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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana de microcapsulas del
extracto acetonico de Hibiscus sabdariffa L. (HS) incorporadas en jamén cocido de cerdo.
Para cumplir con dicho objetivo, primero se obtuvo el almidon de maiz triplemente
modificado (hidrélisis acida, succinatacién y extrusién), posteriormente se optimizo el
proceso de secado por aspersion del extracto acetonico de HS utilizando un disefio factorial
23, empleando como material de pared, almidon modificado y pectina de bajo metoxilaje a
diferentes temperaturas de secado (100, 120 y 140 °C). Una vez encapsulado el extracto
acetonico de HS bajo condiciones éptimas, se procedio a evaluar la actividad antimicrobiana
en un jamoén cocido de cerdo tipo serrano empacado al vacio, inoculado con bacterias
patdgenas (Salmonella Typhimurioum y Staphylococcus aureus), obteniendo exitosamente
inhibicion en ambas bacterias. Finalmente, en este trabajo se evalud la difusibilidad in vitro
de las microcapsulas obtenidas mediante la ley de Fick, observando que la difusion de los
compuestos con actividad antimicrobiana microencapsulados dependen fundamentalmente
del material de pared, asi como también de la temperatura de secado. Las microcapsulas
obtenidas en este trabajo son apropiadas para conservar jamon serrano por un determinado

lapso de tiempo, por lo que, puede ser una alternativa como un conservador de origen natural.



Abstract

The objective of this work was to evaluate the antimicrobial activity of microcapsules of the
acetonic extract of Hibiscus sabdariffa L. (HS) incorporated in cooked pork ham. To meet
this objective, triple-modified corn starch was first obtained (acid hydrolysis, succinate and
extrusion), then the spray drying process of HS acetonic extract was optimized using a
factorial design 23, using as wall material, modified starch and pectin of low methoxylation
at different drying temperatures (100, 120 and 140 ° C). Once the HS acetonic extract was
encapsulated under optimal conditions, the antimicrobial activity was evaluated in a vacuum-
packed serrano-type ham, inoculated with pathogenic bacteria (Salmonella Typhimurioum
and Staphylococcus aureus), successfully obtaining inhibition in both bacteria. Finally, in
this work the in vitro diffusibility of the microcapsules obtained by Fick's law was evaluated,
observing that the diffusion of the compounds with microencapsulated antimicrobial activity
depends fundamentally on the wall material, as well as on the drying temperature. The
microcapsules obtained in this work are suitable for preserving serrano ham for a certain

period of time, so it can be an alternative as a preservative of natural origin.



Introduccion

El jamon tipo serrano es un embutido carnico cocido curado, el cual, a pesar de ser sometido
a procesos termicos y de curacion no es un producto completamente inocuo, ya que por su
composicion represente un medio apropiado para el desarrollo de bacterias patdgenas, por
presentar una gran cantidad de agua, minerales, compuestos nitrogenados, carbohidratos
susceptibles a fermentacién y un pH favorable para el desarrollo microbiano.

Los nitritos y los nitratos son adicionados a los embutidos, principalmente, para para generar
el color rosado caracteristico, causado por la oxidacion del ion hierro que posee la
hemoglobina, ademaés de inhibir el desarrollo de Clostridium botulinum, sin embargo, el uso
de estas sustancias, puede generar compuestos como las nitrosaminas, las cuales, se han
identificado como precursoras de cancer (neoplasia) en el tracto intestinal. En este tipo de
productos carnicos, al ser empacados al vacio, no se puede garantizar la inocuidad de los
mismos, ya que estos se pueden contaminar con algunas bacterias tales como Salmonella
Typhimurioum y Staphylococcus aureus, estos microorganismos patdégenos por su gran
importancia a nivel mundial tanto en paises en desarrollo como en paises desarrollados, estan
presentes en la carne de cerdo y comunmente en la piel e incluso en las fosas nasales de los
seres humanos, por lo que existe el riesgo de que estos patdgenos lleguen a los productos
carnicos durante su elaboracién y manipulacion. Tomando en cuenta estos problemas se han
implementado diversas técnicas para la conservacion de estos productos carnicos, mediante
la adicion de quimicos como agentes antimicrobianos, sin embargo, existen reportes acerca
de los efectos secundarios causados por la ingesta cotidiana de alimentos con conservadores.
En las dltimas décadas, el uso de sustancias quimicas sintéticas como conservadores esta
siendo sustituido por el uso de antimicrobianos de origen natural, cumpliendo una doble
funcién-beneficio para reforzar y garantizar la inocuidad de un alimento, asi como también
proveer compuestos benéficos para el cuerpo humano. En consecuencia, los problemas
relacionados con la inocuidad de los embutidos, demandan la necesidad de establecer
medidas de control opcionales para este tipo de alimentos, una de las opciones potenciales,
es el uso de antimicrobianos de origen vegetal, extraidos de lo los calices de Hibiscus
sabdariffa L. (HS), ya que, estos han demostrado tener potencial antimicrobiano contra
diferentes microrganismos patogenos aerobios y anaerobios. Otro reto relacionado con el uso

de estos antimicrobianos en los alimentos es el interés de proteger, mantener y liberar estos



compuestos bioactivos de forma gradual, para contribuir al control de la inocuidad
microbiana de los alimentos, sin alterar sus propiedades organolépticas y disminuir el riesgo
implicito en el uso de conservadores quimicos sintéticos.

En el presente trabajo se estudio el efecto antimicrobiano del extracto acetonico de HS
microencapsulado, empleando como sistema modelo un jamén de cerdo cocido. Las
condiciones Optimas del proceso de secado por aspersion para obtener las microcapsulas,
fueron establecidas empleando un disefio factorial 23, para ello se us6 una mezcla de almiddn
de maiz, previamente modificado (hidrolizado, succinatado, extrudido) y pectina de bajo
metoxilo, como material de pared a diferentes temperaturas de secado (100, 120 y 140 °C),
con la finalidad de obtener un material tecno-funcional, capaz de formar microcapsulas con
caracteristicas que permitieran una mejor difusion de los compuestos antimicrobianos
(bioactivos). Previamente se calcularon los coeficientes de difusion (in vitro) de los
compuestos activos presentes en las microcapsulas mediante la Ley de Fick, observando que
las microcapsulas liberan el compuesto activo de HS, evidenciandose que la velocidad de
liberacion de los compuestos activos depende de la composicion del material de pared
empelado, asi como también de la temperatura de secado y del medio o matriz alimentaria

usada (jaman).
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Antecedentes

1.1. Enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS)

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) constituyen un problema importante
de salud publica, debido al incremento en su ocurrencia, al surgimiento de nuevas formas de
transmision, a la aparicion de grupos poblacionales vulnerables, al aumento de la resistencia
de los patégenos a los compuestos antimicrobianos y al impacto socioeconémico que
ocasionan. La incidencia de estas enfermedades es un indicador directo de la calidad
higiénico-sanitaria de los alimentos y se ha demostrado que la contaminacién de los mismos
puede ocurrir durante su procesamiento (Milleman et al., 2000) o por el empleo de materias
primas contaminadas (Hielm et al., 1998; Fach et al., 2002), ya que algunas bacterias
patogenas para el hombre, forman parte de la flora normal de aves, cerdos y ganado.

Las enfermedades gastrointestinales son una de las primeras causas de consulta médica y
también, una de las primeras causas de muerte en México y en el mundo. Por ello, se les
considera un problema de salud publica a nivel mundial, que afecta a personas de cualquier
edad y condicion social, aunque los grupos mas vulnerables son los nifios y los ancianos. Los
manuales de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) definen a las ETAs como: “un
conjunto de sintomas y signos clasicos originados por el consumo de productos alimenticios
e ingredientes, especias, bebidas y agua, que contienen agentes patdgenos o sustancias
toxicas, en cantidades tales, que afectan la salud de una persona o grupo de personas en forma
aguda o cronica”; asi mismo, autores independientes, ofrecen definiciones como “Aquellas
enfermedades debidas a la ingestion de cualquier alimento sélido, leche, agua o cualquier
otra bebida” (Frazier & Westhuff, 2000). A pesar de los avances en diversas areas, como la
medicina y la tecnologia alimentaria, las enfermedades asociadas al consumo de alimentos,
siguen afectando a gran parte del mundo. Dentro de estas enfermedades, destacan las de
origen microbiano. En los Estados Unidos de América, por ejemplo, se estima que la
incidencia anual de enfermedades producidas por alimentos es de 76 millones de casos,
resultando en 325,000 hospitalizaciones y 5,000 fallecimientos (Roller, 2003). Se ha
estimado que, en México, el nimero de casos asciende a 300 millones por afio (Fernandez,
2000). Cabe mencionar que el problema de las ETAs, se presenta en paises desarrollados, asi
como en aquellos que son considerados como subdesarrollados. Enfermedades que se han

agudizado en las Ultimas décadas por diversos factores, tales como: el incremento
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poblacional, el urbanismo creciente en paises desarrollados, la pobreza, el incremento en el
comercio internacional de alimentos, ademas de la aparicién de patdgenos resistentes a
antibioticos (Pérez et al., 2004). Dicho problema no se limita simplemente en la salud y
bienestar fisico de las personas, sino también representa un impacto socioeconémico
negativo para los individuos, las familias, las comunidades, las empresas y los paises. Ya
que, si una persona llega a enfermar, esta representa un peligro como vector de
contaminacion, ademas de que presenta una baja en el rendimiento de sus actividades
laborales, ausencia en el trabajo o estudio, lo cual frena la generacion de riqueza, incurre en
gastos medicinales, con un impacto negativo que afecta sensiblemente la economia nacional
(Kopper et al., 2009).

1.2. Embutidos

La palabra embutido deriva del latin salsus que significa salada o literalmente, carne
conservada por salazon, es un alimento que se prepara con carne picada y condimentada,
dandole normalmente una forma simétrica (Rust, 1994). Los embutidos escaldados son
productos carnicos elaborados con carne cruda, tejidos grasos y agua potable. EI problema
de su fabricacion, consiste en que estos componentes deben tratarse utilizando aditivos de
manera que, al someterse a la accion del calor, no se produzca la separacion de los
ingredientes y que el producto exhiba una adecuada consistencia al corte. Por ello, la
retencion de agua, la estabilizacion de grasas y el desarrollo de una estructura adecuada, son

procesos decisivos en la fabricacidén de embutidos escaldados (Prandl et al., 1994).

1.2.1. Jamon cocido

Es un embutido fresco, elaborado a partir de carne fresca (principalmente de cerdo); no
curada, picada, condimentada y generalmente embutida en tripas; debe cocinarse bien antes
de su consumo (Rust, 1994). La vida de anaquel del jamon es tipicamente de 6 semanas en
refrigeracion (2-4 °C), pero varia segun el peso del jamon fresco, el proceso debe cumplir
con los requisitos del USDA (USDA FSIS 9 CFR 318.10). El jamon tipico curado tratado
con sal, nitrato y nitrito, pierde al menos el 18% de su peso original durante el procesamiento.
La sal inhibe el crecimiento de microorganismos deterioradores al reducir la actividad del
agua < 0.06 y al solubilizar algunas de sus proteinas. Uno de los principales aditivos en la
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elaboracion del jamén son los nitritos y los nitratos. EIl nitrato se reduce a nitrito y
posteriormente a ¢xido nitrico, mediante la enzima nitrato reductasa, el color tipico
rojo/rosado del jamoén, se debe a la reaccion entre el Oxido nitrico y la mioglobina,
forméndose nitrosil mioglobina (Toldr4, 2002). Otros ingredientes, como el azlcar y la
pimienta negra, son opcionales para mejorar el sabor (Ockerman et al., 2002).

Los nitritos son los ingredientes funcionales que brindan el tipico color rosado, el sabor y las
propiedades antioxidantes de los productos carnicos curados. Otro gran beneficio de estas
sales, es inhibir el crecimiento de bacterias patégenas como Clostridiumm botulinium en
productos carnicos curados empacados al vacio y refrigerados (Dana, 2011; NOM-213-
SSA1-2002; Woods et al., 1981).

1.3. Bacterias patdgenas en productos carnicos

La carne es un alimento rico en nutrientes, motivo por el cual se pueden desarrollar bacterias
y hongos, ya que es un medio apropiado para su crecimiento, puesto que posee una gran
cantidad de agua, minerales, compuestos nitrogenados, carbohidratos susceptibles a
fermentacion y un pH favorable para el desarrollo de este tipo de microorganismos (Qi et al.,
2015; Fernandez, 2000). La vida comercial de la carne fresca se ve influenciada
principalmente por dos factores: 1) crecimiento bacteriano, que conduce a cambios en las
propiedades organolépticas de los productos carnicos; y 2) dafio mecanico y pérdida de peso
durante el transporte y el almacenamiento (Fernandez-Pan et al., 2013). Los
microorganismos patégenos que se transmiten cominmente a través del consumo de
embutidos y que se detectan con mayor frecuencia son: Escherichia E. coli, Salmonella
Typhimurium, Staphylococcus aureus, Shigella sp., Clostridium botulinum, Listeria,
Campylobacter y Bacillus cereus (Desdemona-Martinez et al., 2000; Lopez-Palacios &
Valdez-Martinez, 2006).

En el afio 2011, en Estados Unidos, los principales patdgenos transmitidos por los alimentos
fueron responsables de 9.4 millones de enfermedades, 56,000 hospitalizaciones y 1350
muertes (Scallan et al., 2011). En donde, el costo econémico originado por las ETAs se
estimo en 77.6 mil millones de dolares al afio (Scharff, 2012). En este mismo afio, en general,
los porcentajes de brotes de ETAs, asociados con la ingesta de embutidos causados por

Salmonella sp., Staphylococcus sp., Escherichia coli y Bacillus cereus, representaron el 28%,
3



7%, 5% y 2%, respectivamente, mientras que Listeria monocytogenes fue una de las bacterias
con la mayor tasa de mortalidad (30%) (Scallan et al., 2011).

Los grupos etarios mas susceptibles de desarrollar infecciones por Salmonella son personas
menores de edad, mujeres embarazadas y de la tercera edad. Anualmente, millones de
personas sucumben a la infeccion y se reporta un nimero significativo de nuevas infecciones
en todo el mundo. Globalmente, alrededor de 98.3 millones de personas presentan cuadros
de gastroenteritis cada afio, con alrededor de 155,000 muertes, mientras que 21 millones de
casos de fiebre tifoidea ocasionan una muerte aproximada de 200,000 personas (Gilchrist et
al., 2015). Las especies de Salmonella pueden ser especificas del huésped o pueden infectar
multiples tipos de huésped, causando diferentes patologias de enfermedades. S.
Typhimurium infecta a humanos, aves de corral, cerdos, vacas, caballos, roedores y ovejas,
lo que causa sintomas similares a los de la fiebre tifoidea y gastroenteritis con diarrea en
animales y humanos, respectivamente (Kurtz et al., 2017). A pesar de que se estan tomando
diferentes medidas contra la infeccion por Salmonella, la prevalencia de infeccion todavia
existe en todo el mundo y millones de vidas se pierden anualmente. La aparicion de varias
cepas de Salmonella hiperactivas resistentes a los medicamentos en la naturaleza, en varios
entornos de huéspedes y no huéspedes, es una preocupacion reciente de la infeccion
prevaleciente. Mientras que para S. aureus, los factores de riesgo estan asociados a las
siguientes condiciones: Ingestion de alimentos preparados por una persona con infeccién en
la piel, dado que estas infecciones cominmente contienen S. aureus; Ingestion de alimentos
preparados en forma inadecuada o conservados en temperaturas inadecuadas (Le Loir et al.,
2003). La intoxicacion alimentaria estafilococica ocurre después de la ingesta de alimentos
que contienen enterotoxinas Staphylococcus estables al calor, producidas durante el
crecimiento de Staphylococcus aureus. En 2012, las toxinas bacterianas causaron 127 brotes
en la unién europea (UE) correspondientes al 16,6% de todos los brotes con evidencia
contundente. En 35 de estos brotes, la causa estaba relacionada con la intoxicacion
alimentaria estafilococica (IAE), debido a factores como la combinacién tiempo-
temperatura, enfriamiento lento o tratamiento térmico inadecuado durante la elaboracion de
alimentos. Los vehiculos de alimentos involucrados en los brotes de IAE fueron carne de
cerdo y productos de cerdo (5.7%), carne de pollo de engorda (8.4%), queso (20%), alimentos

mixtos (31.4%) y otros alimentos (34.3%) (EFSA, 2014). En el afio 2005, S. aureus causo
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mas de 94,000 infecciones potencialmente mortales y casi 19,000 muertes en los Estados
Unidos (Diederen & Kluytmans, 2006).

1.3.1. Listeria monocytogenes

Es un bacilo corto Gram positivo, no esporulado de 1.2 x 0.5 um, calificado a veces de
cocoide y corineforme, puede mostrar diploformas dispuestas en V, las células también
aparecen aisladas (Fernandez, 2000). L. monocytogenes se puede aislar de una diversidad de
alimentos, tanto crudos, como procesados o cocinados y del medio ambiente (Fernandez,
2000). Se ha aislado de diferentes tipos de agua no turbias, leche, de ensilados, de las aguas
residuales, de las heces de muchos animales e incluso, de las heces de humanos (Frazier &
Westhoff, 2000). Para su desarrollo éptimo, Listeria spp., necesita un pH entre 7.2y 7.6 y
temperaturas entre 30 y 37 °C. No obstante, también puede proliferar a pH acidos y dentro
de un amplio rango de temperaturas. Precisamente, estas caracteristicas de acidotolerancia,
termotolerancia y capacidad para sobrevivir y multiplicarse a temperaturas de refrigeracion,
son las que han despertado un gran interés dentro del ambito de la microbiologia alimentaria.
El envasado al vacio, el envasado en atmosfera modificada y los tratamientos por alta presion
hidrostatica, no influyen significativamente en su crecimiento (Sdnchez-Rodriguez et al.,
2010).

Habitat y distribucion: L. monocytogenes estd muy difundida en la naturaleza, en la que suele
adoptar un ciclo saprofitico en estrecha relacion con el suelo. Se ha aislado del suelo, de
aguas continentales, de sedimentos marinos, de material vegetal en descomposicion, de
forrajes, de heces de animales y de personas, de aguas residuales de explotaciones animales,
de efluentes de mataderos, etc., lo que explica su presencia en alimentos. La presencia de L.
monocytogenes ha sido reportada en diversos alimentos, en productos carnicos como, carne
picada, embutidos ahumados y fermentados, salchichas, canales de cerdo, jamon, paté,
lengua de cerdo en escabeche, asi como tambien en leche cruda, leche pasteurizada, quesos,
helados, vegetales crudos, pollo crudo, pollo cocinado, pescado fresco, pescado ahumado,
ensaladas de verdura, lechuga, perritos calientes, productos derivados del pollo, bacalao
ahumado, salmén ahumado, carne de cangrejo, langostino cocido, gambas cocidas,
mantequilla, yogur, rabanos, pepinos, papas, yema de huevo, crema para pasteles, algunos

alimentos preparados con aceites y grasas y salsas. (Sanchez-Rodriguez et al., 2010).
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1.3.2. Salmonella

Tipico bacilo Gram negativo, de la familia Enterobacteriaceae; generalmente son moviles,
aerobios o facultativos anaerobios (Fernandez, 2000). Salmonella, crece bien a temperatura
ambiente, si bien su temperatura optima de crecimiento es de aproximadamente 37 °C. El
intervalo de pH de crecimiento se encuentra comprendido entre los valores 4.1y 9.0. Su aw
minima de crecimiento varia para cada alimento, aunque es de aproximadamente 0.93 a 0.95
(Frazier & Westhoff, 1993). Salmonella se encuentra distribuida por todo el mundo y es
universalmente reconocida como un agente zoon6tico. Salmonella continda siendo el origen
mas importante causante de ETAs méas importante presente en la carne y en productos
carnicos. Los miembros del género Salmonella son los agentes causales del mayor nimero
de brotes por el consumo de carnes rojas (Fernandez, 2000).

La contaminacion por Salmonella de carnes de cerdo, res, ovinos y de otros animales de
abasto, se encuentra muy bien documentada, Rodriguez-Rebollo (1998), reporté un 87.5%
de positividad en carne de cerdo y un 65.5% en carne de res, ambos tipos de carne
recolectados en carnicerias, mientras que las muestras de carne de cerdo recolectadas en en
rastros presentaron un 75.6% de incidencia. De esto se puede inferir que cualquier materia
prima carnica empleada para la elaboracion de productos embutidos puede estar contaminada
con Salmonella. La ocurrencia de brotes por el consumo de embutidos cocidos, piezas
curadas cocidas, carnes elaboradas en restaurantes y otras cocinas colectivas y en los hogares,
obedece de forma general, al incumplimiento de la temperatura de coccion y a la
contaminacion cruzada. Genigeorgis (1986), afirma que las carnes frescas cocinadas son
mejor sustrato para el crecimiento de Salmonella y causan més brotes que las carnes curadas
(Torres et al., 2006).

Este patdgeno intracelular facultativo, transmitido por alimentos, se encuentra distribuido
ampliamente, debido a su capacidad para incrustarse en una gran variedad de huéspedes que
infecta. La aparicion adicional de cepas de Salmonella altamente infecciosas, el desarrollo
de resistencia a los medicamentos y la aparicion de resistencia a multiples farmacos y
medicamentos, han aumentado la preocupacion por comprender la fisiopatologia y la

patogénesis molecular de este serotipo.



1.3.3. Escherichia coli

Es un bacilo corto Gram negativo, catalasa-positivo, oxidasa-negativo y anaerobio
facultativo. La mayoria de las cepas fermentan lactosa, aunque algunas son fermentadoras
lentas de este azlcar y algunas son anerogénicas (Sanchez-Rodriguez et al., 2010). Con base
en su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico, las cepas de E. coli causantes de diarrea
se clasifican en seis grupos: enterotoxigenica (ETEC), enterohemorragica también conocidas
como productoras de toxina Vero o toxina semejante a Shiga (EHEC o VTEC o STEC),
enteroinvasiva (EIEC), enteropatogena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y adherencia
difusa (DAEC). Hay cuatro clases principales de E. coli productoras de diarrea, que fueron
clasificadas en base a sus caracteristicas de virulencia codificadas por plasmidos (Adams &
Moss, 1997).

Riley et al. (1983), describieron y relacionaron a EHEC con brotes caracterizados por dolor
abdominal, diarrea acuosa con sangre y poco o nada de fiebre, cuadro al que se le llamé
colitis hemorragica (CH) y que era debido a la ingestién de carne cruda o mal cocida. La
bacteria aislada en todos los casos fue E. coli del serotipo O157:H7. La cual se diferencia de
las otras E. coli, en que no fermenta sorbitol, no crece a 44 °C y no produce R-glucoronidasa
(Fengs et al., 1998). Este serotipo de E. coli, muestra un desarrollo entre 30 y 41 °C.
Sobrevive a temperaturas de refrigeracién y de ultracongelacion y a diferencia de otros
patdgenos, crece lentamente a 6 °C, tanto en carne, como en leche cruda. Este serotipo
sobrevive al proceso de fermentacion y secado de salchichas (Fernandez, 2000). Cuando el
alimento se mantiene a bajas temperaturas, la acidotolerancia es méas notoria; por ejemplo,
en sidra de manzana el patdgeno sobrevive menos de 3 dias a 25 °C, pero hasta 31 dias a 8
°C (Fernandez, 2000).

La transmision de E. coli O157:H7 puede ser por ingerir carne cruda o mal cocida, leche
bronca, agua contaminada; también puede ser de persona a persona o debida a los
manipuladores de alimentos. Hay estudios que sugieren la importancia de la mosca
doméstica, como vector en la transmision de E. coli 0157: H7. Este patogeno se ha reportado
en diferentes alimentos como: carne de res y salchichas, mayonesa, salami seco, sidra de
manzana, leche pasteurizada, hortalizas, frutas, derivados lacteos, entre otros (Rodriguez-
Angeles, 2002).



1.3.4. Staphylococcus aureus

Se trata de un estafilococo tipico, son cocos Gram positivos, de forma esférica, las células
ovoides miden aproximadamente 1 um de diametro, se presenta en cumulos parecidos a
racimos de uvas, en parejas o en forma de cadenas cortas. Crecen mejor en aerobiosis que en
anaerobiosis. S. aureus se multiplica con mayor rapidez a temperaturas comprendidas entre
20 y 45 °C. La aw minima de crecimiento tiene un valor de 0.86 en aerobiosis y
aproximadamente 0.90 en anaerobiosis (Frazier & Westhoff, 1993). Los estafilococos
enterotoxigénicos pueden encontrarse en los alimentos en el momento de su compra o
adquisicion, en especial, en los de origen animal o bien, llegar posteriormente a ellos, a partir
principalmente de manipuladores. Un porcentaje elevado de personas sanas son portadoras
de S. aureus; los albergan principalmente en fosas nasales y garganta. Este patdgeno se
encuentra también en la piel y, sobre todo, en lesiones cutaneas: acné, fortnculos, heridas
infectadas, etc. (Mossel & Moreno, 2003).

La intoxicacion estafilococcica es una de las enfermedades mas comunes, transmitidas por
alimentos, donde la carne cruda y los jamones, se encuentran entre los mas implicados. Tiene
un periodo corto de incubacion (1-6 horas). Los datos epidemiologicos indican que el
inadecuado enfriamiento, la preparacion de los alimentos un dia 0 mas, antes de servirse y la
manipulacion de las carnes cocinadas por personas infectadas, se encuentran entre las

principales causas de los brotes (Genigeorgis, 1986).

1.3.5. Shigella

El género Shigella, estd formado por bacilos Gram-negativos, inmdviles, anaerobios
facultativos, no esporulados, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Presentan
actividad bioquimica reducida con actividad citocromo-oxidasa negativa y fermentacion de
glucosa sin produccion de gas. Shigella es una bacteria altamente enteroinvasiva; su habitat
es el colon y el principal reservorio es el humano, aunque se la ha aislado de primates
superiores. Se transmite a través del contacto directo o indirecto entre el agua contaminada
con materia fecal de personas infectadas con los alimentos. La patogenicidad de Shigella esta
asociada a su habilidad de invadir y colonizar el epitelio intestinal humano empleando
diferentes mecanismos, tales como los asociados a factores de virulencia como IpaB e IpaC.
Forma poros a través de la membrana de las células del epitelio intestinal, permitiendo la
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penetracion de la bacteria al citoplasma del enterocito. Luego se multiplica e infectando
células adyacentes, a través de protrusiones, sin entrar en contacto con el medio extracelular,
destruyendo las células del huésped. Shigella dysenteriae, produce, ademas, la toxina Shiga,
que se difunde extracelularmente hasta células blanco especificas. Posee efectos citotoxicos,
inhibiendo la sintesis proteica, ocasionando la muerte de células intestinales, del epiteliales
del glomérulo y del tabulo renal y de las células de la microcirculacion del sistema nervioso
central; causando de esta manera el sindrome urémico hemolitico (SUH) y convulsiones
(Fernandez, 2000). La contaminacion de los alimentos con Shigella, puede provenir del
contacto directo o indirecto con materia fecal de personas infectadas, a través de aguas
contaminadas, plagas (moscas), o por falta de higiene y buenas practicas del manipulador
durante la preparacion de los alimentos. Shigella crece en alimentos con bajo pH como frutas
y verduras. Sobrevive durante mucho tiempo en alimentos de pH neutro, a temperaturas de
congelacion, en alimentos cerrados al vacio o bajo atmésferas modificadas y en el agua. Es
sensible a las temperaturas de coccion de los alimentos, pero bajo ciertas condiciones, puede
sobrevivir en los alimentos por largos periodos, si la temperatura se mantiene en 25 °C. Esta
bacteria, por ejemplo, puede sobrevivir en harina y leche pasteurizada hasta 170 dias, en
huevos, almejas y camarones por 150 dias, en las ostras por 30 dias y en la clara de huevo
por 20 dias. Sin embargo, en la practica muy raramente se puede aislar de los alimentos
procesados, dado el tiempo transcurrido entre la recoleccion y el procesado de la muestra
(Fernandez, 2000).

1.4. Métodos de conservacion en carnicos

Finalmente, al ser terminado y empacado el producto carnico, es importante destacar que no
estd exento de que se puedan desarrollar microorganismos aerobios, para evitar estas
situaciones, se han implementado diversos post-tratamientos para alargar la vida de anaquel.
El énfasis en la inocuidad de los alimentos para la prevencion de ETAs ha sido abordado por
tecnologias de procesamiento y empaque. Tecnologias de preservacion de carne mediante el
envasado al vacio, embalaje activo, intervenciones quimicas (cloro, acidos organicos y sus
sales, acido peroxiacetico, clorito de sodio acidificado, fosfato de trisodio, ozono), agentes
bioldgicos (extractos de plantas y aceites esenciales, bacteriocinas, bacteridfagos) y técnicas

fisicas (pasteurizacion, irradiacion, calentamiento de alta frecuencia, procesamiento de alta
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presion, pulsos electriccos, campo magnético, campo magnético oscilante) para garantizar la

seguridad microbiana de la carne (Chen et al., 2012).

1.4.1. Envasado al vacio

Este tipo de envasado se realiza usando peliculas de plastico poco permeables al aire. El
envasado al vacio de carnes suprime la mayoria de las bacterias nocivas incluidas en los
alimentos. Este método de envasado no garantiza al 100% la inocuidad de los productos
carnicos, cuya efectividad puede ser mejorada considerando otros métodos combinados: es
decir envase al vacio y antioxidantes, envasado al vacio y tratamiento térmico, etc. Por regla
general un envasado al vacio de una carne no tratada (ni cocida, ni curada) soporta
aproximadamente diez dias. En el caso de carnes curadas, el envasado al vacio detiene el
crecimiento bacteriano, prolongando la vida de anaquel en refrigeracion o congelacién.
Siendo, ademas, que el poco oxigeno restante es consumido por la actividad tisular liberando
diéxido de carbono. Las tecnologias de envasado al vacio pueden proporcionar efectos
antimicrobianos a través de sistemas de captacion de oxigeno, absorcion de humedad,
incremento de la actividad de agua y sistemas de control, amortiguacion de la humedad,
generacion de didxido de carbono, generacion de etanol y sustancias migratorias y no
migratorias (Suppakul et al., 2003). En general, el potencial y los inconvenientes del
envasado de alimentos a vacio, con este método se puede obtener un aumento del 50% en la
extension de la vida util con embalaje que contenga agentes antimicrobianos, por ejemplo
aceites esenciales como timol/carvacrol (Malhotra et al., 2015; Zhang, Hortal, Dobon,
Bermudez, & Lara-Lledo, 2015).

1.4.2. Peliculas biodegradables

Estudios realizados con peliculas biodegradables a base de polisacaridos con agentes
antimicrobianos de origen natural, proteinas y aceites esenciales, han demostrado ser
eficientes para inhibir diversas bacterias patdgenas aerobias (Kuorwel et al., 2011).
Compuestos de peliculas de almidon de maiz gelatinizado y e-poly-L-lisina mostraron mayor
resistencia a la traccion y elongacion a la rotura e inhibicidn efectiva contra Escherichia coli
y Bacillus subtilis, pero no para Aspergillus niger (Delgado-Adamez et al., 2016; Mackiw et

al., 2015; Zhang et al., 2015). Ingredientes naturales (derivados de especias, acido lactico,
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nisina, extractos de plantas) incorporados en el biopolimero de revestimiento como soporte
(almidén modificado, aislado de proteina de soya, carboximetil celulosa, quitosano, cera) en
los materiales de embalaje, mostraron significativamente un potencial elevado para su uso
como antimicrobianos (Correa et al., 2017; Salarbashi et al., 2016; Han, 2014; Khwaldia et
al., 2010).

A pesar de las investigaciones mencionadas anteriormente, realizadas para incrementar la
vida de anaquel en productos carnicos, no ha habido reportes de encapsulados con actividad
antimicrobiana a base de almidén modificado, pectina y extractos de célices de Hibiscus
sabdariffa L. (HS) evaluadas in situ (carnicos) como un posible pre o post-tratamiento para

alargar la vida de anaquel del producto final en refrigeracion.

1.4.3. Compuestos bioactivos

Los agentes bioactivos contra microorganismos podrian ser agentes antimicrobianos como
iones metalicos, triclosan, bacteriocinas, especias, aceites esenciales, extractos de plantas,
enzimas Yy otros aditivos (Salarbashi et al., 2016; Coma, 2008). Existen diversos agentes
antimicrobianos que tienen potencial para su uso en sistemas de envasado de alimentos,
incluyendo acidos organicos, sales acidas, anhidridos de acido, acidos parabenzoicos,
alcohol, bacteriocinas, acidos grasos, ésteres de acidos grasos, agentes quelantes, enzimas,
metales, antioxidantes, antibidticos, fungicidas, gases esterilizantes, agentes desinfectantes,
polisacaridos, compuestos fendlicos, compuestos volatiles, especias, extractos de plantas y
probidticos (Cutter, 2006; Han, 2005). Directivas de la UE definen a las sustancias
antimicrobianas como productos biocidas, que son permitidos en el envasado de alimentos
siempre y cuando no halla impacto directo en la calidad del alimento empaquetado, lo que
significa que la migracion del agente al alimento debe ser incidental en lugar de intencional,
el agente antimicrobiano puede proporcionar un efecto conservante en el alimento, ademas
de no permitir la posible resistencia biocida sobre microorganismos, sin embargo, puede
llegar a modificar las propiedades de textura y organolépticas del producto final (Quintavalla
& Vicini, 2002).
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1.5. Antimicrobianos de origen natural

Los compuestos antimicrobianos naturales, pueden ser de origen bacteriano, vegetal y
animal, existe una gran variedad de compuestos con estas propiedades activas, hoy en dia, la
aplicacion de estos compuestos incluye diversas disciplinas como el area médica,
farmacéutica y alimentaria. En la investigacion y tecnologia alimentaria, en bisqueda de
tecnologias emergentes, se ha recurrido a la incorporacion de antimicrobianos naturales en
sistemas alimentarios, con el objetivo de incrementar la estabilidad de los alimentos y que se
pueda garantizar la inocuidad de estos, asi como reducir la degradacion de los mismos

durante el almacenamiento.

1.5.1. Bacteriano

Las bacterias producen algunos compuestos antimicrobianos con efecto inhibitorio sobre
otras bacterias y pueden ser utilizadas para el control del deterioro o la patogenicidad de
microorganismos. Estos compuestos antimicrobianos son producidos principalmente por
bacterias Gram positivas, que incluye bacterias acido lacticas (LAB), Bacillus y
Streptomyces (Davidson, 1997). Las bacterias producen miriadas de compuestos
antimicrobianos proteicos y no proteicos. Los compuestos antimicrobianos proteicos
incluyen mayoritariamente sintesis ribosomatica de bacteriosinas. Las bacteriocinas son
proteinas o péptidos producidos por algunas bacterias, que poseen actividad antimicrobiana,
letal o inhibidora, frente a grupos bacterianos estrechamente relacionados, con los que las
producen. Su naturaleza quimica permite que puedan ser consideradas conservadores
naturales. Su sintesis se produce, generalmente, cuando las bacterias que las sintetizan se
encuentran en situaciones de estrés. Como es habitual en las rutas metabdlicas de los
microorganismos, la sintesis de las bacteriocinas también depende del ecosistema, pH,
potencial de dxido-reduccion, cantidad de nutrientes, fase de crecimiento, temperatura,
oxigeno disponible. Aunque las bacteriocinas se pueden sintetizar por levaduras, bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas, son las producidas por las bacterias acido lacticas, las que
han recibido mayor atencién, porque, ademas de conservar a los alimentos, provienen de un
grupo bacteriano, por excelencia, saludable. Méas informacion sobre la clasificacion de
bacteriocinas y efecto antimicrobiano en alimentos fue presentado en la revision realizada

por Cleveland et al. (2001), estos autores concluyen que la eficacia de las bacteriocinas como
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conservadores naturales en alimentos estd demostrada. La nisina es la bacteriocina més
utilizada comercialmente, otros, tales como la pediocina, pueden tener aplicacion en los
sistemas alimentarios. Aunque las bacteriocinas son inhibidoras contra patogenos
transmitidos por los alimentos, tales como L. monocytogenes, no son antibiéticos. Su sintesis
y modo de accion, distinguen a las bacteriocinas de los antibi6ticos clinicos. Las
bacteriocinas son en su mayoria activas contra bacterias Gram-positivas que incluye Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Lactobacillus spp. y Streptococcus
spp. Por otro lado, compuestos antimicrobianos no proteicos incluyen reuterina (p-
hidroxipropionaldehido) producida por Lactobacillus reuteri; &cido propionico producido
por bacterias &cidos propionicas, acido lactico producido por LAB y natamicina, producida
por Streptomyces natalensis. Uno de los antimicrobianos no proteicos llamado como
Micrograd TM, es un fermentador aprobado por la FDA de Propionibacterium freudenreichii
subsp. shermanni, para la manufactura de queso cottage, donde el acido propionico es el

componente antimicrobiano (Cotter et al., 2005).

1.5.2. Animal

Los compuestos antimicrobianos de origen animal pueden ser de origen vertebrado
(mamiferos, pescado, aviar y anfibios) e invertebrado (insectos y crustaceos). En la industria
de los alimentos, los compuestos antimicrobianos secretados por animales vertebrados, han
tenido un impacto significativo debido a su alta especificidad y menor toxicidad (Li et al.,
2012). Satyanarayan (2008), describe el potencial de las aplicaciones de los antimicrobianos
de origen animal, el cual categoriz6 de la siguiente forma: quelantes de hierro, enzimas e
inmunoglobulinas. Algunos ejemplos de antimicrobianos naturales extraidos de animales
incluyen: el quitosano, un polimero de glucosamina y N acetilglucosamina extraido del
exoesqueleto de crustaceos; conalbumina/ovotransferrina, una proteina quelante de hierro
encontrada en clara de huevo, lactoferritina, una proteina quelante de hierro de leche,
lactoperoxidasa, una glicoproteina encontrada en leche cruda, saliva y otras secreciones
bioldgicas. Algunos ejemplos de enzimas con efecto antimicrobiano son: la enzima
lactoperoxidasa (LP) que es una oxidorreductasa y juega un papel importante en la proteccion
de la glandula mamaria lactante y del tracto intestinal del recién nacido contra los

microorganismos patogenos. Lisozima N-acetylmuramideglycanohydrolasa es biosida
13



contra bacterias Gram-positivas por hidrolizar el enlace p-1,4 del acido N-acetilmuramico
(NAM) y N-acetyl- glucosamina (NAG) en los peptidoglucanos de la pared celular.
Finalmente, algunas inmunoglobulinas como las lactoglobulinas (1gG) y las Ovoglobulinas
(IgY), estas inmunoglobulinas podrian ser utilizadas en los alimentos, ya que tienen un
amplio espectro de actividad inhibitoria y la capacidad de neutralizar las toxinas microbianas,
sin embargo, la mayoria de estos compuestos son sensibles al calor y cuando son adicionados
a matrices alimentarias, esto puede presentar dificultades para su actividad antimicrobiana.
La encapsulacion de Ig con recubrimientos resistentes a los acidos, puede resolver este
problema en el futuro. En general, los antimicrobianos de origen animal, exhiben un amplio
espectro en la inhibicion de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, asi como hongos. El
quitosano inhibe bacterias &cido lacticas, Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium,
Byssochlamys spp. y Zygosaccharomyces bailii. Compuestos antimicrobianos Conalbumina
u ovotransferrina inhiben a E. coli 0157:H7, B. subtilis, B stearothermophilus,
Carnobacterium viridans, L. monocytogenes, y Candida albicans. Proteinas de leche son
efectivas contra E. coli 0157:H7, E. coli enteropatogénica (EPEC), LAB (incluyendo
lactobacillus y Pediociccus), L. monocytogenes, S. aureus, B. cereus, Campylobacter jejuni,
Salmonella, Y. enterocolitica, Aspergillus, Byssochmys fulva, Candida, Mucor vy
Rhodotorula (Davidson, 1997).

1.5.3. Vegetal

Los compuestos antimicrobianos de origen vegetal, son principalmente aceites esenciales,
los cuales son extraidos por destilacion de materiales como flores, semillas y raices. El efecto
antimicrobiano es dependiente de la concentracion y puede llegar a ser fuertemente
bactericida en altas concentraciones. Bacterias Gram-positivas (de esporas y no formadoras
de esporas), bacterias Gram-negativas y levaduras, se ven afectados por una amplia gama de
aceites esenciales. Ejemplos bien estudiados incluyen los aceites esenciales de la pimienta de
Jamaica, almendra, laurel, pimienta negra, comino, canela, clavo de olor, cilantro, comino,
ajo, pomelo, limon, maza, mandarina, cebolla, naranja, orégano, romero, salvia y tomillo. La
actividad antimicrobiana de estos compuestos esta influenciada por el medio de cultivo, la
temperatura de incubacion y el tamario del indculo. Ademas, presentan un fuerte sinergismo

con algunos quelantes de membrana celular (Brul & Coote, 1999; Skandamis & Nychas,
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2001). La estructura y composicion de los grupos funcionales de los antimicrobianos, juega
un papel muy importante en el rol funcional de su actividad antimicrobiana. Compuestos
fenolicos como: fenoles simples, quinonas, taninos, cumarinas, flavonas y alcaloides,
presentan actividad antimicrobiana. Se han realizado estudios sobre la accion antimicrobiana
de aceites esenciales en sistemas modelos in vitro e in vivo. Burt (2004), menciona una gran
recopilacién de alimentos en los cuales se ha evaluado el efecto antimicrobiano de aceites
esenciales en diferentes matrices, entre los que destacan carnes, pescado y productos lacteos,
quien menciona los posibles mecanismos de accion de estos compuestos, este articulo
menciona la obtencion de buenos resultados en la reduccion de microorganismos patdgenos,
como L. monocytogenes principalmente. No obstante, la eficacia de aceites esenciales in vitro
es a menudo mayor que in vivo o in situ, es decir, en las matrices alimentarias (Tassou et al.,
2000). A partir de estudios realizados se ha demostrado que el tipo de aceite o grasa presente
en un alimento puede afectar la eficacia antimicrobiana de los aceites esenciales (Skandamis
& Nychas, 2001). En lo que cabe mencionar, los aceites esenciales han sido probados como
antimicrobianos en alimentos sélidos (carne y pescado), almacenados en diversas
condiciones de embalaje. La disponibilidad de oxigeno puede afectar a la eficacia
antimicrobiana de estos compuestos. Paster et al. (1995), observaron que la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de orégano en S. aureus y Salmonella Enteritidis se mejoro
cuando estos microorganismos se incubaron bajo condiciones microaerofilica o anaerobica,
la razon fue que, bajo condiciones de baja tension de oxigeno, hay menos cambios oxidativos
en el aceite esencial. Los compuestos activos presentes en aceites esenciales, son a menudo
obligados a conjugarse con los componentes de los alimentos (proteinas, grasas, azlcares,
sales). Por lo tanto, s6lo una parte de la dosis total de aceites esenciales en un alimento,
permanece libre para ejercer la actividad antibacteriana. Factores extrinsecos tales como la
temperatura, también limitan la accion antimicrobiana de aceites esenciales (Davidson,
1997). Ademas, la distribucion espacial de las diferentes fases (s6lido/liquido) en el alimento,
la falta de homogeneidad de pH y el agua, también puede jugar un papel importante en la
eficacia de estos compuestos. El crecimiento de bacterias en liquidos se produce con mayor
eficacia, en contraste con las colonias discretas formadas, ya sea sobre o dentro de una matriz
solida (Wilson et al., 2002). Algunos autores han reportando el efecto antimicrobiano en

diferentes matrices alimentarias como carne y derivados (Sanchez-Ortega et al., 2014),
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evaluando diferentes bacterias relacionadas con el deterioro y la seguridad del alimento, sin
embargo, se ha observado que las concentraciones para producir dicho efecto, son muy altas,
las cuales pueden modificar las caracteristicas organolépticas del alimento, por esta razon y
lo mencionado anteriormente, sobre la interaccion de los compuestos antimicrobianos con
los componentes de la matriz alimentaria y los factores extrinsecos, se ha recurrido a la

encapsulacion de dichos compuestos en diferentes sistemas de encapsulacion.

1.5.3.1. Célices de Hibiscus sabdariffa L. (HS)

La planta conocida como jamaica (Hibiscus sabdariffa L. (HS)), de la familia de las
Malvaceas, es originaria de Africa, fue introducida a México en la época colonial y desde
entonces, se ha cultivado en regiones célidas y semicalidas de nuestro pais, siendo los estados
de Guerrero, Oaxaca, Colima y Campeche, los principales productores de HS (SAGARPA).
En Guerrero, el cultivo de célices de HS tiene un gran arraigo, mas all& de los aspectos
nutritivos, medicinales y como bebida refrescante, ya que los productores la siembran como
tradicion cultural. De acuerdo con informacion de la SAGARPA, en esta entidad se cultivan
alrededor de 14,000 hectareas que representan casi 75% del total nacional. Los municipios
donde se cultiva son Tecoanapa, Ayutla, Juan R. Escudero, Acapulco y San Marcos y en
menor escala, San Luis Acatlan y Cuautepec, ubicados en la region Costa Chica y Centro de
la entidad (SAGARPA). Donde, México ocupa el séptimo lugar a nivel mundial como

productor de calices de HS.

Las propiedades alimenticias y medicinales de los calices HS, la hacen aceptable en muchos
lugares del mundo, sin importar su clima, se toma como agua fresca o como té. Los célices
presentan efecto antimicrobiano, diurético y ligeramente laxante. Ayuda al proceso digestivo
y renal, es util para bajar de peso y para controlar los niveles de colesterol. Varios estudios
han reportado que esta planta comestible posee actividad antioxidante y antihipertensiva en
ratas. Sin embargo, hay menos informacion disponible sobre los efectos antibacterianos y
antioxidantes de esta planta comestible en diferentes preparaciones de extractos. La variedad
y las condiciones de extraccion utilizados (tipo de disolvente, tiempo y temperatura) pueden
afectar potencialmente el perfil de compuestos extraidos (Jung et al., 2013). Los compuestos

presentes en extractos acuosos de HS, identificados por medio de HPLC, han sido asociados
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con diferentes efectos benéficos. Estos compuestos han atraido la atencion, debido a su
potencial bioactividad para el ser humano. Sin embargo, no se han realizado estudios
sistematicos de la eficiencia de extraccion de HS. La naturaleza de los extractos utilizados en
diferentes estudios ha variado considerablemente, lo que dificulta las comparaciones. Por lo
tanto, un estudio sistematico de los extractos de HS hecho con diferentes disolventes se llevo
a cabo usando agua, metanol, acetato de etilo y hexano, utilizando diferentes tiempos de
extraccion y temperaturas (Sindi et al., 2014). La extraccion, purificacion e identificacion de
compuestos presentes en los célices de HS. depende del efecto que se busque, ya que los
extractos presentan una gran variedad de compuestos con diferentes efectos como
antimicrobiano, antihipertensivo y antioxidante, solo por mencionar algunos (Da-Costa-
Rocha et al., 2014).

1.6. Microencapsulacion

La microencapsulacion representa un excelente ejemplo de microtecnologia aplicada, se
define como un proceso en el que compuestos bioactivos, asi como también probidticos, son
almacenados en pequefias cantidades, introduciéndolas en una matriz o sistema de pared,
para impedir su deterioro por factores extrinsecos e intrinsecos, ademas de protegerlos de las
condiciones acidas del estomago para que llegen integros al tracto intestinal, donde son
absorbidos por el organismo (Nazzaro et al., 2012; Kailasapathy & Masondole, 2005). La
microencapsulacion se puede utilizar para muchas aplicaciones en la industria de alimentos,
incluyendo el control de diversas reacciones, la liberacion controlada en dosis y en tiempo,
para enmascarar sabores, colores y olores, extender la vida util de un producto y la proteccion

contra la pérdida de los componentes nutricionales (Anal & Shing, 2007).

1.6.1. Secado por aspersién

El secado por aspersion es el método de encapsulacion mas comunmente utilizado en la
industria alimentaria. Se estd aplicando para moléculas con actividad biologica y probioticos
vivos. Es un procedimiento rapido y relativamente barato, que cuando se realiza
adecuadamente, es altamente reproducible. El proceso, como se puede observar en la Figura
1.1, consiste en convertir un fluido “mezcla liquida”, que puede ser una solucion o una
suspension, en una sustancia sélida. Este fluido pasa por tuberias, hasta llegar a un
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atomizador, el cual despliega particulas o gotas de tamafio pequefio, que entran en contacto
directo con el aire caliente de la camara y pierden su contenido de agua de manera inmediata,
pasando a convertirse en material solido (Shahidi & Han, 1993). La adecuada seleccion del
atomizador y del agente encapsulante, son factores criticos. Una de las grandes ventajas de
este proceso, ademas de su simplicidad, es que es apropiado para materiales sensibles al calor,

ya que el tiempo de exposicion a temperaturas elevadas es muy corto (5 a 30 segundos).
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Figura 1.1 Esquematizacion del proceso de secado por aspersion (BUCHI).

Consideraciones técnicas del secado por aspersion.

El secado por aspersion es una operacion unitaria, en la que se rocia un producto liquido en
un gas caliente, para obtener instantaneamente un polvo. El gas que se usa, generalmente es
el aire 0 en ciertas ocasiones un gas inerte como el nitrégeno. El liquido inicial de la
alimentacion del rociador puede ser una solucién, una emulsién o una suspension.

El secado por aspersion produce, dependiendo del material de partida y de las condiciones
de funcionamiento, un polvo muy fino (10-50 um) o particulas de gran tamarfio (2-3 mm).
El secado por aspersion se utiliza, generalmente en la industria alimentaria, para garantizar

una estabilidad microbioldgica de los productos, evitar el riesgo del uso de productos
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quimicos y/o degradacion biologica, reducir los costos de almacenamiento y transporte, o
finalmente para obtener un producto con propiedades especificas, como la solubilidad
instantanea.

Las principales consideraciones en el proceso son:

Atomizacién. La atomizacion de liquidos en pequefias gotas puede llevarse a cabo por la
presion o energia centrifuga. El objetivo de esta etapa es crear una superficie maxima de
intercambio de calor entre el aire seco y el liquido, con el fin de optimizar el calor y las
transferencias de masas. El tamafio de las particulas aumenta cuando la viscosidad y la
tension superficial del liquido inicial son altas.

Contacto de la gota con el aire caliente. Este contacto tiene lugar durante la atomizacion y
representa el incio del secado. En el proceso, el liquido se rocia en la misma direccién que el
flujo de aire caliente a través del aparato, la temperatura de entrada de aire caliente usual es
de 150 a 220 °C, la evaporacién se produce de forma instantanea y los polvos secos seran
expuestos a temperaturas moderadas (normalmente 50 a 80 °C) que limita la degradacion
térmica.

La evaporacion de gotas de agua. La transferencia de calor se lleva a cabo desde el aire, hacia
el producto, como resultado de la diferencia de temperaturas, mientras que la transferencia
de agua se lleva a cabo en la direccién opuesta, debido a la diferencia de presion de vapor.
El secado, tedricamente termina cuando la temperatura de la particula es igual a la del aire.
Por lo general, los tiempos de secado son aproximadamente de 500 a 100 s, sin embargo, en
un sistema bien disefiado entre 15 y 30 s son suficientes para el paso de la particula que se
rocia a traves de la zona de secado.

Separacién del producto y el aire himedo. Esta separacion se hace a menudo a través de un
ciclon situado al final de la camara de secado, esto reduce las pérdidas de producto en la
atmosfera, las particulas mas densas se recuperan en la base de la camara de secado, mientras
que las mas finas, pasan a través del ciclon, para separarlas del aire himedo. Los cambios de
tamafio de particula y de morfologia durante el secado por aspersion, estan relacionados con
el contenido de humedad y la temperatura de secado (Alamilla-Beltran et al., 2005).
Condiciones de funcionamiento. Con el fin de obtener la maxima eficiencia de
microencapsulacion, incluso si el material de la pared es el conveniente, se deben optimizar

las condiciones del secado por aspersion. Las variables principales a considerar para la
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optimizacion del secado por aspersion son la temperatura de la alimentacién, la temperatura
de entrada de aire y la temperatura de salida de aire. La temperatura de la alimentacion
modifica la viscosidad de la emulsion, su fluidez, por lo tanto, su capacidad de ser rociada
homogéneamente. Cuando la temperatura de la alimentacion se incrementa, la viscosidad y
el tamafo de las gotas se ve disminuido, pero las altas temperaturas pueden provocar la
volatilizacién o la degradacién de algunos componentes sensibles al calor. La velocidad de
la alimentacion en el atomizador debe ser ajustada para asegurar que cada gota de rocid
alcance el nivel de secado deseado, antes de que entre en contacto con la superficie de la
camara de secado (Zbicinski et al., 2002).

La temperatura del aire de entrada es directamente proporcional a la cantidad de
microcapsulas obtenidas, asi como a su contenido final de humedad. Cuando la temperatura
de entrada del aire es baja, la tasa de evaporacion es baja y produce la formacion de
microcapsulas con membranas de alta densidad y alto contenido de agua, lo cual facilita su
aglomeracién. Sin embargo, una temperatura de entrada del aire muy alta, provoca una
evaporacion excesiva y los resultados son grietas en la membrana de las capsulas, lo que
puede ocasionar la liberacion prematura y la degradacion del ingrediente encapsulado o
también una pérdida de compuestos volatiles.

Es dificil predecir la temperatura de salida para un producto determinado, ya que depende de
las caracteristicas de secado del material. A diferencia de la temperatura de entrada del aire,
la temperatura de salida del aire no se puede controlar directamente, ya que depende de la
temperatura de entrada del aire. La temperatura del aire de salida ideal para la
microencapsulacion de ingredientes alimentarios, tales como los sabores se ha reportado que
estd en el rango de 50 a 80 °C. La eficiencia de microencapsulacion se puede aumentar,
mediante el aumento de la concentracion de solidos en la solucién (Young et al., 1993). La
principal limitacion de la técnica de secado por aspersion en microencapsulacion es el
namero limitado de materiales de pared disponibles, que deben tener una buena solubilidad
en agua. Otra desventaja que se debe considerar es que el producto obtenido es un polvo y
necesita tratamiento posterior, como por ejemplo para evitar su aglomeracion.

1.6.1.1. Material de pared

Para efectuar el proceso de microencapsulacion se ha recurrido a la utilizacion de

biopolimeros, que son los vehiculos mas usados para la proteccion de ingredientes en la
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industria de alimentos, debido a su biodisponibilidad, baja toxicidad y alergenicidad nula
(Nussinovitch, 2010). Los biomateriales encapsulantes, cominmente utilizados, son
carbohidratos, celulosas, gomas, proteinas y lipidos. Estos pueden emplearse en forma
individual o combinados con otros materiales, a fin de generar sinergias favorables (Goh et
al., 2012). El sistema de pared, esta disefiado para proteger al material encapsulado de los
factores que pueden causar su deterioro, para evitar una interaccion prematura entre el
material del ndcleo y otros ingredientes, para limitar la pérdida de compuestos volatiles y
también, para permitir la liberacién controlada o sostenida bajo condiciones deseadas
(Shahidi & Han, 1993). Un paso importante en el desarrollo de microcapsulas, es la seleccién
de un material de pared, que cumpla con los criterios requeridos: resistencia mecanica,
compatibilidad con los productos alimenticios, de bloqueo térmico o disolucion, tamarfio de
particula apropiado, etc. (Brazel, 1999). La seleccion de los materiales de pared para la
microencapsulacion por secado por aspersion, tradicionalmente se lleva a cabo mediante
prueba y error. Generalmente al haberse formado las capsulas, se evalua en estas la eficiencia
de encapsulacion, estabilidad bajo diferentes condiciones de almacenamiento, el grado de
proteccion provisto al material del ndcleo, asi como su morfologia y su superficie mediante

microscopia de barrido, entre otras evaluaciones (Pérez-Alonso et al., 2003).

1.7. Almidon

El almiddn es ampliamente utilizado como ingrediente en la industria de alimentos, debido a
que es de facil disponibilidad, no toxico, biodegradable y de bajo costo (Eliasson, 2004). A
diferencia de otros polimeros, el almidon se encuentra en la naturaleza como particulas
discretas, complejas con ordenamiento radial, denominadas granulos. Estos estan
constituidos mayormente por una mezcla de dos polisacaridos: amilosa y amilopectina. La
amilosa es un polimero esencialmente lineal, formado por moléculas de glucosa, unidas
mediante enlaces glucosidicos a (1—4), con un grado de polimerizacion de alrededor de
6000. Esta adquiere una conformacion tridimensional helicoidal, en la que cada vuelta de la
hélice consta de seis moléculas de glucosa (BeMiller & Whistler, 2009). La amilopectina es
una molécula muy grande y altamente ramificada, que contiene enlaces glucosidicos o (1—4)
y a (1—6). Con respecto a sistemas de encapsulacion, el almidon ha sido utilizado tanto

como polimero encapsulante, asi como también como material de relleno inerte (Bertolini,
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2010). Con la adicién del almidén como material pared se ha observado un aumento de la
resistencia mecanica, la conservacion de la forma y del tamafio de las capsulas y mayor

estabilidad del material encapsulado durante el almacenamiento (Chan et al., 2011).

1.7.1. Caracteristicas y propiedades del almiddn de maiz

El almidon de maiz se cataloga por la relacion que presentan de amilosa y de amilopectina:
el almidon normal, cuyo contenido de amilosa oscila entre el 20 y el 30%, mientras que en
los ricos en amilosa, esta por encima del 50% y finalmente, en los cerosos cuyo contenido es
menor al 1% (BeMiller & Whistler, 2009). El contenido de &cidos grasos libres o fosfolipidos
presentes en el almidon de maiz, contribuye a tener mas altas temperaturas de transicion y
una menor retrogradacion, lo cual es debido a la formacién de complejos amilosa-lipido
(Davies et al., 1980). La morfologia del granulo de almidén depende de la bioquimica del
amiloplasto, el tamafio promedio del granulo de almiddn de maiz osila de 15 a 20 um, este

almidon forma geles opacos y fuertes (Singh et al., 2003).

1.8. Almidén modificado

El almidon ha sido ampliamente utilizado en la industria de alimentos, sin embargo, los
procesos alimenticios generalmente requieren almidones con mejores caracteristicas de
comportamiento, que las provistas por los almidones nativos. En la Tabla 1.1, se presenta un
listado de las principales modificaciones alas cuales pueden ser sometidos los almidones para
su uso en los alimentos. Por consiguiente, via modificacion, las propiedades funcionales de
los almidones pueden ser mejoradas. La modificacién es realizada para introducir grupos
funcionales especificos, para hacer que los productos preparados sean mas resistentes. Las
alteraciones toman lugar a nivel molecular, con un cambio minimo en la apariencia
superficial del granulo. Los métodos empleados para la modificacion del almidon son de tipo
fisico (tratamiento de calor-humedad, recocido, pre-gelatinizacion, tratamiento a alta presion,
radiacion, sonicacién), quimico (reticulacion, sustitucion, hidrolisis acida y basica,
oxidacion/blanqueo) y enzimaticos (BeMiller & Huber, 2010; Singh et al., 2007), cuyo
objetivo es mejorar y/o estabilizar propiedades tales como solubilidad, poder de
hinchamiento, esterificacion, textura, adhesion, dispersion y tolerancia a ciclos de

congelacion-descongelacion (Thirathumthavorn et al., 2006).
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1.8.1. Hidrolisis &cida

La hidrdlisis acida ha sido ampliamente investigada para modificar almidones nativos y crear
productos para su aplicacion en alimentos, papel, textiles y otras industrias, debido a su alta
biodisponibilidad y bajo costo (Eliasson, 2004). La hidrolisis &cida del almiddn se consigue
degradando el almidon con acidos fuertes (Li et al., 2010). La primera etapa de hidrdlisis del
almidon se presenta en las zonas amorfas, las cuales son las mas afectadas por su
disponibilidad al tener enlaces mas accesibles en los puntos de ramificacion, (Wang et al.
2003). El material cristalino es hidrolizado lentamente, debido a la presencia de las dobles
helices presentes (Hoover, 2000). La evidencia para sugerir un ataque preferencial en
dominios amorfos, dentro del granulo, proviene de observaciones de microscopia electronica

de transmision hidrolizadas con &cido (Kainuma & French, 1971).

Tabla 1.1 Modificaciones en almidones

Modificacion Tipos Técnica

Calentamiento del almidén a temperatura cercana al punto de
gelatinizacion con insuficiente contenido de humedad que

Tratamientos que causa la gelatinizacion del polimero.

involucran

Annealing-calentamiento de una mezcla granular del almidén
calor/humedad

sometido a incubacién en exceso de agua por un cierto periodo
de tiempo a temperatura arriba de la transicidn vitrea y abajo
del punto de gelatinizacién.

Fisica

Pregeles/instantdneos/ almidones preparados usando secadores

Pregelatinizacién . .
de tambor, extrusién, procesamiento con bases solventes.

Tratamiento con &cido clorhidrico o acido orto fosférico o

Hidrolisis acida . ..
acido sulfurico.

Tratamientos en una solucion acuosa a temperaturas por abajo
Hidroélisis enziméatica  del punto de gelatinizacién con uno o mas enzimas amiloliticas
grado reactivo.

Tratamiento son solucién e hidréxido de sodio o hidréxido de

Tratamiento alcalino .
potasio,

Conversion

Tratamiento con &cido peracético y/o perdxido de hidrogeno,
hipoclorito de sodio clorito de sodio, dioxido sulfurico,
permanganato de amonio y /o persulfato de amonio.

Oxidacién/blanquea-
miento

Piroconversion

R Pirodextrinas-Preparado por acidificacion del almiddn seco.
(Dextrinizacion)

Eterificacion Almidén hidroxipropil- Esterificacion con 6xido propileno.

Derivatizacion _— . e L .
Almidon acetilado-Esterificacion con anhidrido acético o

Esterificacion acetato de vinil.
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Adipato de Almidon acetilado- Esterificacion con anhidrido
acético y anhidrido adipico

Almidén octenilsuccinatado de sodio -Esterificacion por
anhidrido octenilsuccinico.

Almidon monofosfatado- Esterificacion con orto-acido

fosforico, orto fosfato de sodio o potasio, o tripolifosfato de
Entrecruzamiento potasio.

Di Almidon fosfatado- Esterificacion con trimetafosfato de

sodio.

Almidon acetilado-fosfatado- Esterificacidn por trimetafosfato

de sodio o fésforo combinado con la esterificacion de

oxicloruro de anhidrido acético o acetato de vinilo.
Modificacién dual

Hidroxipropil-fosfatado di almidon- Esterificacion por
trimetafosfato de sodio y/o oxicloruro de fosforo combinado
con la eterificacion por 6xido de propileno

Singh et al. 2007.

1.8.2. Esterificacion

La esterificacion quimica por sustitucion con grupos octenil succinato anhidrido (OSA) del
almidon (OS), le ha conferido propiedades anfifilicas al almidon (Sweedman et al., 2013).
Los grupos éster incluidos en el almidén durante la succinatacion con OSA, son preparados
comercialmente por la reaccion bésica de anhidridos de alquenil succinico con el almiddn
granular en suspension acuosa. La sustitucion puede ocurrir en las posiciones 2, 3y 6 de los
carbones de la unidad de glucosa. Con la incorporacion de grupos hidrofébicos alquenil en
una molécula de almidén normalmente hidrofilica, el almidon modificado adquiere
propiedades de superficie activas. Los OS se han utilizado para estabilizar concentrados de
sabor en bebidas, aceite en preparaciones de ensalada y en encapsulado de sabores, fragancias

y vitaminas en formulaciones secadas por aspersion (Murua et al., 2009).

1.8.3. Extrusion

La extrusion, proceso que combina etapas de mezclado continuo, de coccién y de formacion,
es un proceso versatil, donde se emplean tiempos cortos a altas temperaturas y distintas
presiones con cizallamiento, es de bajo costo, ademas de ser una tecnologia muy eficiente en
el procesamiento de alimentos, esta constituido principalmente de un alimentador, un
preacondicionador, un tornillo sinfin, un cilindro enchaquetado y una matriz (Figura 1.2), se

comporta como intercambiador de calor, debido al flujo de calor entre las paredes del
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cilindro, el tornillo y el material alimentado (Vargas-Solorzano et al., 2014). Las variables
de operacion, tales como el perfil de temperatura, velocidad y tipo de tornillo aunado con la
velocidad de alimentacion, promueven la alteracion mecénica y transformacion del granulo
de almiddn (Zepon et al., 2013). Uno de los parametros mas importantes que influye en las
diferentes reacciones sobre el granulo de almidon en el proceso de extrusion es la energia
mecanica especifica (SME). SME es la cantidad de energia mecéanica (trabajo) disipado como
calor dentro del material, expresado por unidad de masa del material (Godavarti & Karwe,
1997).

Los extruidos a base de almiddn, son mas complejos que los obtenidos con otros polimeros,
debido a las transiciones multifasicas que ocurren principalmente por los tratamientos
térmicos, presiones y esfuerzos mecanicos (Figura 1.2), derivando reacciones fisicas y
estructurales sobre el granulo de almidén como lo es la gelatinizacion, expansién de granulos,
fusion, recristalizacion, disrupcion granular y formacion de complejos entre la amilosa con
los componentes del granulo de almidén (Borries-Medrano et al., 2016; Xie et al., 2016;
Alam et al., 2016), sin embargo, el contenido de humedad del almidon durante la
alimentacion y las temperaturas de extrusion permiten obtener almidones con propiedades

fisicoquimicas distintas (Gulati et al., 2016).

Alimentador

Tomillo Chaqueta

Matiiz
Termopar

Retencion

? ke | |

Zona de Zona de Zona de
Alimentacion Transicion Alta Presion

Figura 1.2. Esquema de un extrusor y sus componentes. (Murua et al., 2009)
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1.9. Pectina

La pectina actia como material de pared en la célula vegetal, esta conformado principalmente
por acido galacturonico, producto generado a partir de la oxidacion de la galactosa (Yapo,
2011), es comunmente utilizada como agente gelificante y estabilizante (Willats et al., 2006).
Sasaki et al. (2015), han reportado que la adicion de pectina aumentd la viscosidad de las
suspensiones de almidon. Las pectinas se clasifican como pectinas de alto metoxilo o de bajo
metoxilo. Los dos grupos tienen diferentes propiedades y gelifican bajo condiciones
diferentes (Willats et al., 2006).

1.9.1. Pectinas de bajo metoxilo.

Las pectinas de bajo metoxilo tienen la mayoria de grupos carboxilo libre. En realidad, sélo
20-40% de los grupos carboxilo estan esterificados. Por tanto. La mayoria estan disponibles
para formar enlaces cruzados con iones divalentes como el calcio. Si se forman suficientes
enlaces cruzados, se puede obtener una red tridimensional que atrapa liquido, formando un
gel. Las pectinas de bajo metoxilo pueden, por lo tanto, formar geles en presencia de iones

divalentes, sin necesitar azucar o acido (Willats et al., 2006).

1.9.2. Pectinas de alto metoxilo.

Las pectinas de alto metoxilo tienen una elevada proporcion (normalmente 50-58%) de
grupos carboxilos esterificados. La mayoria de los grupos acidos, por tanto, no estan
disponibles para formar enlaces cruzados como iones divalentes, asi, estas pectinas no

forman geles de esta manera (Willats et al., 2006).

1.10. Liberacion de compuestos

El desarrollo de sistemas de trasporte y de liberacion controlada de compuestos activos es
una de las estrategias de uso frecuente en la formulacion de alimentos funcionales. La
liberacion controlada se define como el mecanismo mediante el cual, uno 0 mas compuestos
activos, puede dirigirse a un sitio especifico, en un tiempo y con una velocidad modulada
(Mastromatteo et al., 2010). Las principales etapas involucradas en el proceso de liberacion,
son: 1) difusion del compuesto activo a la superficie, 2) mecanismo de transporte, desde la

superficie de la matriz al medio y 3) disolucidn del compuesto activo en el medio circundante
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(Siepmann & Peppas, 2012). La velocidad de liberacion dependera de factores internos y
externos, tales como: geometria del sistema, tipo de matriz encapsulante, naturaleza del
compuesto activo, cantidad de compuesto encapsulado, temperatura, solvente de liberacion,
velocidad de agitacion, presion, pH (&cido, base, buffer), accion enzimatica, entre otros
(Siepmann & Siepmann, 2008). Los mecanismos mas importantes que regulan la velocidad
de liberacion de un compuesto activo, son: difusion, hinchamiento, biodegradacidn/erosion
y presion osmotica. La relevancia de cada uno de ellos dependera en gran medida de la
composicion de la matriz polimérica y del medio circundante, por lo que el agente activo

puede ser liberado al medio por uno o por varios mecanismos actuando simultaneamente.

1.10.1. Liberacion por difusion

El comportamiento de liberacion de agentes activos es el resultado del fendmeno de difusion
en el polimero y de restricciones de transferencia de masa en la interface polimero/liquido
(Kaunisto et al., 2011). La migracién del compuesto activo al medio de liberacion puede
darse directamente a través de la estructura molecular del polimero o bien, a través de macro
0 microporos existentes en la matriz polimérica (Siepmann & Peppas, 2012). EI modelo mas
comun para estudiar la difusion es el propuesto en las leyes de Fick:

v Primera ley de Fick

La primera ley de Fick establece que, en estado estacionario, la velocidad de transferencia de
una sustancia que difunde a través de la unidad de &rea de una seccion, es proporcional al

gradiente de concentracion (Ec. 1).

]=_D'[Z_; Ec. 1

En esta ecuacion, J es la velocidad de flujo por unidad de &rea, C es la concentracion del
compuesto que difunde, x es la direccidn espacial normal a la seccién y D es el coeficiente

de difusion.
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v' Segunda ley de Fick

La mayoria de las situaciones préacticas de difusion, son en estado no estacionario. Es decir,
el flujo de difusion y el gradiente de difusion varian con el tiempo. En condiciones no

estacionarias el uso de la segunda ley de Fick resulta mas apropiado (Ec. 2).

02 92 92
c 4 Ty o) e 2

En esta ecuacion, C es la concentracion de la especie que difunde, t el tiempo, D es el
coeficiente difusion y x, y y z, las coordenadas espaciales. Las condiciones iniciales y de
frontera a tener en cuenta para la resolucion de las ecuaciones varian para cada tipo de sistema

de liberacion (Siepmann & Peppas, 2012).
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JUSTIFICACION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs) son un problema a nivel mundial,
afectando a miles de personas anualmente, debido a la ingesta de alimentos contaminados
por microorganismos patégenos, que llegan a sobrevivir a los tratamientos térmicos o que
llegan al producto después del tratamiento térmico, por malas practicas de higiene, causando
altos indices de morbilidad y mortalidad. El jamon es un producto carnico cocido, curado,
elaborado principalmente a partir del pernil de cerdo, es uno de los alimentos de mayor
consumo en paises desarrollados y subdesarrollados. Sin embargo, el jamoén es un medio
apropiado para el desarrollo de bacterias patdgenas, puesto que posee una gran cantidad de
agua, minerales, compuestos nitrogenados, carbohidratos susceptibles a fermentacion y un
pH favorable para el desarrollo microbiano, por lo que se han implementado diversos
métodos de conservacion de origen natural, como lo son los extractos de célices de Hibiscus
sabdariffa L. que se han afiadido en la elaboracion del jamén, sin embargo, no se ha logrado
la formacion del jamén debido a la incompatibilidad de los compuestos presentes en el
extracto, por lo que se pretende implementar el método de microencapsulacion mediante la
utilizacion de almidon de maiz, triplemente modificado (hidrolizado/succinatado/extrudido)
y pectina, con la finalidad de proteger los compuestos del extracto HS de factores extrinsecos
e intrinsecos, ademas de proporcionar caracteristicas emulsificantes y estabilizantes para la
elaboracion del jamon, asi como también permitir una liberacion gradual del extracto al
medio (jamon), para mantener inocuo el producto durante un periodo de tiempo determinado.
El extracto encapsulado podria aplicarse en la elaboracion del jamén como un antimicrobiano
de origen natural, protegido mediante un material de pared triplemente modificado,
contribuyendo al control de la inocuidad microbiana y disminuyendo el riesgo que significa

el uso de antimicrobianos quimicos convencionales.
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HIPOTESIS

El extracto acetonico de Hibiscus sabdariffa L. encapsulado con un almidén triplemente

modificado y pectina tiene efecto antimicrobiano durante la vida util de un embutido.

OBJETIVOS
Objetivo General
Microencapsular extracto acetonico de Hibiscus sabdariffa L. utilizando un almidon
triplemente modificado y pectina para determinar el efecto antimicrobiano de las

microcapsulas en medio de cultivo y en un embutido.

Objetivos especificos

e Obtener extracto acetdnico de calices de Hibiscus sabdariffa L. y evaluar su efecto
antimicrobiano in vitro.

e Optimizar el proceso de hidroélisis acida sobre almidén de maiz.

e Esterificar y caracterizar el almidon de maiz hidrolizado fisicoquimicamente.

e Optimizar el proceso de microencapsulacion del extracto acetonico de Hibiscus
sabdariffa L. utilizando almidon modificado y pectina.

e Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto acetonico de Hibiscus sabdariffa L.
microencapsulado en jamon.

e Determinar los coeficientes de difusion del extracto accetonico microencapsulado en

agar.
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CAPITULO 11



Materiales y métodos

2. Materia prima

Los célices de Hibiscus sabdariffa L., de la variedad criolla, fueron proporcionados por la
Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, odquiridas en el municipio de Tecoanapa,
Guerrero, México. Se utilizd almidon de maiz de la marca starch of maize company
industrializadora de maiz (IMSA), S.A. de C.V., en México, la pectina de bajo metoxilo
(MLP) se obtuvo de Ingredion México, S.A. de C.V. Los grupos éster de 2-octen-1-yl
succinic anhydride (OSA, 97% purity), se obtuvo de Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
USA, finalmente el acido clorhidrico se adquiri6 en J.T. Baker (37%, pureza). Los reactivos

fueron de grado analitico.

2.1. Caracterizacion fisicoquimica de almidon nativo y modificado

2.1.1. Determinacion del contenido de amilosa

El contenido de amilosa del almidén de maiz nativo (CS) se determind bajo la metodologia
descrita por Gibson et al. (1997), utilizando un kit de ensayo Megazyme, K-AMYL 07/11
(Megazyme International, Ireland Ltd., Irlanda). Las determinaciones se realizaron por

triplicado Unicamente para el almidon nativo.

2.1.2. Solubilidad (S) y poder de hinchamiento (SP) en funcion de la temperatura

La solubilidad y el poder de hinchamiento de los almidones hidrolizados y succinatados se
midieron de acuerdo a la metodologia descrita por Anderson et al. (1969). Brevemente se
peso 1 g de almiddn en base seca, en un tubo de centrifuga de 50 mL y se adicionaron 10 mL
de agua destilada, la suspension se homogenizo durante 3 min con un vortex. Posteriormente,
se centrifugd a 13,000 g por 10 min en una ultracentrifuga (Optima XL-100K ultracentrifuge
Beckman Coulter, CA, USA), el sobrenadante se transfirio a una charola de aluminio a peso
constante y se seco (peso soluble) en una estufa a 100 °C durante 24 h (S/marca: drying oven
DHG-9075), mientras que el sedimento fue pesado. La solubilidad y poder de hinchamiento

se calcularon usando las ecuaciones 3 y 4:

S (%) = (Peso soluble/peso seco almidon) * 100 (Ec. 3)
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SP (g/g) = (Peso sedimento / peso seco almiddn) (Ec. 4)

Para determinar la solubilidad y el poder de hinchamiento en funcion de la temperatura, se
siguio el mismo procedimiento, solamente se afiadié una etapa de acondicionamiento a la
temperatura seleccionada (25, 60, 70, 80 y 90 °C), una vez homogenizada la suspension de
almiddn, esta se coloc6 en bafio Maria por 30 min con agitacion en un vortex, posteriormente,
la muestra se enfrié en otro bafio Maria a 4 °C, hasta alcanzar la temperatura ambiente (25
°C).

2.1.3. Determinacion de la viscosidad pico (VP)

La viscosidad de pico de los almidones hidrolizados y succinatados, se midi6 en un
analizador Rapid Visco (3C, Newport Scientific Pty. Ltd., Sydney, Australia). Se pesaron 2.5
g (base seca) de cada muestra y se afiadio agua destilada hasta alcanzar un peso total de 28
g. La muestra se colocd en el equipo, se agit6 a una velocidad de 960 rpm durante 10 s, en el
intervalo de 25 a 50 °C, se mantuvo a 50 °C durante 1 min. Posteriormente, la muestra se
calent6 de 50 a 92 °C a una velocidad de calentamiento de 5.6 °C/min y se matuvo en
agitacion a una velocidad angular de 160 rpm. Una vez alcanzada la temperatura indicada
(92 °C), estd se mantuvo durante 5 min. A continuacion, la muestra se enfrio a la misma
velocidad de calentamiento y velocidad angular hasta 50 °C, manteniendo la temperatura

constante durante 2 min. Cada muestra se analiz6 por triplicado.

2.1.4. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Las propiedades térmicas de los almidones hidrolizados y succinatados se determinaron en
un calorimetro diferencial de barrido (Modelo 822E. Mettler Toledo, Griefensee, Zurich, Sz),
bajo la metodologia descrita por Fonseca-Florido et al. (2016). Se pesaron 4 mg de muestra,
en base seca, se colocaron en crisoles de aluminio estandar de 40 uL, se adiciono agua
destilada hasta alcanzar una relacion 1:4 (almidon/agua) y como referenciase utiliz6 un crisol
vacio. La rampa de calentamiento empleada fue de 25-95 °C, con una velocidad de 5 °C/min.
Se determind la temperatura de inicio (To), de gelatinizacion (Tp), final (Te) y la entalpia de
gelatinizacion (AH). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.
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2.1.5. Analisis de perfil de textura (TPA)

Se prepararon geles a partir de las muestras de almidones hidrolizados al 20% de solidos (1:4
almidon-agua), cada muestra se colocé y sellé en una jeringa de plastico, las muestras se
homogenizaron por 3 min, posteriormente, se calentaron con agitacion constante (90 °C/30
min), una vez obtenidos los geles, se enfriaron a temperatura ambiente (25 °C) y se
refrigeraron a 4 °C por 24 h. Los geles fueron desmoldados y cortados para obtener muestras
de 25 mm de diametro por 10 mm de alto. El perfil de textura se evaluo en un texturometro
(TA-XT plus, Stable Micro Systems, United Kingdom MA, USA). Para el andlisis de perfil
de textura (TPA), las muestras fueron sometidas a dos ciclos de compresion a un 30% de
altura inicial, con una velocidad de 2 mm/min. El valor de dureza se calcul6 a partir del

grafico de TPA. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

2.1.6. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La morfologia de los almidones hidrolizados y succinatados, asi como también de las
muestras obtenidas por secado por aspersion, se observaron en un microscopio electronico
de barrido (modelo JEOL JSM-6300 Akishima, Tokyo, Japdn). Las muestras secas se
colocaron sobre un porta-muestras cubierto con cinta electro-conductiva de carbono de doble
cara, posteriormente, fueron recubiertas con una capa de oro. Las condiciones bajo las cuales
se observaron fueron 15 A y 20 kV. El tamafio de los granulos de almidén fue obtenido

mediante el promedio de 20 mediciones.

2.1.7. Hidrdlisis &cida

La hidrolisis acida del almidon de maiz, se realiz6 empleando un disefio central compuesto,
rotable (Tabla 2.1) con 16 tratamientos y 8 puntos centrales, para cada uno de los
tratamientos, la hidrolisis se llevé a cabo de la siguiente forma. Cien gramos de almidon, en
base seca, se colocaron en un matraz Erlenmeyer de 500 mL, al cual se le adicionaron 300
mL de una solucidon acuosa de acido clorhidrico (HCI), cuya concentraciones fueron
establecidas en base al disefio experimental) y se dejo en agitacion de acuerdo al tiempo
(Tabla2.1), atemperatura ambiente (25 °C), posteriormente, la solucion se neutralizé (NaOH
al 20 %), después se lavo tres veces con agua destilada y se centrifugd a 8000 g por 15 min

(centrifuga Hermle Labortechnik modelo Z300K, Wehingen, Alemania). El almidon
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precipitado se seco en una estufa con circulacion de aire (Lab-Line, Ambi-Hi- Low Chamber,
Livonia, Michigan, USA) a 40 °C, durante 24 h, luego fue molido y tamizado utilizando una
malla de 250 um. Posteriormente, se colocaron en bolsas de polietileno (Ziploc Brand Bags,

Racine, Wisconsin, USA) y se almacenaron hasta su posterior analisis.

Tabla 2.1. Disefio central compuesto rotable de dos factores (0a=1.414).

Variable independiente Niveles
-0l -1 0 1 o

Tiempo (h) 137 2 35 5 562
Concentracion de HCI (mol/L) 139 202 35 5 570

2.1.7.1. Optimizacion del proceso de hidrdlisis acida

Una vez obtenidos los datos, se analizaron por regresion lineal multiple, obteniendo gréaficas
de superficie de respuesta. Se utilizo el paquete estadistico Design-Expert (version 7.1.5.,
Stat-Ease, Minneapolis, USA) con un nivel de confianza del 95%. La optimizacién del
proceso de hidrolisis acida, se realiz6 con la metodologia de sobreposicion de superficies de
respuesta, donde las respuestas seleccionadas fueron: viscosidad de pico (VP), indice de
solubilidad (S) y poder de hinchamiento (SP), estos tltimos determinados solo a temperatura
ambiente (25 °C). Los datos experimentales se ajustaron a un modelo polinomial de segundo

orden representado en la ecuacion 5:

Y= fo+ fiXat BoXo + ProXiXe + fraXa®+ PaoXo? Ec.5

donde y es la variable de respuesta, x1 el tiempo de hidrolisis y x> la concentracion de acido

clorhidrico.

2.2. Esterificacion

2.2.1. Grado de sustitucion (GS) y eficiencia de reaccion (ER)

Los almidones [nativo succinatado (OSCS) e hidrolizado optimé succinatado (HOSCS)]

fueron esterificados con 2-octen-1-il-succinico anhidrido (OSA, 97% de pureza, Sigma-

Aldrich Co., St. Louis, MO, EE.UU.) al 3%, calculo realizado en base al peso seco del
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almidon, segun la Administracion de Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos (FDA,
1994). El proceso de esterificacion y el grado de sustitucion (GS) se determinaron de acuerdo
a la metodologia descrita por Bhosale & Singhal, (2006). Se prepar6 una suspension en agua
al 35-40% de sélidos del almiddn (base seca), sometido previamente a una hidrdlisis &cida,
se mantuvo en agitacion constante y se le adiciond por goteo, octenil succinico anhidrido en
una proporcién de 2 mL/100 g de almiddn en base seca, durante 2 h y se ajust6 el pH entre
8.0 y 8.5 continuamente, con una solucion al 20% de NaOH. Se mantuvieron las mismas
condiciones durante un tiempo total de 6 h. Posteriormente se ajust6 el pH a 6.5 con HCI (5
M) vy la suspension fue centrifugada a 10,000 rpm, durante 15 min (Centrifuga Hermle
Labortechnik, Germany modelo Z300K). Se llevaron a cabo 3 lavados del sedimento con
agua destilada, para eliminar residuos del reactivo. EI almidon succinatado se sec6 en una
incubadora de aire circulante (Lab-Line, Ambi-Hi-Low Chamber, EE.UU.) a 40 °C durante
24 h, posteriormente fue molido en un mortero y cribado en una malla de 300 um, después
se introdujeron las muestras en bolsas (Ziploc Brand Bags) y se almacenaron en un recipiente
de plastico sellado a temperatura ambiente (25 °C) para sus posteriores analisis.

El grado de sustitucion (GS) con OSA, se determiné de acuerdo con el método descrito por
Bhosale & Singhal (2006). Se pesaron 5 g de almidén en base seca (modificado y sin
modificar), fueron suspendidos en 50 mL de agua destilada y se adicionaron 25 mL de una
solucion acuosa de NaOH 0.5 N a la mezcla de almidones y se dejé reposar durante 24 h. El
exceso de alcali fue titulado con una solucion estandar de HCI 0.5 N, usando fenolftaleina
como indicador. Las muestras de almidén nativo fueron usadas como blancos. El porcentaje

de sustitucion de los grupos OSA fue calculado mediante la ecuacién 6:

(V blanco—-V muestra)x0.1 XN X100

% OSA sustitucion = " Ec. 6

Donde V blanco, es el volumen de HCI gastado en la titulacion del blanco (mL); V muestra,
correspone al volumen de HCI gastado en la titulacion de la muestra (mL) del almidon
succinatado; W, es el peso de la muestra (g); N, Normalidad de la solucion de HCI.

El grado de sustitucion (GS) fue calculado a partir del valor obtenido del % OSA

sustituyéndolo en la ecuacion 7:
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162 x OSA sustitucion
GS =

= ——x 100 Ec. 7
21,000-(209 x OSA sustiucién

Donde 162 = masa molecular de la unidad de glucosa anhidra; 21.000 = 100 x masa molecular

del grupo octenil succinico; 209 = masa molecular del grupo octenil succinico.
La eficiencia de reaccion (ER) se determind bajo la ecuacién 8:

Actual GS
ER=—7F7——
Teorico GS

x 100 Ec. 8
El GS tedrico, se calculd sobre la base del supuesto de que OSA reaccioné cuantitativamente

en el almidén para formar el derivado éster.

Los almidones modificados obtenidos fueron avaluados mediante solubilidad (S) y poder de
hinchamiento (SP) en funcion de la temperatura, viscosidad de pico (VP), calorimetria
diferencial de barrido (DSC), microscopia electronica de barrido (SEM), empleando las
metodologias descritas anteriormente, anexando métodos espectroscopicos descritos a

continuacion.

2.2.2. Espectroscopia de infrarrojo (FT-IR)

Los espectros FT-IR de los almidones de maiz, nativo y modificados, se obtuvieron
utilizando un espectrofotometro de infrarrojo (Perkin Elmer System 200 FT-IR) equipado
con un sistema de reflectancia total atenuada (ATR) a una temperatura de 25 = 2 °C. Para
cada muestra se colectaron 48 barridos con una resolucion de 4 cm™ y de estos se obtuvo un

valor promedio. Se trabajé en la region de 400 a 4,000 cm™.

2.2.3. Espectroscopia de Raman (FT-Raman)
Los espectros de Raman, se obtuvieron en un Espectrometro FT-Raman 2000R NIR de
Perkin Elmer (Perkin Elmer, Inc., MA, EE.UU.) equipado con un laser Nd: YAG, que emitia

a una longitud de onda de 1064 nm y un detector InGaAs. Para estos analisis, se utilizé la
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geometria refractiva de retrodifusion a 180°. El espectrémetro se manipulo mediante el
software Perkin-Elmer Spectrum. Los datos espectrales para el almidon de maiz se
obtuvieron con una resolucion de 4 cm™ con una potencia laser nominal de 500 mW. Para
cada espectro, se acumularon 20 exploraciones para asegurar una relacion sefial/ruido

aceptable. Todos los espectros Raman se corrieron a temperatura ambiente (25 °C).

2.3. Extrusion de almidon modificado

El almidon de maiz succinatado hidrolizado (HOSCS), fue extrudido en un extrusor de un
tornillo simple (KE 19 Brabender, Germany), el barril del extrusor es estriado y esta divido
en tres zonas de calentamiento, las temperaturas del barril del extrusor se establecieron en
80, 110, 110 y la de la matriz en 120 °C. Se utilizé un tornillo con una relacion de compresion
2:1 y una velocidad de 250 rpm, la velocidad de alimentacion fue de 30 g/min. Se utilizé una
matriz circular con una boquilla de salida de 4 mm de didmetro interno. La humedad del
HOSCS fue del 20%. La muestra extrudida se coloco en una estufa con circulacion de aire
(Lab-Line, Ambi-Hi-Low Chamber, Livonia, Michigan, EE.UU.) a una temperatura de 65
°C durante 3 h, finalmente se molid, utilizando una licuadora de cocina (Oster, modelo
Bpst02 BOO - L0202, México) y se tamizé en una malla con una abertura de 250 um. El
almidon de maiz succinatado hidrolizado extrudido (EHOSCS) fue almacenado en bolsas de

polietileno hasta su posterior uso.

2.4. Obtencion del extracto acetonico de Hibiscus safdariffa L.

El extracto acetdnico de HS se obtuvo bajo la metodologia descrita por Cruz-Galvez et al.
(2013). Se pesaron 100 g de calices, se dejaron macerar en acetona, en un recipiente sellado
por siete dias. El extracto se filtré (Whatman Papel N° 2) y se concentrd en un evaporador
rotatorio R-205Vv800, Bichi Labortech ink AG. CH-9230, Flawil, Suiza, hasta retirar el
disolvente, recuperandose el extracto obtenido en un cristalizador, colocandolo en una estufa
con circulacién de aire (Lab-Line, Ambi-Hi-Low Chamber, Livonia, Michigan, EE.UU.) a
una temperatura de 50 °C, para retirar en su totalidad la acetona restante, el extracto
concentrado se almaceno en recipientes de cristal color ambar a 4 °C para su posterior uso y

analisis.
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2.5. Proceso de microencapsulacion del extracto de HS y optimizacién

Para la optimizacién del proceso de microencapsulacion, se utilizé un disefio experimental
factorial completo 23, donde las variables independientes analizadas fueron la relacion de
almidon modificado y pectina de bajo metoxilo (MLP) a diferentes porcentajes (0, 5y 10%),
asi como la temperatura de secado (Tabla 2.2). Las variables respuesta fueron el coeficiente
de difusion, la eficiencia de encapsulacion, la higroscopicidad y la actividad antimicrobiana
in vitro. EI EHOSCS con MLP se mezclaron en base seca, de acuerdo al disefio de
experimentos (Tabal 2.2), mientras que la concentracidn del extracto adicionado, se mantuvo
constante a 6 g/100 mL, posteriormente se mezclaron todos los componentes, presentando
una concentracion de solidos solubles totales (SST) de 16 g/100 mL. La cantidad de extracto
adicionado se determiné de acuerdo a los resultados obtenidos en ensayos previos utilizando
solo almidén modificado como material de pared, de acuerdo a la concentracion minima
inhibitoria (CMI) del extracto encapsulado contra bacterias patégenas. Todos los
componentes fueron mezclados en una parrilla con agitacion por un periodo de 30 min,
posteriormente se sometié a homogenizacién utilizando un Ultra Turrax T-Homogenizer 25-
SIa 12000 rpm durante 4 min (IKA Works, Wilmington, NC, USA) con ayuda de una propela
S25N-25G-ST, una vez homogenizadas las mezclas, se alimentaron en un secador por
aspersion (Buchi B-191 Labortechnik AG laboratory spray dryer, Flawil, Switzerland), con
una boquilla de 0.5 mm, a una velocidad de flujo de 10 mL/s bajo las condiciones establecidas
por en el disefio experimental. Las microcapsulas obtenidas se recuperaron y se almacenaron
en bolsas de polietileno con sello hermético a 4 °C, las cuales fueron aisladas de la luz, hasta
futuros analisis.

La optimizacién del proceso de encapsulacion se realizd utilizando el software estadistico
Design expert version 7.1 (Stat-Ease, Inc., MN, USA). Las respuestas utilizadas para la
optimizacion fueron; el maximo coeficiente de difusion de los compuestos fendlicos, la
méaxima inhibicion contra microorganismos patégenos (L. monocytogenes, S. aureus, E. coli,
Salmonella y Shigella), la méaxima eficiencia de encapsulacién y la menor higroscopicidad.
Las condiciones Optimas teoricas se validaron experimentalmente, realizando tres

experimentos bajo las condiciones Gptimas.
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Tabla 2.2. Disefio experimental factorial 2% para la optimizacion del proceso de
microencapsulacion.

Pectina (%) Temperatura de secado (°C) Almidon modificado base seca (g)

100 10
0 (0g) 120 10
140 10
100 9.5
5 (0.5) 120 9.5
140 9.5
100 9
10 (1.0 g) 120 9
140 9

2.5.1. Caracterizacion de microcapsulas

A las microcapsulas obtenidas se les determind su actividad de agua, pH, contenido de
humedad, higroscopicidad, contenido total de compuestos fenolicos (PTC), Eficiencia de
encapsulacion (EE), tamafio de particula y distribucion de tamafio de particula, cuyas
metodologias se describen a continuacion. Todas las determinaciones fueron hechas por

triplicado.

2.5.1.1. Actividad de agua (aw)
Se utiliz6 un medidor de actividad de agua (AquaLab LITE PawKit, Decagon Devices,

EE.UU.) para medir aw del extracto y de las microcédpsulas.

2.5.1.2. pH

Para determinar el pH del extracto y de las microcapsulas, se suspendieron 5 g de muestra en
30 mL de agua desionizada a temperatura ambiente (25°C), y se midieron usando un pH
metro previamente calibrado con soluciones buffer estandar de pH 7 y 4.

2.5.1.3. Humedad

El contenido de humedad del extracto y de las microcapsulas se determin6 por la metodéloga
descrita por la AOAC (ANO), método nimero 925.10, utilizando una estufa (Lab-Line,
Ambi-Hi-Low Chamber, Livonia, Michigan, EE.UU.) a 130°C durante 1 h por diferencia de

pesos después del secado.
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2.5.1.4. Higroscopicidad

La higroscopicidad de las microcapsulas se determiné mediante la metodologia descrita por
Tonon et al. (2008). Se colocd 1 g de muestra seca sobre un recipiente hermético, dentro de
una incubadora (modelo LCO-266 AIP DAIHAN LABTECH INDIA PVT.LTD), bajo las
siguientes condiciones: temperatura 25 °C y humedad relativa del 75.3%. Las muestras se
pesaron después de una semana y se determing la higroscopicidad y se expreso en g de agua

adsorbida por 100 g de sélido seco (100 g/qg).

2.5.1.5. Compuestos fendlicos totales, superficiales y eficiencia de encapsulacion

Los compuestos fendlicos totales (CFT) y los compuestos fendlicos superficiales (CFS),
fueron cuantificados por espectrofotometria de acuerdo a la metodologia descrita por Diaz-
Bandera et al. (2015) y Saenz et al. (2009), con algunas modificaciones. Primeramente, se
construyo una curva estandar, utilizando diferentes concentraciones de acido galico, desde
0.01 hasta 0.1 mg mL™. Para la determinacion de CFT fueron pesados 3 mg de microcépsulas
y dispersadas en 15 mL de una solucion de etanol, acido acético y agua (50:8:42). Esta
dispersion se agito en un Vortex por 1 min y luego se ultrasonico por 30 min. El sobrenadante
se centrifugo a 12,000 rpm por 10 min y se filtr6 (0.45 pm Millipore filter). Las
concentraciones de compuestos fenolicos fueron cuantificados por el método de Folin-
Ciocalteau y se expresd en mg equivalentes de acido galico (mg GAE) por g de material seco.
Para la determinacion de CFS, se emplearon las mismas condiciones descritas anteriormente,
Unicamente en este caso, se empleé como agente dispersante etanol-metanol (1:1). La
eficiencia de encapsulacion (EE), se calculé mediante el porcentaje de compuestos fendlicos
superficiales (CFS) y compuestos fendlicos teoricos totales (CFTT) de acuerdo a las

ecuaciones 9 y 10, respectivamente.

Compuestos fendlicos superficiales

CFS(%) 100 Ec. 9

Compuestos fenélicos tedricos totales

EE(%) = 100 — CFS (%) Ec. 10
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2.5.1.6. Distribucion de tamafio de particula

Se determind la distribucion del tamarfio de particula usando un analizador de tamafio de
particulas por difraccion laser (LS13320, Beckman Coulter), en una celda de flujo continuo.
El indice de refraccion (IR) de la muestra se fijo a 1.54. El IR de la fase continua se ajustd a
1.33 (agua) y el indice de oscurecimiento fue 8-10%.

2.6. Actividad antimicrobiana

2.6.1. Cepas

Para evaluar el efecto antimicrobiano de las microcapsulas, se utilizaron cepas de: S.
Typhimurium (ATCC 14028); L. monocytogenes (ATCC 19115); S. aureus (ATCC 25923);
S. sonnei (ATCC 12022); E. coli (ATCC 25922). Todas las cepas fueron marcadas con
resistencia a Rifampicina (R+) (Castro-Rosas & Escartin, 2000). La resistencia de las cepas
al antibidtico se mantuvo en el transcurso del estudio. Las cepas utilizadas se mantuvieron a
4-7 °C en agar base sangre (ABS) y se activaron en caldo soya tripticaseina (CST) con
incubacion de 35 °C/24 h.

2.6.2. Ensayos del extracto y microcapsulas en medio de cultivo

Se utiliz6 la técnica de difusion en agar, empleando discos de papel. Sobre el agar se
coloraron 100 uL de cepa (concentracion aproximada de 106 UFC/mL), la cual se extendio
en toda la superficie del agar, con la ayuda de una varilla de vidrio (doblada en forma de
“L”), hasta que el inoculo se absorbi6. Posteriormente, sobre cada placa inoculada, se
colocaron 10 pL del extracto (500, 100, 20 mg/mL), sobre un disco de 5 mm de didmetro.
Para las microencapsulas, se colocaron directamente en el agar 10 mg de polvo obtenido
cubriendo un diametro de 5 mm, las cajas se mantuvieron a temperatura ambiente (25 °C),
hasta que que las microcapsulas fueron absorbidas por completo; las cajas se incubaron a 37
°C durante 24 h. Después de la incubacion, con ayuda de un vernier digital, se midié el

didmetro de cada una de las zonas de inhibicion formadas.

2.6.3. Elaboracion del jamén
Se elabord jamdn bajo la metodologia descrita por Aguilar-Rico et al. (2011), brevemente,

se compro pierna de cerdo y en el laboratorio se deshueso y se separd la carne magra del
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tendon y grasa excedente. La carne fue molida, posteriormente se prepard la solucion de
salmuera con agua/hielo (1:1) y se agito durante 10 min hasta disolver completamente todas
las sales y aditivos empleados. Una vez preparada la salmuera, se deposit6 junto con la carne
y las microcépsulas optimas en un recipiente hermeético cerrado, para masajear, hasta
observar una buena extraccion de proteina durante 60 min. Después del proceso de masaje,
la pasta se dejo en refrigeracidn y vacio por un periodo de 18 h. Posteriormente se embutio
y cocio el jamon, hasta alcanzar una temperatura interna minima de 68 °C a 72 °C. Finalmente
se enfrid y se refrigeré a 4 °C. Se elaboraron tres jamones (con microcapsulas optimas, sin

microcapsulas y sin benzoato sédico como conservador).

2.6.4. Ensayos en jamon

En condiciones de higiene, el jamén fue cortado en trozos (aprox. 2.5 x 2.5 cm) y se colocaron
en bandejas de acero inoxidable. Cada trozo de jamon, se inoculé con aproximadamente 6
log UFC/mL de una suspension de cada bacteria de forma individual de S. aureus y S.
Typhimurium, mediante la colocacion de 10 uL, en el centro de una superficie externa del
trozo de jamon. Una vez inoculadas todas las piezas, se dejaron en reposo por 30 min,
finalmente, se empaco al vacio, empleando empaques especiales para ello y se almacené a 5
+ 2 °C. Periédicamente, se tomaron al azar trozos inoculados con cada microorganismo y se
efectud el recuento de los patdgenos. Para esto, los trozos de jamon se colocaron en bolsas
de pléstico, con 20 ml de diluyente peptona. Posteriormente, los materiales fueron frotados
manualmente por la parte exterior de la bolsa por 1 minuto. Del contenido de la bolsa, se
tomd 1 mly se colocd en una caja Petri. Se realiz6 una dilucién decimal, se agito y coloco 1
ml de esta dilucion en una segunda caja Petri. Se agrego6 agar para métodos cuenta estandar
(con rifampicina 100 mg/L) en cada caja de Petri inoculada y se realizaron movimientos
circulares para homogenizar la distribucion de la muestra con el agar, posteriormente se
incubo a 37 °C durante 24 h. Finalmente se realizd el conteo de UFC. El conteo se realiz6
para cada muestra por triplicado, a los 0, 2, 5, 10, 15, 25 dias. Se utilizd un control positivo
(jamon inoculado/benzoato) y negativo (jamaén inoculado/sin benzoato y sin microcapsulas),
para este experimento se utilizaron las microcapsulas optimas, sustituyendo la fécula de maiz
en la elaboracion del jamon. Se decidié utilizar S. Typhimurium y S. aureus por su

importancia a nivel mundial, tanto en paises en desarrollo, como en paises desarrollados, los
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cerdos estan influenciados por ser portadores de Salmonella, mientras que S. aureus se
encuentra comunmente en la piel y fosas nasales del humano (Fernandez-Escartin, 2000), por
lo que existe el riesgo de que este patdgeno llegue a los productos carnicos durante su

elaboracion y manipulacion.

2.6.4.1. Recuentos microbianos

Para la cuantificacion de bacterias presentes en jamon, cada muestra se coloco en una bolsa
estéril con 20 mL de agua de peptona estéril (0.1%) y se homogenizd en un stomacher durante
90 s. Se realizaron diluciones decimales de esta suspension, utilizando peptona como
diluyente (0.1%). Los conteos se realizaron por triplicado, las suspensiones bacterianas se
diseminaron en placas con agar para métodos cuenta estandar, conteniendo 100 mg R +/L.
Las placas se incubaron a 35 + 2 °C, durante 24 h. Con el fin de evaluar la presencia de S.

aureus y S. Typhimurium.

2.7. Caracterizacion fisicoquimica y textural del jamon

2.7.1. Determinacion de pH

El pH de las muestras se determind bajo la metodologia descrita por Viuda-Martos et al.
(2011).

2.7.2. Rendimiento y humedad

El rendimiento se evlud bajo la metodologia descrita por Aguilar-Rico et al. (2011), se
calcul6 utilizando la relacion entre el peso del producto después de la coccion y el peso del
producto antes de la coccién. La humedad exprimible se midio utilizando tubos de centrifuga
de 50 mL, se colocaron 2 g de jamon sobre una capa de algodon, cubierta con un disco de
papel filtro Whatman No. 1, se centrifug6 a 6000 rpm durante 30 min, la muestra fue extraida
y pesada nuevamente, el porcentaje de humedad exprimible se reporté como la relacion entre

el peso final e inicial del jamoén.

2.7.3. Analisis de color

Se utilizo el espacio de color CIE Lab, determinando las coordenadas: luminosidad (L), tono

rojo (+a*) y tono amarillo (+b*). Las determinaciones de color se hicieron utilizando un
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espectrofotdbmetro MinScan by HunterLab (Reston, Virginia, USA). Las mediciones fueron
hechas por triplicado empleando como estandar la muestra de jamon elaborada sin

microcapsulas.

2.7.4. Analisis de perfil de textura (TPA)

El TPA se realizé con un texturometro (TA-XT plus, Stable Micro Systems, United Kingdom
MA, USA), equipado con una celda (P/75). EIl jamon se cort6 en rodajas de 5 cm de diametro
por 1 cm de espesor, se comprimid 20% de su altura original, con una celda de acrilico de ¥4
de pulgada a una velocidad constante de 1 mm/s. De las curvas fuerza-deformacion se
calcularon los pardmetros mecanicos primarios: dureza, cohesividad, adhesividad y

elasticidad, y los secundarios: masticabilidad y gomosidad.

2.8. Difusion del extracto microencapsulado in vitro

El ensayo de difusion del extracto de HS encapsulado fue determinado mediante los
coeficientes de difusion, empleando la metodologia descrita por Samprovalaki et al. (2012),
con algunas modificaciones. La superficie de un portaobjetos, con la ayuda de un plumoén de
punta fina, fue fraccionado en cuadrantes de 5 x 5 mm, mientras que a la segunda cara del
mismo se le afiadié y expandié agar métodos estandar (MS; Bioxon, Becton Dickinson,
México) a una temperatura de 50 °C (Fig. 2.1) hasta cubrir por completo el portaobjetos, con
el fin de tener un grosor aproximado de 3 mm, una vez solidificado el agar (25 °C),
posteriormente, en la parte inicial del centro del primer cuadrante, se colocaron 10 mg de
microcéapsulas, esto con la finalidad de obtener un flujo unidireccional del extracto acetonico
encapsulado, como control se empled extracto acetonico de HS sin encapsular, con una
concentracion de 1.5 g/25 mL (1:3 p/v), de este se tomo una alicuota de 10 pL. Finalmente
se realizaron cuidadosamente cortes de los cuadrantes cada 15 min con ayuda de un bisturi,
a cada cuadrante cortado se le determino el contenido de fenoles totales (CFT) para calcular
la difusibilidad del extracto de HS de las microcapsulas sobre el agar en funcion del tiempo

y de la distancia.
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c)

Figura. 2.1. Representacion esquematica del ensayo de difusién; a) Portaobjetos con
cuadrantes esquematizados, b) colocacién del agar sobre el portaobjetos, c) corte de

cuadrantes del agar.

2.8.1. Coeficientes de difusion de microcépsulas
Para calcular los coeficientes de difusion, se parte del modelo de difusion lineal de particulas

materiales en un medio, el cual se plantea a partir de la segunda ley de Fick (Ec. 11).

0c:(x,y.2)

9t Ec. 11

C- [D(X,y,Z) - C (x,y,z)] =

donde D es el coeficiente de difusion de la especie de concentracion ¢ en un punto espacial
(X, Y, 2) en el tiempo t.

Con respecto al experimento realizadd para la obtencion de los coeficientes de difusion de
forma unidireccional se obtuvé una ecuacion diferencial parcial (consecuencia inmediata de

la segunda ley de Fick) o ecuacion de difusion lineal (Ec. 12).

%c(xt) _ dc(xt)

D
0x2 ot

Ec. 12

Aplicando la transformada de Laplace a cada término en la ec. 11 se obtuvo la ecuacion 13.
L% - pefrr L€ Ec. 13
e~ DefT & 5 '

Por lo tanto, la ecuacion diferencial parcial (Ec. 14) se resolvi6 en una ecuacion ordinaria:
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— / t / t %
c=cycosh Deffx+cz sen h Deffx+t Ec. 14

Calculando C1y C; a partir de la ec. 14.

C,i—C,
¢, == Ec. 15

C = — Ec. 16

Entoces sutituyendo C1y Cz en la ec. 14 y resolviendo la ec. se obtuvo la ecuacion 17.

_ _ 4(€1-Co) voo 1 (2n—-1)2?n? Deff% (2n-1)mx
C=C—-———7> Y T € 12 Sen ——— Ec. 17

Donde C, es la fuerza impulsora de la transferencia de masa adimensional; T el tiempo
adimensional y D es la distancia adimensional con direccion de X.

El analisis de los datos obtenidos experimentalmente, para determinar los coeficientes de
difusion (D) en términos de parametros adimensionales, a través de una pared plana o una
membrana con un espesor de 5 mm (agar-gelificado), cuyos limites fueron establecidos de la
siguiente forma, primer cuadrante (0 mm) x = 0, hasta el Gltimo cuadrante (60 mm), x = I,
donde la sustancia isotropica del extracto encapsulado de HS (C) inicio a partir del primer
cuadrante, en el tiempo cero, iniciando la difusion sobre la superficie, hasta alcanzar el limite
de distancia del ensayo (60 mm) en determinado tiempo, para evaluar la difusion del extracto
sobre la superficie, se cuantificé el contenido de fenoles totales por cada cuadrante cada 15
min. Para obtener los valores de D, para cada tratamiento del disefio de experimentos (Tabla

2.2) se utilizo la ecuacion 17.
Por lo tanto, las condiciones limite establecidas fueron:
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T=0 X=0 y C=C,
T>0, X=+l y C=(

La ecuacion 17 se puede reescribir en términos adimensionales mediante las siguientes
ecuaciones (19, 20 y 21), partiendo de la obtencion de la concentracion de polifenoles totales

presentes en cada cuadrante, obtenidos cada 15 min, hasta el Gltimo cuadrante empleando la
ecuacion Ec. 17.

C = CC‘CC‘) Ec. 18
1—Co

T = % Ec. 19

X = § Ec. 20

2.9. Andlisis estadistico

Los datos cuantitativos se expresaron como la desviacion estandar £ media. Se realizé un
analisis de varianza (ANOVA), seguido de la prueba de Tukey, con un intervalo de confianza
del 95% (p <0.05). Se utilizo el software Origin version 8.0 (Origin Inc. Northampton, MA,
EE. UU.) Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
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CAPITULO I



RESULTADOS Y DISCUSION

3. Caracterizacion fisicoquimica de almiddn nativo y modificado

3.1. Efecto del tiempo de hidrolisis y de la concentracion de acido clorhidrico sobre las
propiedades fisicoquimicas de almiddn hidrolizado

El contenido de amilosa del almidon de maiz (CS) fue del 27+0.57 %. Los coeficientes de
regresion del modelo ajustado para todas las variables respuesta evaluadas para determinar
el efecto del tiempo de hidrolisis y de la concentracion de &cido clorhidrico sobre las
propiedades fisicoquimicas del almidon de maiz se presentan en la Tabla 3.1. Los valores de
los coeficientes de variacion (R?) de todos los modelos estuvieron comprendidos entre 0,72
a 0,97. El tiempo de hidrdlisis en sus términos lineal y cuadratico, tuvo un efecto
estadisticamente significativo (p<0.05) en todas las respuestas evaluadas, mientras que la
concentracion de acido clorhidrico, en ambos términos (lineal y cuadratico), presentd un
efecto estadisticamente significativo (p<0.05) para todas las respuestas evaluadas.
Finalmente, la interaccion entre el tiempo de hidrolisis y la concentracion de acido
clorhidrico mostro un efecto estadisticamente significativo (p<0.05) sobre las variables S60,
S70, S80, S90 y dureza.
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Tabla 3.1. Coeficientes estimados del modelo ajustado y nivel de significancia para todas las respuestas evaluadas para almidones
hidrolizados de CS.

Parametros de Intercepto Lineal Interaccion Cuadratico R2
respuesta S0 S1 o7 P12 pu S22
S25°C 4.2516 -1.3210 -1.9847 0.8893 0.0908 0.2072 0.91
S60 °C -32.5553 13.0323 15.3608 -4.0636 -0.9805 -1.6289 0.91
S70°C -35.2554 15.0651 19.2198 -5.29 -0.917 -2.2779 0.91
S80 °C -25.5997 2.2998 17.5676 -0.9041 0.7239 -2.7483 0.80
S90 °C -34.6288 8.767 19.9084 -2.8866 -0.4909 -2.9546 0.97
SP25 °C 0.2397 0.7117 1.2208 -0.3956 -0.0258 -0.1564 0.92
SP60 °C 10.0482 -4.6313 -0.7695 0.4412 0.7529 0.0755 0.72
SP70°C 14.1583 -3.2299 -3.228 0.8578 0.3251 0.4691 0.91
SP80 °C 14.7935 -4.004 -1.6418 1.466 0.4704 -0.0119 0.81
SP90 °C 18.8082 -4.975 -2.7948 1.0383 0.7427 0.1839 0.72
VP 1367.01 320.10 694.77 -202.46 -64190 -134.72 0.97
Dureza -27.02 17.37 17.36 -4.5622 -1.9769 -2.2502 0.91

Modelo en el cual 1, f11 Y f2, f22 corresponde al tiempo (h) y a la concentracion de &cido clorhidrico (%), respectivamente, para la
ecuacion: y = fo+ fixi+ foxa + froXiXe + frixa®+ PazX22. NUmeros con negrita presentan efecto significativo p<0.05. Viscosidad de pico
(VP), Solubilidad (S) y Poder de hinchamiento (SP) (25, 60, 70, 80 y 90 °C) y analisis de perfil de textura (Dureza).
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3.1.1. Efecto del tiempo de hidrolisis y de la concentracion de acido clorhidrico sobre la
solubilidad (S) y el poder de hinchamiento (SP) del almidon de maiz a diferentes
temperaturas

En la figura 3.1 (a, b, c, d, e), se muestran los gréaficos de superficie de respuesta para la
solubilidad (S) del almidén de maiz evaluados a diferentes temperaturas (ambiente, 60, 70,
80 y 90 ° C). De forma general se observd que la temperatura de evaluacion tuvo un efecto
significativo sobre la solubilidad del almidén de maiz hidrolizado. A temperatura ambiente,
esta variable se vio afectada ligeramente por la interaccion entre el tiempo de hidrolisis y la
concentracion de acido, ya que los valores oscilaron entre 0.9 y 2.5%, obteniéndose la mayor
solubilidad en condiciones severas de hidrélisis (5.62 h-5.7 mol/L), lo cual puede ser

explicado con base a la baja afinidad por el agua que tiene el almidon granular.

Los valores de S, determinados a 60 y 70 °C fueron de 5.4 y 8.8% respectvamente, viéndose
afectados principalmente por la concentracion del acido clorhidrico en sus dos terminos
(lineal y cuadratico), en segundo lugar, por el tiempo de hidrolisis (lineal y cuadratico), asi
como por la interaccion del tiempo de hidrolisis y la concentracion de &cido clorhidrico. Se
observé un aumento de la solubilidad, sin embargo, cuando el tiempo de hidrolisis alcanzo
su valor maximo y empez6 a aumentar la concentracion de acido, la solubilidad disminuyd,
observandose el mismo efecto cuando la concentracion de &cido alcanzo su méaximo valor,
en el valor mas bajo del tiempo de hidrolisis, cuando el tiempo aumento, la solubilidad bajo
la solubilidad del almidén. Alcanzandose los mayores valores de solubilidad al mayor tiempo
de hidrdlisis con la concentracion mas baja de acido. A 80 °C la solubilidad maaxma fue de
7.7%, sucede un fendmeno similar, sin embargo, se invierte el patrén de solubilidad, ya que,
en este caso, los maximos valores de esta respuesta, se obtuvieron con un tiempo de hidrdlisis
de aproximadamente 2.4 h y una concentracién de acido de 5 mol/L. A 90 °C presento una
solubilida maxima de 5.5%, en la cual se observé una disminucion en el almidon, en
comparacion con los valores de solubilidad obtenidos a 70 y 80 °C, tambien se observé que
el patron cambid, obteniendose los maximos valores de solubilidad a esta temperatura a un

tiempo de hidrolisis de 3.5 h y una concentracion de acido de 3.5 mol/L.
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Se ha demostrado que la hidrélisis acida es un enfoque eficiente para revelar la
microestructura de los granulos de almidon y modificar sus propiedades funcionales. La
hidrolisis acida ataca preferentemente la superficie de los granulos seguida de las regiones
amorfas sueltas dentro de los granulos de almiddn, que se componen principalmente de areas
amorfas centrales y anillos de crecimiento amorfos periféricos. La hidrélisis preferencial de
regiones amorfas da como resultado un aumento en la proporcion relativa de regiones
cristalinas y dobles hélices. Tanto la amilosa como la amilopectina se encuentran en la
superficie de los granulos y se atacan simultaneamente en las primeras etapas de la hidrolisis
acida. A medida que progresa la hidrdlisis acida, las propiedades funcionales del almidén
nativo se alteran significativamente, lo que puede usarse para diferentes aplicaciones
industriales (Wang & Copeland, 2015).
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Figura 3.1. Efecto del tiempo (h) de hidrolisis y concentracion de acido clorhidrico HCI (mol/L), sobre S a 25 °C (a), 60 °C (b), 70 °C
(c),80°C (d) y90 °C (e) y SP a 25 °C (f), 60 °C (g), 70 °C (h), 80 °C (i) y 90 °C (j).
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3.1.2 Viscosidad de Pico (VP)

En la viscosidad de pico (VP) de los almidones analizados (Fig. 3.2 a), los valores se vieron
afectados por la interaccion de las variables independientes, ya que estos valores
disminuyeron a medida que aumentaron las condiciones de hidrdlisis &cida (tiempo y
concentracion de acido clorhidrico), con valores que van desde 2271.54 a 800.4 cP. El
comportamiento presentado en el VP se atribuye a la despolimerizacién de las moléculas de
almidon (Ai y Jane 2015), lo que se correlaciona directamente con el aumento del S
observado (liberacién de dextrina) en funcion de la temperatura, originando valores de baja
viscosidad.

3.1.3. Analisis de perfil de textura (TPA)

La gelificacion del almidon es afectada fuertemente por su contenido y tamafio molecular de
la amilosa y amilopectina (Wang et al., 2003), por lo que la dureza de los geles de almiddn
es influenciada por la formacion de una red tridimensional de amilosa (Fig. 3.2 b). En la
dureza de los geles de almiddn se observé un aumento conforme las condiciones de hidrdlisis
incrementaron hasta 3.5 h-3.5 mol/L de HCI con un valor maximo de 16.5 N, sin embargo,
al seguir incrementandose las condiciones de hidrolisis la dureza disminuyd con valores hasta
de 9.3 N. A condiciones de hidrélisis moderadas la dureza de los geles incrementa debido a
la liberacion rapida de moléculas lineales de almidén para la formacion de un gel, mientras
que a prolongadas condiciones de hidrélisis se producen geles débiles por la reduccién de los
pesos moleculares y longitud de cadena (Abdorreza et al., 2012; Singh et al., 2009). La dureza
de los geles de CS fue favorecida por el contenido de amilosa de este almidon (27%)

permitiendo la formacion de una red tridimensional.
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Figura 3.2. Efecto del tiempo (h) de hidrolisis y concentracion de acido clorhidrico HCI

(mol/L), sobre la viscosidad de pico (a) y dureza (b).

3.1.4. Morfologia y tamafio de particula (SEM)

El almidon nativo e hidrolizado fueron observados por SEM (Figura 3.3). Las micrografias
de los granulos de almidon nativo, presentaron una forma poligonal y redonda, con un tamafio
de granulo promedio de 18 um. En general no se presentaron cambios aparentes sobre la
morfologia de los granulos de CS hidrolizados, sin embargo, en los tratamientos mas severos
bajo el disefio experimental (Tabla 2.1: 3.5, 5, 5.62 h y 3.5, 5, 5.7 mol/L), se observaron
pequefios poros producto de la hidrolisis acida que permiten a las moléculas de agua
difundirse mas facilmente dentro de la estructura granular (Chen & Zhang, 2012), lo cual
pudo a ver favorecido al incremento de S y SP a ciertas condiciones de hidrolisis acida y
temperatura. Con respecto al tamafio de los granulos hidrolizados no presentaron diferencias
con el almidén nativo. Dependiendo de las condiciones del proceso de hidrolisis acida, se
pueden generar diferentes dafios sobre la estructura molecular en el almidon
(despolimerizacion), presentando un efecto significativo sobre las propiedades
fisicoquimicas (S y SP en funcién de la temperatura, las propiedades térmicas, la dureza y

morfologia del granulo) del CS.
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Figura 3.3. Micrografias de los granulos de almidén de maiz; nativo e hidrolizados a
diferentes tiempos y concentraciones de HCI.

3.1.5. Optimizacidén del proceso de hidrdlisis acida

Los criterios de optimizacion fueron un valor minimo para VP y un valor maximo para S 'y
SP mantenido en el rango experimental a temperatura ambiente, ya que estos parametros se
usan ampliamente en diferentes industrias para diferentes procesos como el secado por
spersion. Las condiciones 0ptimas de hidrolisis predichas por el programa fueron un tiempo
de hidrdlisis de 4,48 h y una concentracion de HCI al 5M. Las condiciones predichas por el
disefio fueron validadas experimentalmente, obteniendo los siguientes valores: VP 322 +
1.47 cP, S2.71 £0.09% y SP 2.22 + 0.02 g / g. Los valores pronosticados por el modelo no
diferian en su totalidad, mostrando la razon por la cual el modelo utilizado puede ser efectivo

para la optimizacion del proceso de hidrolisis acida de CS utilizando estos resultados.
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3.2. Efecto de la esterificacion con anhidrido octenil succinico (OSA) sobre las
propiedades fisicoquimicas de almidon modificado

El alImidon hidrolizado bajo condiciones Optimas fue succinatado, con el proposito de evaluar
el efecto anfifilico por la esterificacion sobre las propiedades fisicoquimicas del almidon,
mediante la comparacion con el almidén nativo (CS), nativo-succinatado (OSCS),
hidrolizado 6ptimo (HCS) e hidrolizado-succinatado (HOSCS).

3.2.1. Efecto del grado de sustitucion (GS) y eficiencia de reaccion (ER) sobre OSCS'y
HOSCS

El OSCS present6 un GS de 0.0143+0.003 (ER=52.6%), mientras que en el almidon de
HOSCS fue de 0.0208+0.004 (ER=75.9%), obteniendo un mayor valor de GS y como
consecuencia una mayor ER como consecuencia del proceso previo de hidrdlisis acida
realizada en comparacion al OSCS, lo cual, es atribuido al incremento de grupos hidroxilo
disponibles para esterificarse con los grupos OSA (Wang et al., 2017). La esterificacion de
los grupos OSA en los componentes del granulo de almidon sin hidrolizar, preferentemente
ocurren en las posiciones 2, 3 y 6 de los carbones de la unidad de glucosa, de las regiones
amorfas (especificamente en las ramificaciones del granulo), aunado a esto, la compactacion
del gréanulo influye para obtener incrementos o decrementos de GS y ER, ya que, los grupos
OSA llegan a quedar sobre la superficie del granulo (Bai et al., 2014; Bello-Flores et al.,
2014), por consiguiente, en este trabajo, las condiciones de hidrdlisis acida (sin disrupcion
granular) a las que se sometio el almidon de maiz se generd una desestabilizacion,
despolimerizacion y desobstruccidn polimérica del granulo, permitiendo obtener espacios en
las zonas amorfas y generar grupos hidroxilo respectivamente para ser esterificados con
grupos OSA, estos cambios originados en los almidones modificaciones estan
correlacionados e influenciados en las disminuciones de los valores de DSC y VP, indicando
cambios estructurales de los componentes poliméricos del granulo de almiddn, manteniendo

integra su estructura molecular para incrementar su GS y ER.

3.2.2. Solubilidad (S) y poder de hinchamiento (SP) en funcion de la temperatura

La solubilidad de CS, HCS, OSCS y HOSCS se presenta en la Tabla 3.2 a diferentes

temperaturas (ambiente, 60, 70, 80 y 90 °C). Las muestras presentaron diferencias
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significativas p<0.05 a cada temperatura evaluada. A 25 °C la S fue para
HCS>0SCS>CS>HOSCS, mientras que a 60 y 70 °C, la S fue para
HCS>0SCS>HOSCS>CS. El comportamiento de OSCS y HOSCS puede ser explicado
debido a la incorporacion de los grupos OSA.

A80y90 °C,laSfue OSCS>HOSCS>HCS>CS. HCS disminuyd su S debido a la formacion
de un gel producto de la lixiviacion rapida de los polisacaridos del almidén (Jayakody &
Hoover, 2002). OSCS y HOSCS, conforme aumento la temperatura incrementaron su
solubilidad, lo cual se puede deber al tratamiento alcalino al que fueron sometidos durante el
proceso de esterificacion, que pudo haber generado una desorganizacion sobre las zonas
amorfas y cristalinas, siendo mas notorio sobre OSCS en comparacion de HOSCS, donde las
cadenas producto del proceso de hidrdlisis (dextrinas) pudieron estar interactuando entre
ellas o con los grupos OSA. HOSCS presentd un incremento de solubilidad conforme
aumento la temperatura con respecto a HCS, indicando que la doble modificacion altero la
estructura granular que permitié una mayor facilidad de lixiviacion de los componentes del
almidon.

El SP presento diferencias significativas p<0.05 entre los tratamientos sobre todas las
temperaturas evaluadas (Tabla 3.2). Con respecto a la temperatura ambiente (25 °C), hubo
un incremento en el SP a medida que aumento la temperatura, debido a la desestabilizacion
entre sus componentes del granulo generado espacios por efecto de la temperatura
permitiendo una mayor absorcion de agua. A 60 °C el SP fue HOSCS>HCS>0SCS>CS,
HOSCS present6 el mayor SP, como consecuencia de la doble modificacion en el almidon
que ocasiono una mayor alteracion en la estructura del granulo, permitiéndole absorber
mayores cantidades de agua, sin embargo, a 70, 80 y 90 °C presentd un ligero incremento.
HCS presento los mayores valores de SP a 70, 80 y 90 °C debido a la despolimerizacion de
su estructura obteniendo mayores espacios para absorber agua. A 90 °C el comportamiento
de SP fue HCS>CS>0OSCS>HOCS. La estructura de la amilopectina es la responsable de la
capacidad de granulo de almidon para retener agua e hinchar (Wang & Copeland, 2012b),
una vez que la estructura de amilopectina es modificada, altera el poder de hinchamiento y
solubilidad del almidon, lo cual explica las diferencias encontradas entre los diferentes

tratamientos, donde la incorporacion de grupos OSA puede brindar caracteristicas
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hidrofébicas o hidrofilicas al almidon dependiendo de la temperatura de evaluacion,

incrementando o disminuyendo la capacidad de absorcion de agua y solubilidad del almidon.
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Tabla 3.2. Solubilidad (S) y poder de hinchamiento (SP) de almidones modificados a diferentes temperaturas.

Parametro 25°C 60 °C 70 °C 80 °C 90 °C
1.15+0.07a 1.45+0.03a 3.48+0.05a 3.09+0.08a 1.60+0.03a
0.85+0.03a 10.17+0.05b 15.82+0.06b 23.37+0.04b 34.18+0.03b

0
>0 13.4+0.30b 18.14+0.13c 25.23+0.13c 10.82+0.04c 6.82+0.04c
0.52+0.04c 9.44+0.13d 14.51+0.05d 22.20+0.04d 32.53+0.10d
1.90+0.005a 3.63+0.01a 5.63+0.2a 7.74+0.1a 9.91+0.05a
1.62+0.03b 3.86+0.1a 5.14+0.1a 7.41+0.1b 9.19+0.05b

SP (g/9)

HCS 2.23+0.05¢c 4.24+0.1b 8.66+0.2b 9.17+0.1c 10.17+0.15c
HOSCS 2.00+0.01d 7.25+0.09c 7.91+0.8b 8.08+0.1d 8.54+0.05d

Diferentes letras minUsculas representan diferencias significativas (P <0.05) entre columna de cada muestra de almidén por cada

temperatura. Almidon de maiz (CS), almidén de maiz succinatado (OSCS), almidon de maiz hidrolizado (HCS), almidon de maiz
succinatado hidrolizado (HOSCS).
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3.2.3. Analisis de perfil de viscosidad de pico (VP)

Los perfiles de pico de viscosidad se presentan en la Figura 3.4. El pretratamiento de
hidrolisis acida fuertemente afectd el pico de viscosidad de los almidones, que disminuyo
considerablemente a 1269 1.4 cP y 322 1.4 cP en los almidones sin succinatar (CS y HCS,
respectivamente). Una tendencia similar fue observada para el almidén que se tratd con
octenil succinato; los valores de viscosidad de pico disminuyeron a 1686 4.2 cP y 367 1.4 cP
para el almidon tratado con octenil succinato sin pretratamiento por hidrolisis (OSCS) vy el
almiddn con doble modificacion (HOSCS), respectivamente. EI VP disminuyo en el almidéon
con el pretratamiento de hidrélisis dcida probablemente se debid a un aumento en el proceso
de despolimerizacion en el almiddn, generando pastas débiles como resultado de los efectos
hidroliticos de la modificacion acida sobre las regiones amorfas de almidon. Otros autores
han informado que el efecto de hidrolisis &cida sobre la disminucién de la VP en el almidén
quienes han indicado que la doble modificacion mediante hidrolisis cida y la sustitucion de
acido citrico genera un VP inferior del almidon extraido de cultivo de fiame (Falade y
Ayetigbo, 2017). El pretratamiento con hidrdlisis acida mejoro el proceso de succinilacion,
aumentando la interaccion. entre los grupos succinilo y los componentes moleculares del
almiddn. Estudios previos han informado que las propiedades de pastas de los almidones se
modifican no solo por hidrolisis acida sino también por peso molecular y tipo de los grupos
éster incorporados, lo que potencialmente promueve la reticulacion o redes moleculares con
amilosa o0 amilopectina (Ortega-Ojeda et al., 2005). Evidentemente, la doble modificacion
conduce a un mayor dafio a los componentes del almidon en comparacién con el proceso de
succinatacion sin hidrolisis 4cida como pretratamiento. Sin embargo, algunos autores han
informado que la modificacion con grupos succinatos afecta la estructura del almidén y en
consecuencia, modifica las propiedades fisicoquimicas del almidon, disminuyendo la
temperatura de gelatinizacion y la modificacion de la viscosidad del almidon (Song et al.,
2006; Zhu et al., 2011).
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Figura 3.4. Perfil de viscosidad de almidon de maiz (CS), almidon de maiz succinatado
(OSCS), almidén de maiz hidrolizado (HCS), almidén de maiz succinatado hidrolizado
(HOSCS).

3.2.4. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El termograma de DSC se muestra en la Figura 3.5. El almidon de maiz hidrolizado con o
sin tratamiento de succinilacion difirio significativamente (p<0.05) con respecto al almidon
de maiz nativo y el almidon tratado con OSA sin tratamiento previo por hidrdlisis. El
tratamiento previo de hidrdlisis &cida del almidon de maiz influyé en la temperatura de inicio
(To), la temperatura maxima (Tp), la temperatura final (Tc) y la entalpia para la

gelatinizacion (AH).
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Figura 3.5. Termograma de gelatinizacion del almidén de maiz, de 40 a 95 °C, a5 °C/ min
(CS) almidén de maiz, (HCS) almidon de maiz hidrolizado, (OSCS) almidon de maiz
succinatado, (HOSCS) almidon de maiz succinatado hidrolizado.

Como se muestra en la Tabla 3.3, la temperatura de transicion de los almidones de maiz con
pretratamiento de hidrdlisis acida (HCS y HOSCS) fue menor que la temperatura de
transicion de los almidones de maiz sin pretratamiento de hidrdlisis acida (CS y OSCS). Este
fendmeno probablemente se deba al proceso de despolimerizacion del almidén. Por otro lado,
las temperaturas de transicion de los almidones tratados con OSA (OSCS y HOSCS) fueron
mas bajas que la temperatura de transicion del almidon de maiz que no se sometio a
succinilacion (CS y HCS). Esta propiedad es una de las ventajas de la succinatacion, debido
a la presencia de los grupos succinilo (Betancur-Ancona et al., 2002). Estos resultados
sugieren que ambos procesos de modificacion (pretratamiento de hidrolisis &cida o
succinatacion) afectan la estructura del granulo, dando como resultado alteraciones en las
propiedades térmicas del almidén. Las modificaciones a las propiedades térmicas de los
almidones modificados permiten el uso de estos almidones en el procesamiento de alimentos

y reduce la energia requerida durante la coccion.
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Se observo un rango mas alto de temperaturas de gelatinizacion (Tc-To) en los almidones
tratados con OSA,; este aumento indico que los grupos succinato modificaron la estructura
cristalina, interfiriendo con la reasociacion de la amilosa y la amilopectina durante el proceso
de gelatinizacion. Se ha informado que los grupos OSA debilitan el enlace de hidrégeno de
la amilopectina, lo que lleva a un aumento de los segmentos lineales que facilitan la absorcion
de agua en el granulo, cambiando asi las propiedades térmicas (Bhosale y Singhal, 2007; Bao
et al., 2003). Se ha informado que cualquier modificacion o tratamiento de los almidones
modifica las propiedades de temperatura en comparacion con los almidones nativos [Klein
etal., 2013; Pinto et al., 2012; Gonzélez-Cruz, et al., 2018; Bernardino-Nicanor, et al., 2017).
Por esta razon, las alteraciones de las propiedades térmicas fueron mas notables en los
almidones que fueron sometidos a la doble modificacion (pretratamiento de hidrolisis acida
y succinatacién). Estos resultados estan de acuerdo con los publicados previamente
reportadas por Betancur-Ancona et al. (2002) quienes informaron que el proceso de
succinatacién modifica la temperatura de gelatinizacion de los almidones, ademas, informes
anteriores han mencionado que el tipo y la naturaleza de la union del grupo funcional y el
grado de esterificacion tienen un efecto importante sobre la entalpia de gelatinizacion Singh,
Kaur y McCarthy, 2007.

El almidén de maiz con doble modificacion mostro significativamente menor To, Tp, Tcy
AH que sus contrapartes nativas, Sharma et al. (2016) y Lv et al. (2018) han indicado que la
menor gelatinizacion, la temperatura y la entalpia se deben a la reduccién del enlace de
hidrégeno por parte de los grupos alquenilo hidréfobos, lo que permite la hinchazén del
almiddn a una temperatura mas baja, por lo tanto, la entalpia del almidén de maiz con doble
modificacion disminuyd. Por otro lado, la introduccion de grupos OSA en la estructura del
biopolimero mejord la flexibilidad estructural y contribuyo a la reduccion de la temperatura

de gelatinizacion del almiddn de maiz con doble modificacion.
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Tabla 3.3. Propiedades térmicas de almiddn nativo y modificados.

Intervalo de

Muestra To (°C) Tp (°C) Te (°C) AH (J/g) gelatinizacio

n To-Te (°C)
CS 76.69+0.18a 80.45+0.16a 85.46+0.12a 10.94+0.14a 8.77
OSCS 75.91+0.18a 79.08+0.12b 84.95+0.16a  10.07+0.14b 9.04
HCS 65.09£0.28b 69.45+0.14c 74.93+0.19b  10.57%0.18b 9.84
HOSCS  60.52+0.27c 67.09+0.15d 73.99+0.14c  9.14+0.15c 13.47

Diferentes letras minusculas representan diferencias significativas (P <0.05) en una misma
columna. Temperatura inicial (To), temperatura de pico (Tp), temperatura final (Te) y entalpia
de gelatinizacion AH (J/g). Almiddn de maiz (CS), almidén de maiz succinatado (OSCS),
almidon de maiz hidrolizado (HCS), almidon de maiz succinatado hidrolizado (HOSCS).

3.2.5. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las imagenes de SEM de almidon de maiz con o sin hidrolisis acida o succinatacion se
muestran en la Figura 3.6. SEM reveld que la superficie expuesta del almidon de maiz nativo
era principalmente lisa con una forma poligonal distintiva, similar a los resultados obtenidos
por Utrilla-Coello et al. (2014). Después de que el almidon de maiz nativo se sometid a un
tratamiento previo de hidroélisis acida, algunos granulos de almidén presentaron una ligera
exo0-erosion que generd una superficie rugosa con muescas o poros. La succinatacion dio
como resultado puntos blanquecinos en la superficie del granulo, lo que probablemente se
debid a laacumulacidon de grupos OSA, lo que sugiere una compactacion de los polisacaridos
en la superficie del almidon tratado con octenil succinato. Cuando el almidon de maiz nativo
se sometié a la doble modificacion, el nimero de puntos blanquecinos fue menor en
comparacion con el almidon que se sometid con grupos OSA sin pretratamiento con hidrdlisis
acida. Este hallazgo indic6 un mayor grado de incorporacién de los grupos succinato en el
almidon, que fue consecuencia de la erosion de la superficie, la fractura del granulo y la
descompactacion polimérica en el almiddn que resultd del pretratamiento con hidrolisis &cida
(Sharma et al., 2016). En el almidon de maiz con doble modificacién, no ocurrieron grandes

variaciones en la forma y tamafio de los granulos.
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Figura 3.6. Micrografias de los granulos de almidén almidon de maiz (CS), almidon de maiz
succinatado (OSCS), almidén de maiz hidrolizado (HCS), almidén de maiz succinatado
hidrolizado (HOSCS).

3.2.6. Espectroscopia de infrarrojo (FT-IR)

Los espectros FTIR de almidén de maiz nativo, almidén de maiz hidrolizado, almidén de
maiz tratado con OSA y almidén de maiz sometido a doble modificacion se muestran en la
Figura 3.7. Las modificaciones moderadas se observaron en la banda ancha centrada a 3400
cm™, que corresponde a la vibracion de estiramiento de los enlaces O-H, que depende del
contenido de humedad. La banda mas lisa de 3400 cm™ observada para el almidén con OSA
con o sin tratamiento previo de hidrolisis acida sugirié la formacion de mas enlaces de
hidrégeno en el almidoén, lo que fue atribuible a la presencia de los grupos succinico, que
generaron mas segmentos lineales en el almidon y facilito la absorcion de agua en el granulo
(Bhosale y Singhal, 2007; Bao et al., 2004).

Todos los almidones exhibieron una banda bien definida de alrededor de 2940 cm™, que se
asigno a la vibracion de estiramiento del enlace C-H de las unidades de glucosa. Se observo
una ligera modificacion en la intensidad maxima de la banda alrededor de 1660 cm™ solo en
el almidon con la doble modificacion (HOSCS), lo que implica que hubo alteraciones en la
cristalinidad del almidon. La banda de alrededor de 1660 cm™ se asigné a las vibraciones en
tijera de los grupos —OH debido a la hidratacion del agua en las regiones amorfas del almidon

(Pascoal et al., 2013), y la interacciéon del almidon con los grupos acido y succinico
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aparentemente implica la hidrolisis de enlaces glucosidicos, en consecuencia, una pérdida de
estructura amorfa debido a la hidrdlisis de la amilosa (Dutta et al., 2011).

Los almidones tratados con OSA exhibieron una nueva banda en los espectros FTIR a
aproximadamente 1573 cm™, que se ha relacionado con la vibracion de estiramiento
asimétrico de los grupos carboxilato; Ademas, en los espectros FTIR de estos almidones, se
asignd a su grupo carbonilo que aparecié a 1730 cm™. Wang et al. (2017) ha indicado que la
presencia de estas dos nuevas bandas (1573 cm™ y 1730 cm™) es indicativa de que el grupo
succinico se esterificd con éxito con el almidon. De acuerdo con Ye et al. (2014), Miao et al.
(2014) y Zhang et al. (2011), la intensidad de estos picos (1573 cm™ y 1730 cm™) aumenta
cuando incrementa el GS. Por esta razon, en este estudio, la sefial de estas bandas en los
espectros FTIR de los almidones OSA con un nivel de esterificacion del 3% fue menor que
la de los almidones OSA con un nivel de esterificacion del 15%, segun lo informado por
Wang et al. (2017).

Se observé una ligera modificacion en la intensidad de la banda alrededor de 1660 cm™™, que
corresponde a las vibraciones de tijera de —OH del agua en las regiones amorfas del almidon
(Pascoal et al. 2013). La doble modificacion del almidén mejoré la banda a 1660 cm™
(HOSCS), lo que implica alteraciones en la cristalinidad del almidén que resulté de la
hidrolisis de amilosa debido a la interaccion del &cido clorhidrico-almidon-anhidrido
succinico.

Todos los almidones exhibieron la banda caracteristica de los polisacaridos correspondiente
a la flexion en el plano de O-H alrededor de 1440 cm™; sin embargo, también hubo dos
bandas alrededor de 1460 cm™ y 1380 cm™, que indicaron una deformacion angular de la C—
H en el almiddn (Pascoal et al., 2013; Guo et al., 2014; Parvinzadeh et al., 2013) y una banda
alrededor de 1245 cm™ que esta asociada con el orden estructural del almidon (Guo et al.,
2014).

La alteracion de la cristalinidad se confirmo en base al ligero cambio en la relacion de las
intensidades de la banda de 1047/1022 cm™ (1.28 a 1.22) para el almiddn sin modificacion
(CS) y el almidon con la modificacion dual (HOSCS) respectivamente; Este cambio indicd
una disminucion en la cristalinidad (Kaur et al., 2013), aparentemente debido a la pérdida de
la estructura amorfa del almidon de maiz por el efecto de la hidrolisis de amilosa y las

interacciones del almidén de maiz con los grupos OSA.
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Todos los almidones mostraron bandas alrededor de 864 cm™ y 770 cm™, que estaban
relacionadas con la vibracion de estiramiento de C-O-C y C-O-H de los enlaces
glucosidicos. Este hallazgo confirm¢ la configuracion del enlace glucosidico en el almidéon
(Capek et al., 2010). Una banda bien definida alrededor de 580 cm™ indicé los modos
esqueléticos del anillo de piranosa.
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Figura 3.7. Espectros FT-IR de almidon de maiz (CS), almiddn de maiz succinatado (OSCS),
almidon de maiz hidrolizado (HCS), almidon de maiz succinatado hidrolizado (HOSCS).

3.2.7. Espectroscopia de Raman (FT-Raman)

Los espectros Raman de las muestras de almidon se presentan en la Figura 3.8. Se observaron
diferencias notables en los espectros del almidon con doble modificacion (HOSCS), mientras
que los espectros de maiz el almidon sin modificaciones (CS) y el almidon de maiz
hidrolizado (HCS) fueron muy similares.

Los espectros FT-Raman de almidones indicaron el modo de estiramiento de C-H alrededor
de 2930 cm™, y se observé un cambio en la intensidad de esta banda en el almidén con doble
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modificacion (HOSCS), que podria atribuirse a variaciones en la amilosa. Interaccion de
amilopectina causada por los tratamientos de hidrolisis y succinatacion.

La banda de alrededor de 1700 cm™ debido al estiramiento C=0 del grupo funcional
succinico (Phillips et al., 2000) solo se observé en el almidon con la doble modificacion.
Evidentemente, un reordenamiento de la amilosa y la amilopectina resulto del proceso de
hidrolisis generando una alta succinatacion del almidon en la superficie del granulo. De
acuerdo con Wezel et al. (2010) la mejora de esta banda es una clara evidencia de la presencia
del grupo éster octenil succinato en la superficie del granulo de almidon modificado. Ademas,
se observaron cambios en los espectros Raman resultantes de la doble modificacion de los
almidones en la region de alrededor de 940 cm™; Este cambio en los espectros también es
evidencia de la modificacion molecular del almidon. Estos resultados confirmaron que la
succinatacion del almidén alter6 la estructura del granulo de almiddn y generd un almidon
modificado con octenil succinato no aplanado, como ya han informado otros autores (Wetzel
et al., 2010).

Se ha informado que la banda mas intensa a 481 cm™ que se observo en el almidon con doble
modificacion es evidencia de una alteracion del orden molecular de corto alcance en el
almiddn. El efecto de esta interrupcion del orden molecular de corto alcance fue mayor
cuando la succinatacion es la modificacion primaria (OSCS) en comparacién con el pre-
tratamiento de acidificacion (HCS). Por otro lado, el proceso de succinatacion después del
pretratamiento de acidificacion aumento aun mas la interrupcion del orden molecular de corto
alcance; algunos autores indican que este efecto se debe a que la derivatizacion con OSA
aumenta la interrupcion del orden molecular de corto alcance en el almidon de maiz pre-
tratado (Wang et al., 2017).

En general, las bandas entre 1130 cm™ y 474 cm™ estaban dominadas por grupos C-OH y
OH, que indican interacciones intramoleculares entre las cadenas de polimeros que son
tipicas en las regiones cristalinas del almidon (Mutungi et al., 2012) generadas por enlaces
de hidrdgeno. Por esta razén, los resultados del almiddn tratado con succinato sugieren que
los cambios estructurales en los almidones con o sin tratamiento previo de hidrolisis
exhibieron un comportamiento anfifilico, ya que los espectros Raman se caracterizaron por
modificaciones en las sefiales (presencia o intensidad) entre el rango de 1130 cm™y 474 cm

1(0SCS y HOSCS).
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Figura 3.8. Espectros FT-Raman de almidon de maiz (CS), almiddn de maiz succinatado
(OSCS), almiddén de maiz hidrolizado (HCS), almidon de maiz succinatado hidrolizado
(HOSCS).

3.2.8. Morfologia de almidon modificado extrudido

En la micrografia a 50X (Figura 3.9) se observo una completa disrupcién del granulo de
almidon por efecto del proceso de extrusion, provocando una despolimerizacion de los
componentes poliméricos del granulo, originando la formacion de nuevas conformaciones y
organizaciones a partir de los componentes del granulo de almidén, en la micrografia a una
magnificacion de 250X (Fig. 3.9) se observd una morfologia poligonal (irregular) con un
tamafio de particula promedio de 285.75 um, posteriormente este material de pared fue
utilizado para realizar el proceso de microencapsulacion con mezclas de pectina de bajo

metoxilo.
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Figura 3.9. Morfologia del almidon de maiz doblemente moodificado extrudido.

El proceso de extrusion como mezcla continua, coccion y formacion es un proceso versatil,
de bajo costo, alta temperatura y tiempos cortos. Es un proceso y tecnologia muy eficiente
en la elaboracion de alimentos (Vargas-Solorzano et al., 2014). Durante la coccion por
extrusion, las materias primas experimentan muchas transformaciones quimicas vy
estructurales, gelatinizacion de almidén, desnaturalizacién de proteinas, formacion de
complejos entre la amilosa y los lipidos, ademas de reacciones de degradacion de las

vitaminas, pigmentos, etc. (Sun, 2004; Gulati et al., 2016).

3.3. Caracterizacion de microcapsulas

3.3.1. Humedad, pH, aw, higroscopicidad y eficiencia de encapsulacion

En todas las muestras se obtuvieron 10 g de polvo recuperado, es decir un 62.5% de
rendimiento de microcépsulas por tratamiento, el rendimiento puede variar debido a la
aglomeracién de particulas por el incremento de SST, asi como también la temperatura de

secado y el contenido de humedad de la muestra (Diaz-Bandera et al., 2015).
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En la Tabla 3.4 se muestra la caracterizacion de las microcapsulas obtenidas después del
proceso de secado por aspersion. La cuantificacion de los CFT del extracto aceténico de HS
sin encapsular, presentd un valor de 24.5 g GAE/g. Diaz-Banderas et al. (2015) empleo un
extracto acuoso, donde obtuvo un valor de CFT 72.06 g GAE/100 g sin encapsular, este valor
es atribuido al disolvente (agua), ya que tiene la capacidad para formar puentes de hidrogeno
con compuestos bioactivos y se disuelven al interaccionar con las moléculas polares del agua.
La CFT obtenida en este trabajo fue menor, debido al tipo de disolvente (acetona) utilizado
para obtener el extracto. La EE% de los diferentes tratamientos presento un rango de 68.1 a
98.4%, demostrando que a una concentracién de solidos de MLP (10%) y una temperatura
intermedia (120 °C), se obtuvo la mayor EE%. La retencién del extracto en el material de
pared después del proceso de secado por aspersion, es atribuido a la reduccion de tamafio de
cadena de los componentes poliméricos del granulo de almiddn, originando una nueva
conformacion polimérica, asi como también de los compuestos bioactivos del extracto
encapsulado (Liang et al., 2013). Moura et al., (2018) reporto eficiencias de encapsulacién
(EE) de 74.4 a 95.6% de polifenoles, mediante el método de encapsulacion de gelacién idnica
del extracto de HS hidrosoluble, utilizando previamente dos técnicas: goteo-extrusion y
atomizacién ambas mediante una emulsién doble (HS / aceite de Brassica napus / pectina) y
una solucién reticulada (CaCl2), demostrando mayor EE% mediante el proceso de
atomizacion. Los valores de EE% de polifenoles obtenidos en este estudio fueron mas altos
al emplear una mezcla de almidon modificado y pectina, debido al tamafio de cadena del CS
originado por el proceso de extrusion para encapsular el extracto de HS, estos resultados son
similares a los reportados por GOmez-Aldapa et al., 2018, reporto una eficiencia de
encapsulacion del 68.7%, utilizando una concentracion de solidos totales del 15% a una
temperatura de secado de 120 °C, empleando como material almidon modificado (hidrdlisis
acida / esterificacion / extrusion) de Achira (Canna indica L.), atribuyendo estos valores al
tamafio de cadena originado por el proceso de extrusion al cual fue sometido el almidon y a
las condiciones de solidos totales y temperatura de secado. La higroscopicidad de las
microcapsulas presento porcentajes que oscilaron en un rango de 9.0 a 11.9 %, mientras que
el extracto sin encapsular incrementod hasta un 12.85%. EI pH aumento al incrementar la
cantidad de solidos solubles totales, debido a la dilucion entre los sélidos utilizados. La

humedad de las microcépsulas fue de 4.54-5.73 g/100 g (base seca) esta humedad puede
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variar dependiendo del compuesto a encapsular y la temperatura de secado, mientras que la
aw de igual manera incremento conforme aumento la cantidad de pectina, debido al

incremento de los sélidos.

3.3.2. Morfologia y tamafio de particula

En la Figura 3.10 se presentan las micrografias de microcapsulas obtenidas de EHOSCS y
MLP, se observé en todos los tratamientos la formacion de microcapsulas, presentando
formas esféricas con caracteristicas de abolladuras sobre la superficie con un tamafio de
particula aproximado de 17.5-23.4um. La superficie de la microcdpsula al sellarse se ve
facilitada por el contenido de glicidos, tamafio de cadena, tipo de polimero entre otras
caracteristicas para dar origen a la morfologia de la microcapsula Liang et al., 2013; Anwar
& Kunz, 2011; Westergaard, 2004), de igual forma se observaron aglomeracion de
microcéapsulas, efecto causado por el extracto a temperaturas de secado de 100 y 120°C. Sin
embargo, el contenido de pectina origino una disminucién de aglomeracion entre

microcapsulas debido a las cargas electrostaticas entre ambos biopolimeros y extracto.
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Tabla 3.4. Caracterizacion de microcapsulas (Hibiscus sabdariffa L.) obtenidas después del secado por aspersion.

Temperatura de

Humedad (g/100 g)

Pectina (%) secado (°C) (base seca) pH aw Higroscopicidad (%) EE (%)
100 4.34+0.02 2.450.01 0.36+0.002 11.8+0.1 77.9+0.001
0 120 4.91+0.03 2.38+£0.01 0.37+0.002 10.1+0.2 90.8+0.001
140 4.53+0.01 2.26+0.01 0.34+0.002 9.7£0.2 68.1+0.001
100 4.98+0.01 2.98+0.01 0.40£0.001 9.0+0.1 81.3+£0.006
5 120 4.97+0.02 2.87+0.01 0.36+0.001 10.9+0.2 92.6+0.009
140 5.02+0.02 2.69+0.01 0.38+0.001 10.0+0.2 71.7+£0.001
100 5.73+0.01 3.35+0.01 0.40£0.001 11.9+0.2 83.8+£0.005
10 120 5.231£0.03 3.22+0.01 0.41+0.001 10.1+0.1 98.4+0.003
140 5.66+0.01 3.10+0.01 0.47+0.001 11.84+0.2 75.1+0.008
*Extracto - 16.55+0.4 1.18+0.01 0.48+0.001 12.9+0.5 -

* Extracto no encapsulado.
aw - Actividad de agua

EE - Eficiencia de Encapsulacion
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Figura 3.10. Morfologia de microcapsulas obtenidas a diferentes porcentajes de MLP y

temperaturas de secado por aspersion.

3.3.3. Distribucion de tamafio de particula

En la Figura 3.11 se muestra la distribucion del tamafio de particula de la microcapsulas
obtenidas a diferentes temperaturas de secado y porcentajes de MLP. Las microcapsulas
obtenidas al 0 y 5% de MLP presentaron una distribucion bi-modal y tri-modal con un tamafio
de particula entre 47.33 a 121 um respectivamente, mientras que las microcapsulas obtenidas
con 10% de MLP mostré un comportamiento mono-modal con un tamafio de particula de
31.12 um. La aglomeracion de las microcapsulas impide una mayor difusion del extracto, sin
embargo, al incrementar la concentracion de pectina disminuyo la aglomeracion de
microcapsulas permitiendo una mayor difusién de compuestos antimicrobianos, esto fue
corroborado con la actividad antimicrobiana (Figura 3.12) presentado mayores halos de
inhibicion, estos resultados son atribuidos que al incrementar la MLP, se generan
interacciones y estabilizaciones entre ambos biopolimeros formando una nueva matriz

polimérica, permitiendo la disminucion de aglomeraciones entre particulas. Acordando con
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Diaz-Bandera et al. (2015), reportaron que la variacién en la distribucién del tamafio de
particula de las microcapsulas depende de las propiedades del extracto (pH, viscosidad,
solubilidad), material de pared, porcentajes de solidos, entre otros factores, ademas
reportaron que la pectina presento un comportamiento mono-modal al encapsular el extracto
de HS. La aglomeracién de las microcdpsulas reduce la retencion del principio activo
(polifenoles), dificultando el flujo y dispersion (difusion) (Chen & Ozkan, 2007).
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Figura 3.11. Distribucion de tamafio de particula de microcapsulas obtenidas de almidon

modificado a diferentes porcentajes de MLP y temperaturas de secado por aspersion.
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3.4 Actividad antimicrobiana

3.4.1 Extracto en medio de cultivo

El efecto antimicrobiano de HS contra diferentes microorganismos patogenos, fue
demostrado al haber presentado halos de inhibicion entre 6.12-30.25 mm dependiendo de la
dilucion y la bacteria a inhibir (Tabla 3.5), lo cual es similar a lo reportado por Borras-Linares
etal. (2015).

Tabla 3.5. Efecto antimicrobiano del extracto acetdnico de calices de Hibiscus sabdariffa L.

representados en mm de inhibicién.

Dilucion  mg/mL E. coli S.aureus Salmonella  Shigela L.
monocytogenes
1:1 500  30.25+0.9°% 25.49+0.9%° 28.06+0.9A° 24.95+0.9A°  29.96+0.9°%

1:20 100 9.35+0.6%  7.89+0.3%" 9.25+0.3B¢ 8,03+0.4% 9.05+0.152
1:100 20 6.72+0.4®  7.5+0.58  7.75+0.2°2 7.05+0.06%%  6.12+0.1¢

Letras minusculas diferentes por columna representan diferencias significativas p<0.05 entre
dilucion. Letras mayusculas diferentes por fila representan diferencias significativas p<0.05
entre bacterias. Promedio de los halos de inhibicidn de tres repeticiones £ SD, didmetro de
inhibicién milimetros (mm).

3.4.2 Microcapsulas en medio de cultivo

Los resultados de los bioensayos antimicrobianos de los microencapsulados, se muestran en
la Figura 3.12, el control fue un extracto puro (100mg - 900ul), obteniendo halos de
inhibicion de 28 a 30 mm dependiendo de la bacteria evaluada (resultados no mostrados), el
efecto antimicrobiano fue positivo, mientras en los microencapsulados presentaron efecto
significativo p<0.05 sobre las cinco cepas utilizadas en el estudio, demostrando actividad
antimicrobiana, observando halos de inhibicion de 12 a 20 mm, siendo E. coli el
microorganismo mas resistente. Ademas, se puede destacar que al incrementar el contenido
de MLP con almidon modificado como material de pared, independientemente de la
temperatura de secado, fueron aumentando los diametros de inhibicién, esto es atribuido, al
no presentar aglomeraciones los microencapsulados (Figura 3.11. 5% Pectina) entre
particulas por el aumento de MLP, permitiendo mayor difusion del compuesto bioactivo al
medio a inhibir, aunado a nuevas conformaciones estructurales poliméricas de los materiales

de pared (no compactas), generando microcapsulas porosas e incluso semi abiertas,
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permitiendo mayor difusion del compuesto bioactivo al medio. Segun Drusch & Schwarz,
(2012) observaron porosidades de microcapsulas de almidén modificado con OSA mediante
cortes transversales. La actividad antimicrobiana de microencapsulados estd directamente
correlacionada por el tipo de compuesto y material de pared encapsulante (Xiao, Michael &
Zhong, 2011; Beirdo da Costa et al. 2012). Diversos estudios han sugerido como los
compuestos bioactivos inhiben el desarrollo y crecimiento microbiano mediante la ruptura
de la pared de la membrana celular generando la liberacion de componentes celulares tales
como proteinas y &cidos nucleicos, ademas de incorporar iones de alta densidad generando
altas presiones hidrostéticas, interacciones con otros componentes que conllevan a la
formacion de electrones densos que pueden interactuar sobre la célula generando sustancias
condensadas sobre el ADN, citoplasma y proteinas de la célula (Feng et al., 2000; Zhou et
al., 2010; Wang et al., 2015).
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Figura 3.12. Actividad antimicrobiana de microcapsulas obtenidas de almidén modificado y MLP (0, 5, 10%) a diferentes
temperaturas de secado por aspersion.
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3.5. Coeficientes de difusidn del extracto microencapsulado

A partir de la experimentacion, en la que se disefio el procedimiento de trabajo descrito
anteriormente, en funcion de variables como: tiempo, distancia, concentracion de pectina (0,
5, 10 %) a diferentes temperaturas de secado de 100, 120 y 140 °C presentaron impacto sobre
la difusion. En la Tabla 3.6 se presentan los coeficientes de difusion de las microcapsulas. Se
observo que el material de pared de almidon modificado y pectina, asi como la temperatura
de secado fueron factores importantes para la difusion del extracto de HS. A una temperatura
de secado de 120 °C se observé un incremento gradual de la D con forme se aumentd la
concentracion de pectina, por lo que a esta temperatura de secado puede estar originando una
matriz polimérica (microcapsula) semi-compacta para difundir el extracto a un medio
especifico, de igual forma las microcapsulas obtenidas con un 5% de pectina, presentaron un
comportamiento de difusion similar al incrementar la temperatura de secado, esto es atribuido
a la concentracién de pectina, la cual estd formando una conformacién y reacomodo
estructural estable con los componentes poliméricos del almidon modificado. Las pectinas
han demostrado ser agentes gelificantes y estabilizantes para diversos alimentos (e.g. bebidas
lacteas acidificadas, yogures entre otros), mientras que el almidon succinatado ha demostrado
ser un excelente agente emulsificante por presentar capacidad anfifilica (Altuna et al. 2018;
Fonseca-Florido et al., 2018; Willats, Knox, & Mikkelsen, 2006), por lo que, al combinar
ambas caracteristicas de ambos materiales de pared a ciertas condiciones de secado por
aspersion, origina una matriz polimérica estable y semi-compacta, permitiendo una difusion
del extracto de HS. Con respecto a la temperatura de secado de 100 °C la difusion se present6
en un orden de 0%>10%>5% de pectina, mientras que a una temperatura de secado de 140
°C fue de un orden de 5%>0%>10% de pectina, por lo tanto, la temperatura y el aumento de
la pectina fueron factores primordiales, para la formacion de una matriz polimérica compacta
0 semi-compacta dificultando la D del extracto de HS, con respecto al control que fue el
extracto sin encapsular se obtuvo un valor de 1.88E°. Acordando con Panyoyai et al. (2016);

Diaz-Banderas et al. (2015) la eficacia de los coeficientes de difusién depende
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fundamentalmente del material de pared (matriz polimérica), temperatura de secado, tipo y

peso molecular del compuesto a encapsular.

Tabla 3.6. Coeficientes de difusion (D x 10*° m? s*) de microcapsulas.

Temperatura Porcentaje de pectina (%)
(°C) 0 5 10
100 1.53E%0 1.37E% 1.49€E10
120 1.64E10 1.70E™° 1.7710
140 1.35E10 1.66E1° 1.31E10

3.6. Optimizacién del proceso de secado por aspersion

Las condiciones 6ptimas para la obtencién de encapsulados con el mayor valor de coeficiente

de difusion aunado con la mayor actividad antimicrobiana (inhibicidn) contra bacterias

patogenas y eficiencia de encapsulacion, asi como la menor higroscopicidad, fueron;
temperaturas de secado de 120° C y una relaciébn de EHOSCS-MLP del 90:10 w/w

respectivamente. Estos parametros tedricos se validaron experimentalmente (Tabla 3.7). El

valor del coeficiente de difusion predicho por el programa fue menor al valor obtenido

experimental, mientras que los demas parametros evaluados estan dentro del rango predicho

por el programa Design-Expert (version 7.1.5., Stat-Ease, Minneapolis, USA) al ser

obtenidos con un nivel de confianza del 95%.

Tabla 3.7. Optimizacion del proceso de secado por aspersion

Variable de respuesta

Valores predichos

Valores experimentales

Coeficiente de difusion

L. monocytogenes

S. aureus

E. coli

S. Typhimurium

S. sonnei
Higroscopicidad

Eficiencia de encapsulacién

1.53E9 m? ¢t
15.48 mm
17.39 mm
13.77 mm
13.98 mm
15.16 mm
10.60%
98.31%

1.77E9 m? st
17.48 mm
18.93 mm
15.21 mm
14.39 mm
17.66 mm
9.80%
98.52%
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3.6.1. Morfologia y tamafio de particula de microcapsulas

Las microcapsulas obtenidas a partir de EHOSCS y MLP al 10% y del extracto acetdnico de
HS se muestran en la Figura 3.13. En las micrografias del EHOSCS a 250, 500, y 1000X de
magnificacion como se muestra en la Figura 3.13. a, b, ¢, respetivamente, se observé una
completa disrupcion total del granulo de almiddén (gelatinizacion), por efecto de las
temperaturas utilizadas y tiempos de retencién en cada zona de calentamiento del cafion del
extrusor, provocando una despolimerizacion de los componentes poliméricos del granulo,
por consiguiente, origino la formacién de nuevas conformaciones y organizaciones
moleculares, mostrando morfologias poligonales (irregulares) con un tamafio de particula
promedio de 285.75 um. Segun (Vargas-Solorzano et al., 2014), el proceso de extrusion es
un método versatil de bajos costos, altas temperaturas y tiempos cortos, caracterizado
principalmente por transformar la materia prima en nuevas conformaciones estructurales
moleculares mediante la despolimerizacion. Durante el calentamiento en las diferentes zonas
del cafion del extrusor, las materias primas (polimeros) experimentan diversas
transformaciones quimicas y estructurales, gelatinizacién de almiddn, desnaturalizacién de
proteinas, formacion de complejos entre la amilosa y los lipidos, ademés de reacciones de
degradacién de las vitaminas, pigmentos, entre otros. (Gulati et al., 2016).

Las microcapsulas obtenidas a 500, 1000, 3000X de magnificacién se presentan en la Figura
3.13. d, e, f, respetivamente, se observo la formacion de microcéapsulas, presentando formas
esféricas con abolladuras sobre la superficie, con un tamafio de particula promedio de
8.82um. La superficie de la microcapsula al sellarse se ve facilitada por la longitud de cadena,
peso molecular, contenido y tipo de polimero entre otras caracteristicas para originar la

morfologia caracteristica de la microcapsula (Liang et al., 2013; Anwar & Kunz, 2011).
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Figura 3.13. Micrografias de EHOSCS, a) 250X, b)500X, ¢) 1000X y microcapsulas
Optimas d) 500X, e) 1000X, f) 3000X a diferentes magnificaciones.

3.7. Efecto antimicrobiano de microcapsulas en jamon

Las condiciones dptimas de microencapsulacion del extracto aceténico de HS para evaluar
la actividad antimicrobiana en la elaboracién de un jamon fueron; 10% de pectina a una
temperatura de secado de 120 °C. En la Figura 3.15, se observo para ambas cinéticas de
conservacion de jamon elaborado con microcapsulas adicionadas de extracto de HS, presento
actividad antimicrobiana contra ambos patogenos. S. Typhimurioum (Figura 3.15. a)
presento una reduccion aproximada de 2.5 log UFC, con respecto a S. aureus (Figura 3.15.
b) que mostro una reduccion aproximada de 1 log UFC durante los primeros 10 dias de haber
sido inoculados los trozos de jamon, posteriormente pasando el décimo dia la tendencia de
ambos microorganismos fue incrementar las UFC. Con respecto al control positivo para
ambas cineticas presento mayor inhibicion en un lapso de tiempo mas prolongado de
veinticinco dias, mientras que el control negativo conforme pasaban los dias fue
gradualmente incrementado las UFC debido a la disponibilidad de nutrientes y la ausencia
de conservadores. Diversas investigaciones han reportado diversos compuestos con actividad

antimicrobiana en diferentes matrices alimentarias como carne y derivados contra distintas
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bacterias relacionadas con el deterioro y seguridad del alimento, sin embargo, las
concentraciones para producir dicho efecto son muy altas, las cuales modifican las
propiedades organolépticas del alimento, por lo que, ain se siguen utilizando conservadores
(McMillin, 2017; Sanchez-Ortega et al., 2014). Muchas opciones de antimicrobianos
encapsulados son Utiles para la conservacion de alimentos cérnicos e incluso para otros, pero
se requiere refinamientos antes de que la implementacién sea factible y rentable. Por lo que,
es importante proteger los compuestos antimicrobianos mediante la microencapsulacion
utilizando almidén, ya que la mayoria de los alimentos industrializados estan elaborados

principalmente de almidon modificado.

Figura 3.14. Obtencion de jamdn con microcapsulas.
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Typhimurioum y b) S. aureus.
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3.7.1. Propiedades fisicoquimicas y de textura del jamon

Los valores de las propiedades fisicoquimicas del jamon con microcapsulas de HS se
presentan en la Tabla 3.8. El porcentaje de humedad exprimible y rendimiento presentaron
un incremento en comparacion con el control, estos resultados indicaron un aumento de la
retencion de agua por las microcdpsulas durante el tratamiento térmico de la coccién del
jamon. La carragenina y la proteina de soya contribuyen a la gelificacion, por consiguiente,
una absorciéon de agua durante el tratamiento térmico (Romero-Lépez et al., 2011). Las
microcéapsulas con los componentes gelificantes generan un sinergismo formando una matriz
semi-compacta (no hay formacion de gel), efecto causado por la temperatura de coccién del
jamon, debido a los grupos OSA mostrando un comportamiento emulsificante (Tabla 3.2.).
El pH en el jamén con microcapsulas en el jamon origind una disminucion del pH con
respecto al control, esto es atribuido a la presencia de acidos organicos en el extracto de HS
como lo es el acido Hibiscus (pH 0.8) (Castro-Rosas et al., 2018). Las coordenadas de color
mostraron cambios en los valores efecto causado por el extracto en comparacion del jamén
sin microcapsulas 78.62 a 86.81 para L* (luminosidad), 6.52 a 7.49 para a* (tonalidad roja)
y 9.2 a 7.04 para b* (tonalidad amarilla) respectivamente. Estos cambios de coloracion (Fig.
3.14) son atribuidos a las antocianinas del extracto de HS las cuales confieren a los célices el
color rojo marron caracteristico (Tsai et al., 2002).

En la Tabla 3.9 se muestran los resultados de TPA del jamén adicionado con microcapsulas.
Se observo que la adicion de las microcapsulas influye de forma significativa sobre las
caracteristicas de textura del jamén, mostrando deficiencia sobre las propiedades de textura.
La dureza del jamon fue afectada mediante la sustitucion de la fécula de maiz por
microcapsulas, asi como al extracto de HS, provocando una disminucién de la dureza en el
jamon y por consiguiente un valor bajo de adhesividad, esto es atribuido a la falta de
gelificacion debido a la presencia de los grupos OSA (almidon modificado) no permite la
gelificacién en comparacién con el control. Sin embargo, la presencia de MLP provoco una

estabilidad de los componentes para obtener un valor minimo de dureza en el jamén. La
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dureza es un factor significativo de las preferencias de aceptacion de productos carnicos por

parte del consumidor (Chambers & Bowers, 1993).
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Tabla 3.8. Propiedades fisicoquimicas de jamon sustituyendo almidén de maiz por microcapsulas de extracto acetonico
de calices de Hibiscus sabdariffa L.

Muestra Humedad (%) pH Rendimiento L a b
Control 40.39 6.91 95.16 86.81 749 7.04
Microcépsulas 45.18 5.64 99.08 78.62  6.52 9.2

Tabla 3.9. Propiedades texturales de jamoén sustituyendo almidon de maiz por microcapsulas de extracto acetonico de
calices de Hibiscus sabdariffa L.

Muestra Dureza (N) Cohesividad Elasticidad (%) Adhesividad Masticabilidad
Control 0.28 0.95 99.65 0.0010 0.12
Microcéapsulas 0.16 0.54 44.06 0.0002 0.04
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CONCLUSIONES
* Las condiciones optimas de hidrolisis acida permitieron aumentar los grados de sustitucion

y eficiencia de reaccién en comparacion con el almidon nativo.

* La solubilidad de los alImidones succinatados fue en incremento al aumentar la temperatura,
mientras que el poder de hinchamiento demostré un efecto hidrofébico en comparacion con

los demas almidones sin los grupos OSA.

* Los parametros de viscosidad y térmicos, de los almidones modificados demostraron
disminuciones en sus valores obtenidos conforme fue modificado. Mientras que los espectros

de FT-IR y Raman demostraron que hubo alteraciones en la estructura del almidon.

* El proceso de extrusion del almidon hidrolizado-succinatado, genero una reduccion en el
tamafio del granulo de almiddn beneficiando a la generacion de microcapsulas, mediante el

proceso de secado por aspersion.

* Mediante condiciones 6ptimas de secado por aspersion, se encapsuld el extracto acetonico
de Hibiscus Sabdariffa L. utilizando como material de pared almidon triplemente modificado
y pectina, permitiendo la formacion de microcapsulas capaces de obtener efecto

antimicrobiano en medios de cultivo y en un embutido.

* Los valores obtenidos de los coeficientes de difusién, dependieron de la restructuracién
polimérica de ambos polimeros utilizados como material de pared para la difusién del

extracto acetonico de Hibiscus Sabdariffa L.

* Las propiedades de TPA demostraron la formacion del jamon, mediante la adicion de las

microcapsulas 6ptimas como sustituyentes de fécula de maiz.

89



* El color del jamén adicionado con microcapsulas fue modificado por las antocianinas

presentes en el extracto acetonico de Hibiscus sabdariffa L.

* Las microcapsulas de extracto acetdnico de Hibiscus sabdariffa L. obtenidas en este trabajo
son una alternativa de origen natural para la conservacion eficiente de jamén durante la

refrigeracion.
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