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RESUMEN

El objetivo del proyecto fue desarrollar una bebida de té verde adicionada con
probioticos microencapsulados en una mezcla de almidon modificado de huauzontle
(AMH) y aislado de proteina de suero de leche (APSL). Inicialmente se extrajo el
almidon de las semillas de huauzontle (ANH) y se hizo pasar por un proceso. de
hidrélisis acida y extrusion para obtener AMH. Este presentd una mayor solubilidad en
agua y menor viscosidad que el ANH, cambios que favorecieron su uso como agente
microencapsulante mediante secado por aspersion. A continuacion._se utilizd una
mezcla de AMH y APSL (1.6:1 p/p) como matriz para microencapsular células de
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) mediante secado por aspersion. Las microcapsulas
contenian 09.01 £ 0.03 log UFC/g y favorecieron la supervivencia de las células ante
condiciones de tracto gastrointestinal simulado y almacenamiento a 4 y 22°C, en
comparacion con las células libres. A continuacion, en un experimento preliminar, se
observé que cuando se adicionaron las microcdpsulas de LGG a una bebida de té
verde presentd una disminucion de 2 log UFC/mL de las células, durante los primeros
tres dias de almacenamiento a 4°C (situacién que pudo ser parcialmente evitada
mediante la adicion de &cido ascorbico) y el acomplejamiento de aproximadamente
40% de los compuestos polifendlicos del té verde a las mismas. Posteriormente se
realizé un analisis sensorial de tres formulaciones de té verde con las microcapsulas
generadas, a partir del cual se establecio una formulacién final con 3% de sacarosa y
0.15% de stevia como endulzante; y se tomo la consideracion de almacenar la bebida
en un contenedor no transparente. Finalmente se determiné la vida de anaquel
sensorial de la bebida envasada en botellas color &mbar y almacenadas a 4°C por 5
semanas. Durante tal periodo no se registraron cambios significativos en el pH, acidez
titulable o concentracién de azucares reductores, y se observé una buena estabilidad
de los compuestos polifendlicos totales y la actividad antioxidante de la bebida. La vida
de anaquel sensorial fue diferente dependiendo del género del evaluador, siendo
aproximadamente 20% mas corta para las mujeres. En conclusion, los resultados
sugirieren que el sistema de encapsulacion desarrollado a partir de AMH y APSL puede
ser utilizado para adicionar células de LGG a una bebida de té verde lista para
consumo, permitiendo que las células se mantengan viables y sin fermentacion de la
bebida, favoreciendo ademas la estabilidad de la concentracion de compuestos
polifendlicos totales y capacidad antioxidante durante al menos 5 semanas.

Palabras clave: huauzontle, almidon, probidticos, microencapsulacion, té verde,
proteina de suero de leche.



SUMMARY

The aim of the work was to develop a ready-to-drink green tea beverage with the
addition of probiotics microencapsulated in a mixture of huauzontle modified starch
(HMS) and whey protein isolate (WPI). Initially starch was extracted from huauzontle
seeds and then hydrolyzed with acid and extruded to obtain HMS. Such process allowed
HMS to have a higher solubility in water and a lower viscosity than the native starch.
These changes were favorable for the use of HMS on spray drying. Then, a mixture of
HMS and WPI (1.6:1 w/w) was used as wall material to encapsulate Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG) cells via spray drying. The obtained microcapsules had a viability
of 9 log CFU/g and protected LGG throughout a simulated gastrointestinal tract and
storage at 4 and 22°C compared to free cells. During a preliminary experiment, it was
observed that the addition of microcapsules to a green tea beverage caused a 2 log
CFU/mL drop during the first three days of storage at 4 °C (situation that was partially
prevented by adding ascorbic acid to the product) and the binding of approximately 40%
of the green tea polyphenols to the microcapsules. After that, a sensory test was
conducted to evaluate three formulas of a ready-to-drink green tea with the LGG
microcapsules, from which it was determinated that final formula should have had 3% of
sucrose and 0.15% of stevia as sweeteners, and that the beverage was going to be
placed in a non-transparent container. Finally, sensory shelf life of the beverage was
analyzed using amber bottles stored at 4°C for five weeks. During the storage of the
product, no changes were observed on pH, titratable acidity or reducing sugar content.
No decrease in total polyphenol compounds or antioxidant capacity was observed as
well. Shelf life of the products turned out to be different among evaluator's genders,
being approximately 20% shorter for females. In conclusion, the data suggests that the
encapsulation system for LGG that was developed using HMS and WPI is suitable to be
incorporated on a ready-to-drink green tea beverage, allowing probiotic cells to survive
on the product during at least five weeks without fermentation of the beverage, and
avoiding the reduction of the total polyphenol content and antioxidant capacity.

Key words: huauzontle, starch, probiotics, microencapsulation, green tea, whey protein.



l. INTRODUCCION

El consumo de productos probidticos se ha asociado a diversos beneficios a la salud.
Entre las diferente cepas existentes, Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) ha sido
ampliamente estudiado puesto que su consumo se ha relacionado a la salud del tracto
gastrointestinal y el sistema inmune (Capurso, 2019). Actualmente la mayoria de-los
productos probioticos se comercializan en formulaciones lacteas, sin embargo existe
una creciente demanda por productos que no contengan lactosa (Kandylis et-al., 2016).
En este contexto, el té verde representa una matriz alimenticia potencial considerando
su alto contenido de compuestos polifendlicos. El consumo de éstos tiene mdltiples
beneficios a la salud principalmente asociados a su capacidad antioxidante,
caracteristica que también puede ayudar a mantener la viabilidad de las células
probiéticas las cuéles son sensibles al oxigeno (Lépez de Lacey et al., 2014; Sipailiené
and Petraityte, 2018). Sin embargo, cuando se agregaron probioticos a una bebida de
té verde lista para consumo se detecté una disminucion de la aceptabilidad del producto
a partir de los 12 dias de almacenamiento a 4°C, lo cual pudo ser consecuencia de la
disminucion del pH y aumento de la acidez titulable (Tewari et al., 2018). Asi, la
tecnologia de microencapsulacion podria ayudar a solucionar tal situacién puesto que
segrega a las células de la matriz que la contiene promoviendo la estabilidad de tales
pardmetros (Ding and Shah, 2008). De las diferentes matrices que pueden utilizarse
para tales fines, mezclas de proteina de suero de leche y almidén se han implementado
con éxito permitiendo la supervivencia de células probidticas en productos como yogurt
y jugo de frutas (Castro-Becerra, 2010; Ying et al., 2013). Sin embargo, en ocasiones
los almidones deben ser modificados para que sus caracteristicas funcionales sean

compatibles para su uso mediante secado por aspersion (Gharsallaoui et al., 2007).

Aunque existen diversas fuentes a partir de las cuéles obtener almidon, la tendencias
actuales apuntan a la evaluacion de fuentes novedosas ya que la diversidad de
cualidades tecnoldgicas de los almidones es tan amplia como la variedad de especies
gue los poseen (Falfan-Cortés et al., 2014). En este contexto, el huauzontle representa
una opcidn interesante puesto que es un pseudocereal de la dieta tradicional mexicana

cuyo uso se ha limitado unicamente al consumo de la influorescencia y al uso de las



semillas Unicamente para la produccion de mas plantas, pese a que sus semillas
pueden contener hasta 50% de almidon (Assad-Bustillos et al., 2014).

Asi, el objetivo del presente trabajo fue el desarrollo de una bebida de té verde
adicionada con células de LGG microencapsuladas mediante secado por aspersion en

una mezcla de AMH y aislado de proteina de suero de leche.



Il. ANTECEDENTES

2.1. Alimentos probidticos, prebioticos y simbidticos

Las bacterias probidticas han sido incorporadas a diversos alimentos, especialmente a
productos lacteos; esto debido a la asociacion natural historica entre las bacterias
acido-lacticas y la leche fermentada. Algunos productos que contienen probidticos son
yogurt, queso, helado, salami y pan (Sipailiené y Petraityté, 2018), aunque
aproximadamente el 80% de la venta de probidticos se hace a través de yogurt. No
obstante, el consumo de productos lacteos se ha asociado a algunos riesgos a la salud
como intolerancia a la lactosa, alergias a las proteinas de la leche o por el contenido de
grasa y colesterol de la misma (Prado et al., 2008; Vijaya-Kumar et al., 2015). Estas
situaciones, en conjunto con las crecientes tendencias a mantener una dieta vegana o
libre de lacteos, hace necesario el desarrollo de productos probiéticos en matrices de
una indole distinta. Algunas bebidas de este tipo que se han desarrollado a nivel
investigaciéon en todo el mundo, utilizan matrices como el jugo de frutas y cereales
(Kandylis et al., 2016).

Asi también es posible que a un producto probidtico se incorporen prebioticos. Estos
ultimos son definidos como aquellos substratos que son selectivamente fermentados
por los microorganismos de un huésped, confiriendo beneficios a su salud de éste
(Kayshap y Quigley, 2018). De modo que aquellos alimentos que contienen tanto
prebidticos como probidticos han sido nombrados como productos simbioticos, y estan
disefiados. para incrementar los beneficios de los probidticos asi como estimular el
crecimiento de microorganismos benéficos (Azizi , 2015). Por tal motivo, una propuesta
interesante para el desarrollo de productos probidticos no lacteos, es la seleccion de

matrices alimenticias con actividad prebidtica.

Cuando se desarrolla un producto probidtico o simbibtico, es importante tomar las
consideraciones necesarias respecto a la composicion del mismo, tipos de empaque y

las condiciones de almacenamiento, puesto que son factores que influyen de manera



importante en la supervivencia de estos microorganismos. A continuacion se describen

algunas de ellas.

El oxigeno molecular es dafiino para los probiéticos debido a su naturaleza anaerobia.
Este puede afectar de manera negativa a dichos microorganismos al ser directamente
toxico para las células. O de manera indirecta, por ejemplo, debido a la toxicidad de los
radicales libres que son generados de la oxidacion de componentes como las grasas.
Por ello, para minimizar la oxidacion y maximizar la viabilidad de los probidticos durante
el almacenamiento, la presencia de antioxidantes puede ser efectiva (Tripathi y Giri,
2014). En este respecto, las catequinas de extracto de té verde han mostrado buenos
resultados en el crecimiento de cepas probidticas con diferentes sensibilidades al
oxigeno. Esto hace del té verde, como tal, una opcién interesante como matriz

alimenticia para el desarrollo de productos probidticos (Gaudreau et al., 2013).

Los ingredientes en los alimentos pueden ser protectores, neutrales o detrimentales
para la estabilidad de los probiéticos, de modo que debe considerarse la compatibilidad
de éstos con los ingredientes. Algunos aditivos como los agentes curantes pueden
significar un reto para la supervivencia de los microorganismos probioticos. Sin
embargo, algunos otros como los hidrolizados de proteina de suero de leche,
compuestos antioxidantes y prebidticos, tienen efectos positivos en la supervivencia de
las células durante el almacenamiento. Esto ya que proveen de nutrientes, reducen el
potencial redox o incrementan la actividad amortiguadora del medio (Tripathi y Giri,
2014).

Debe considerarse también que la viabilidad de los probiéticos durante el
almacenamiento es inversamente proporcional a la temperatura. Este tipo de productos
suelen almacenarse preferentemente entre 4 y 5°C (Tripathi y Giri, 2014). Ademas, el
pH y acidez titulable del medio afectan de manera importante la viabilidad celular.
Algunas cepas de Lactobacillus tienen pH optimos de crecimiento entre 5.5y 7, aunque
pueden sobrevivir a pH de 3.7-4.3 (Tripathi y Giri, 2014).

Algunos aspectos del empaque que tienen influencia en la vida de anaquel de

productos probidticos son el tipo y dureza de los materiales, la permeabilidad a gases y

luz, entre otros. La temperatura y humedad durante el almacenamiento afecta la

permeabilidad del material de empacado y por ende también puede afectar la viabilidad
4



celular (Cruz et al., 2007). Es de especial interés la permeabilidad al oxigeno, por los
factores mencionados anteriormente. Cruz et al. (2013) observaron que contenedores
de vidrio con las menores tasas de permeabilidad al oxigeno presentaron las mayores
cuentas viables de bacterias probitticas durante el almacenamiento en refrigeracion.
Adicionalmente, estas mismas muestras mostraron una mayor extension de post-

acidificacion y produccion de acidos organicos.

2.2. Té verde como matriz para la adicién de probioticos

El término té verde se utiliza para denominar aquellas infusiones hechas de las hojas de
la planta Camellia sinensis. La obtencion de té verde se hace sin fermentacion de las
hojas y su preparacion protege a los polifenoles de ser oxidados; de modo que éste
contiene una importante cantidad de antioxidantes. El té verde es una mezcla compleja
de compuestos que incluyen polifenoles, aminoécidos, acidos organicos, lipidos,
vitaminas, polisacaridos y L-teanina. Los polifenoles son los componentes mayoritarios
de este producto, siendo los flavonoides los mas abundantes de éstos. Entre ellos se
encuentran la epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC), epicatequina galato (ECG) y
epigalocatequina galato (EGCG). Contiene también otros compuestos como la cafeina,
aungque con una concentracion menor a la mitad de la que se encuentra en el café
(Singhal et al., 2017).

El té verde tiene el estatus de Reconocido Como Seguro (GRAS, por sus siglas en
inglés) por la Food and Drug Administration (Cooper, 2012) y un estudio reciente ha
mencionado que un' nivel seguro observado de 704 mg EGCG/dia puede ser
considerado para el consumo de bebidas de té por humanos (Hu et al., 2018). El
consumo de esta bebida es parte de la medicina tradicional china; sin embargo, en las
Ultimas décadas su empleo se ha expandido alrededor del mundo al igual que el interés
por los potenciales beneficios a la salud asociados a su consumo. Se ha generado
evidencia cientifica que sugiere que entre estos beneficios se encuentran la disminucion
en el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de cancer,
diabetes y asma; también se ha mostrado que puede ayudar a la pérdida de peso y a
disminuir el estrés (Singhal et al., 2017).



Lopez de Lacey et al. (2014) concluyeron por primera vez que el té verde era una matriz
alimentaria potencial para la incorporacion de probioticos. Para ello, inocularon una
suspension de células de L. acidophilus en extracto de té verde (0.5% p/v) y analizaron
la viabilidad de los microorganismos durante 72 horas a 37°C. Estos autores
observaron que el log de la cuenta viable se mantenia entre 5y 2 después de 24 h.
Dichos resultados podrian no parecer tan favorables considerando la recomendacion de
que los productos probidticos deben contener al menos 7 log UFC/mL al final de la vida
de anaquel del producto (Sipailiené y Petraityté, 2018) sin embargo, este anélisis se
realizé a 37°C. Si la adicion de los microorganismos al té se realiza con intenciones de
desarrollar un producto comercial listo para consumo, éste deberia conservarse en
refrigeracion a 4°C, condicion que podria mantener un numero importante de

microorganismos viables durante mas tiempo (Daneshi et al., 2013).

Recientemente y en un ambiente mas cercano a la realidad de un producto comercial,
Tewari et al. (2018) incorporaron células de L. acidophilus a una bebida de té verde lista
para consumo la cual se almacené a 4°C. Esta contenia 0.14% de solidos de té (p/v),
9% de sacarosa (p/v), 2% (p/v) del cultivo de L. acidophilus y 1.26, 6.75 y 0.99% de
fructooligosacéridos (FOS), galactooligosacaridos (GOS) e inulina, respectivamente.
Después de 28 dias de almacenamiento la cuenta viable disminuyé menos de 1 log de
modo que en este punto se obtuvieron 7.74 log UFC/mL. Este resultado favorable se
atribuyé a la mezcla optimizada de GOS, FOS e inulina, asi como a la temperatura de
refrigeracion. Sin embargo, en el andlisis sensorial se observé que la aceptabilidad
general (que fue evaluada por un panel entrenado de 15 personas mediante una escala
hedonica de 9 puntos) fue de 1.0 £ 0.0 al final de los 28 dias. Esto significé que el 100%
de los evaluadores contestd6 que la bebida “les desagradaba mucho”. Este
comportamiento se asocio al desarrollo de aromas y sabores desagradables, asi como
un color que dej6 de gustar a los panelistas y que se correlaciond con la caida del pH 'y
aumento de la acidez titulable.

Asi, aunque el almacenamiento a 4°C pudo mantener la cuenta viable de los
microorganismos, esto no fue suficiente para mantener también la aceptabilidad
sensorial del producto durante los 28 dias analizados. Para solucionar esto, los autores

realizaron un secado por aspersion de la bebida con la idea de preservar las



caracteristicas sensoriales del producto fresco (Tewari et al., 2018). No obstante, esta
accion elimina la caracteristica de ser un producto listo para consumo; y ya que dicha
propiedad es de creciente interés para el mercado actual debido al rapido ritmo de vida
moderno (Silva et al., 2005), seria importante encontrar alternativas que permitan

mantener dichas propiedades.

Ademas es importante mencionar que el producto propuesto por Tewari et al. (2018)
contenia 9% de azucar. Considerando que México es uno de los paises con mayor
prevalencia de sobrepeso y obesidad asi como el alto indice de consumo de bebidas
azucaradas (Afeiche et al., 2018), es primordial que el desarrollo de nuevos productos
tome en cuenta estos antecedentes como base para la creacion de bebidas bajas o
libres en calorias para su posterior comercializacion en el pais. Asi, una alternativa es el
uso de edulcorantes no cal6ricos como el stevia que tiene el estatus de generalmente

reconocido como seguro por la FDA (Ciriminna et al., 2019).

Sobre este contexto, una alternativa que podria ayudar a mantener la viabilidad de los
microorganismos durante el almacenamiento asi como las propiedades organolépticas

del mismo, es la microencapsulacion de los probidticos.

2.3. Tecnologia de microencapsulacion

La microencapsulacién se define.como la tecnologia de recubrir materiales sélidos,
liguidos o gases, en capsulas miniatura que pueden liberar su contenido a tasas
controladas y bajo la influencia de condiciones especificas (Anal y Singh, 2007). El
tamafio de las capsulas debe estar entre 0.2 - 5000 um para que se considere

microencapsulacion (Azizi A, 2015).

Si lo que se encapsulan son probi6ticos, este método permite segregar a las células del
ambiente que las rodea lo que genera beneficios como proteger a los microorganismos
de condiciones adversas durante el procesamiento y almacenamiento de alimentos
(Tripathi and Giri, 2014). Esto es de suma importancia pues se recomienda que la
cantidad de organismos viables sea igual o mayor a 10’ UFC por ml o g del producto, al
momento de consumirlos (Sipailiené and Petraityté, 2018). De igual forma ayuda a
proteger a las células del paso por el tracto gastrointestinal, mejora y estabiliza las

propiedades sensoriales e incluso es posible conseguir una distribucion mas
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homogénea de los probidticos en el producto, debido a la inmovilizacion de los mismos
(Tripathi and Giri, 2014).

Previamente se mencion6 que el rechazo sensorial que ocurrio en la bebida de té verde
con probioticos y prebidticos del trabajo de Tewari et al. (2018) se correlacion6 con la
caida del pH y el aumento de la acidez titulable del producto. Los prebibticos que se
agregaron a la bebida (FOS, GOS e inulina) son carbohidratos que pueden ser
metabolizados por las células probidticas que se encuentran libres y, en consecuencia,
producir acidos organicos que disminuyen el pH y aumentan la acidez. No obstante se
ha observado que la microencapsulacion, al segregar a las bacterias del medio, puede
resultar en cambios menos bruscos de pH y acidez titulable de jugos refrigerados (Ding
and Shah, 2008). De modo que esta tecnologia podria ayudar a resolver el problema de
la disminucion en la aceptabilidad general de una behida de té verde adicionada con

probioticos al retrasar la fermentacion.

Ahora bien, la microencapsulacién de probiéticos se puede realizar mediante diversos
métodos como la extrusion, coacervacion, liofilizaciéon y secado por aspersion. La
extrusion implica la preparacion de una solucién de hidrocoloide a la cual se le agregan
los microorganismos y esto se extruye a través de una jeringa formando gotas que caen
en una solucién que solidifica las esferas (Martin et al., 2015). A pesar de sus multiples
ventajas, su uso a gran escala se ve limitado debido a la lenta formacion de las
microcapsulas (Mortazavian et al., 2007). Otro método es la coacervacién, que se
refiere a la separacion de fases de coloides li6filos, en microgotas liquidas en lugar de
agregados. La fase con una mayor concentracion de componentes coloidales es el
coacervado, mientras que la fase con la minima concentracién de biopolimero es la
solucion de equilibrio. Aunque este método tiene una eficiencia de encapsulacion muy
alta, el'proceso resulta altamente costoso y complejo, lo que ha frenado su uso a escala
industrial (Soukoulis y Bohn, 2018).También se incluye el método de liofilizacion, en
donde las células son primero congeladas y luego secadas por sublimacion bajo
condiciones de vacio; siendo en esta ultima etapa donde se remueve el liquido en que
estaban suspendidas las mismas. A pesar de su alta eficiencia generalmente no se usa
a gran escala puesto que es un proceso que consume demasiado tiempo y energia
(Barbosa et al., 2015).



2.3.1. Secado por aspersion

Otra técnica de microencapsulacion es el secado por aspersion, que presenta diversas
ventajas en comparacion con los métodos antes mencionados. En esta técnica, un
liquido es atomizado en un gas caliente lo que instantaneamente lleva a la formaciéon de
un polvo. Presenta diversas ventajas como bajo costo, alta productividad y puede
realizarse de forma continua y de manera rapida. Se ha reportado que puede llegar a
ser hasta seis veces mas barato que la liofilizacion, por kg de agua removida. Debido a
lo anterior es uno de los métodos de encapsulacion mas utilizados en la industria
alimenticia. Sin embargo, las altas temperaturas, el estrés osmatico, la deshidratacion y
la exposicién al oxigeno (condiciones inherentes al proceso) pueden resultar en un
dafio a los acidos grasos, proteinas intracelulares, ribosomas, ADN y ARN de las
bacterias probidticas causando su muerte. Para superar estas carencias y asi mejorar la
supervivencia de los probidticos durante el secado por aspersion, se han aplicado
distintos métodos. El ajuste de los parametros del secado por aspersion como la
temperatura de entrada/salida, el flujo, la presion del aire durante el atomizado vy el
tiempo de residencia, son algunas ‘de las estrategias que puede realizarse.
Normalmente la reduccion de las condiciones en los parametros anteriores esta
relacionada con una mayor supervivencia por parte de las bacterias. Esto atribuido a un
menor dafio térmico en las células y menor esfuerzo cortante durante la atomizacion
(Barbosa et al., 2015; Liu et al., 2017a).

2.3.2. Matrices para el 'secado por aspersion

Otra estrategia para proteger a las bacterias probiéticas ante las condiciones adversas
del secado por aspersion, es la seleccion cuidadosa de los materiales de pared. Los
mas comunmente utilizados para este fin (todos naturales, de bajo costo, bio-
compatibles y generalmente reconocidos como seguros) son carbohidratos como el
almidén, maltodextrina, pectina, goma arabica; y proteinas como la obtenida del suero
de la leche, soya, etc. (Azizi , 2015). También se han propuesto sistemas binarios que
utilizan una combinacion de éstos, los cuales han resultado en mayores eficiencias de
encapsulacion y tasas de supervivencia asi como mayor capacidad para sobrevivir a la
digestion gastrointestinal in vitro y al almacenamiento, cuando se comparan con la

microencapsulacion con un Unico material (Liu et al., 2017).
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2.3.1.2. Proteina de suero de leche

Las proteinas de los alimentos pueden ser utilizadas como material para encapsular
debido a su alto valor nutricional y sus excelentes propiedades. Un ejemplo de éstas es
la mezcla de proteinas globulares que se aislan del suero de la leche, que es un
material residual que se genera como parte del proceso de produccién de quesos.
Dicha mezcla se conoce como aislado de proteina de suero de leche (APSL)y consta
principalmente de tres proteinas: B-lactoglobulina, a-lactoalbumina y albumina sérica
bonina (Corrochano et al., 2018). Las proteinas presentes en el APSL tienen la
capacidad de interactuar con una amplia variedad de sustancias y pueden proteger
sustancias activas hasta su liberacion en el huésped. Por ejemplo, se -ha documentado
que la B-lactoglobulina y la a-lactoalbimina tienen una fuerte afinidad para interactuar
con (-)-EGCG, compuesto polifendlico mayoritario en el té verde. Esta interaccion puede
resultar en la proteccion del (-)-EGCG contra la degradacion y proteger su actividad
antioxidante (Al-Hanish et al., 2016; Chen et al., 2019). La evidencia sugiere incluso que
tales uniones pueden aumentar la bioaccesibilidad de los compuestos polifenélicos
(Bhushani et al., 2016) y que la actividad biolégica de éstos no se ve afectada, por
ejemplo en lo referente a su actividad anti-proliferativa contra ciertas lineas celulares
(Al-Hanish et al., 2016; von Staszewski et al., 2012) y su actividad antimicrobiana contra
bacterias gram-positivas (Carson et al., 2018).

Otro beneficio potencial de la proteina de suero de leche como matriz es la hidrélisis de
las mismas por parte de las enzimas digestivas. Esto puede generar péptidos bioactivos
gue ejerzan distintos efectos fisioldgicos in vivo (Martin et al., 2015). Este material ha
mostrado proteccion a probidticos microencapsulados, hasta por 3 horas en una
incubacion gastrica in vitro (Doherty et al., 2011) ademas de que sus propiedades de
barrera contra el oxigeno pueden ayudar a proteger a las células probiéticas (Galus and
Kadzinska, 2019).

2.3.1.1. AImidén

El almidon estd compuesto de dos tipos de alfa-glucanos, amilosa y amilopectina. La
primera es una molécula linear de unidades de a-D-glucopiranosil unidas mediante un

enlace a(1->4), mientras que la segunda es una molécula ramificada formada también
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por unidades a-D-glucopiranosil unidas de la misma manera, aunque con ramificaciones
generadas por enlaces a(1->6). Es unos de los tres polisacaridos mas abundantes en la
naturaleza y también uno de los materiales mas multifuncionales utilizados por las
industrias debido a sus muchas aplicaciones tecnoldgicas (Agama-Acevedo et al.,
2019).

Sin embargo, los almidones nativos no siempre cumplen con las caracteristicas
necesarias para una aplicaciéon industrial especifica. Por ejemplo, para que un material
pueda ser considerado como adecuado para el secado por aspersion, éste debe tener
una alta solubilidad en agua y baja viscosidad a las temperaturas de secado
(Gharsallaoui et al., 2007), caracteristicas de las que suele carecer el almidén nativo.
Asi, para cumplir con tales especificaciones, los almidones pueden ser modificados. Los
métodos convencionales de modificacion suelen requerir grandes cantidades de
reactivos quimicos que pueden conllevar a problemas de contaminacion ambiental. Por
el contrario, la tecnologia de extrusion es un proceso de alta temperatura y corto tiempo
que presenta la ventaja de su gran versatilidad y ausencia de efluentes. Durante dicho
proceso el almidén es calentado, transportado y comprimido por un tornillo y después
presionado contra un dado, dando como resultado cambios moleculares. Entre esto se
incluye la disrupcién de la estructura cristalina del almidon y la reduccion de la cadenas
poliméricas por moléculas mas pequefas, que se traducen en un aumento de la
solubilidad en agua y disminucién de la viscosidad (Murta-Pagola et al.,, 2009).
Almidones provenientes de diversas fuentes como maiz, amaranto y arroz han sido
modificados mediante extrusibn para su posterior uso como matrices de
microencapsulacién mediante secado por aspersion (Calvo-Lépez, 2018; Castro-
Becerra, 2010; N. Falfan-Cortés et al., 2014; Murta-Pagola et al., 2009).

En ocasiones, los almidones son hidrolizados con acido previo al proceso de extrusion
lo cual conlleva a la formacion de moléculas de almidon mas pequefias luego de la
hidrdlisis. Dicha moléculas tienen mayor libertad y movilidad para retrogradar y producir
estructuras resistentes a la digestion por la alfa-amilasa (Hasjim and Jane, 2009), y que
se denominan como almidén resistente (AR). Estas estructuras resisten la digestiéon
durante su paso por el tracto gastrointestinal, de modo que pueden ser fermentados por

la microbiota del colon. Se ha sugerido que la incorporaciéon de AR a la dieta puede
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incrementar la sensacion de saciedad y reducir la densidad calérica de un alimento
debido a que no puede ser digerido. Ademas, su consumo prolongado puede aumentar
el nimero de bacterias del género Bifidobacterium y Lactobacillus, y disminuir el de
coliformes que hay en el colon. Su ingesta también se asocia a un incremento en la
produccion de acidos grasos de cadena corta y disminucion del pH intestinal (Higgins,
2014). Estas son algunas de las razones por las que al AR se le atribuyen efectos
fisiolégicos protectores contra padecimientos como la diabetes, céancer de colon,
enfermedades cardiovasculares y obesidad (Fuentes-Zaragoza et al., 2010), ademas de
ser considerado como prebiotico (Fuentes-Zaragoza et al.,, 2011). (En resumen, la
habilidad del AR a escapar de la digestion en el intestino delgado, los beneficios antes
mencionados, su bajo costo y facil procesamiento, hacen de este un material de pared

apropiado para la liberacién de probidticos al intestino (Ashwar et al., 2016).

No obstante, el proceso de hidrélisis acida previo a la extrusion genera grandes
cantidades de residuos debido a que la hidrdlisis se lleva a cabo en soluciones de 20-
40% de solidos con 3.6% de HCI y se requiere un proceso de lavado final (Hasjim and
Jane, 2009; Murua-Pagola et al., 2009). Recientemente Calvo-Lopez (2018) desarrollo
un proceso de hidrélisis acida de. almidon de maiz, en el que la reaccion ocurre
ajustando la humedad del almidén al 11% con una solucién de 0.5% de HCI. El almidon
obtenido al final no requiere de lavados antes de ser alimentado al extrusor.
Implementando dicho proceso, Calvo-Lopez (2018) obtuvo un almiddén con alta
solubilidad en agua y baja viscosidad, lo que benefici6 su uso para el proceso de
secado por aspersién a partir del cual obtuvo altos rendimientos de microencapsulacion
de betalainas. Ademas, gracias a las propiedades termodindmicas obtenidas como
consecuencia de la modificacién, se sugirié que dicho material podia ser utilizado en

alimentos de alta actividad de agua.

Asi, combinaciones de AR y proteina de suero de leche han sido utilizadas
anteriormente para microencapsular probidticos por secado por aspersion, obteniendo
buenos resultados. Por ejemplo, Castro-Becerra (2010) utilizO estos materiales para
encapsular células de B. brevis, reportando que la disminucion de la viabilidad después
del proceso de secado por aspersion fue de 0.25 log UFC/mL, y de 0.54 log UFC/mL
luego de su almacenamiento en yogurt durante 4 semanas a 4°C. Ying et al (2013)
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utilizaron el mismo método para encapsular células de LGG, observando una pérdida
de viabilidad menor a 1 log UFC/mL luego de la formacion de las microcdpsulas, y de
2.5 log UFC/mL cuando éstas se colocaron en jugo de manzana durante 4 semanas a
4°C (el cual tenia un pH de 3.5).

2.4. Huauzontle, fuente novedosa para la obtencion de almidén

Los almidones comerciales mas comunes se obtienen de maiz; por ende muchos de los
trabajos de encapsulacién de probioticos utilizan almidon de maiz. Aunque también se
han estudiado otras fuentes para esta finalidad, como el arroz y el amaranto (Ashwar et
al., 2018; Falfan-Cortés et al., 2014; Fuentes-Zaragoza et al., 2010). Sin embargo, la
diversidad de cualidades tecnolégicas de los almidones es tan amplia como la variedad
de especies que los poseen. Por lo tanto es de interés la blsqueda de nuevas fuentes
para la obtencion de dichos materiales (Falfan-Cortés et al., 2014).

En México existe un pseudocereal conocido. como huauzontle (Chenopodium
berlandieri spp. nuttaliae), cuya parte comestible es la inflorescencia y que se
comercializa como una verdura en algunos estados del centro del pais. La semilla de
esta planta se utiliza Gnicamente para la produccion de plantulas, pese a que como los
demas pseudocereales es rica en almidén (Aghamirzaei et al., 2013; SAGARPA, 2013).
Assad-Bustillos et al. (2014) realizaron una caracterizacion fisicoquimica, funcional,
térmica y reoldgica del almidon.-de semillas de huauzontle. Observaron que éste tenia
un 50% de rendimiento de extraccion y que presentd valores de hinchamiento y
solubilidad en agua similares a los del maiz. Ademas dichas semillas contienen otros
compuestos como saponinas, polifenoles y fibra, lo que podria permitir el

aprovechamiento integral de la semilla (Lazo-Vélez et al., 2016).

Por lo_anterior, y con el fin de diversificar las aplicaciones de las semillas del
huauzontle, en este trabajo se propuso su uso como fuente para la obtencion de
almidon y su posterior uso como matriz para microencapsular probiéticos, en
combinacion con proteina de suero de leche. Los probidticos encapsulados fueron
incorporados a una bebida de té verde lista para consumo, a partir de cuél se evalud su
vida de anaquel sensorial en conjunto con los cambios fisicoquimicos ocurrido durante

el almacenamiento.
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lll. OBJETIVOS

3.1. General

Desarrollar una bebida de té verde, adicionada con células de LGG, microencapsuladas

en una mezcla de almidon modificado de huauzontle y proteina de suero de leche.

3.2. Especificos

e Obtener vy caracterizar almidon de semillas de huauzontle modificado
por hidrdlisis &cida y extrusion.

e Evaluar el efecto de dos temperaturas de entrada en el secador aspersion, en las
caracteristicas fisicoquimicas de microcapsulas con células viables de LGG,
utilizando como matriz almidén modificado de huauzontle y aislado de proteina de
suero de leche.

e Evaluar el efecto de la microencapsulacién en la supervivencia de LGG ante
condiciones de tracto gastrointestinal simulado y almacenamiento.

e Generar y caracterizar fisicoqguimicamente una bebida de té verde con LGG

microencapsulado, y determinar su vida anaquel sensorial.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

Las semillas de huauzontle (C. berlandieri spp. nuttalie) fueron obtenidas de un
proveedor en Cholula, Puebla, México. El aislado de proteina de suero de leche fue
donado por Hilmar Ingredients (California, USA) y, de acuerdo al fabricante, contenia
90.5% de proteina, 0.1% de lactosa, 0.22% de grasa, 4.16% de humedad y 2.6% de
cenizas. Se utiliz6 LGG (ATCC 53103) perteneciente al cepario del Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos del departamento de Ciencia de los Alimentos y Nutricion
Humana de la Universidad de lllinois en Urbana-Champaign. Las hojas de C. sinensis,

variedad Gyokuro, fueron adquiridas de Teavana (Seattle, USA).

4.2. Métodos

De manera general, la metodologia se plante6 en tres etapas (Figura 1). La primera
etapa se disefid para cumplir el primer objetivo especifico e involucrd la extraccion,
modificacion (mediante hidrélisis acida y extrusion) y caracterizacion del almidén de
semillas de huauzontle. En esta etapa se buscé que las caracteristicas del almidén
modificado fueran favorables para su uso como material de pared para la

microencapsulacién por secado por aspersion.

La segunda etapa abarc6é el cumplimiento del segundo y tercer objetivo especifico. Para
esto, una mezcla de AMH y APSL se utiliz6 para la microencapsulacion de células de
LGG mediante secado por aspersion. Se probaron dos temperaturas de entrada en el
secador, y se evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas, morfolégicas y funcionales de
las microcdpsulas obtenidas a ambas condiciones. A partir de dicha evaluacion se
seleccion6 una temperatura de entrada como condicion para la microencapsulacion, y
las “microcapsulas obtenidas mediante dichas condiciones se utilizaron en los

experimentos posteriores.

La tercera y Ultima etapa comprendio el tercero y cuarto objetivo especifico. En ésta, se
obtuvo un extracto de té verde a partir de hojas de C. siniensis y se preparo una bebida
modelo a la que se le adicionaron las microcapsulas de LGG para estudiar la

estabilidad de las mismas durante el almacenamiento del producto en refrigeracion.

15



ETAPA 1

ETAPA 2

Huauzontle

LGG

v

Almidén nativo

!

v

Caracterizacion
fisicoquimica

Secado por aspersion
AMH + APSL (1.6:1 p/p)
Buchi Mini Spray Dryer
Te: 140 y 160°C

!

ETAPA 2

C. sinensis

!

Extracto de té verde

v

A 4

Modificacion
(hidrdlisis acida y extrusion)

Microcapsulas

v

v

Almidén modificado (AmMH)

v

Caracterizacion

e Funcional
- ISA, I1AA
- Almidén resistente (%)
- Amilosa (%)
- Propiedades de pasta
- Comportamiento térmico
- Difraccion de rayos-x
- Color

e Morfolégica

IAA: indice de absorcién de agua; APSL: aislado de proteina de suero de leche; TE: temperatura de entrada.

Caracterizacion
Fisicoquimica
- Rendimiento
- Eficiencia
- Humedad, Aw
- Tamafo de particula
= Color

Morfologica

Funcional

- Supervivencia ante
condiciones de tracto
gastrointestinal

- Supervivencia en
almacenamiento

A 4

Estabilidad de
microcapsulas en

extracto de té verde
12 dias, 4 °C

v

Formulacién de bebida

v

Vida de anaquel
Evaluaciéon sensorial
Caracterizacion
fisicoquimica

- Viabilidad celular

- pH

- Acidez titulable

- Color

- AzUcares reductores

- Polifenoles totales

- Capacidad antioxidante

Figura 1. Diagrama general de la metodologia. ISA: indice de solubilidad en agua;
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Datos recabados de este experimento se utilizaron para generar formulaciones de una
bebida de té verde. Con la formulacion seleccionada se mont6é un andlisis de vida de
anaquel sensorial, en el cual se monitorearon algunos parametros fisicoquimicos del

producto.

Asi, se detallan a continuacion los métodos utilizados en cada etapa.
Etapa 1

4.2.1. Extraccion de almidén de semillas de huauzontle.

Las semillas de huauzontle se limpiaron manualmente para asegurar la remociéon de
materia extrafa. La extraccién se realizé de acuerdo a lo establecido por (Lindeboom et
al., 2005) con modificaciones. Para esto se molieron las semillas con ayuda de una
licuadora, y la harina obtenida se remoj6é en agua desionizada (1:5, p/v) a 4 °C durante
16 horas. Posteriormente la pasta se licu6 nuevamente durante 1 minuto y se dejo en

reposo por 1 hora. La pasta se prensé utilizando tela chifén, el filtrado se tamizé

utilizando una malla No. 200 (Tyler) y se centrifugé a 4500 x g durante 15 minutos. La

capa color café-gris que se formd. sobre el precipitado blanco fue cuidadosamente
removida utilizando una espatula. El pellet se resuspendié dos veces con agua
destilada y se centrifugd a las mismas condiciones, eliminando la capa café-gris en
cada lavado. Finalmente el pellet se lavé con etanol al 95% y acetona, se secd en horno
de conveccion a 40°C durante 12 horas, se moli6 con ayuda de un molino (Krups
GX4100) y se guardo en bolsas de polietileno cerradas y a temperatura ambiente, hasta
su posterior utilizacion. El almidon obtenido de este proceso de denomind almidon

nativo de -huauzontle (ANH).

4.2.2. Modificacion del almidén

La modificacion del ANH se realiz6 mediante hidrélisis acida y extrusion de acuerdo con
la metodologia de Calvo-Lopez (2018). Para esto, al ANH se le adicion6 HCI al 0.5%
(p/p) en base seca, con agua suficiente para que la muestra tuviera una humedad final
del 11%. Las muestras se colocaron en bolsas de polietileno y se almacenaron a 4°C
durante 36 horas al final de las cuales la humedad de ajust6 al 18%. Posteriormente se
realizé el proceso de extrusién. Para esto se utilizd un extrusor de tornillo simple
(diseflado y manufacturado por CINVESTAV-IPN, Querétaro) con un barril de diametro
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interno de 20 mm (longitud/didmetro=20). La temperatura del barril fue de 60, 136y 170
°C en la alimentacion, transicion y salida, respectivamente. La relacion de compresion
del tornillo fue de 1:2, el diametro de salida del dado fue de 5 mm y la velocidad de
alimentacion 89 rpm. Las muestras extrudidas fueron secadas en un horno de
conveccion a 45°C durante 24 horas, se pulverizaron con un molino de maiz y fueron
cernidas con una malla No. 60 (250 um). El almidén modificado de huauzontle (AHM)
obtenido se almacendé a temperatura ambiente en bolsas de polietileno, hasta su

posterior uso.
4.2.3. Caracterizacion fisicoquimica y funcional del almidon

4.2.3.1. Analisis bromatoldgico

Se estimé la cantidad de humedad, cenizas, proteina cruda, grasa cruda y fibra cruda
del ANH, segun los métodos AOAC (1990) 925.10, 923.03, 920.87, 920.85 y 962.09,
respectivamente. Los carbohidratos se determinaron por diferencia y los azlcares
reductores mediante el método del &cido 3,5-dinitrosalicilico (Miller, 1959).

4.2.3.2. Contenido de amilosa y almiddn resistente

Se determind el contenido de amilosa y almidon resistente del ANH y AHM utilizando
los kits Amylose/amylopectin y Resistant Starch (Megazyme) acorde a las instrucciones

del fabricante.

4.2.3.3. indice de solubilidad y absorcion de agua

El indice de absorcion de agua (IAA) y el indice de solubilidad en agua (ISA) del ANH y
AHM se determinaron con base en lo descrito por Anderson et al. (1969). Se colocaron
0.25 g de muestra en un tubo para centrifuga y se agregé 3 ml de agua destilada. La
pasta se. mantuvo a 30°C durante 30 minutos y se agité cada 5 minutos con ayuda de
un vortex. Posteriormente el contenido se centrifugé a 2,012 x g durante 10 minutos. El
sobrenadante se decantd en un crisol de aluminio (previamente puesto a peso
constante) y se seco en estufa a 105 °C durante 2 horas. Dicho valor se registr6 como

peso del residuo de evaporacion y se utilizé para calcular el ISA utilizando la férmula:
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Peso del residuo de evaporacion
IS4 = x 100
Peso seco de la muesta

El pellet que se sedimentd se peso y dicho valor se registr6 como peso del residuo de

centrifugacion. Este sirvié para obtener el IAA con la siguiente formula:

Peso del residuo de centrifugacion
[AA =

Peso de la muestra — Peso del residue de evaparacion

4.2.3.4. Propiedades de pasta

Las propiedades de pasta del ANH y AHM se midieron utilizando el equipo Rapid Visco
Analyzer (RVA, modelo 3C, Newport Scientific, Warriewood, Australia). El analisis se
basé en el programa estandar para andlisis en  RVA acorde a la metodologia
internacional aprobada de la AACC 61-02.01. Los ciclos de calentamiento y
enfriamiento se programaron como se describe a continuacion. Las muestras
permanecieron a 50 °C por un minuto, luego se calentaron hasta 92 °C con rampas de
5.6 °C por minuto; se mantuvieron a esta temperatura por 5 minutos y luego se
enfriaron de nuevo hasta 50 °C.con rampas de 5.6 °C por minuto. La ultima temperatura

se mantuvo por dos minutos. El tiempo total del andlisis fue de 23 minutos.

4.2.3.5. Comportamiento térmico

El comportamiento térmico del ANH y AMH se analiz6 mediante calorimetria diferencial
de barrido. (DSC) utilizando un DSC (Mettler Toledo, 822). Se utilizaron crisoles de
aluminio estandar de 40 uL y utilizando indio metalico como referencia. Se pesaron 5
mg-de muestra por crisol a los cuales se agregaron 15 pL de agua grado HPLC. Los
crisoles de dejaron estabilizar a 4°C durante 12 horas. El andlisis se realizé calentando

la muestra a razon de 10 °C por minuto de 25 a 130 °C.

4.2.3.6. Difraccion de rayos-x

El patron de difraccibn de rayos X del ANH y AMH se analizé utilizando un

defractometro RIGAKU modelo Dmax2100. El equipo se operé a 20 mA y 30 kV. Se
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analizé la region comprendida entre 4° y 50° del angulo 20, con saltos de 0.03°. Para
calcular el porcentaje de cristalinidad relativa (CR) se integro el area bajo la curva de los
picos cristalinos y el area total utilizando el software OriginLab Pro, y los datos se
colocaron en la formula siguiente:

B Area de los picos cristalinos

R = — % 100
Area total

4.2.3.7. Morfologia

La morfologia de los almidones se determind utilizando un Microscopio Ambiental
Electronico de Barrido (Phillips XL30 ESEM) ubicado en el Laboratorio de Investigacién
y Desarrollo Tecnolégico en Recubrimientos Avanzados del CINVESTAV Unidad
Querétaro. Las muestras se colocaron en una cinta adherente sobre una matriz

metélica y se recubrieron con platino, para posteriormente ser analizadas.

4.2.3.8. Color

El color de los almidones se midié utilizando un colorimetro Hunter Lab. Los valores
obtenidos fueron la luminosidad (L), color (+a: rojo, -a: verde, +b: amarillo, -b: azul) y

diferencia de color (AE).
Etapa 2

4.2.4. Cultivo de LGG

El material que se utilizd para el cultivo y manipulacion de los probiéticos fue
previamente esterilizado en autoclave a 121°C durante 20 minutos. El cultivo de LGG,
que se encontraba conservado en glicerol (50% v/v), se reactivdO mediante la
transferencia de una azada a 5 mL de caldo MRS (preparado de acuerdo con
instrucciones del fabricante). Esto se realiz6 en condiciones de anaerobiosis, a 37°C
durante 24 h.

Se realiz6 una cinética de crecimiento del cultivo para determinar el tiempo aproximado
en que se alcanz6 la fase logaritmica tardia y el inicio de la fase estacionaria, del ciclo
de vida. Lo anterior para seleccionar el tiempo de cultivo en que se debian recolectar
las células para el secado por aspersion. La cinética se realizdé durante 20 h, tomando
muestra cada 2 h.
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Para el conteo unidades formadoras de colonia (UFC) durante la cinética se utilizo el
método de Miles y Misra (1938). Para esto, se realizaron diluciones decimales del
cultivo en PBS y posteriormente se coloraron 20 pL de cada dilucién (por triplicado) en
cajas de Petri con agar MRS. Las cajas se incubaron a 37°C durante 48 h en
condiciones anaerobias. Finalmente la cuenta de UFC se llevd a cabo en aquellas cajas

en donde el nimero de colonias fue entre 2 y 20.

Después del proceso de secado por aspersion se realizé un recuento de células con un
nivel de estrés fuerte. Para esto se realiz6 el conteo de células como se -menciono
anteriormente pero utilizando agar MRS adicionado con 2% de NaCl (MRSs). Asi, el
namero de células con nivel de estrés fuerte se calculé como la diferencia en la cuenta
de UFC entre los cultivos con medio MRS y MRSs (Moayyedi et al., 2018).

4.2.5. Microencapsulacion

Primero se cultivaron las células de LGG como se explico anteriormente, durante el
tiempo necesario para obtener 9 log UFC/mL al inicio de la fase estacionaria. Las
células se recuperaron mediante centrifugacion a 2,000 x g durante 10 minutos con dos
lavados en PBS a las mismas condiciones de centrifugacion. El pellet obtenido se utilizé

para el secado por aspersion.

Ademas se prepararon, por separado, soluciones acuosas del APSL y AMH, al 7.5y
20% de solidos respectivamente. Las soluciones se dejaron hidratar en agitacion
constante a temperatura ambiente durante 1 hora. A continuacion la suspension del
APSL se calent6 en un bafio de agua a 90 °C durante 10 minutos y se dejo enfriar hasta
alcanzar temperatura ambiente. A esta suspension se le agrego la suspensién de AMH
en cantidad suficiente para que la mezcla final tuviera una relacion de AMH y APSL de
1.6:1 (p/p). El pH se ajusté a 7 con NaOH 1 N y la matriz se homogenizé utilizando un
Ultra-turrax (IKA, T-25) a 8,000 rpm durante 5 minutos. Se agrego el pellet de células y
la matriz se mantuvo en agitacion constante utilizando una placa de calentamiento y un
agitador magnético. Se tom6 una muestra de la suspension para cuantificar la

concentracion de UFC antes de la microencapsulacion.

Para la microencapsulacion por secado por aspersion de utilizé el equipo Mini Spray
Dryer B-290 (Btchi, Switzerland) con una boquilla de doble flujo de 0.5 mm. Previo a la

microencapsulacion, las piezas del equipo fueron lavadas y desinfectadas con etanol al
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70%, el cual se dejo evaporar a temperatura ambiente antes de montar el equipo. Se
realizaron, por triplicado y de manera aleatoria, experimentos con una temperatura de
aire en la entrada (Tg) de 140 y 160 °C y con un flujo de 7.5 mL/min (25% velocidad de
aspiracion). Las microcapsulas fueron recuperadas del vaso colector del equipo y se
colocaron en tubos para centrifuga estériles sellados con papel parafilm, los cuales se

almacenaron en un desecador a 4°C.

4.2.5.1. Determinacion del rendimiento de encapsulacion

El peso del polvo obtenido en el vaso recolector al final del secado por aspersion se

utilizé para calcular el rendimiento de encapsulacién de acuerdo a la formula siguiente:

Polvo en vaso recolector (g)

Rendimiento (%) = x 100
endimiento (%) Material de pared (g)

En donde el material de pared es la cantidad de AMH y APSL que se mezclaron al inicio

de la encapsulacion.

4.2.5.2. Determinaciébn de Jla ' viabilidad se las células después de Ila

microencapsulacion

Se suspendieron 0.25 g de capsulas en tubos con 2.5 mL de solucién de citrato de
sodio al 2%. Las suspensiones se agitaron con ayuda de un vortex, a velocidad maxima
durante 1 minutoy se sembraron como se mencioné en la seccién 4.2.4 tanto en medio
MRS como MRSs.

4.2.5.3. Determinacién del contenido de humedad vy actividad de agua de las

microcapsulas

Se colocaron 0.5 g de capsulas en crisoles de aluminio (previamente llevados a peso
constante) y se dejaron en estufa a 105°C durante dos horas o hasta alcanzar peso
constante. El contenido de humedad se calculé como:
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Pi — Pf

Pi

0 Humedad = * 100

Donde Pi es el peso de las microcapsulas antes del secado en horno y Pf el peso de las

microcapsulas después del mismo.

Se determind la actividad de agua (Ay) utilizando el equipo Aqualab (4TE DUO). Para

esto las muestras se estabilizaron a 25 °C durante 15 minutos.

4.2.5.4. Tamafo de particulay morfologia de las microcapsulas

El tamafio de particula se determind utilizando el equipo Particle Size Analyzer. Se
analizé la superficie de las microcapsulas utilizando un microscopio electronico de
barrido XL30 ESEM-FEG (FEI, Hillsboro, Oregon, USA) perteneciente al Instituto
Beckmann de Ciencias Avanzadas y Tecnologia de la Universidad de lllinois (Urbana-
Champaign, lllinois, USA). Para esto, las muestras se montaron en una matriz metalica
y se recubrieron con una capa delgada de oro y paladio utilizando un revestidor (Desk-1
TSC, Denton Vacuum, Moorestown, N.J., U.S.A)).

4.2.5.5. Color de las microcapsulas

Se analizaron los parametros de color L*, a* y b* de las microcapsulas utilizando un

Colorimetro (HunterLab).

4.2.5.6. Tolerancia a condiciones de tracto gastrointestinal simulado

Se evalud in vitro la supervivencia de células de LGG libres y encapsuladas ante
condiciones simuladas de tracto gastrointestinal. Lo anterior se realizd6 acorde a la
metodologia de Castro-Becerra (2010). El primer paso consisti6 en preparar las
soluciones. La saliva artificial se prepar6 diluyendo 6.2 g de cloruro de sodio, 2.2 g de
cloruro de potasio, 0.22 g de cloruro de calcio y 1.2 g de bicarbonato de sodio en 1 L de
agua destilada. La mezcla se esterilizé a 121°C durante 15 minutos. Los jugos gastricos
e intestinales simulados se prepararon inmediatamente antes de los experimento. Para
el jugo gastrico se re-suspendieron 3 g de pepsina en 1 L de solucion salina estéril al
0.5% acidificada a pH 2 con acido clorhidrico 0.1 M. EIl jugo intestinal simulado se
preparé con 1 g de pancreatina y 1.5 g de sales biliares en 1 L de solucién salina al

0.5% estéril, y el pH se ajustdé a 8 con NaOH 0.1 M.
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Una vez preparadas las soluciones, se colocd 1 g de microcapsulas y se les adicion6 1
mL de saliva artificial y 9 mL de jugo gastrico simulado; la mezcla se homogenizé
manualmente durante un minuto y luego se colocé a 37°C por 2 horas. Se cuantifico la
cuenta viable (ver seccion 4.2.4.) al inicio y al final de la incubacidn. Posteriormente se
tomaron 8.3 mL de las suspensiones y se centrifugaron a 10,000 x g durante 3 minutos,
para luego decantar el sobrenadante. Se adicionaron 333 uL del sobrenadante recién
decantado a 3 mL de jugo intestinal simulado. Las muestras se colocaron a 37°C
durante 4 horas. La cuenta viable se determino recién agregado el jugo intestinal asi

como a las 2 y 4 horas de incubacion.

4.2.5.7. Efecto del almacenamiento sobre la viabilidad de LGG microencapsulado

Se prepararon microcapsulas frescas con una TE de 140 °Cy se colocaron de manera
separada en tubos conicos de polietileno sellados con-parafilm. Estos se almacenaron a
4y 22 °C. Se determiné el numero de células viables de LGG (ver seccion 4.2.5.5.)

cada 6 dias durante 60.
ETAPA 3

4.2.6. Estabilidad de las células de LGG en un extracto de té verde

Se prepard un extracto de té verde para lo cual se remojo 1 g de hojas en 40 mL de
agua destilada a 60 °C, durante 40 min. Transcurrido el tiempo, el contenido se filtr6
utilizando papel Whatman No. 1. Al extracto se afiadid 2.5 % de sacarosa y 0.15 % de
acido citrico y el pH se ajusté a 4.5 utilizando HCI 0.1 M. El extracto se ultra pasteurizé
durante 15 segundos a 120 °C utilizando un HTST/UHT (Armfield, FT74) y se colocé en
un vaso estéril. Se consideraron tres tratamiento: LGG libre, LGG encapsulado y LGG
encapsulado mas la adiciéon de 0.1 mg/mL de acido ascorbico. Cada tratamiento
consistio en 7 mL del extracto de té verde colocados en tubos opacos para centrifuga
con capacidad de 50 mL y sellados con papel parafiim. Se prepararon triplicados de
cada tratamiento, para cada punto de muestreo. Los tubos se almacenaron a 4 °C

durante doce dias, tomando muestra cada tres.

En cada punto de muestreo se cuantificé la viabilidad celular para lo cual se tom6 1 mL
del extracto y se hicieron diluciones decimales en PBS. El conteo en placa se realiz6

como se explico en la seccion 4.2.4. A los extractos se les determino también el pH, la
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acidez titulable (Cairns et al., 2002), compuestos polifendlicos totales mediante el

método de Folin-Ciocalteu (Anesini et al., 2008) y azucares reductores (Miller, 1969).

4.2.7. Evaluacion sensorial para la selecciéon de una bebida de té verde con

probidticos

Se prepararon las bebidas para la evaluacion sensorial la siguiente manera. Se obtuvo
un extracto de té verde para lo cual se remoj6 1 g de hojas por cada 40 mL de agua
purificada a 60 °C, durante 40 min. Transcurrido el tiempo, el contenido se filtrd
utilizando papel Whatman No. 1. El filtrado se diluy6é 1:1 con agua purificada y se le
afadi6 0.15 % de acido citrico y 0.1% de acido ascorbico. A partir de esto se
prepararon 3 formulaciones, como se describen en la Tabla 1, con base en el tipo y
concentracion de edulcorante utilizado. Se utilizd sacarosa y stevia (poder endulzante
280%).

Tabla 1. Formulaciones de una bebida de té verde con base en el edulcorante utilizado

., Edulcorante (% p/v
Formulacion o120,

Sacarosa Stevia
1 3 0
2 1.5 0.11
3 0 0.23

Las bebidas se envasaron en botellas de vidrio color ambar y se llevé a cabo una
pasteurizacion colocado las botellas en agua a 76 °C y dejandolas incubar por 10.5 min.
Posteriormente se afiadid 1% de microcapsulas de LGG en campana de flujo laminar.
Las bebidas preparadas se sometieron a un analisis microbiologico para la deteccion de

coliformes.

La evaluacion sensorial se llevo a cabo entre la 1 y 3 pm y participaron 28 hombres y
mujeres entre 21 y 51 aflos de edad, considerados consumidores (panelistas no
entrenados). Las bebidas se colocaron en vasos transparentes de 20 mL de capacidad
con un codigo aleatorio de tres digitos para cada formulacion escrito sobre el vaso y se
entrego también un vaso con agua y una galleta salada. Previo a la evaluacion, los

evaluadores leyeron y firmaron un consentimiento informado y posteriormente se les
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instruyo para que, antes de probar cada formulacion, comieran un pedazo de galleta y
bebieran un sorbo de agua (en ese orden). Las bebidas se encontraban a una
temperatura aproximada de 15 °C. En las papeletas entregadas se pidié que para cada
formulacion calificaran su agrado respecto al sabor, olor, color y aceptabilidad general
de la bebida en una escala heddnica de 9 puntos donde 1 significaba “me disgusta
mucho” y 9 “me gusta mucho”. Se recabaron también datos de edad, sexo y frecuencia
de consumo de té verde. Para esto ultimo se les dio tres opciones: nunca, al'menos una

vez al mes y mas de una vez al mes.

4.2.8. Vida de anaquel sensorial de la bebida de té verde con probidticos

microencapsulados

El andlisis de vida de anaquel comprendio tres etapas. En la primera etapa se disefié y
ensamblé un equipo para monitorear variables de proceso, el cual se instaldé en un
refrigerador tipo vitrina. La segunda etapa comprendid la preparacion de las bebidas y
su almacenamiento en el refrigerador, asi como la evaluacion sensorial de las bebidas.
La ultima etapa constdé de los analisis fisicoquimicos realizados a las bebidas. A
continuacion se detallan las etapas.

4.2.8.1. Equipo de monitoreo de variables de proceso

Se disefid y ensambldé un equipo para el monitoreo de temperatura (°C), humedad
relativa (%) e iluminancia (lux). Este equipo se instal6 en un refrigerador tipo vitrina, en
donde se almacenaron las bebidas para el analisis de vida de anaquel sensorial. El
equipo consto de tres partes: sensores, microcontrolador y servidor web. A continuacién

se explica cada una de ellas.

Como se-observa en la Figura 2A, el equipo disefiado comprendié dos grupos de
sensaores colocados en los dos niveles superiores del refrigerador. Cada grupo se
integré6 por un sensor para la medicién de iluminancia y otro para temperatura y
humedad relativa. Ambos juegos de sensores se conectaron a un mi