paso inicial en el secado de un colorante implica la seleccion de un material de
pared apropiado que se conoce como portador o agente de encapsulacion. Entre los
materiales de pared mas utilizados en la microencapsulacion de diferentes compuestos se
encuentran la goma arabiga, almidones hidrolizados y almidones modificados (Porrarud
y Pranee, 2010). Existen otros tipos de gomas que estan siendo utilizadas como material

de pared tales como la goma de mezquite, el quitosano y el almidén de banano.

2.7 Goma Arabiga

La goma arabiga es el estdndar tradicional utilizado como el agente de
encapsulacion porque muestra una buena retencion de compuestos activos, es inodoro,
incoloro, insipido, y no afecta el olor, color y sabor del sistema al que se afiade. Es
altamente soluble en agua y se disuelve tanto en agua fria y caliente con concentraciones
de hasta 50% en peso. Es un complejo de tipo polisacarido arabinogalactano exudado
por Acacias, es preferido sobre todo para la encapsulacion debido a sus excelentes
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propiedades de emulsificacién (Kandansamy y Somasundaram, 2012). Es el primer
material de pared utilizado para el secado por aspersion y se utiliza principalmente para
encapsular diferentes sabores. Estructuralmente, la goma ardbiga es una molécula
ramificada formado por B-D-galactopiranosilo unidos por enlaces 1,3, lo que tiene p-D-
galactopiranosil con cadenas unidas por enlaces 1,6. Las ramas estan vinculadas a p-L-
arabinofuranosil, a-L-ramnopiranosil, B-D-glucuronopiranosyl, y moléculas de 4-O-
metil-B-D-glucuronopyranosyl. Esta goma se utiliza ampliamente por su valor
nutricional y por las propiedades de la superficie de los alimentos en industria, en los
procesos de microencapsulacion o coacervacion compleja en farmacia, cosmética o
tintas (Bésquez yVernon, 2005). Se han encontrado sustitutos tales como el almidon y
los productos derivados del mismo, tales como maltodextrinas y almidon tratados con n-
octenyl anhidrido succinico, que han demostrado ser buenas opciones. (Porrarud y
Pranee, 2010).

La goma se obtiene como parte del proceso de cicatrizacion de estos arboles
conocido como gomosis (gummosis) para cerrar sus heridas y evitar de esta manera la
entrada de gérmenes. Es una resina de color ambar, recolectada normalmente a mano
una vez seca (Multon, 2000). Para provocar su produccion, se producen cortes
longitudinales paralelos y poco profundos de 40 a 60 cm. La cantidad obtenida varia
mucho entre los arboles (100 a 2,000 g por arbol), con una media aproximada de 250 g

por arbol.

2.7.1 Propiedades de la goma arabiga

La goma arabiga es de color blanco o amarillo palido, carece de olor perceptible
y es viscosa al paladar, se disuelve con facilidad por agitacion en agua. Es un buen
estabilizador de aromas en las emulsiones de aceite en agua. Es la goma de eleccion para
la emulsion de citricos. Posee tensioactividad, y forma una capa macromolecular gruesa
alrededor de las gotitas de forma que se produce una estabilidad estérica. Las emulsiones
con goma arabiga pueden ser sometidas a desecacion para dar lugar a aromas en polvo;
estos tienen la ventaja de que no son higroscépicos y de que el aroma es protegido de la
oxidacion y la volatilizacion. Tiene una rapida dispersion y liberacion del aroma sin

afectar a la viscosidad del producto. Estos aromas estabilizados en polvo se utilizan en
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productos en polvo envasados, tales como preparados para bebidas, postre, tartas, sopas,
etc. (Renard et al., 2006)

La adiccion de este tipo de solutos a frutas liofilizada viene dada por ser un
hidrocoloide complejo con excelente solubilidad en agua, ademas de sus propiedades
tensoactivas, su buena actividad superficial con capacidad para formar una pelicula
protectora alrededor de las gotitas de la emulsion, antiapelmazante y productor de bajas
viscosidades en la solucion. Estas propiedades han facilitado su amplio uso como agente
encapsulacion para la retencién y proteccion de compuestos saborizantes y/o volatiles.
La goma arabiga tiene multiples aplicaciones en el sector de la industria alimentaria
como en la confiteria, productos de panificacién, productos lacteos, bebidas y fijadores

del sabor, entre otras (Trommer y Neubert, 2005).

2.8 Goma de mezquite

La goma de mezquite es un biopolimero que posee una gran nimero de grupos
ionizables; quimicamente, la macromolécula esta constituida por residuos de L-
arabinosa, D—galactosa, acido 4,0-metil-D—glucurdnico y L-ramnosa en una relacién
molar 2:4:1:1 y por una pequefia cantidad de proteina (0.7-5.8 %), ésta Ultima
desempefia un papel crucial en la emulsificacion debido a su funcionalidad protectora
como coloide y su habilidad para formar membranas viscoelasticas en la interface
aceite-agua (Beristain, 1996). Este biopolimero forma un gel acuoso con otros
polisacéridos y previene la sinéresis. Concentraciones tipicas de galactomananos de 0.5-
1.0 % puede lograr la misma viscosidad que un almidén a 4.0-6.0 %. La goma de
semilla de mezquite contiene un galactomanano similar a la goma guar. Los
galactomananos son agentes estabilizadores, espesantes y excelentes agentes
gelificantes. La ausencia de toxicidad permite su uso en la industria de los alimentos o
farmacéuticos (Yéafez, 2007).

Se considera esta goma como un producto de alto potencial industrial, ya que
resulta de métodos de explotacion menos destructivos, ya que se requiere del manejo y
conservacion de la planta, a diferencia de otros métodos de explotacion de este recurso
vegetal (Flores, 2007).
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Los usos industriales alimenticios de esta goma son:

e Aditivo alimentario: agente microencapsulante de saborizantes y aceites
esenciales (surfacantes de emulsiones agua/aceite en bebidas citricas
carbonatadas y estabilizantes en aderezos, mayonesas, cerveza, vino).

e Material estructural de peliculas comestibles (retarda la emision del
etileno y mejora la textura de la fruta como la guayaba y el limon).

e Microencapsulacion de alimentos para larvas de especies acuicolas
(Lopez, 2009).

2.9 Almidones

El almidon es uno de los polisacaridos de mayor uso en las industrias
farmacéutica, petrolera, textil y alimentaria, ya que en ésta Ultima se utiliza como aditivo
para impartir a los alimentos consistencia, retener humedad o para encapsular sabores.
Ademas, se utiliza como materia prima para la produccion de jarabe de fructosa y
maltodextrinas. En el caso de la industria farmacéutica es un vehiculo para muchos
medicamentos. Por otro lado, en la industria papelera y de pegamentos es muy
importante para impartir la caracteristica a sus productos. Una aplicacion reciente es en
la elaboracién de peliculas biodegradables que en el ambito ecoldgico esta teniendo un
impacto importante (Cabrera et al., 1999; Quevedo et al., 2007). El almidén es un
importante aditivo en la elaboracion de alimentos, contribuye a formar la consistencia
deseada en determinados productos alimenticios. Los almidones son los hidratos de
carbono naturales que forman las reservas de nutrientes de las plantas y estructuralmente
estan constituidos por amilosa y amilopectina. La amilosa es un polimero lineal de
unidades de glucosa unidas por enlaces o (1-4), en la cual algunos enlaces a (1-6)
pueden estar presentes. Esta molécula no es soluble en agua, pero puede formar micelas
hidratadas por su capacidad para enlazar moléculas vecinas por puentes de hidrégeno y
generar una estructura helicoidal que es capaz de desarrollar color azul por la formacién
de complejos con el yodo (Kanutzon y Grove, 1994). Por su parte, la amilopectina es un
polimero ramificado de unidades de glucosa constituida de 94 a 96% por enlaces a (1-4),

y de 4 a 6% por uniones o (1-6). Dichas ramificaciones se localizan aproximadamente
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entre 15 y 25 unidades de glucosa. Asimismo, la amilopectina es parcialmente soluble en
agua caliente y en presencia de yodo produce color rojizo violeta (Guan y Hanna, 2004).

La viscosidad es wuna caracteristica funcional de los almidones como
consecuencia del proceso de hinchamiento de los granulos por la absorcion de agua,
ruptura de los grénulos y salida hacia el exterior de las cadenas de amilosa que posibilita
la formacion de estructuras tridimensionales. Contribuyen a esta propiedad térmica
factores tales como la morfologia de los granulos, el contenido de amilopectina (ya que
la amilosa actla tanto como diluyente e inhibidor del hinchamiento), los pesos
moleculares promedio de la amilosa y la amilopectina, asi como las condiciones en las
que se realizan las mediciones (concentracion de almiddn, tasa de calentamiento, tasa de
esfuerzo cortante, entre otros; Tester y Morrinson, 1990).

Ademas, las propiedades funcionales del almidén como la gelatinizacion y
pastificacion son importante al momento de usarlo como estabilizante y espesante en los
alimentos. Durante el proceso de gelatinizacion el orden molecular dentro de los
granulos es destruido gradual e irreversiblemente, por esto la temperatura de
gelatinizacion cambia para cada tipo de almidon y depende fundamentalmente de la
transicion vitrea de la fraccion amorfa. Todo este proceso es endotérmico, requiere
aproximadamente 10 J/g de almidon para efectuarlo, como lo han demostrado
investigaciones con calorimetria diferencial de barrido. Los granulos de almidon, aunque
provengan de la misma fuente botanica, tienen diferente relacién amilosa/amilopectina y
grado de cristalinidad, estas condiciones provocan que unos granulos de almidon sean
mas resistentes a efectos de altas temperaturas que otros y llegan a presentar una
diferencia de hasta 10 °C para alcanzar la gelatinizacion (Martinez et al., 2015).

El almiddn, al ser un polimero natural, presenta ventajas sobre algunos otros
materiales empleados en la industria, ya que proviene de reservas naturales, es
renovable, biodegradable, abundante y su procesamiento es de bajo costo (Xie et al.,
2006). Por estas razones, el almidon se ha utilizado como materia prima, como aditivo o
en algunos casos como sustituto de materiales derivados del petréleo (Bratskaya, 2006).
Es un componente importante de alimentos y un hidrato de carbono biodegradable,
complejo, hecho de miles de unidades de glucosa. Se compone principalmente de

cadenas lineales y ramificadas de moléculas de glucosa, la amilosa y amilopectina. La
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amilosa, que es la fracciéon lineal del almiddn, es responsable de la formacion de
peliculas coherentes, relativamente fuertes (Fazilah et al., 2011). Es considerado como
un atractivo, debido al enorme potencial para las diversas aplicaciones en el sector

alimentario e industrial.

2.9.1 Almidon nativo

Los almidones nativos de las diferentes especies de vegetales tienen como
caracteristica fundamental que sus propiedades fisicoquimicas y funcionales estaran
influenciadas por sus estructuras granular y molecular (Wang y White, 1994).

La estructura nativa del almidén puede ser menos eficiente debido a que las
condiciones del proceso reducen su uso en aplicaciones industriales debido a su
fragilidad, el deterioro de las propiedades mecéanicas a condiciones ambientales por la
exposicion con la humedad, la reducida procesabilidad debido a su alta viscosidad, su
incompatibilidad con algunos solventes y polimeros, descomposicion térmica, alto nivel
de retrogradacion y sinéresis, por lo cual, requieren de una modificacion para el

mejoramiento de las propiedades fisicas y quimicas.

2.9.2 Almidones modificados

Son almidones a los que se ha realizado algun tratamiento o proceso para
desarrollar propiedades funcionales deseables. La modificacion quimica del almidéon
esta directamente relacionada con las reacciones de los grupos hidroxilo (OH) del
polimero para brindarle propiedades especificas tales como incrementar la
hidrofobicidad mediante el reemplazo de estos grupos con grupos ester o éter (Rendén,
2010). Dichas modificaciones son utilizadas para mejorar su resistencia a las
condiciones extremas y sus propiedades funcionales. Los almidones modificados
muestran mayor estabilidad a condiciones extremas de procesamiento, incrementan su
resistencia a la retrogradacion y mejoran la estabilidad durante el congelamiento. Por
ejemplo, el almidon de platano oxidado a diferentes niveles, aumenté su temperatura de
gelatinizacion y el almidon con bajo nivel de oxidacion presentd mayor viscosidad

respecto al almidon nativo (Sanchez et al., 2005).
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2.9.3 Almidones modificados por OSA

Entre las modificaciones por estabilizacion, unicamente los almidones
modificados con anhidro octenil succinico (OSA por sus siglas en inglés) estan
permitidos para uso en alimentos. La modificacion con OSA fue realizada por primera
vez y patentada en 1953 (Sweedman et al., 2013).

Los almidones modificados por OSA tienen una excelente capacidad para reducir
la tension superficial, asi como la tensién en la interfase aire/agua. En estudios
realizados entre dispersiones con burbujas de aire, mostraron mejores resultados que los
almidones oxidados para estabilizar emulsiones. Cuando se dispersa en agua, el almidon
OSA migra a la interface aire/agua formando una capa que sirve de limite, mediante la
cual los grupos hidréfobos se orientan hacia el aire, mientras que el almidon se orienta
hacia las moléculas de agua (Zhu et al., 2013). Los almidones OSA pueden funcionar
como estabilizadores electrostéricos, aunque debido al tamafio de sus moléculas con
respecto al nimero de grupos sustituidos, su funcion es principalmente estérica (Shogren
y Biresaw, 2007).

2.9.3.1 Usos y aplicaciones de almidones OSA

El anhidro octenil succinico ataca al almidon a través de un enlace éster, lo que
hace que los almidones modificados por OSA formen una pelicula fuerte entre el aceite
y el agua, dando lugar a emulsiones resistentes a la aglomeracion (Liu et al., 2008;
BMiller, 2009), razon por la cual el almidon OSA esta siento utilizado dentro de la
industria de los alimentos en los Estados Unidos (Sweedman et al., 2013). Generalmente
los almidones OSA son utilizados como emulsificantes y estabilizantes en muchos
productos alimenticios, cosméticos y farmacéuticos (Reiner et al., 2010), en diferentes
sistemas modelos aceite-agua, considerando aceites de varios origenes botanicos. Las
cargas ionicas en las superficies de los granulos de almidon por la presencia del grupo
OSA permite que estos absorban grandes cantidades de gotas de aceite (Varona et al.,
2009). Esto sugiere que existe una capa fina de las macromoléculas del almidon que se
absorben en la interfase aceite-agua.

Las aplicaciones de los almidones OSA dependen del grado de sustitucion, asi

como del porcentaje de reactivo que se emplea durante la reaccion; se observa que en la
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industria alimenticia se maneja una concentracion de < 3 % de OSA, mientras que en la
industria farmacéutica y de cosmetologia es posible emplear mayores cantidades del
reactivo.

Las propiedades méas importantes a considerar para determinar la utilizacion del
almidon en la elaboraciéon de alimentos y otras aplicaciones industriales incluyen las
fisicoquimicas tales como la gelatinizacion y retrogradacion, las funcionales tales como
la solubilidad, hinchamiento, absorcion de agua, sinéresis y comportamiento reolégico
en sus pastas y geles (Wang y White, 1994).

Las fuentes convencionales més importantes para la extraccion de este
polisacérido son los granos de cereales como el maiz, trigo, arroz y sorgo, tubérculos
como la papa, yuca, boniato y sagu, asi como algunas hojas, semillas de leguminosas y
frutas, entre otras (Betancur et al., 2004). La tendencia actual es buscar fuentes no
convencionales como alternativas para obtener almidones que presenten diversas
caracteristicas fisicoquimicas, estructurales y funcionales, con la finalidad de ampliar la
gama de usos en la industria. Entre las materias primas que pueden ser utilizadas como
nuevas fuentes de extraccion de este polimero se encuentran los tubérculos, ya que estos
juegan un papel significativo en el sistema global de alimentacion y contribuyen a los
requerimientos energéticos de mas de 2 millones de personas en los paises en vias de
desarrollo. Los cultivos mas importantes de raices y tubérculos a nivel mundial son la
yuca (Manihot esculenta), batata (Ipomea batata), papa (Solanum tuberosum), fiame
(Dioscorea spp.), ocumo (taro), ayutia (Colocasia esculenta) y tannia (Xanthosoma
spp.). En conjunto, estos cultivos ocupan cerca de 50 millones de hectareas en el mundo
(CIAT, 1997). Es por esta razon que se continta buscando otras fuentes de almidén que
contribuyan a la produccion de este polimero como puede ser también el almidon de
banano. El banano inmaduro es una fruta rica en almidon (Bello et al., 2000). La
literatura plantea que de este fruto se puede obtener aproximadamente un 70% de
rendimiento de este hidrato de carbono (Bello Pérez, 2002) y se sefiala que la incor-
poracién de almidon nativo de banano aporta, a los alimentos que lo contengan, fibra

dietética que incluye almiddn resistente (Pacheco y Giusepina, 2005).
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2.9.4 Almidon de banano

Entre algunas de las frutas que pueden utilizarse como fuentes potenciales de
almidon, se encuentran el mango, el platano y el banano, los cuales en estado verde o
inmaduro, presentan entre un 50 y 60 % de almidon (Cabrera et al., 1999).

El almiddn de platano ha sido estudiado en los Gltimos diez afios, proponiéndose
su uso en diversos alimentos, ya que se caracteriza por presentar alto contenido de
almidon resistente, in vitro constituye aproximadamente el 37 % (Aparicio et al., 2005) e
in vivo entre 50 y 66 % (Englyst y Cummins, 1986). Ademas, el almidén de platano se
ha utilizado en la elaboracion de peliculas biodegradables (Romero-Bastida, 2011). El
almidon de platano presenta un patron de difraccion de rayos X tipo C, que involucra
ambos polimorfismos (A y B) dentro de la estructura granular, un porcentaje de
cristalinidad (29 %) que impacta en los valores de temperatura y entalpia de
gelatinizacion, a pesar de su mayor contenido de amilosa (37 %) que el almidon de maiz
normal (Espinoza et al., 2009). Actualmente, no se conoce la distribucion de la amilosa
y amilopectina dentro de la estructura granular del almidon de platano, lo cual ayudaria a
entender sus propiedades fisicoquimicas, funcionales y de digestibilidad, asi como
explicar su hidrdlisis enziméatica y su susceptibilidad a diferentes reactivos quimicos
usados durante su modificacion (Nufiez et al., 2011).

Como alimento primordial, los bananos, incluidos los platanos y otros tipos de
bananos de coccidn, contribuyen a la seguridad alimentaria de millones de personas en
gran parte del mundo en desarrollo, proporcionan ingreso y empleo a las poblaciones
rurales. Es la fruta fresca més exportada del mundo en cuanto a volumen y valor
nutricional (Arias et al., 2004). Dentro de la produccién de bananos, se cultivan nueve
mil hectareas y se obtiene una produccion de 20 millones de cajas, de las cuales cinco
millones cumplen los estandares de calidad exigidos por los mercados Internacionales
(SAGARPA, 2006).

Actualmente una tercera parte de la fruta que no se exporta se destina al consumo
interno como fruta fresca, otra tercera parte se emplea como sustrato en la produccién de
fertilizantes organicos (compost) para el cultivo de la misma fruta y, una tercera parte
continda considerandose como residuo (Guevara et al., 2012). Sin embargo, no se ha
tenido el manejo correcto de los residuos sélidos biodegradables, como resultado de la
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actividad agroindustrial bananera, siendo durante varios afios motivo de preocupacién
para las comunidades, autoridades ambientales, empresas comercializadoras, clientes y
organizaciones internacionales, tal situacion, conlleva al deterioro medioambiental,
manifestado la presencia de olores ofensivos, incremento de plagas y enfermedades,
causando perjuicio a las comunidades que habitan en las zonas de influencia de las areas
produccion (Henao, 2002). Son precisamente el residuo o banano de rechazo los que
potencialmente se pueden usar en la produccion de biocombustibles, peliculas plasticas

0 como material de pared para la elaboracion de capsulas.

2.10 Liberacion controlada

La liberacion controlada se puede definir como un método por el cual uno o mas
agentes activos o ingredientes se ponen a disposicion en un sitio deseado, en tiempo y
velocidad especifica. Muchos investigadores han buscado una mejor comprension de los
efectos que rigen la liberacion de sabores en matrices complejas ya que esto representa
un objetivo importante en muchos campos, incluyendo las industrias alimentarias. Para
los sistemas de matrices encapsulantes de compuestos volatiles, la liberacién depende de
varios procesos mutuamente dependientes, como la difusion del compuesto volatil a
través de la matriz, tipo y geometria de la particula, la transferencia de la matriz al
medio ambiente, y la degradacién/disolucion del material de la matriz. Algunas de las
ventajas de la liberacion controlada son; los ingredientes activos se liberan a velocidades
controladas durante periodos prolongados de tiempo, se puede evitar o reducir la pérdida
de ingredientes durante el procesamiento y la coccidén, ademas se pueden separar
componentes reactivos o incompatibles, entre otras (Atmane et al., 2006).

La liberacion controlada estd en funcién del tipo de polimero empleado que
puede ser hidrofilico o lipidico. Los mecanismos fundamentales de liberacion son la
difusion y la erosion. La difusion se rige por la entrega del medio acuoso al interior del
sistema donde se disuelve el compuesto y difunde a traveés del material polimérico,
creando poros por los cuales se libera el resto de los compuestos contenidos en las
microesferas. En la erosién se pone de manifiesto un mecanismo de liberacion por
relajacion de las macromoléculas, lo cual esta determinado por la biodegradabilidad

intrinseca del polimero y las caracteristicas del medio de disolucion en que se encuentra.
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La erosion trae consigo el cambio constante de la geometria y como resultado de ello la
liberacion del principio activo estard influenciada por una combinacion de ambos
mecanismos (difusién/erosion) que no es mas que la degradacion de las microesferas. La
liberacion controlada consta de tres etapas: primero a) la liberacién del principio activo
enlazado a la superficie o embebido en la region superficial, b) la liberacion difusional
del principio activo se da a través de la matriz del polimero y a través de los poros
durante la degradacién de la matriz y por ultimo c) la liberacion erosional del principio
activo se da por la desintegracion de la matriz del polimero y disolucién después que la
matriz pierde su integridad y las cadenas del polimero, son degradadas a un tamafo lo
suficientemente pequefias como para ser solubilizadas (Parra, 2010).

2.11 Digestion in vitro

La digestion del almidon es una respuesta metabdlica importante donde la
velocidad y el grado de digestion, asi como su absorcion en el intestino delgado, son
caracteristicas importantes en la nutricion (Sasaki et al., 2009) ya que determinan cuanta
glucosa se absorberad hacia el torrente sanguineo. Diversos estudios han mostrado una
alta correlacion entre la velocidad de digestion del almidén y la respuesta glucémica por
varios métodos de digestion in vitro que simulan la situacion in vivo (Kim y White,
2012; Magaletta et al., 2010).

Actualmente se han reportado diferentes estudios sobre la velocidad y el nivel de
digestibilidad de diversos almidones de cereales como el maiz (Zhang et al., 2014), arroz
(Lee et al., 2013), trigo (Hu, 2014) y cebada (Deckardt, 2014; Kim et al., 2013); sin
embargo, los analisis completos donde se reporten la velocidad de hidrolisis y
digestibilidad de harinas y almidones son escasos, destacando las investigaciones
realizadas por Kim y White (2012) donde evaluaron la velocidad de digestion in vitro
del almidon y la estimacion del indice glucémico en harinas y almidones de avenas de
variedades tipicas y lineas altas en B-glucanos (IA95 y N979, desarrolladas en la
Universidad Estatal de lowa, USA). Los resultados de estos investigadores mostraron
que la fibra soluble (B-glucanos) disminuyé la velocidad de digestion del almiddn sin
que hubiera diferencia significativa en la digestibilidad del almidén entre los almidones

de avenas extraidas de las diferentes lineas.
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3. JUSTIFICACION

La industria de alimentos utiliza cada vez més antioxidantes, por lo beneficios a
la salud que han demostrado, pero este tipo de compuestos son muy propensos a que se
dafien por estar expuestos a ciertos factores como los ambientales, tales como
temperaturas, pH, oxigeno, entre otros, asi como también los procesos en la industria, lo
que hace necesario la busqueda de nuevas técnicas para reducir la inestabilidad y
prolongar la vida util de estos compuestos, para lo cual, se requiere la utilizacién de
tecnologias, que protejan a dichos antioxidantes de factores que puedan deteriorarlos.
Una de las tecnologias es la microencapsulacion y su aplicacién en alimentos. Este
proceso evita la degradacién prematura de compuestos de alto valor nutricional con
propiedades funcionales, para dotar de mayor calidad nutricional a los alimentos
enriquecidos con los mismos. Se ha intensificado la busqueda de otros polimeros méas
apropiados y especificos, o la combinacién de polimeros naturales con sintéticos, con el
objetivo de obtener mezclas con propiedades mejoradas, que satisfagan determinados
requerimientos. El suministro de ciertas gomas ha sido muy irregular y limitado,
causando muchas variaciones en los precios. La escasez de este producto ha motivado a
buscar ingredientes con costo competitivo y sin preocupaciones de suministro. En la
actualidad hay un interés creciente en la industria por utilizar nuevos compuestos, los
cuales se puedan obtener de fuentes naturales, entre ellos podemos encontrar a la goma
arabiga, goma de mezquite, quitosano y el almidén de banano. Por consiguiente, la
presente propuesta esta dirigida al aprovechamiento de las propiedades de estos
biopolimeros para ser utilizados como material de pared en la elaboracion de cépsulas,
para la proteccién de ciertos antioxidantes de importancia industrial en el area de

alimentos, asi como también, por los beneficios a la salud que proporciona su consumo.
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4. HIPOTESIS

Es posible controlar la liberacion de antioxidantes microencapsulados bajo condiciones

de digestidn in vitro utilizando matrices de diferentes biopolimeros solos y en mezclas
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5. OBJETIVO

5.1 Objetivo General

Determinar el efecto de los diferentes biopolimeros en la cinética de liberacion in

vitro y en la degradacion de los carotenoides microencapsulados en matrices liquidas y

5.2 Objetivos Particulares

Obtener y modificar del Almidén de Banano

Caracterizar la goma de mezquite, goma ardbiga y almidon de banano

Elaborar emulsiones aceite en agua (O/W) estabilizadas con diferentes matrices
biopoliméricas (goma de mezquite, goma arébiga y almidén de banano) y
microcépsulas por el método de secado por aspersion

Determinar la estabilidad fisica de las emulsiones a través de la tasa de
coalescencia e indice de cremado

Medir la estabilidad quimica de los carotenoides en microencapsulados durante
el tiempo

Cuantificar la liberacion de las emulsiones y las microcapsulas in vitro
simulando las condiciones gastricas

Modelar cinéticas de liberacién de las emulsiones y las microcapsulas elaboradas

con las diferentes matrices encapsulantes
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6. MATERIAL Y METODOS

La presente investigacion se realizd en las instalaciones de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas, en el Departamento de Alimentos de la Universidad Autonoma de

Nuevo Leon.

6.1 Materiales

El banano de rechazo fue donado por el Rancho “La Gloria” localizado en el km
43.5 de la carretera Villahermosa a Teapa, Tabasco. Se utilizd almidén modificado de
maiz comercial MIRASPERSE 623™ (amilopectina, hidrogenofosfato, 2 hidroxipropil
éter 113894-92-1), oleorresina de flor de cempasuchil donado por PIASA S. A. de C. V.,
octenil succinil anhidro adquirido en Sigma Aldrich (42482-06-4), azida de sodio
(NaNs) y el aceite de soya adquiridos en Desarrollo de Especialidades Quimicas, S. A.
de C. V. Se utiliz6 agua destilada. La goma arabiga Kondofan (en lagrima) se adquirié
en Natural Products México, goma de mezquite, cloruro de sodio NaCl (JTB Baker®
ACS), mucina (a partir del estbmago porcino Cat. M2378), pepsina (a partir de mucosa
gastrica porcina Cat. P7000), Lipasa (a partir del pancreas porcino Cat. L3126)
adquiridos en Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA), sales biliares (extractos biliares
porcino) adquirido en MP Biomedicals, LLC., cloruro de sodio (NaCl), fosfato de sodio
monobasico (NaH2PO.) y fosfato de sodio dibasico (Na2HPOs), cloruro de potasio KCI
y azida de sodio (NaNs) adquiridos en Desarrollo de Especialidades Quimicas, S. A. de
C. V.

6.2 Métodos
6.2.1 Obtencion del almidén de banano Enano Gigante (Musa AAA)

Se utilizé almidon de banano Enano Gigante (Musa AAA) en estado verde,
caracterizado por ser banano de rechazo por no cumplir con las caracteristicas de
exportacion. Las muestras se pesaron, lavaron y trocearon; los trozos obtenidos se
procesaron en una licuadora industrial marca Turmix, la solucion obtenida se hizo pasar
por un tamiz de malla nimero 100, lavandose de tres a cuatro veces con una solucion de

acido citrico al 3 % a 40 °C para evitar la oxidacion, la fibra retenida en el tamiz se
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eliming y el filtrado se mantuvo a 4 °C durante toda la noche para su sedimentacion. Al
dia siguiente, se elimino el sobrenadante por decantacién. La pasta obtenida se extendio
en bandejas y se secé en estufas a 45 °C por 24 h, se pulverizé en un mortero y se paso
por un tamiz de malla nimero 100 (Aparicio, 2003). El almiddn obtenido se peso, se
envaso en tubos falcon de 50 mL y se almacend a temperatura ambiente hasta su

utilizacion.

6.2.2 Solucion stock del antioxidante

Se prepar6 una solucion stock del antioxidante (carotenoides) de acuerdo a la
metodologia establecida por Nik et al., (2010), con modificaciones, en donde se adicion6
una concentracion de 0.2 % del p-caroteno en aceite de soya a temperatura ambiente en
agitacion durante 4-5 h. Esta solucion stock de B-caroteno-aceite de soya, se filtrd
(tamafio de poro de 0.45 um) a vacio, luego se coloc6 en un frasco de vidrio color ambar
y se almacené a -20 °C hasta su uso. Antes de uso, la solucion stock, se calenté a 37 °C

durante 30 min.

6.2.3 Preparacion de la fase acuosa de goma arabiga (GA) y goma de mezquite
(GM)

Las soluciones de GA y GM se prepararon mediante la dispersion de la goma en
polvo en agua destilada y agitacion constante durante al menos 2 h. Las soluciones
fueron posteriormente almacenadas a 4 °C durante toda la noche para asegurar una
completa hidratacion (Yao et al., 2013). Se adicion0 la azida de sodio (0.02 %) como un
agente antimicrobiano para prevenir el crecimiento microbiano en las emulsiones
(Aigian et al., 2013).

6.2.3.1 Preparacion de la emulsion de aceite en agua enriquecida con carotenoides
Se elaboraron emulsiones de aceite en agua (O/W), con dos matrices
biopoliméricas, goma arabiga (10 % de GA y 10 % de fase oleosa), y la goma de
mezquite (10 % de GM, 10 % de fase oleosa), las emulsiones se obtuvieron por el
método de homogenizacion de alto corte (IKA® T50 DIGITAL ULTRA TURRAX), en
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donde, se mezcl6 la fase acuosa de la goma y la fase oleosa con el antioxidante a 300

rpm, posteriormente se aumento la velocidad a 7000 rpm/5 min.

6.2.4 Modificacion del almidon de banano
6.2.4.1 Hidrolisis Acida

Se llevd a cabo antes de realizar las modificaciones quimicas del almidon de
acuerdo a lo reportado por Zambrano y Camargo (2001) con algunas modificaciones. Se
prepar6 una dispersion de almidon de banano al 40% de solidos. El almidén fue
hidrolizado en un bafio de temperatura controlada en agitacion constante. Posterior a la
hidrélisis, el pH de la muestras fue ajustado con NaOH al 10 % vy la dispersiéon de
almidon fue centrifugada (Centrifuga HERLE Z513 K) a 6000 rpm por 10 minutos. Se
llevé a cabo un lavado con agua destilada para eliminar el excedente de acido.
Posteriormente el almidén fue secado en una estufa con circulacion de aire a 45 °C

durante 24 horas, pulverizado y pasado por una malla con apertura de 250 um.

6.2.4.2 Modificacion del almidén por el método OSA (Octenil Succinico Anhidrido)

Las soluciones de almidon (almidén de banano nativo, almidén de banano
modificado y almidon de maiz modificado comercial) se prepararon de acuerdo a la
metodologia de Doki (2012), disolviendo 4.5 % en 100 mL de agua destilada a 90 °C. Se
realizd de acuerdo al método descrito por MurGa et al.,, (2009) con algunas
modificaciones, en suspension acuosa. A una dispersion al 35 % de sélidos de almidéon
de banano sometido a hidrdlisis acida se le adicion6 por goteo y en agitacion el reactivo
octenil succinico anhidrido en una proporcion de 2 mL/50 g de almidon en base seca,
durante dos horas a un pH constante de 8.5-9.0 a 45 °C. Se mantuvieron las mismas
condiciones durante un tiempo total de 6 horas. Posteriormente se ajusté el pHa 4.5y la
suspension fue centrifugada para eliminar residuos del reactivo. Se llevaron a cabo dos
lavados con agua destilada. El almidon succinatado fue secado a 45 °C durante 24 horas,

pulverizado y cribado en una malla de 250 um.
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6.2.4.2.1 Preparacion de la solucion de almidon OSA para las emulsiones

Las soluciones de almidon OSA se prepararon disolviendo la muestra en agua
destilada a una temperatura de calentamiento de 50 °C

6.2.4.2.2 Preparacion de las emulsiones con el almidon modificado

6.2.4.2.3 Solucion stock del antioxidante (Fase Oleosa).
Se prepard de acuerdo al método de Nik et al., (2010), como se describe en el
punto 6.2.2.

6.2.5 Preparacion de emulsiones

Las emulsiones se prepararon de acuerdo a la metodologia establecida por
(Krstonosic et al., 2015) con modificaciones, las cuales contenian 0.05 y 0.1 % de aceite
de soya. La fase continua fue formada disolviendo la cantidad de 4.5 % de almidon
(almidon de banano nativo, almidon de banano modificado y almidon de maiz
modificado comercial) en agua. Las emulsiones se prepararon a temperatura ambiente y
a 90 °C y se agitaron por dos horas. Las soluciones acuosas de almidédn que se hidrataron
a temperatura ambiente solo se agitaron por 2 horas, se almacenaron durante la noche a
4 °C para permitir la hidratacion completa. Se agregd azida de sodio (0.02 %, p/v),
utilizandolo como un agente antimicrobiano (Ye, Lo y Singh, 2012). La cantidad
adecuada de aceite fue calculada sobre la cantidad total de la emulsién y fue adicionada
a la fase continua para formar la emulsion. La homogenizacion fue llevada a cabo con
ayuda de un homogenizador de alto corte IKA® T50 DIGITAL ULTRA TURRAX, a
300 rpm mientras se adicionaba la fase oleosa y posteriormente se aument6 a 7500 rpm

por 5 min.

6.2.6 Digestion in vitro
Cada emulsién B-caroteno se pasé a traves de un modelo in vitro de la digestion
en que simulaba la boca, el estbmago y el intestino delgado. Todos los fluidos simulados

se prepararon en base a lo reportado Hur et al., 2009.
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6.2.6.1 Sistema inicial: la emulsion inicial estaba en una concentracion de 20 %
de goma arabiga con una ¢ de 0.2 que contenia un B-caroteno de la flor de cempasuchil.
6 g de emulsion se colocaron en un vaso de vidrio en un bafio de agua a 37 °C y 100

rpm.

6.2.6.2 Fase de la boca simulada: Se utilizé una solucion de saliva simulada que
se preparé mezclando 0.1594 g de NaCl, KCI 0.0202 g y 0.02 g de mucina en una
solucion tampén de fosfato (10 mM, pH 7.0) aforando a 100 mL, y ajustando el pH a
6.8. La muestra inicial emulsién (6 g) se mezcl6 con 6 g de solucién de saliva simulada.
La mezcla se mantuvo a 37 °C con agitacion continua a 100 rpm durante 5 min en un

bafio de agua de temperatura controlada.

6.2.6.3 Fase estémago simulado: se prepar6 jugo gastrico simulado disolviendo
0.32 % de pepsina 'y 0.2 % en peso de NaCl en una solucién tampén de fosfato (10 mM,
pH 2.5). Posteriormente 12 g de solucion de estomago simulado se afiadieron después a
12 g de la muestra de saliva del experimento anterior y la mezcla (pH 2,5) se agitd
durante 2 ha 37 °C, 100 rpm).

6.2.6.4 Fase del Intestino delgado simulado: para este fin, 4 g de una solucién
de sales biliares (375 mg sales biliares disolvio en tampdn fosfato 10 mM, pH 7.0), 2.5 g
de la suspension recién preparada lipasa (60 mg polvo de lipasa disperso en tampdn de
fosfato, pH 7.0) y 7 g de tampdn de fosfato 10 mM se mezclaron con 24 g de una
muestra de estdmago simulado y el sistema se ajusté de nuevo a pH 7.0. La mezcla se

incubd con agitacion continua a 100 rpm a 37 °C durante un maximo de 2 h.

6.2.7 Determinacion del beta-caroteno después de la digestion in vitro

El contenido de B-caroteno en la emulsion se determind siguiendo el método
descrito por (Zhanqun et al., 2014). Se tomé 1 mL de la emulsidn se extrajo con una
mezcla de 2 mL de etanol y 3 mL de n-hexano. Después la mezcla se agitd, se separo la
fase de hexano y se realizo la extraccion de la fase de hexano coloreada. La extraccion

se repitié dos veces mas y las fases de hexano se combinaron. Posteriormente se midid

34



la absorbancia con un espectrofotometro Shimadzu UV-1800 UV-Vis a 450 nm. La
concentracion de p-caroteno se obtuvo haciendo referencia a una curva estandar de f-
caroteno preparado bajo las mismas condiciones (Yuan et al., 2008). EIl contenido de la
digestion B-caroteno se expresdO como la concentracion de p-caroteno relativa en
porcentaje: C (t) / CO, donde C (t) es el contenido de B-caroteno en la fraccion micelar
después de la digestion in vitro y CO es el B-caroteno cantidad en la dispersion original
(Xu etal., 2014).

6.2.7.1 Determinacion del tamafio de gota

Los tamarios de gota de las emulsiones de B-caroteno se determinaron antes y
después de la digestion in vitro utilizando un equipo de difraccién laser (Mastersizer
3000, Malvern). Este instrumento mide el tamafio basado en la dispersion de una luz
laser. La muestra se fue agregando gota a gota hasta que el equipo inicio la lectura, el
tamafio de las gotitas se determin6 como resultados el D 3,2 como didmetro promedio de

area y el D4,3 como el didmetro promedio de volumen (Xu et al., 2014).

6.2.7.2 Microscopia electrdnica de barrido (SEM)

Una gota de cada muestra de almidén de banano se aplicd por rotacion sobre
charola de aluminio y se congelaron con nitrgeno liquido. Después, las muestras se
secaron Yy revistieron por bombardeo iénico con oro a vacio (BAL-TEC-005 SCD
instrument) (180s/30 mA/50 mm de distancia). Imagenes de microscopia electrénica de
barrido (SEM) fueron tomadas con el microscopio electrénico de barrido Jeol JSM
6460LV (Tokio, Japon) con un voltaje de aceleracion de 25 kV (Krstonosic et al., 2015).

6.2.7.3 Medicion de la estabilidad de almacenamiento Emulsién (indice de
Cremado)

Las diferentes emulsiones recién elaboradas fueron colocadas en tubos Falcon de
plastico de 15. Los tubos se taparon para evitar la evaporacién, y se almacenaron en
reposo a temperatura ambiente durante 21 dias. Durante el almacenamiento, la extension

de formacion de crema fue caracterizada por la formacion del indice de cremado (IC,
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%), que se define como IC % (Hs/Hg) X 100 %, donde el Hs es la altura de la capa de
suero y He es la altura total de la emulsion (Chen 2011; Kongkaew et al., 2012 ).

6.3 Analisis estadistico

Para evaluar las diferencias entre los diferentes tratamientos (n=3), se realizé un
andlisis de varianza (ANOVA) de un criterio de clasificacion y se aplico el
procedimiento para la comparacion multiple de medias de Tukey con un a = 0.05. El
analisis estadistico se realiz6 con el software JMP 5.0.1 (Estatistical Discovery

Software).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Obtencion del almidon de banano

El contenido de almidon obtenido se determiné de acuerdo a la metodologia de
Aparicio (2003), obteniéndose un contenido de almidén de 82.33 % y fue similar a lo
descrito por dicho autor. La presencia de almidon y resistente en bananos y platanos se
debe también a que éstos frutos contienen una mayor cantidad de amilosa lo cual

favorece la formacion de almidén resistente (Millan et al., 2005).

7.2 Emulsiones de Goma Ardabiga (GA) y Goma de Mezquite (GM)
7.2.1 Estabilidad fisica de las emulsiones de GA

En la presente investigacion se formularon 4 diferentes emulsiones con una
fraccion volumétrica de aceite o fase oleosa (¢) de 0.1 y 0.2 con B-caroteno como fase
dispersa, conteniendo en la fase acuosa goma arabiga (GA). Se realizd la medicion del
didmetro promedio superficial (Ds2) y del diametro promedio volumétrico (Da3) con el
equipo Malvern Mastersizer 3000, ademas, para determinar la estabilidad en las
emulsiones de aceite en agua (O/W) estabilizadas con B-caroteno se utiliz6 difraccion
laser durante el tiempo de almacenamiento. Las concentraciones que se manejaron en las
emulsiones evaluadas se conformaron de la siguiente manera: Em1_GA al 20 % ¢ 0.1;
Em2 GA al 20 % ¢ 0.2; Em3 GA al 10 % ¢ 0.1 y Em4 GA al 10 % ¢ 0.2.

Cada una de las emulsiones se analiz6 directamente después de su preparacion,
los tiempos de evaluacion fueron 1, 3, 7 y 14 dias, los resultados de las mediciones con
respecto al diametro promedio superficial (Ds2) de las emulsiones de GA se muestran en
la Figura 1.
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Figura 1. Didmetro promedio superficial (Ds2) de las emulsiones preparadas con Goma Arabiga. Letras

diferentes representan diferencias significativas (p<0.001).

En relacion al diametro promedio superficial (D3,2), se observa que las
emulsiones que mostraron mayor estabilidad con respecto al tiempo fueron las
emulsiones 1 y 2 con diferentes dias de almacenamiento, con un tamafio de particula de
1.07 um hasta 0.64 um en la emulsion 1 y de 1.06 um hasta 0.64 um en la emulsion 2.
Siendo estadisticamente diferentes a los valores encontrados en las otras dos emulsiones
evaluadas (p< 0.001). En relacion a las emulsiones 3 y 4, se observé una disminucion de
tamafno de forma en ambas emulsiones sin embargo, presentaron mayor tamafio de
particula en comparacion a las emulsiones con 20 % de sélidos de GA como se observa
en la Figura 1.

Con respecto al didmetro promedio volumétrico de las emulsiones con GA, se
encontré que las emulsiones presentaron diferencia significativa (p< 0.001) entre las
emulsiones 1 y 2 en comparacion con las emulsiones 3 y 4. Obteniendo valores de 1.4
um hasta 0.9 um para emulsion 1y 2, mientras que para la emulsion 3 y 4 fue de 2.8 um

hasta 1.2 pm y de 3.7 um hasta 1.5 pm respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Diametro promedio volumétrico (D43) de las emulsiones preparadas con goma arabiga. Letras

diferentes representan diferencias significativas (p<0.001).

7.2.2 Indice de cremado de las emulsiones de GA

Este anélisis nos permite visualizar el comportamiento de la emulsion, entre
mayor sean los valores obtenidos del indice de cremado més inestable es el sistema
analizado. En los resultados obtenidos se observo que las emulsiones 1 y 2, fueron
diferentes estadisticamente (p<0.001) en comparacién a las emulsiones 3 y 4,
observando que las emulsiones que presentaron mayor inestabilidad fueron las estas
ultimas, con valores de 11.8 y 25 % respectivamente, con una concentracién de 10 % de
GA y una ¢ de 0.1 y 0.2 respectivamente. La inestabilidad en las emulsiones 3 y 4 puede
ser debido a las interacciones de las diferentes concentraciones de los biopolimeros en
las formulaciones, mientras que en las demas emulsiones fue de 0 %, los resultados se

muestran en Figuras 3 y 4.
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Figura 3. indice de cremado de las emulsiones preparadas con goma arabiga. Letras diferentes representan

diferencias significativas (p<0.001).

La Figura 4 se muestra como se comportaron las emulsiones de manera visual de
acuerdo a su estabilidad con cada una de las concentraciones utilizadas en este estudio,
si las emulsiones presentan alguna separacion fisica entre los materiales de la emulsion,
es una caracteristica de inestabilidad, entre mas separacion exista mas inestabilidad

existe, las emulsiones que presenten valores de 0 % son las mas estables.

Figura 4. Imagen de las formulaciones observadas que fueron estables (Em_1yEm_2) e

inestables (Em_3y Em_4).
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7.2.3 Tasa de coalescencia de emulsiones de GA

Otra de las caracteristicas importantes en la estabilidad de una emulsion es la
determinacion de la tasa de coalescencia de las emulsiones elaboradas, se obtuvieron
tasas de coalescencia de 8.00x10® y de 5.00x10® paras las emulsiones 2 y 1
respectivamente, lo cual nos indica una buena estabilidad, debido a que entre mas
pequefio sea su valor, mejor serd la estabilidad de la emulsion. Por otro lado, para las
emulsiones 3 y 4 los resultados fueron de 3.00x107 y 2.00x10” respectivamente,

presentando mayor inestabilidad.

Tabla 1. Tasa de coalescencia de las formulaciones

con GA
Tasa de coalescencia
% 0
Eml_GA 20 0.1 5.00x108
Em2_GA 20 0.2 8.00x10®
Em3_GA 10 0.1 3.00x10”7
Em4_GA 10 0.2 2.00x10”7

7.3 Estabilidad fisica de las emulsiones de GM

Para las emulsiones de GM con una fraccion volumétrica de aceite o fase oleosa
(¢) de 0.1 y 0.2 con B-caroteno como fase dispersa, conteniendo en la fase acuosa Goma
Mezquite (GM). Se realiz6 la medicion del diametro promedio superficial (Ds32) y del
diametro promedio volumetrico (Das3) para determinar la estabilidad con respecto al
tiempo de almacenamiento. Las concentraciones que se manejaron en las emulsiones
evaluadas se conformaron de la siguiente manera: Em5 _GM al 20 % ¢ 0.1; Em6_GM al
20 % ¢ 0.2; Em7 GM al 10 % ¢ 0.1 y Em8 GM al 10 % ¢ 0.2. Cada una de las
emulsiones se analizé directamente después de su preparacion, los tiempos de

evaluacion fueron los mismos que para GA.
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Con respecto al diametro superficial promedio (Ds2) como se muestra en la
Figura 5. En el caso de las emulsiones preparadas con GM, no presentaron diferencia en
relacion a los tamarfios de particula, siendo similares las mediciones y presentando un
comportamiento muy parecido con respecto al paso tiempo de almacenamiento. En el
caso de la emulsion 7 y 8, presentaron valores al inicio de la evaluacion de 1.3 ymy 1.4
um respectivamente y al final del experimento fueron de 0.6 um. Por otro lado, no se
encontré diferencia significativa (p< 0.001) en las emulsiones 5 y 6. Durante el tiempo
de almacenamiento, se mostro un comportamiento similar, con un decremento en el

didmetro promedio superficial para los diferentes tratamientos.
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Figura 5. Diametro promedio superficial (Ds2) de emulsiones preparadas con GM. Letras diferentes
representan diferencias significativas (p<0.001)

Con respecto al diametro promedio volumétrico (Dasg3), se observd que las
emulsiones de GM con una concentracion del 10 %, presentaron diferencias
significativas (p< 0.001) con respecto a las emulsiones con 20 % de solidos. Mostrando
resultados de 2.1 um hasta 1.2 um para la emulsion 7 y 2.3 um hasta 1.3 pm para la

emulsion 8, mientras que las emulsiones 5 y 6 presentaron valores de 4 um hasta 2 um.
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Figura 6. Didmetro promedio volumétrico (Das) de emulsiones preparadas con GM. Letras diferentes

representan diferencias significativas (p<0.001)

7.3.1 Indice de cremado de emulsiones de GM

En los resultados obtenidos se observo que las emulsiones 5 y 6, fueron
estadisticamente diferentes en comparacién a las emulsiones 7 y 8, observando que las
emulsiones que presentaron mayor inestabilidad fueron las emulsiones 6 y 8 con 28.8 y
21.3 %, con una concentracion de 20 y 10 % de GM; y una ¢ de 0.1 y 0.2
respectivamente. En el resto de las emulsiones el porcentaje de cremado % fue menor,

tal como se observa en la Figura 7.
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Figura 7. indice de cremado de las emulsiones preparadas con GM. Letras diferentes representan

diferencias significativas (p<0.001).

En la Figura 8 se muestra como se comportaron las emulsiones de manera visual
de acuerdo a su estabilidad con cada una de las concentraciones utilizadas en este

estudio.

Figura 8. Imagen de las formulaciones de GM mostrando visualmente el cremado.

44



7.3.2 Tasa de coalescencia de emulsiones de GM

La tasa de coalescencia de las emulsiones elaboradas, se obtuvieron tasas de
coalescencia de 8.00x10” y de 6.00x10” paras las emulsiones 5 y 6 respectivamente,
presentando una buena estabilidad con respecto a las emulsiones 7 y 8, con 3.00x107 y

3.00x107 respectivamente, presentando mayor inestabilidad.

Tabla 2. Tasa de coalescencia de las formulaciones de GM

Tasa de coalescencia

%
Em5_GM 20 0.1 8,00E-07
Em6_GM 20 0.2 6,00E-07
Em7_GM 10 0.1 3,00E-07
Em8_GM 10 0.2 3,00E-07

7.4 Estabilidad fisica de las emulsiones de Almidén de Banano (ABN)

Para las emulsiones de ABN con una fraccion volumétrica de aceite o fase oleosa
(p) de 0.1 y 0.2 con B-caroteno como fase dispersa, conteniendo en la fase acuosa ABN,
se realizo la medicion del diametro promedio superficial (Ds2) y del diametro promedio
volumetrico (Dasz3) para determinar la estabilidad, con respecto al tiempo de
almacenamiento. Las concentraciones que se manejaron en las emulsiones evaluadas se
conformaron de la siguiente manera: Em1_ABN al 90 %, ¢ 0.1; Em2_ABN al 80 %, ¢
0.2; Em3_ABN al 70 %, ¢ 0.1 y Em4 ABN al 60 %, ¢ 0.2. Cada una de las emulsiones
se analiz6 directamente después de su preparacion.

Con respecto al diametro promedio superficial (Ds2) como se muestra en la
Figura 9, las emulsiones preparadas con ABN no presentaron diferencia entre los
tamanos de particula siendo similares los resultados entre las emulsiones y presentando
un comportamiento similar con respecto al paso del tiempo evaluado. En el caso de la
emulsion 1, presentaron valores al inicio de la evaluacion de 20.48 um y al final del

experimento fue de 20.16 um. El resto de las emulsiones no presentaron diferencia
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significativa entre ellas (p< 0.001) y su comportamiento fue similar durante el tiempo de

almacenamiento.
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Figura 9. Diametro promedio superficial (Ds2) de emulsiones preparadas con ABN. Letras diferentes

representan diferencias significativas (p<0.001).

Con respecto al diametro promedio volumétrico (Das,3), como se muestra en la
Figura 10, se observo que para todas las concentraciones de las emulsiones presentaron
tamarfios de particulas grandes que iban desde valores de 50.58 p hasta 50.8 u en el caso
de la Em_1, en relacién a las demas concentraciones, se obtuvieron resultados resultados

similares.
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Figura 10. Didmetro promedio volumétrico (Da43) de emulsiones con ABN. Letras diferentes representan

diferencias significativas (p<0.001).

7.4.1 Tasa de coalescencia de emulsiones de ABN

Respecto a la tasa de coalescencia de las emulsiones elaboradas, se valores de

3.00x107 para las emulsiones 1 y 4 y de 7.00x107 paras las emulsiones 2 y 3

respectivamente, presentando una mayor estabilidad las emulsiones 2 y 3 con respecto al

resto de las emulsiones, como se observa en la Tabla 3.

Tabla 3. Tasa de coalescencia de las formulaciones de ABN

Tasa de coalescencia

%
Em1_ABN 20
Em2_ABN 20
Em3_ABN 10
Em4_ABN 10
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7.4.2 Comparacion del Almidon de Banano Nativo (ABN) y Almidon de Maiz
Modificado (AMM)

En este apartado se evaluo6 el comportamiento del almidon nativo de banano y se
comparé con almidon de maiz modificado comercialmente. Para ello se prepararon
diferentes formulaciones con los dos tipos de almiddn, como se muestran en la Tabla 4.
Se realizd este ensayo con el objetivo de comparar y evaluar el comportamiento del

ABN, utilizando diferentes concentraciones de solidos y de fase oleosa.

Tabla 4. Formulaciones de ABN comparado

con el Almiddn de maiz.

Emulsion ABN AMM FASE OLEOSA
% % )
Em1l ABN 5.0 0.0 0.05
Em2 ABN 3.0 0.0 0.01
Em3 ABN 5.0 0.0 0.05
Em5 AMM 0.0 5.0 0.01
Em6 ABN 3.0 - 0.1
Em7 AMM 0.0 5.0 0.1

En el caso de la comparacion de ABN y el AMM, se hicieron siete formulaciones
diferentes, en las cuales las concentraciones se muestran en la Tabla 4. Los tamafios de
gota y la distribucion del ABN y AMM en las emulsiones de aceite en agua (O/W)
estabilizadas con B-caroteno, se midieron mediante la difraccion laser a durante el
tiempo de almacenamiento. Las emulsiones se analizaron directamente después de su
preparacion como se muestra en la Figura 11, donde se observa la variacién del diametro
promedio volumeétrico (Das3) de los glébulos de la emulsion O/W. Los sistemas que
presentaron diferencias significativas (p< 0.001), obteniéndose un menor didmetro de
particula para las emulsiones 4, 5y 7 con AMM con una ¢ de 0.05, 0.01 y 0.1,

respectivamente. Mientras que los sistemas que presentaron menor estabilidad fueron las
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emulsiones 1, 2, 3 y 6, monitoreadas durante 28 dias. Las emulsiones que presentaron
inestabilidad solo se monitorearon menos dias debido a que las emulsiones presentaron
complejos que tienden a sedimentarse en la fase acuosa, como se muestra en la Figura
11. Con estos resultados se demuestra que el almidon de banano nativo es un compuesto
menos eficiente debido a que las condiciones del proceso reducen su uso en aplicaciones
industriales debido a su fragilidad, el deterioro de las propiedades mecéanicas a
condiciones ambientales por la exposicion con la humedad, la reducida procesabilidad
debido a su alta viscosidad, su incompatibilidad con algunos solventes y polimeros,
descomposicion térmica, alto nivel de retrogradacion y sinéresis, por lo cual, requieren
de una modificacion de las inconvenientes propiedades fisicas y quimicas del almidén
(Pefiaranda et al., 2008).
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Figura 11. Diametro promedio superficial (Ds2) de emulsiones preparadas con ABN. Letras diferentes

representan diferencias significativas (p<0.001).

7.4.3 Indice de cremado de las emulsiones preparadas con ABM y AMM
Con respecto al indice de cremado de las emulsiones de ABN y AMM,
presentaron la misma tendencia de inestabilidad las emulsiones de ABN, en

comparacion con las emulsiones de AMM. La emulsion 2 de ABN fue la que presento
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mayor inestabilidad con un valor de 12.5 %, mientras que las emulsiones 1, 3y 6
presentaron indice de cremado pero menor que la emulsion 2. Esta misma tendencia se
presenta por la caracteristica del almiddn nativo de banano como se muestra en la Figura
12.

14 1
12 -

10

Indice de cremado (%)

P

2 - b b
I_' u a[VALOR) a u a

Ll T T T T 1

Em1_AB Em2_AB Em3_AB Em4_AM EmS5_AM Em6_AB Em7_AM
Emulsiones

WA (091013) HB(111013)

Figura 12. Indice de cremado de las emulsiones preparadas con ABM y AMM. Letras diferentes

representan diferencias significativas (p<0.001)

De la misma forma, al monitorear los sistemas se observo de manera visual el
comportamiento de las emulsiones antes mencionadas, con el objetivo de identificar la
desestabilizacion del sistema mediante la formacién o separacion visible de fases, de

manera simple y directa, como se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Imagen de las formulaciones de ABN y AMM mostrando visualmente el

comportamiento de las mismas.

7.5 Modificacion del Almidén de Banano Nativo por el método de OSA

El comportamiento de los sistemas seleccionados para el presente estudio se
determin6 comparando las emulsiones preparadas con ABN, ABM y AMM. Para ello se
realizaron diferentes formulaciones con las concentraciones que se muestran en el Tabla
5.

La modificacion del almidén de banano (método de succinatacion por el reactivo
OSA; octenyl succinil anhidro) se realiz6 para la posterior elaboracion de las
emulsiones, y para comprobar si dicha modificacion ayudaba a mantener su estabilidad.
Las emulsiones elaboradas fueron de aceite en agua (O/W), y comparables con las
diferentes matrices biopoliméricas (almidén de banano nativo y almidén de maiz
modificado). Los resultados obtenidos en los tamarfios de gota y la distribucién del ABN,
ABM y del AMM en las emulsiones de aceite en agua (O/W) estabilizadas con B-

caroteno, se midieron mediante a durante el tiempo de almacenamiento.
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Tabla 5. Formulaciones de ABM, ABN, AMM con
diferentes concentraciones de almidén y fase oleosa.
Emulsion ABN ABM AMM ® Temperatura

% % % °C
Eml ABM 0.0 5.4 0.0 0.05 90
Em2 ABM 0.0 5.4 0.0 0.1 90
Em3 ANB 5.4 0.0 0.0 0.05 90
Em4 ANB 5.4 0.0 0.0 0.1 90
Em5 AMM 0.0 0.0 54  0.05 90
Em6 AMM 0.0 0.0 5.4 0.1 90
Em7 ABM 0.0 5.4 50 0.05 25
Em8 ABM 0.0 5.4 0.0 0.1 25
Em9 ANB 5.4 0.0 0.0 0.05 25
Em10 ANB 5.4 0.0 0.0 0.1 25
Emil AMM 0.0 0.0 54  0.05 25
Em12 AMM 0.0 0.0 5.4 0.1 25

7.5.1 Tamafio de particula de mulsiones de ABN, ABMy AMM a 25 °C

Las emulsiones se analizaron inmediatamente después de su elaboracion, como
se muestra en la Figura 14, donde se observa la variacion del tamafio de acuerdo al
didmetro promedio superficial (D32) de los sistemas evaluados (emulsion O/W). Una
caracteristica importante en este apartado es que se utilizaron como diferencia las
temperaturas, de las cuales se elaboraron emulsiones a temperatura ambiente (25 °C) y
otras aplicando calor (90 °C).

Con respecto al diametro promedio superficial (D32) de las emulsiones que
fueron preparadas a 25 °C, los sistemas que presentaron una diferencia del didmetro
fueron la emulsion de AMM con 17.7 um al inicio de la evaluacién finalizando con 21.8
pum con ¢ de 0.1, seguida de la emulsion de ABM con ¢ de 0.1, con valores de 33.58 um

al inicio de la evaluacion y con 42.16 um al final de la misma. Mientras que el sistema
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que presentd menor estabilidad fue la emulsion de ABN con ¢ de 0.1 con valores desde
40.82 pm hasta 47.06 pm.

Lo anterior se debe a que los granulos de almiddn son insolubles en agua fria
debido a los enlaces de hidrdgeno y cristalinidad de la molécula. Cuando almidon se
dispersa en agua caliente debajo de su Tg, los granulos de almidén se hinchan y
aumentan en tamafio, rompiendo las moléculas y, en consecuencia, la lixiviacion de
amilosa forma una red tridimensional y aumenta la viscosidad de la pasta (Sarker et al.,
2013). El tratamiento de AMM presento mejor estabilidad con respecto al tiempo,
siendo diferente estadisticamente (p< 0.001), en comparacién a la emulsion de ABN

quien fue que presentd resultados con tamafio de particula mas grandes (Figura 14).
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Figura 14. Didmetro promedio superficial de ABN, ABM y AMM elaboradas a 25. Letras diferentes

representan diferencias significativas (p<0.001).

El almidon nativo requiere de agua caliente para poder absorberla debido a la
compactacion estructural y a los enlaces de hidrogeno de las moléculas dentro del
granulo. Después de la modificacion, el efecto de repulsién entre los grupos

incorporados facilita la penetracion del agua del granulo, ademas de que la modificacion
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también contribuye al aumento de la capacidad de absorcion (Landerito y Wang, 2005).
Por su tamafio y complejidad, el granulo de almidon crudo no es digerible por el
organismo humano debido a su estructura semicristalina, por lo cual se deben utilizar
procesos calor-humedad para transformarlo (Kawaljit y Narpinder, 2007).

Asi mismo, se determind el indice de cremado, en donde las emulsiones que
mostraron diferencia fueron aquellas elaboradas con almidon de banano tanto
modificado como nativo. Siendo el ABM quien presentd mayor indice de cremado con
un valor de 62.2 % con ¢ de 0.1 seguido del ABN con 43.75 % con ¢ de 0.1. El resto de

las emulsiones presentaron valores de 0 % de cremado.

7.5.2 Tamanfo de particula de las emulsiones de ABN, ABMy AMM a 90 °C

Con respecto al diametro promedio superficial (D32) de las emulsiones de ABM,
ANB y AMM (Figura 15), los resultados obtenidos mostraron que la emulsion con el
ABM fue diferente estadisticamente (p< 0.001) con un valor inicial de 3.66 um, al final
del experimento presento un tamafio de particula de 4.85 um, mientras que la emulsion
con ABN presento un resultado al inicio del monitoreo de 19.18 um y al final aumento
su valor hasta 26.7 um, mientras que le almidén de maiz modificado presento valores
mayores en comparacion a las emulsiones de ABN, estos datos nos dan a entender que el
método de modificacion del almidon de maiz permite que a temperatura ambiente el
granulo del almidon de maiz tenga mas capacidad de absorber el agua hasta romperse y
gelificar, por lo tanto al aplicarle temperatura este se desestabiliza presentando tal
comportamiento. La gelatinizacion es quiza la transicion mas importante del almidon. Es
una transicion de orden—desorden que sufren los polimeros de almidén sometidos a
procesos de calentamiento lo cual tiene gran impacto en el procesamiento, calidad y
estabilidad de los productos basados en almidon (Kawaljit y Narpinder, 2007).

Asi también, con respecto a los resultados donde el almidon de banano
modificado (ABM) fue diferente estadisticamente (p<0.001) presentando mejor
estabilidad en comparacion al almidon de banano nativo (ABN), esto se debi6 a que la
accion al modificar el almidon de banano ayudo a que se agregaran grupos hidrofilicos.

Por lo tanto, la modificacion quimica implica la introduccion de grupos funcionales en la
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molécula de almiddn sin afectar la morfologia o la distribucion del tamafio de los
granulos.

Las modificaciones quimicas generan cambios significativos en el
comportamiento del almidon, la capacidad de gelatinizacion, la retrogradacion y las
propiedades de la pasta (Lopez et al., 2010). Con el aumento de la temperatura hasta 90
°C, la capacidad de unién con el agua tiene una tendencia a aumentar. A 90 °C, el
almidon modificado ha demostrado tener una capacidad de union al agua superior al 50

% que el almiddn nativo (Krzysztof et al., 2003).
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Figura 15. Diametro promedio superficial de las emulsiones preparadas con ABM, ABN y AMM. Letras

diferentes representan diferencias significativas (p<0.001).

Los granulos de almidon no son solubles en agua fria debido a los fuertes
enlaces de hidrogeno entre cadenas que sujetan las cadenas de almidon juntos. Sin
embargo, cuando el almiddn se calienta en agua, la estructura cristalina se rompe y las
moléculas de agua interaccionan con los grupos hidroxilo de amilosa y amilopectina, lo
que produce la solubilizacion parcial del almidon (Sanchez et al., 2015).

Debe sefialarse otra propiedad importante de estos almidones, la estabilidad que

exhiben a temperaturas elevadas (> 90 °C), es decir, mantienen la viscosidad después de
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alcanzado el pico méaximo, etapa en la curva de viscosidad en que se sostiene el esfuerzo
cortante a la temperatura de 95 °C. Esta propiedad es Util en los procesos tecnoldgicos
que involucren el bombeo en caliente del almidon gelatinizado, ya que no habra
disminucion en la viscosidad debido a la desintegracion de los granulos (Martinez et al,
2015). Segun los resultados obtenidos, el comportamiento del almidon nativo de banano
de las variedades estudiadas, puede ser incorporado en la elaboracion de alimentos que
demanden caracteristicas tecnoldgicas funcionales deseables como agentes espesantes,
gelificantes y estabilizantes a temperaturas de gelatinizacion mayores a 68 °C.

Después de la modificacion quimica, los almidones OSA son efectivos
emulsificantes debido a la adicion de grupos bifuncionales (hidrofébicos e hidrofilicos),
caracteristica necesaria para la retencién de aceite durante la encapsulacion (Tesch et al.,
2002). Las diferencias entre los valores de la modificacion reportados por otros autores y
los encontrados en este trabajo pueden ser debidas a diferencias en las condiciones de la
modificacion, fuente de los almidones, métodos de analisis, al tipo y concentracion

empleada en los reactivos.

7.6 Digestion in vitro de emulsiones de GA'y GM

Para la digestion in vitro de las emulsiones de GA, en la cual se evalu6 desde la
fase inicial, boca, estomago e intestino delgado. Se determind su estabilidad midiendo el
tamafo de particula y se observé que en el caso de la emulsion de GA fueron las que
presentaron mejor estabilidad al 20 % con valores de 1.01 pm para la fase de la boca y
para la fase del estbmago, y de 1.03 um para la fase del intestino delgado. Para el caso
de la emulsion de GA al 10 %, se determinaron los valores de 2.23 um en la fase inicial
y aumentando hasta 3.6 um en la fase final que es la del intestino delgado, como se

observa en la Figura 16.
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Figura 16. Digestion in vitro de las emulsiones de GA al 10 y 20 %. Letras diferentes representan

diferencias significativas (p<0.001).

Probablemente el tamafio de gota en las emulsiones de goma arabiga al 20 % no
cambie ya que la concentracion es mayor en comparacion con la del 10 % y las enzimas
del tracto gastrointestinal no pueden atacar tan facilmente (Steffolani et al., 2017).

Asi mismo, para las emulsiones de GM al 10 y 20 %, se observé que en el caso
de la emulsién de GM al 10% se obtuvieron valores de 3.09 um en la fase inicial y al
final de la digestion se obtuvieron valores similares. Con respecto a las emulsiones con
20 % de GM, tampoco presentaron diferencias en las cuatro fases de la digestion
manteniéndose resultados similares (Figura 17). Los cambios observados en las
distribuciones de tamafios de gota de las emulsiones de ABN y ABM, podrian atribuirse
a la digestion y al desplazamiento de los revestimientos del almidén adsorbidos debido a
la presencia de pepsina. Estudios previos han demostrado que el componente estomacal
simulado puede interactuar con la superficie de las gotitas en emulsiones y cambiar las

distribuciones de tamario de gota (Bauer et al., 2005).
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Figura 17. Digestion in vitro de las emulsiones de GA al 10 y 20 %. Letras diferentes

representan diferencias significativas (p<0.001).

Se compararon los resultados de GA y GM al 10 % con una emulsién de proteina
de leche (PL) para ver si habia algin cambio con respecto al tamafio de particula, y se
observé que se encontraron diferencias significativas (p< 0.001) entre los resultados con
PL, ya que presentaron valores de 3.7 um en la fase inicial y llegando hasta la fase del
intestino delgado de 4.24 um, esto debido a las enzimas que fraccionan las proteinas de
la emulsién (Figura 18). La proteina de leche es capaz de formar pequefias gotas, y que
se adsorben rapidamente ayudando a la formacion de emulsiones estables (Hur et al,
2009). Con respecto a la emulsién de GA se observé que en la fase el intestino delgado
hasta la fase del estdmago presenté un comportamiento similar, cuando paso a la fase del
intestino delgado presento un aumento de tamafio de particula significativo de 3.56 pum,
siendo esta fase donde se encontraban las enzimas que hicieron que se digirieran las

particulas de la emulsién y se liberara el compuesto.
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Con respecto a la digestion in vitro de las emulsiones con ABM, ABN y AMM
(Figura 19), se obtuvieron resultados los cuales demostraron que el ABM present6 un
comportamiento similar desde la fase inicial a la fase final de la digestion que fue en el
intestino delgado con un valor inicial de 1.31 um hasta 1.17 um que fue diferentes
estadisticamente (p< 0.001), mostrando tamafios de particulas méas pequefios en
comparacion con el del AMM que mostré valores de 10.54 pm en la fase inicial y 7.19
um en la fase del intestino delgado. Cuando las emulsiones iniciales pasaron al modelo
de la boca simulada, no hubo cambios significativos en el tamafio promedio de gotas y
distribuciones. La falta de cambios en el tamafio de la gota podria ser debido a que los
fluidos orales simulados utilizados en el estudio no contienen cantidades significativas
de componentes activos de superficie que podrian desplazar a los emulsionantes, y no
contienen enzimas que pueden digerir este tipo de emulsionantes (Xu et al., 2014). Asi

también, la cinética de la digestion del almidon puede ser afectada por varios factores,

59



como la naturaleza del almidon, la presencia de fibra, antinutrientes y los cambios de las
interacciones que tienen lugar durante el procesamiento, por lo que el almidon presente

en los alimentos no es completamente digerido (Singh, Dartois y Kaur, 2010).
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Figura 19. Digestion in vitro de las emulsiones de ABM, ABN y AMM. Letras diferentes representan

diferencias significativas (p<0.001).

Una mayor temperatura aumenta la digestion del almidén, debido a que
promueve la despolimerizacién de los materiales sometidos a los diferentes procesos de
cizallamiento, facilitando la accion de las enzimas a cadenas mas disminuidas. La
temperatura promueve la destruccion de los dominios cristalinos nativos y junto con el
tiempo de residencia ayuda a la formacion de complejo amilosa-lipido. Es importante en
la despolimerizacion del almidon y de la goma guar, afectando su interaccion y el
desarrollo de la viscosidad. Esto implicaria que la barrera formada por la goma guar para
impedir la digestion del almidon no sea significativa (Parada et al., 2011).
Probablemente, el menor porcentaje de hidrolisis del almidon de las emulsiones de ABM
se deba a que el almiddn se encuentra gelatinizado, y estd mas expuesto al ataque de las
enzimas del tracto intestinal, mientras que el ABN se encuentra empaquetado dentro de
los granulos, quedando menos disponible a la accion enzimatica (Steffolani et al., 2017).

Por otra parte, el almidon nativo presenta una porcion de almidon resistente ya

que es la fraccion principal de los almidones de platano sin gelatinizar, la digestién de
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los almidones nativos de platano sin cocinar se puede atribuir a la longitud de la cadena,
y estructura semicristalna de la amilopectina (Moreno y Dufour, 2016). Adicionalmente,
el almidon resistente exhibe un nivel de digestibilidad lenta y puede ser utilizado como
un vehiculo para la liberacion lenta de la glucosa. También, como fibra insoluble, tiene
un impacto positivo en la salud del colon por el incremento de la tasa de produccion de
celulas, disminuye la atrofia epitelial del colon en comparacion con dietas sin fibra,
influye en la tumorigenésis, reducen el colesterol y los triglicéridos séricos (Pérez,
2007).

7.7 Caracterizacion fisica del almidén modificado

7.7.1 Evaluacion de la forma y tamafio de los granulos de almidén por medio de la
Microscopia electronica de barrido (SEM)

Al evaluar 3 aumentos (500X, 1000X y 1500X) de las imagenes obtenidas
mediante microscopia electronica de barrido (SEM), se pudo observar que los granulos
de almidon presentan formas irregulares de dvalos alargados y formas esferoidales. Se
han reportado formas similares de los granulos de almidén, asi como también se
observaron granulos de almidén dafiados, pero la cantidad esta por debajo del 1 % y
significa que la técnica de preparacion del almidon no causo dafio a los granulos (Bello
et al., 2000).

El rango de tamafio de los granulos vari6 desde 20 hasta 50 y, siendo el tamafio
promedio 33 p (Figura 20 a-b y Figura 21 c-d). El almidon de banano tiene granulos
grandes, comparables a los de los almidones de raices y tubérculos, que son mas grandes
que los almidones de semillas o cereales. Algunos granulos de papa pueden medir hasta
100 um en su eje mayor. El tamafio promedio de un granulo de almidén de maiz es de
15 um (Krzysztof et al., 2003). Lii et al., (1982) reportaron un rango de tamafio de 6 u
hasta 80 |, con la mayoria entre 20 pu y 60 Y. Por otro lado, Bonilla y Morta (2001)
encontraron un rango menor, desde 10 p hasta 23.3 pum.

Las Figuras 20a y 20b muestran las microfotografias tomadas de los granulos del
almidon de banano nativo y las micrografias (Figuras 21a-b) son de los granulos de

almidon de banano modificado, en donde se observo que el almidén nativo presentaba
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superficies lisas mientras que, en el almidon modificado, se observaban grietas que se
formaron por la modificacion con el método OSA. La diferencia estructural visible entre
las muestras fue su morfologia superficial debido a la presencia de abolladuras y grietas,
asi como su tamafio de particula; este tipo de imperfecciones fueron reportadas por Bae
y Lee, 2008, quien encapsulé aceite de aguacate con diferentes concentraciones de
maltodextrinas y proteina, encontrando caracteristicas similares en su ensayo.

Otros estudios también han mostrado estas caracteristicas de superficie obtenidas
mediante secado por aspersion, en donde han propuesto que la depresion superficial o
colapso estructural y la aglomeracion de particulas de polvo, estan relacionadas con la
transicion vitrea y la cristalizacion de la matriz del carbohidrato amorfo de particulas de
polvo; ademas, los mecanismos asociados con la formacidn de espacios vacios dentro de
las particulas estan relacionadas con el movimiento del material en la Gltima etapa del

proceso de secado por aspersion (Chiou y Langrish, 2007).
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Figura 21. Microfotografias de los granulos del almidén de banano modificado. 21a):
500X y 21b: 1500 X.

7.7.2 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier de almidones nativos
y modificados (FT-IR)

La comparacién entre los espectros infrarrojos de los almidones nativos y
modificados de las variedades de banano mostré una similitud entre sus bandas (Figura
21), en la cual se observan bandas de vibracion tipicas, que corresponden a la elongacion

(estiramiento) de los principales grupos caracteristicos de la molécula de almidén de
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banano a una longitud de onda de 2358 cm™, caracteristica del estiramiento de los
grupos (-OH), y sefiales en el intervalo de 2200 al 2500 cm™ que corresponden al
estiramiento de los enlaces carbono oxigeno (C=0), asi como también, el estiramiento
en los enlaces de carbono (C=C) en la region 996 sefiales en el intervalo de 900 al 1200
cmt. Asi mismo, en el almiddn de banano modificado se observo, que en la mayoria de
las bandas mostradas en la figura mostraron estiramientos en todo el intervalo. De
acuerdo con la literatura existen pocos estudios sobre la reaccion OSA en este tipo de
almidon. Zhu et al., (2011), reportd que, para almidones de diferentes fuentes botanicas,
modificados con quimicamente con el compuesto OSA se presenta una banda entre 1723
y 1726 cm™, sugiriendo que la formacion de grupos éster carbonilo del grupo OSA, y

que la intensidad de la banda de absorcién aumenta de acuerdo al valor de sustitucion.
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Figura 22. Comparacidn de los espectros por FT-IR de ABN y ABM.
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8. CONCLUSIONES

Las emulsiones elaboradas con GA al 20 % con ¢ 0.1 y 0.2, presentaron un
menor didmetro promedio superficial (D 3,2), mostrando estabilidad.

Las emulsiones elaboradas con GM al 20 % y ¢ 0.1 y 0.2, presentaron mayor
estabilidad respecto a las elaboradas con otras concentraciones.

El indice de cremado y la tasa de coalescencia que se determind en las
emulsiones con 20 % de GA, GM, presento los valores mas bajos, indicando una
mayor estabilidad de las emulsiones. Para las de AB fue de 7.5 %, y 0 % para las
de almidén modificado comercial.

Al aumentar las concentraciones de la GA y GM de un 10 a un 20 %, mejord la
estabilidad de las emulsiones, la ¢ de la fase oleosa no presentd interferencia en
los resultados obtenidos.

Las emulsiones elaboradas con almidon nativo presentaron valores promedio
superficial de 60 pum con una concentracion de solidos del 5.0 % ¢ 0.1,
mostrando inestabilidad.

El almidén de maiz comercial fue muy estable de acuerdo a los resultados
obtenidos de tamafio de particula, indice de cremado y tasa de coalescencia.

La modificacion del almidon de banano por el método de succinatacion (OSA)
mejord la estabilidad de las emulsiones respecto a las elaboradas con almidén
nativo.

Las emulsiones GA y GM que presentaron mejor liberacion del carotenoide en la
digestion in vitro fueron las que contenian 10 % de sélidos.

En la digestion in vitro de las emulsiones de ABN, ABM y de almidon de maiz
comercial, se encontrd una estabilidad del sistema, sin embargo, la liberacion

fue menor en relacién a la emulsién del almidén de maiz comercial.
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