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RESUMEN.

El uso de microorganismos entomopatdégenos como el Bacillus thuringiensis para el
control de insectos plaga es una alternativa al uso de los productos quimicos que
son nocivos para el medio ambiente y el ser humano. Sin embargo, la viabilidad de
estos bioinsecticidas se ve afectada por algunos factores ambientales como la
radicion ultravioleta y el lavado cuando son asperjados sobre las plantas infectadas.
El objetivo de este trabajo fue obtener y caracterizar almidones modificados por
extrusion de amaranto, maiz ceroso y amaranto con reducciéon de tamafio de
particula para su aplicacibn como materiales de pared en la produccion de
microcapsulas de Bacillus thuringiensis serovariedad Kurstaki HD-1 mediante
secado por aspersion. Se realiz6 la extraccion del almidén de amaranto obteniendo
un rendimiento del 32.22 % y se caracterizaron los almidones en estado nativo.
Después se redujo el tamafio de granulo del almidén de amaranto con un molino de
alta energia consiguiendo una disminucién del 17.83 %. Posteriormente los
almidones se hidrolizaron con acido clorhidrico (50°C, 3.4 % HCI, 6 h); fueron
modificados mediante extrusion termoplastica con tripolifosfato de sodio (4 g/100g
de almidén) o bien mediante el método convencional con anhidrido n-octenil
succinico (4 mL/100g de almidon) y posteriormente extrudidos. Se caracterizaron
los almidones modificados observando un aumento en la solubilidad, cambios
morfoldgicos, en las propiedades de pasta y térmicas de los mismos; obteniendo
materiales con propiedades adecuadas como baja viscosidad, alta solubilidad y
superficies activas, para ser empleados como materiales de pared. Finalmente
mediante secado por aspersion se produjeron microcapsulas de Bacillus
thuringiensis y aceite esencial de naranja como fagoestimulante con superficies
libres de grietas y baja actividad de agua. Las microcapsulas obtenidas con almidén
de amaranto fosfatado y con maiz ceroso succinatado son las que mostraron un
mayor rendimiento del material activo mientras que las muestras con almidon de
amaranto succinatado con y sin reduccién de tamafio de granulo son las que
presentaron menor rendimiento. Finalmente se concluye que estos almidones
modificados poseen un gran potencial como agentes encapsulantes de Bacillus
thuringiensis.



I. INTRODUCCION.

Los productos quimicos han constituido el recurso principal para el control de
plagas agricolas debido a que sus efectos son mas rapidos que cualquier otra
forma de represion, por lo que han llegado a ser indispensables para el cuidado de
la agricultura; sin embargo, diversos factores como la pérdida de eficacia, el mal
uso, la aparicion de nuevas plagas, la contaminacién del ambiente, los peligros de
intoxicacion y las enfermedades provocadas al hombre, entre otros, han despertado
el interés de los investigadores, agricultores y de la poblacién en general para

disminuir su uso y buscar nuevas alternativas para el control de insectos.

El control biolégico es una de las opciones que se han estado utilizando desde
hace varias décadas, esta actividad utiliza organismo naturales y/o modificados
genéticamente o bien sus partes o productos con actividad insecticida para reducir
el efecto de las plagas. El Bacillus thuringiensis es la principal bacteria
entomopatdgena que se ha usado especialmente en contra de lepidopteros. Este
microorganismo se caracteriza por la produccion de cristales para esporales de
naturaleza proteica, los cuales son responsables de su actividad toxica.
Desafortunadamente la viabilidad y actividad del Bacillus se ven afectadas por
factores ambientales como los rayos UV. Es por esto que su empleo se ha visto
limitado debido a la falta de tecnologias alternativas que le brinden proteccién al
microorganismo. La microencapsulacion es un término que se refiere al proceso
mediante el cual ciertas sustancias bioactivas son introducidas en una matriz o
sistema pared con los objetivos de impedir su pérdida, para protegerlos o bien
evitar su deterioro; para su posterior liberacibn en condiciones controladas.
Actualmente existen comercialmente diversos agentes encapsulantes, sin embargo,
la mayoria de estos, son de costo elevado y son importados, lo cual limita su
disponibilidad. Es por ello que se hace necesaria la busqueda de nuevos materiales

con propiedades encapsulantes.

El almidén es uno de los biopolimeros mas abundantes en la naturaleza aunque de

manera nativa sus aplicaciones se ven limitadas debido a sus propiedades



intrinsecas; de manera que se requiere modificarlo para darle las caracteristicas

necesarias y obtener productos de mejor calidad.

De esta manera, en la busqueda de respuestas e innovacidbn en materiales
encapsulantes, el objetivo del presente trabajo sera, obtener y caracterizar
almidones fosfatados y succinatados por extrusion termopléstica de almidon de
amaranto sin y con reduccion de tamafo de particula (a manera de incrementar el
area superficial) y de maiz ceroso, para producir microcapsulas de Bacillus

thuringienses por medio de la tecnologia de secado por aspersion.



IIl. ANTECEDENTES.

[1.1 Bioinsecticidas.

Las plagas tanto urbanas como rurales son una amenaza constante para la salud y
la calidad de vida humana, asi como la causa de grandes pérdidas econdmicas en
los cultivos (Dulmage y col., 1990). Hasta ahora la Unica forma de controlar estos
insectos conocidos como plaga, se basa en la aplicacion de pesticidas quimicos,
aunque ello trae como consecuencia problemas ecologicos; por lo tanto el uso
irracional de los agroquimicos ha sido causa de contaminacion ambiental, en
especial a finales de la Segunda Guerra Mundial con el surgimiento de plaguicidas
de origen Organo-sintético, que al desequilibrar el balance ecoldgico, han
disminuido la biodiversidad, mientras que sus residuos téxicos han contaminado los

alimentos e inducido resistencia en los insectos plaga (Karamanlidou y col., 1991).

Una posible alternativa para solucionar este problema es el control bioldgico,
definido como el uso de un organismo natural o modificado genéticamente y/o sus
productos para reducir los efectos de insectos plaga (Galan y col., 1996). Se
reporta la existencia de mas de 1500 especies de microorganismos
entomopatdégenos con potencial para el control microbiano de insectos, en relacién
a su diversidad se sefialan hongos, virus, protozoarios y bacterias, siendo las
tltimas las de mayor importancia. Entre las bacterias mas sobresalientes se
encuentran las del género Bacillus y se sefiala que Bacillus thuringiensis (Bth) es
una de las bacterias entomotdxicas con mayor potencial para la produccion de un
bioinsecticida (Badii y col., 1996). Un bioinsecticida es considerado como el
producto bacteriano o actividad bacteriana que da como resultado la muerte de un
insecto (Abarca y col., 1992). Los bioinsecticidas se han propuesto como alternativa

para controlar plagas de insectos en agricultura.

I1.1.1 Historia de los insecticidas microbiales.

El estudio de las enfermedades de los insectos empezo en el siglo XIX aunque no

en relacion al control de insectos plaga sino para controlar enfermedades de espe-

3



cies comerciales, como el gusano de seda Bombyx mori. El italiano Agostino Bassi
fue el primero en demostrar experimentalmente la naturaleza infecciosa de la
enfermedad de los insectos, en su estudio de 1835 sobre la enfermedad de la
muscardina blanca de los gusanos de seda, causada por el hongo Beauveria
bassiana. Louis Pasteur efectud trabajos sobre otras enfermedades del gusano de
seda en 1865-1870, en Francia. La primera sugerencia del uso de patégenos de
insectos como insecticidas microbiales fue realizada en 1836 por Bassi, quien
propuso que los cadaveres putrefactos de insectos muertos podrian ser mezclados
con agua y ser rociados en el follaje para matar insectos. Las primeras pruebas de
campo de este concepto fueron conducidas en 1884 por Elie Metchnikoff, quien usé
la muscardina verde, Metarhizium anisopliae en pruebas de campo contra larvas
del picudo de la remolacha Cleonus punctiventris, causando del 55-80% de
mortalidad (Van y col., 2007).

No obstante a la gran diversidad de microorganismos, pocas bacterias destacan
como causantes de enfermedades infecciosas en los insectos, entre ellas, las
bacterias entomopatdégenas de mayor importancia se encuentran en el orden
Eubacterial, especificamente en la familia Bacillaceae y en el género Bacillus,
dentro del cual representan un alto potencial como agentes de control microbiano
Bacillus thuringiensis, Bacillus sphaericus, Paenibacillus popilliae, Paenibacillus

lentimorbus, entre otros (Badii y col., 1996).

B. thuringiensis fue descubierto en 1901 por el cientifico japonés Shigetane
Ishiwata de unos aislamientos de larvas del gusano de seda Bombix mori que
presentaban la enfermedad del sotto y fue redescubierta en 1911, por el cientifico
Ernst Berliner de larvas de la palomilla de la flor del mediterrdneo Anagasta
kuehniella en la provincia de Thuringia, Alemania, convirtiéendose en el primer
cientifico que dio la descripcion de esta bacteria, reportando la presencia de un
cuerpo paraesporal, sin embargo, no lo relacion6 con la actividad téxica del
microorganismo. En 1916, Auki y Chigasaki encontraron que la actividad de esta
bacteria era debida a toxinas presentes en los cultivos esporulados aunque no en

cultivos jovenes de células vegetativas. Hannay sugirio en 1953, que el cristal
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paraesporal era el agente toxico. Aflos més tarde, en 1954 Angus demostro que las
proteinas cristalinas, producidas por B. thuringiensis durante el curso de
esporulacion, eran responsables de la actividad insecticida (Mireles, 2006). En
1938, el laboratorio Libec de Francia produjo el Sporeine®, fue el primer producto
comercial hecho a base de B. thuringiensis disponible para el control del gusano
barrenador de la harina. Desafortunadamente, este producto se us6 por un corto
periodo debido a la Segunda Guerra Mundial (Rosas, 2009).

A pesar de diversas interrupciones, la investigacion en este agente de biocontrol
continu6 dando lugar al desarrollo y la comercializacion de productos. A partir de
entonces, mas de cien formulaciones se han colocado en el mercado mundial,
representando actualmente mas del 90% del comercio de los bioinsecticidas
(Rosas, 2008). El continente americano es responsable de la produccion del 50%
de este mercado, principalmente Estados Unidos y Canada; América Latina, por su
parte, tiene una produccion aproximada del 8 al 10% del total, y la mayor aplicacion
de ellos se dirige al control forestal y agricola de lepidopteros; sin embargo, gracias
a la continua investigacién, algunos productos de B. thuringiensis han sido

especialmente diseflados para insectos de otros 6rdenes (Rosas, 2009).

11.1.2 Desarrollo y formulacién de bioinsecticidas.

Los bioplaguicidas pueden ser desarrollados en formulacion liquida (como
concentrados emulsionantes o suspensiones acuosas) o sélida (como polvos para
reconstituir o polvos mojables, polvos para espolvoreo, granulados, granulos

dispersables en agua, comprimidos y pastillas).

El desarrollo de un bioplaguicida implica el cumplimiento de diversas etapas que
garanticen la obtencion de un producto seguro, eficaz y confiable. La etapa inicial
comprende el aislamiento del microorganismo y la evaluacién de su actividad
biocontroladora, seguido de su caracterizacion y conservacion para mantener sus
caracteristicas geneéticas vy fisioldgicas (Vega, 2007). Posteriormente se requiere la
definicion de un medio de cultivo 6ptimo y el mejor sistema para la obtencién

masiva del in6culo que permita una buena relacion costo-rendimiento en la
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producciéon. Se continua con los estudios de pre-formulacién y formulacion que
buscan lograr la combinacién correcta de excipientes, con el fin de garantizar la
estabilidad del producto en condiciones de almacenamiento y durante su aplicacion
(Fernandez y Juncosa, 2002). Las ultimas etapas involucran la estandarizacion de
procesos, la elaboracién de formulas maestras de produccién, la determinacién de
dosis y formas de aplicacion, la realizacion de estudios de toxicidad y de impacto
ambiental, la ejecuciébn de ensayos de campo, la realizacion de estudios de

mercado y patentamiento entre otros.

La pre-formulacién y formulacion son etapas fundamentales en el desarrollo de un
bioplaguicida, una vez que la formulacién asegura que el ingrediente activo junto
con otros materiales forme un producto estable, seguro, efectivo, facil de aplicar y
aceptable para su uso. Sin embargo, para desarrollar un producto con esas
caracteristicas, es indispensable realizar previamente un estudio de pre-
formulacion para determinar las propiedades fisicas, quimicas y microbioldgicas del
principio activo solo o en combinacién con los auxiliares de formulacion (Vega,
2007).

[1.1.3 Excipientes.

Las formulaciones generalmente se encuentran integradas por dos componentes:
el principio activo responsable de la actividad biocontroladora (hongos, bacterias,
virus, nematodos, etc.) y los excipientes los cuales se refieren al vehiculo que
puede ser solido o liquido y a los coadyuvantes que ayudan a mejorar o modificar la
accion del ingrediente activo. Los excipientes deben ser inertes frente al
microorganismo y frente a las plagas. Los retos en el desarrollo de los
bioinsecticidas son asegurar la estabilidad bioldgica y fisica del producto durante su
almacenamiento y distribucion, mejorar las caracteristicas fisicas y quimicas del
producto, que el producto sea de facil aplicacion y la proteccion del agente activo

de los factores ambientales (Cross y Polonenko, 1996).



[1.1.3.1 Soportes 0 matrices acarreadoras.

Debido a que el principio activo del bioinsecticida debe ser acarreado por un
soporte 0 una matriz inerte, muchos compuestos se han evaluado y utilizado para
este fin. Uno de los polimeros que se ha utilizado con mas éxito para el desarrollo
de las formulaciones es el almidon de maiz (Rosas, 2008), ya que éste presenta
versatilidad debido a las ventajas de proteccion y adherencia que proporciona al
principio activo; el almidon de yuca también fue utilizado en una formulacién de B.
thuringiensis que fue desarrollada contra larvas de S. exigua mostrando buenos
resultados. Otros soportes utilizados, como las particulas de maiz quebrado, la
arcilla o el salvado de trigo no han arrojado resultados tan exitosos, debido a que
éstos no se adhieren a las superficie de las hojas, y su uso esta restringido a
ciertas partes de las plantas, como por ejemplo en el cogollo del maiz o en la
superficie del suelo para el control de plagas de esta area (Guillespie y col., 1994)
lo que reduce sensiblemente su uso. Otro producto que ha sido utilizado como
soporte de formulacién es la harina de maiz (McGuire y col., 1996; Tamez y col.,
1996), aunque cuando sufre un proceso de nixtamalizacion ha demostrado una alta
efectividad reteniendo la actividad toxica de B. thuringiensis hasta por dos afios, lo

gue implica una posible comercializacion del producto (Tamez y col., 1998).

11.1.3.2 Fagoestimulantes.

No obstante con el uso de soportes adecuados, las formulaciones han tenido que
ser mejoradas debido a que el comportamiento de los insectos es un fenémeno
complejo. Muchos insectos lepidopteros dejan de alimentarse después de la
primera ingestion de B. thuringiensis, evitando asi consumir una dosis letal de este
patégeno (Gillespie y col., 1994). Esta conducta hace que el insecto ingiera dosis
sub-letales del patégeno obteniéndose bajos porcentajes de mortalidad.
Posiblemente esto es causado porque las &-endotoxinas no estimulan los
receptores que se encuentran en el aparato bucal de la larva y, por tanto, s6lo son
detectadas después de que el alimento ha entrado en el tracto digestivo. Se han

realizado muchos esfuerzos para aumentar la efectividad en campo de los



insecticidas microbianos, las sustancias que estimulan el gusto o fagoestimulantes,

son precisamente el tipo de sustancias utilizadas para este fin (Rosas, 2008).

Desde hace varias décadas se ha demostrado la utilidad de los fagoestimulantes
en las formulaciones, debido a que la palatabilidad es un factor muy importante
cuando el entomopatdégeno tiene que ser ingerido para ser efectivo (Guillespie y
col., 1994). Anteriormente, algunos extractos obtenidos de la planta de algoddn
mostraron potencial como fagoestimulantes en A. grandis (Maxwell y col., 1963). Se
ha demostrado que el extracto acuoso de los granos de maiz estimulaba mas
eficientemente la alimentacion en las larvas de H. virescens, que los extractos
acuosos de algodon, los pétalos de sus flores o bien los pelos de maiz. Sin
embargo, no solo los extractos de plantas demostraron esta capacidad, en los afios
siguientes otros componentes fueron estudiados con esta finalidad, una mezcla de
harina y aceite de semilla de algodon, azucar y Tween 80 constituyd un
fagoestimulante con resultados muy exitosos (Bell y Romine, 1980), que a la fecha
esta comercialmente disponible con el nombre de Coax®; sin embargo no es util
para todos los insectos ya que en el caso de Diatraea saccharalis, fue el menos
aceptado de tres fagoestimulantes evaluados, en este caso la cafia de azucar en
polvo fue el mejor fagoestimulante seguido de la sacarosa (Rosas y col., 2003).

Existe una gran variedad de compuestos que se han utlizado como
fagoestimulantes tales como: aceite vegetal (Tamez y col., 1999), aceite de maiz o
azucar pulverizado, follaje de maiz deshidratado, germen de trigo, caseina,
mezclas de sales, suplementos vitaminicos, hexano y etanol (Bartelt y col., 1990).
Ademas del Coax® existen algunos otros de tipo comercial como Pheast®, Gusto®,
Entice® y Mo-Bait®, que han sido comparados en el comportamiento alimenticio
gue causan a varias especies de lepidépteros, provocando una elevada respuesta
aquellos que contienen altos porcentajes de proteina en lugar de aquellos que
contienen mayores cantidades de azucares (Farrar y Ridgway, 1994), aunque esta

respuesta puede variar de un insecto a otro.

Recientemente se determind que el glutamato monosédico, que es un potenciador

de sabor utilizado en la industria alimenticia, causa efectos fagoestimulantes en C.
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rosaceana que es una plaga importante de las manzanas. El glutamato monosoédico
incrementod el potencial toxico de formulaciones comerciales; aunque requiere un
estudio extenso para ser aplicado en campo, es un producto que resulta muy

econdémico y que puede afadirse a diversas formulaciones (Rosas, 2008).

[I.2 Bacillus thuringiensis.

La bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) es un bacilo (células vegetativas en forma de
bastoncillos) gram-positivo, aerobio estricto, flagelado y esporulado que esta
morfolégicamente relacionado con Bacillus cereus y Bacillus anthracis pero el Bt se
diferencia por la formacion de un cuerpo paraesporal o cristal de proteina (Figura 1)
que esta constituido por proteinas denominadas como delta-endotoxinas también
conocidas como Cry o Cyt, estos cristales se forman durante la esporulacion y
tienen propiedades insecticidas (Soberén y Bravo, 2007); el cristal es liberado al
medio ambiente cuando se degrada la pared celular (autdlisis) al final de la
esporulacion (Mireles, 2006). A Bt se le considera ubicua, pues se ha aislado de
todas partes del mundo y de muy diversos sistemas, como suelo, agua, hojas de

plantas, insectos muertos, telarafas, etc. (Soberon y Bravo, 2007).

Figura 1. Micrografia de Bacillus thuringiensis en microscopio electronico
de transicion. Se muestra el cristal proteinico romboide compuesto de

toxinas Cry y una espora en proceso (Soberdn y Bravo, 2007).



[1.2.1 Caracteristicas del cristal.

Las inclusiones paraesporales de Bt sintetizadas durante el proceso de
esporulacion, presentan mas de 20 formas diferentes tales como: bipiramidales,
cuboides, irregulares, rectangulares, esféricos romboides, cuadrados triangulares,
cuyos tamafios varian desde los 350 nm de diametro en algunos cristales
irregulares a los 2 pm de longitud en muchos bipiramidales. Cada inclusion
cristalina esta constituida por proteinas de una o varias clases (6- endotoxina o

proteinas cry) que se agrupan entre si mediante puentes disulfuro (Mireles, 2006).

Existe una forma de clasificacion de los cristales en base a su espectro de actividad
insecticida, en donde los cristales tipo Cry | son téxicos para lepidépteros
(destacando por su interés agrondémico especies de Cossidae, Gelechiidae,
Lymantriidae, Noctuidae, Pieridae, Pyralidae, Thaumetopoetidae, Tortricidae e
Yponomeutidae), los Cry Il para lepidépteros y dipteros (especies de
Tephritidae,Culicidae, Muscidae, Simuliidae y Tipulidae), los tipo Cry Il para
coledpteros (especies de Chrysomelidae, Curculionidae, Tenebrionidae vy
Scarabeidae), los Cry IV para dipteros y los Cry V para lepidopteros, neméatodos y
coledpteros, recientemente nuevas proteinas han sido aisladas contra nematodos,

trematodos, acaros, colémbolos y protozoarios (Orietta y Larrea, 2002).

I1.2.2 Mecanismo de accion de las proteinas Cry.

Los sintomas que se observan a partir de que las larvas de insectos susceptibles
ingieren los cristales y esporas de Bt son: cese de la ingesta, pardlisis del intestino,
diarrea, paralisis total y finalmente la muerte. De manera general se acepta que las
toxinas Cry son toxinas formadoras de poro que ejercen su actividad téxica al
provocar un desequilibrio osmético en las células epiteliales donde se insertan en la

membrana (Soberén y Bravo, 2007).

Una vez ingeridos los cristales por las larvas, estos pasan intactos a traveés del
primer tramo del tubo digestivo. El pH alcalino del intestino medio del insecto, asi
como las caracteristicas y la composicion del cristal, hacen que este sea

solubilizado liberando péptidos sin actividad insecticida denominados “protoxinas”.
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Simultdneamente, las protoxinas, son activadas por la accién de las proteasas
intestinales, serian proteasas principalmente. En el caso de las proteinas Cryl
(peso molecular de 130 kDa), el fragmento resultante de la activacién produce una
proteina de alrededor de 60 kDa. Posteriormente, las toxinas Cry se unen a la
membrana de las células del intestino a través de receptores o sitios de union
especificos en dos pasos. El primero, de caracter reversible, consiste en la
interaccidn entre la toxina y el receptor y el segundo paso, de caracter irreversible,
da lugar al complejo toxina-receptor. Una vez unida la proteina Cry al receptor, se
desarrollan una serie de cambios conformacionales en la proteina que provocan
gue el dominio | interaccione y se inserte en la membrana apical (Mireles, 2006). El
poro o apertura de las membranas por la accién de las proteinas Cry que conduce
a una variacion en su permeabilidad, permite una entrada de agua al interior de las
células debido a su elevada concentracion de solutos no difusibles. El canal i6nico
formado permite el libre flujo de iones (principalmente K*) y liquidos provocando la
hinchazén de la membrana, lisis celular y la muerte del insecto (Orietta y Larrea,
2002). El insecto hospedero detiene su ingesta de alimento y muere en un plazo de
2 a 6 dias (Niedmann y Meza, 2006).

I1.2.3 Resistencia por parte del insecto a Bacillus thuringiensis.

La habilidad de los insectos para sobreponerse y adaptarse al estrés ambiental
hace que los métodos de control se vuelvan ineficientes, como sucede con el uso
excesivo de algunos plaguicidas. Hasta el momento aparecen pocos informes de
resistencia a B. thuringiensis. Dos ejemplos son Plutella xylostella en repollo en
Asia y Plodia interpunctella, plaga de productos almacenados. En el laboratorio se
ha demostrado la posibilidad de que el insecto desarrolle resistencia al uso
continuado de B.thuringiensis. Es importante sefialar que los resultados de
laboratorio no pueden extrapolarse a las condiciones de campo, porque las
condiciones ambientales y la presion de seleccion natural juegan un papel

importante (Orietta y Larrea, 2002).
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Cualquier alteraciéon provocada en cualquiera de los pasos involucrados en el modo
de accion de B. thuringiensis es capaz de provocar el desarrollo de resistencia.
Bioquimicamente se han identificado tres mecanismos de resistencia: 1) alteracion
en el sitio de unidn de la toxina a la membrana o metabolismo de las toxinas, 2)
modificacién de la actividad proteolitica en el intestino del insecto e 3) incremento
en la velocidad de reparacion de tejido epitelial dafiado. Fisiol6gicamente, porque
parece existir una disminucion de sensibilidad en los receptores; y finalmente por
conducta, porque disminuye la habilidad del insecto para aceptar el bioinsecticida
(Mireles, 2006).

Se han desarrollado diferentes estrategias para disminuir la posible resistencia a
esta bacteria. Una de las mas utlizadas es el uso de programas de manejo
integrado de plagas. Otra estrategia es el uso de productos a partir de diferentes
cepas de B. thuringiensis, con diferentes tipos de &-endotoxinas (Orietta y Larrea,
2002).

I1.2.4 Ventajas y limitaciones del uso de Bacillus thuringiensis.

Entre las ventajas del uso de B. thuringiensis se encuentra: que ha mostrado una
alta especificidad en el ataque hacia las larvas de insectos plaga e inocuidad para
otros organismos como mamiferos, incluyendo otros vertebrados, plantas e
inclusive otros insectos benéficos (Sober6n y Bravo, 2007); ademas, para
incrementar o proteger su actividad insecticida puede mezclarse con otras
sustancias; otra ventaja es que en las condiciones adecuadas puede tener una vida
de anaquel prolongada en forma de producto seco y concentrado. Y cada vez se
disminuyen mas los costos de produccion debido a los avances tecnolégicos,
microbiolégicos y genéticos, lo que lo hace competitivo frente a los insecticidas

guimicos (Abarca y col., 1992).

En cuanto a las limitantes se encuentran que el estrecho rango de huésped
ocasiona que no se cuente con toxinas para cada plaga que afecta la actividad
humana. También, la reducida permanencia en el ambiente hace necesario un

profundo conocimiento de la biologia y comportamiento de la plaga que se quiere
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controlar, ya que una toxina puede ser activa para los estadios larvarios, pero
disminuir o incluso no ser toxica para los adultos. Por lo tanto, los tiempos y formas
de aplicacion deben seleccionarse cuidadosamente. La experiencia con la
aspersion de las esporas y cristales en hojas de plantas muestra una limitada
viabilidad de esas esporas principalmente por la accién germicida de la luz visible y
UV vy otros factores ambientales como la lluvia, el viento y la competencia de otros
microorganismos, entre otras (Sanchez y Pefia, 2000). Otra limitante ha sido la
utilizacién de Bt para el control de insectos barrenadores y chupadores, ya que su
aplicacion se ha dado tradicionalmente como producto asperjado, y el habito
alimenticio de estos insectos impiden la ingestién de la toxina Cry. Por ultimo,
existe el riesgo de desarrollo de resistencias por el incremento en el uso de Bt
como aspersiones de cristales y sobre todo en plantas transgénicas que expresen

constitutivamente una o varias toxinas Cry (Soberon y Bravo, 2007).

I1.2.5 Factores que afectan a los bioinsecticidas.

La distribucién ecoldgica y el funcionamiento de las poblaciones microbianas estan
fuertemente influenciados por factores abioticos diversos. Las superficies aéreas de
las plantas se encuentran sujetas a fluctuaciones en la temperatura, radicacion
solar, humedad relativa y superficial, movimiento del aire circundante (Rosas,
2008).

El movimiento del agua y del aire contribuye a la dispersion pasiva de los
microorganismos (Van y col., 2007). La lluvia puede provocar la redistribucion y
lavado, teniendo como consecuencia que el tamafio de poblacion de los
biocontroladores pueda verse afectada en zonas donde la precipitacion es
relativamente alta, afectando la eficiencia del control biolégico. Teniendo en cuenta
gue la aplicacién de algunos agentes de biocontrol se ubican principalmente sobre
el haz de las hojas externas, se puede asumir que la actividad biocontroladora
puede verse afectada por las altas temperaturas que podrian alcanzar estas hojas.
Los bioplaguicidas de aplicacion foliar requieren en sus formulaciones

coadyuvantes como humectantes que provean alguna proteccion contra la
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desecacion o la presencia de aceites que promuevan la adherencia a las hojas y la
colonizacion del agente biocontrolador sobre la capa hidrofébica de la superficie y

la reduccion de la pérdida de humedad (Vega, 2007).

La radiacion ultravioleta (C=100-280 nm, B=280-315 nm y A=315-400 nm) puede
tener efector biologicos y ecoldgicos. La radiacion UV C pude causar dafios a nivel
morfolégico, fisiolégico y bioquimico en los organismos; la radiacion UV B puede
causar dafos directos en el DNA, vy la radiacion UV A puede causar lesiones

indirectas en la molécula de DNA (Nigel y Dylan, 2003).

[1.3 Aceite esencial de naranja.

Los aceites esenciales son una mezcla de componentes volatiles producto del
metabolismo secundario de las plantas en cuya composicion interviene una porcion
de hidrocarburos de la serie polimetilénica del grupo de los terpenos que
corresponden a la formula (CsHg), junto con otros compuestos casi siempre
oxigenados (alcoholes, ésteres, éteres, aldehidos y compuestos fendlicos) que son

los que transmiten a los aceites el aroma que los caracteriza (Martinez, 2007).

Presentan una fragancia especial, son incoloros o amarillentos, se alteran
facilmente al contacto con el aire, debido al fenébmeno de oxidacién, con densidad
menor que la del agua e indice de refraccion elevado, son Opticamente activos,
solubles en disolventes organicos. En el aceite de flores de naranjo dulce se
destaca la presencia mayoritaria de a-pineno, B-pineno, linalool, sabineno, a-
terpineno, mirceno, aldehido benzoico, metil antranilato, farnesol y citral (Martinez y
Agostini, 2004).

Los liquidos oleosos pueden microencapsularse emulsificandolos primero uno de
ellos en una disolucibn acuosa del agente de recubrimiento y sometiéndolos,
posteriormente, al proceso de secado por atomizacién. En este caso, al producirse
la evaporacion del agua, las gotitas de aceite son microencapsuladas por el
material formador de la pelicula. Con este procedimiento, pueden prepararse los

denominados aceites sdlidos, que contienen, generalmente, sustancias
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aromatizantes que se utilizan en preparados farmaceéuticos, o perfumes que se

emplean en la industria cosmética (Lozano, 2009).

II.4 Microencapsulacion.

Durante los ultimos afios se ha aumentado el interés por desarrollar técnicas de
microencapsulacion de microorganismos, encaminadas a mantener la estabilidad
de la fase interna en condiciones de almacenamiento y condiciones extremas en
campo. El tamafio de particula de las microcapsulas debe encontrarse entre 0.2-
5,000 um. Se disefian para proteger el microorganismo, controlar su liberacién de
manera que sea gradual en condiciones de campo o0 mejorar las caracteristicas de

almacenamiento o manipulacion (Vega, 2007).

La microencapsulacion es un proceso mediante el cual ciertas sustancias
bioactivas (sabores, vitaminas o aceites esenciales) son introducidas en una matriz
o sistema de pared con el objetivo de impedir su pérdida y para protegerlos. Las
aplicaciones de las técnicas de encapsulacién han ido incrementandose en la
industria debido a la proteccién de los materiales encapsulados de factores como
calor y humedad, permitiendo mantener su estabilidad y viabilidad (Murta y col.,
2009).

Material de pared

Material activo

Figura 2. Estructura general de una microcapsula (Lozano, 2009).

El material que es cubierto o encapsulado, frecuentemente es liquido, aunque
puede ser un gas o una particula sdlida, recibe varios nombres, tales como fase

interna, material activo o relleno. El material que forma la cubierta es referido como
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matriz, material de pared, acarreador, membrana o cobertura (Figura 2) y
generalmente no reacciona con el material a encapsular (Murta y col., 2009).

La liberacion posterior bajo condiciones controladas del material encapsulado
puede llevarse a cabo por diversos mecanismos, que pueden ser: disolucion normal
en agua, esfuerzos de cizalla, temperatura, reacciones quimicas y enziméticas o

cambios en la presion osmdética (Martinez, 2007).

I1.4.1 Morfologia de las microcapsulas.

Las microcépsulas presentan una amplia variedad de estructuras, algunas son de
geometria esférica con una fase interna continua rodeada por una pared también
continua (estructura de particula simple), mientras que otras pueden presentar una
geometria irregular y pueden tener la fase interna distribuida en una matriz de
material de pared (estructuras agregadas) (Shahidi y Han 1993). Generalmente se
pueden clasificar en: microcapsulas de sistema reservorio o capsular vy

microcapsulas en sistema matricial.

Figura 3. Morfologia de los diferentes tipos de microcédpsulas (Vehring, 2008).

a) Sistema reservorio o capsular: el material activo se encuentra incluido en una
especie de reservorio, que puede ser de naturaleza liquida o sélida, el cual se haya
envuelto por una fina pelicula del material de recubrimiento. En la Figura 3a se
puede observar el caso de una microcapsula con el interior lleno; o bien con el
interior parcialmente vacio creando una microcapsula hueca (Figura 3b) (Lozano,
2009).
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b) Sistema matricial: el material activo se encuentra altamente disperso en la matriz
polimérica. Se puede tener una estructura en forma de espuma en donde el
material activo se encuentra repartido en toda la microcapsula y la cubierta o bien
permanece intacta (Figura 3c) o bien en una estructura abierta en forma de red
(Figura 3e). También se pueden encontrar microcapsulas en las que el material
activo esta disperso en la matriz que sirve como cubierta, tanto como esfera llena
(Figura 3d) como en la periferia (Figura 3f). La forma de las microcapsulas podra

ser esférica o bien presentar una forma irregular (Figura 3g ) (Lozano, 2009).

I1.4.2 Métodos de microencapsulacion.

Para preparar las microcipsulas hay numerosas técnicas, y se ha sugerido que
podrian identificarse mas de 200 métodos en la literatura de patentes (Brazel,
1999). En general, estos métodos pueden ser divididos en: procesos fisicos, entre
los que se encuentran el secado por aspersion, la extrusion y el recubrimiento por
aspersion; procesos fisicoquimicos, que incluyen la coacervacion simple o compleja
y el atrapamiento en liposomas; y procesos quimicos como la polimerizacion
interfacial y la inclusion molecular (Ré, 1998). La seleccion del proceso de
encapsulaciéon para una aplicacién considera el tamafio medio de la particula
requerida y las propiedades fisicoquimicas del agente encapsulante y la sustancia a
encapsular, las aplicaciones para el material encapsulado, el mecanismo de

liberacion deseado y el costo.

I1.4.3 Secado por aspersion.

Es ampliamente usado en la industria debido a que es un método econémico y
efectivo en la proteccion de materiales, en particular es empleado en la
deshidratacion de leche. 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 s) (Yafez y
col., 2006).
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Consiste, en atomizar el material que se encuentra en estado liquido, ya sea como
disolucion o como dispersion, atomizandolo en forma de finas gotas sobre una
corriente de aire caliente. Cuando las pequefias gotas del liquido se ponen en
contacto con el aire a mayor temperatura, se produce una rapida evaporacion del
disolvente, formandose una fina pelicula del material de recubrimiento que se
encuentra disuelto en él (Martinez, 2007). En la Figura 4 se presenta la
esquematizacion de un secador por aspersion de laboratorio. Un equipo de secado
por atomizacién se compone, esencialmente, de un sistema de alimentacion del
liguido, un dispositivo de atomizacion, que por lo general consiste en una boquilla
de atomizacién, una cdmara de secado y un sistema colector del producto seco.
Generalmente las particulas de sabor encapsuladas mediante secado por

aspersion presentan un tamafo de particula de 10-150 micras (Porzio, 2004).

/ Entrada de muestra

Entrada de aire para
atomizacion

Escape de aire

- : Bomba
G C peristaltica
conduccién
+«——— Cicldn
Collector de
residuo h
=i Colector de material
=i A secado

I Manguera de succién de muestra

Figura 4. Esquematizacion de un secador por aspersion (Martinez, 2007).

Para efectuar la microencapsulacion, el material de recubrimiento se disuelve en un
disolvente apropiado y en esta disolucion se dispersa la sustancia, sélida o liquida,
gue va a servir como material activo. La dispersion, en estado liquido, preparada en

estas condiciones, se suele introducir en la camara de secado con aire en

18



contracorriente. El aire caliente proporciona el calor de evaporacién requerido para
la separacion del disolvente, cuando el disolvente se evapora, el material de
recubrimiento envuelve las particulas del material activo (Lozano, 2009), formando
una pelicula en la superficie de las gotas retardando la difusion de la molécula de
la fase interna, mientras que las moléculas de agua difunden rapidamente y migran
a la superficie vaporizandose, produciéndose en esta forma la microencapsulacion
(Porzio, 2004). Las propiedades fisicoquimicas de los polvos obtenidos por secado
por aspersion dependen de algunas variables de proceso como: las caracteristicas
del liquido alimentado (viscosidad, tamafio de particula, velocidad de flujo) y del
aire de secado (temperatura y presion), asi como el tipo de atomizador. Por lo tanto
es importante optimizar el proceso de secado, con el fin de obtener productos con

mejores caracteristicas (Tonon y col., 2008).

I1.4.4 Ventajas y desventajas del secado por aspersion.

Las principales ventajas del secado por aspersion son: que se tiene control de los
pardmetros de calidad del producto asi como especificaciones concretas; los
alimentos sensibles al calor, los productos biolégicos, y los productos farmacéuticos
se pueden secar a presion atmosférica y a bajas temperaturas, en ocasiones, se
emplea la atmdsfera inerte; el secado por aspersion permite la produccién de
grandes cantidades en una operacién continua y con un equipo relativamente
simple; el producto entra en contacto con las superficies del equipo en condiciones
anhidras, simplificando asi los problemas de la corrosion y de seleccién de
materiales costoso en la construccidon del equipo; se producen particulas
relativamente uniformes, esféricas y con casi la misma de proporcion de
compuestos que en la alimentacion liquida y puesto que la temperatura de
funcionamiento del gas puede extenderse de 150 a 600 °C, la eficacia es

comparable a la de otros tipos de secadores directos.

Algunas de las desventajas del secado por aspersion son: falla si se requiere un
producto a granel de alta densidad; en general no es flexible, es decir, una unidad

disefiada para la atomizacion fina puede no poder producir un producto grueso, y
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viceversa; para una capacidad dada, se necesita generalmente una evaporacion
mayor que con otros tipos de secadores y hay una alta inversion inicial comparada

a otros tipos de secadores continuos (Mujumdar, 1995).

[1.4.5 Agentes encapsulantes convencionales.

Los acarreadores ideales para el proceso de secado por aspersion deben tener un
alto grado de solubilidad, tener baja viscosidad a altos niveles de solidos (<300 Cp
a un contenido de sélidos >35%), propiedades emulsificantes, buenas propiedades
de secado, caracter no higroscopico, sabor tenue, no reactivos, y ser de bajo costo
(Porzio, 2004). En el Cuadro 1 se muestra los principales tipos de coberturas
usadas como agentes de microencapsulacion. El tipo de material encapsulante
tendra influencia en la estabilidad de la emulsion antes de secar, en el tamafio de
particula, en las propiedades de flujo, en las propiedades mecénicas y en la vida
atil del material deshidratado (Ré, 1998).

Cuadro 1. Tipos de coberturas usadas en microencapsulacion (Yafez y col., 2006).

Gomas Gomas ardbiga, agar, alginato de sodio y carragenina.
Carbohidratos Almidon, dextranos, sacarosa y jarabes de maiz.

Celulosas Carboximetil-celulosa, metilcelulosa, etil celulosa y acetilcelulosa.

Lipidos Ceras, parafinas, tristearina, acido estearico, monoglicéridos,
P diglicéridos, aceites y grasas.

Materiales . .

: L Sulfato de calcio y silicatos.

inorganicos

Si el producto a encapsular debe resistir la accion de las bases de un medio
acuoso, el material de la pared debera ser hidrofobico por naturaleza y proporcionar
una buena barrera contra el agua, por lo tanto, la pared depositada tiende a seguir
el contorno del nucleo y la forma final del producto capsular es afectada por la
configuracion del nucleo.
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La resistencia de la pared puede ser controlada por varios medios, incluyendo la
seleccion del espesor de la pared, uso de aditivos como plastificantes vy
postratamientos de la pared por medios quimicos o fisicos. La permeabilidad de la
pared es una de las propiedades mas importantes en varias aplicaciones de las
capsulas. La necesidad de una baja permeabilidad previene la pérdida del material
nuclear o la oclusion de los materiales ambientales. En el caso donde un material
nuclear es también susceptible a la accién oxidante del oxigeno o agua de vapor,

los factores de permeabilidad involucran la exclusion de estos (Martinez, 2007).

El agente de microencapsulaciéon més conocido para aplicaciones en alimentos es
la goma Arébiga. Es el material encapsulante tradicional usado en el proceso de
secado por aspersion (Reineccius 1991). La goma Arabiga es una goma que crece
naturalmente en el Oriente Medio y Africa. Debido a que esta goma se obtiene de
estas areas, es costosa y su disponibilidad y calidad son imprevisibles. El costo y el
suministro limitado de goma Arabiga han conducido al desarrollo de nuevas
alternativas de materiales encapsulantes utilizados en el secado por aspersion,
motivo por el cual, la industria se encuentra en la busqueda de un sustituto de esta
goma que proporcione una vida de anaquel estable y que sea de bajo costo. Los
productos derivados del almidén se han sugerido para tal uso (Murta y col., 2009).

1. 5 Almidon.

[1.5.1 Generalidades del almidon.

El almidén ocupa una posicion Unica entre los carbohidratos utilizados en
alimentos. Este polimero es el carbohidrato de reserva mayoritario en muchas
plantas superiores y es considerado el biopolimero natural mas abundante después
de la celulosa (Liu, 2005). El almidén constituye una fuente de energia esencial
para muchos organismos, especialmente el humano. Desde el punto de vista
nutricional, el almidon es el principal componente de la dieta humana, representa
una fraccion importante en un gran numero de productos agricolas como los

cereales (maiz, trigo, arroz) cuyo contenido de almidén esta entre 30 y 80 %,
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leguminosas (frijol, chicharo, haba) de 25 a 50 % de almidoén, en tubérculos (papa,
yuca) en los que el almidén representa entre un 60 o0 90 % de la materia seca
(Hoseney, 1991).

El almidon se deposita en los 6rganos de las plantas en forma de granulos
relativamente densos, insolubles en agua, con un tamafio entre 1 y 100
micrometros, una composicion quimica y morfologia que depende de la especie
vegetal (Liu, 2005). La variacion morfologica y composicion quimica en los granulos
de almiddén (Cuadro 2), son caracteristicas que afectan las propiedades funcionales
de los granulos, asi como también su susceptibilidad al ataque enzimético (Guzman
y Paredes, 1995).

Cuadro 2. Caracteristicas de los granulos de almidén de diversas fuentes
(Bello y Paredes, 1999; Agustiano, 2004).

Amaranto 1 Poligonal 75-99
Maiz 20 Poligonal 75
Maiz ceroso 30 Poligonal 97-99
Papa 35 Ovalada 80
Tapioca 18 Truncada, redonda 89
Trigo 25 Ovalada, truncada 73
Arroz 7 Redonda, poligonal 83
Cebada 23 Redonda, eliptica 78
Triticale 19 Esférica 76-77
Platano 10-40 Eliptica 70-75
Sorgo 35 Esférica 75
Centeno 28 Redonda o lenticular 73
Avena 7 Poliédrica 77

En términos moleculares, el granulo de almidén es una estructura altamente
organizada. Cuando los granulos son observados bajo la luz polarizada de un
microscopio, aparece una cruz tipica de birrefringencia, como dos bandas
interceptandose (denominada cruz de Malta), la cual indica que existe un alto grado

de orden molecular dentro del granulo (Liu, 2005).
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El agua es un componente integral de la estructura del granulo y participa en el
importante proceso de hidratacién que toma lugar durante la gelatinizacion y en el
subsecuente hinchamiento y disolucion del granulo. La estructura del granulo de
almidon también depende de la forma en que los polimeros de amilosa y
amilopectina se asocian a través de enlaces intermoleculares de hidrogeno (Liu,
2005).

Los granulos estan constituidos de regiones amorfas y regiones cristalinas. Las
macromoléculas de almidon presentan una organizacion radial, en la que el hilum
(origen del crecimiento del granulo) representa la region menos ordenada (Baker y
col., 2001). En el nivel mas externo de organizacién se encuentran las cubiertas
cristalina (dura) y semicristalina (suave) alternadas. Las cubiertas son delgadas
hacia el exterior del granulo y el hilum se encuentra en el centro. La presencia de
enlaces a-(1-6) en la amilopectina es responsable de la formacion de zonas
amorfas y cristalinas alternadas. Las estructuras de dobles hélices formadas por
cadenas adyacentes de amilopectina dan lugar a la capa cristalina, mientras que
los puntos de ramificacién constituyen las regiones amorfas. Se ha sugerido que
algunas moléculas de amilosa estan localizadas en las regiones amorfas
interaccionando con las cadenas ramificadas de la amilopectina. Estas regiones
amorfas del granulo de almidén son susceptibles a reacciones quimicas, por tanto,
éstas pueden ser removidas por accion de acidos o pueden reaccionar con grupos
funcionales. Las regiones amorfas son los principales elementos estructurales de

hinchamiento del granulo nativo (Liu, 2005).

Los granulos de almidon cuando se extraen y se secan tienen la apariencia de un
polvo blanco y son insolubles en agua fria. En forma general presentan una
composicién quimica con bajos contenidos de proteina, cenizas, lipidos y el resto,
lo forma el almidon propiamente dicho; estos constituyentes en muchas ocasiones
juegan un papel importante en las propiedades funcionales del almidon
(Agustiniano, 2004). El almidén es una de las materias primas mas importantes en
aplicaciones industriales. En su forma nativa granular, el almidén tiene aplicaciones

limitadas. Sin embargo, usando modificaciones quimicas y fisicas, el almidon ha
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sido aplicado a una gran variedad de productos industriales incluyendo ingredientes
alimentarios, plasticos basados en almidén e industrias del papel y textil (Liu, 2005).

[l. 5.2 Estructura del almidoén.

El almidén estd compuesto esencialmente (98-99%) de un polimero de D-glucosa,
guimicamente, el almidon esta formado por dos polimeros de diferente estructura,
una lineal llamada amilosa y otra ramificada denominada como amilopectina. La
relacion de los dos polisacaridos varia de acuerdo con el origen botanico del

almidon y es uno de los materiales mas complejos de la naturaleza (Liu, 2005).

[1.5.2.1 Amilosa.

Los almidones modificados genéticamente (almidones cerosos) contienen menos
del 15% de amilosa, mientras que los almidones normales estan compuestos de
20-35% de amilosa y los almidones con altos contenidos de amilosa cerca de 40%
(Tester y col., 2004).

La amilosa (Figura 5a) es un polimero lineal de 250 a 2000 unidades de glucosa.
Es un a-glucano de cadena relativamente larga y lineal que contiene
aproximadamente 99% de enlaces a-(1-4), aunque se ha reportado un bajo grado
de ramificaciébn y de cadenas de poca longitud unidas a la cadena central por
enlaces a-(1-6). El tamafio de su estructura depende del origen botanico y de los
métodos de extraccion (Tester y col., 2004). La amilosa tiene un peso molecular de
aproximadamente 10°-10° g/mol (Mua y Jackson, 1997; Buléon y col., 1998).

Dichas ramificaciones se encuentran de manera espaciada e infrecuente, lo que
permite observar que la amilosa se comporta como un polimero lineal, aunque es
tipicamente ilustrada como una estructura de cadena lineal por motivos de
simplicidad, la amilosa es a menudo helicoidal la cual se forma con 6 unidades de
glucosa por giro de la hélice. El interior de la hélice contiene los atomos de
hidrogeno y debido a esto es susceptible a formar complejos con moléculas

hidrofobas como yodo, acidos grasos o hidrocarburos, en este tipo de complejos los
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grupos hidrofilicos (hidroxilos) de la cadena estan orientados hacia el exterior y los
hidrofobos (atomos de hidrégeno) hacia el interior de la cavidad (Flores, 2004)

La abundancia de grupos hidroxilo a lo largo de las moléculas de amilosa imparte
propiedades hidrofilicas al polimero, dandole mayor afinidad por el agua. Debido a
su naturaleza lineal, su movilidad y la presencia de numerosos grupos hidroxilo a lo
largo de las cadenas del polimero, las moléculas de amilosa tienden a orientarse de
forma paralela y acercarse lo suficiente como para permitir la formacion de enlaces
de hidrégeno entre cadenas adyacentes. Como resultado, la afinidad de los
polimeros por el agua se reduce y la solucién que forman se vuelve opaca (Liu,
2005).

[1.5.2.2 Amilopectina.

El polimero de amilopectina (Figura 5b) es mas grande que el de amilosa y es
altamente ramificado. Su estructura consiste en residuos de D-glucopiranosa
unidos por enlaces a- (1-4) (aproximadamente 95%) y 5% de enlaces a-(1-6). La
amilopectina es una de las moléculas biolégicas de mayor tamafio y su peso
molecular se encuentra en el rango de 10° a 10° g/mol, dependiendo del origen
botanico del almidon (Tester y col., 2004). El gran tamafio y la naturaleza
ramificada de la amilopectina reduce su movilidad en solucion y elimina la
posibilidad de niveles significativos de enlaces de hidrogeno entre cadenas
adyacentes. En promedio, la amilopectina tiene un punto de ramificacion no

aleatorizado cada 20 o 25 residuos de glucosa (Thompson, 2000).

La amilosa posee cadenas largas, rectas, conocidas por formar peliculas fuertes y
flexibles. La amilopectina, debido a su estructura ramificada, no forma peliculas
fuertes, sino que se caracteriza por su claridad y estabilidad cuando forma geles y
puede mostrar una tendencia levemente mayor hacia la absorcién o ligacion de
sabores (Murua y col., 2009). Dependiendo de la fuente la amilopectina es el
principal componente en la mayoria de los almidones (entre 70-80%), alcanzando
en cierto casos, niveles de hasta 98-99% en los almidones tipo cerosos. El almidén

presenta numerosas propiedades funcionales que dan lugar a diversas aplicaciones
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en alimentos u otras ramas industriales. El almidén es utilizado como agente
espesante, de cobertura, gelificante, adhesivo y como agente encapsulante.
Algunas de estas funcionalidades son Unicas del polimero debido a la estructura de
amilosa y amilopectina y su organizacion. La gelatinizacion, retrogradacion y
formacion de pasta son los tres fenomenos mas importantes que definen la

funcionalidad del almidon en sus diferentes aplicaciones (Liu, 2005).
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Figura 5. Estructura de los componentes del almidén: (a) estructura lineal de

amilosa y (b) estructura ramificada de amilopectina (Murta y col., 2009).

[1.5.3 Cambios estructurales del almidon por tratamientos hidrotérmicos.

[1.5.3.1 Gelatinizacion.

Los granulos de almidon son insolubles en agua fria, los cambios que experimenta

el almidon comienzan al aplicar calor a una suspension. La gelatinizacion es la
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pérdida del orden molecular dentro del grdnulo de almidén que conduce a cambios
irreversibles tales como hinchamiento granular (de 3 a 10 veces su propio peso),
fusion de cristales, pérdida de birrefringencia, incremento de viscosidad y

solubilizacion.

Cuando los granulos de almidon son calentados en presencia de agua, ocurre una
transicion de fase. El punto de gelatinizacion inicial y el rango en el cual ésta ocurre
dependen de la concentracion, método de observacion, tipo de granulo y la
heterogeneidad dentro de la poblacion granular bajo observacion (Atwell y col.,
1988). Cuando en el almidén se le agrega agua a temperatura ambiente, esta
penetra ligeramente, pudiendo retener el granulo cerca del 30% en su peso seco, el
granulo se hincha ligeramente y su volumen se incrementa cerca del 5%. El cambio
del volumen y la absorcion de agua son reversibles y el calor del sistema esta por
debajo de la temperatura de gelatinizacién por lo que no sufrird cambios; pero al ser
calentado a temperaturas mas altas resultan irreversibles sus cambios (Hoseney,
1998).

La temperatura a la cual el almidén empieza a sufrir estos cambios es referida como
la temperatura de gelatinizacion. Esta temperatura varia de acuerdo con la fuente
del almidén y su tamafio de particula. El calentamiento del almidon en agua causa
una ruptura de los puentes de hidrégeno entre las cadenas del almidén por tanto
debilita al granulo (Liu, 2005).

Se cree que el hinchamiento inicial toma lugar en las regiones amorfas del granulo
donde los puentes de hidrégeno son menos numerosos y el polimero es mas
susceptible al ser disuelto. A medida que la estructura comienza a disolverse, el
granulo se embebe con agua y se hincha. La amilosa de difunde hacia el agua y la
amilopectina queda dentro del granulo para finalmente perder su estructura. Las
estructuras moleculares de los constituyentes del almidon contribuyen al incremento
de la viscosidad (Figura 6) (Biliaderis, 1991).

El incremento de la viscosidad en las primeras etapas del calentamiento se debe

principalmente a la liberacion de la amilosa. En las Ultimas etapas, el incremento
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continuo de la viscosidad se debe a interacciones del material extragranular y al
hinchamiento de los granulos. La viscosidad de la pasta alcanza un nivel maximo
cuando el mayor porcentaje de granulos hinchados esta presente lo cual se refiere
como pico de viscosidad o viscosidad maxima, ademas de encontrarse algunos
granulos altamente hinchados, dafiados, y fragmentados debido a la agitacién
continua (Martinez, 2007).

Al someter a una suspension de almidén a un ciclo de temperatura (mayor de 90°C)
y a esfuerzo mecanico constante, los granulos se desintegran. Las moléculas de
amilosa generalmente lixivian dentro de la solucién y sufren un alineamiento,
ocasionando un gran decremento en la viscosidad (Beta y col., 2001). Este
fendmeno a menudo es conocido como viscosidad minima, el cual esta gobernado

principalmente por la ruptura de los granulos y el alineamiento de la amilosa.

11.5.3.2 Propiedades reoldgicas.

Se han utilizado numerosas técnicas para caracterizar las propiedades reoldgicas
del almidén durante el proceso de calentamiento. Entre éstas se encuentra el
analisis de viscosidad a través de un viscosimetro RVA (Rapid Visco Analyzer). Las
propiedades reoldgicas del almidén estan relacionadas con su microestructura y
son influenciadas por diversos factores, tales como la proporcion de
amilosa/amilopectina, la presencia de compuestos minoritarios, la longitud de las
cadenas de moléculas de amilosa y amilopectina, la concentracién de almidon,

esfuerzo de corte, temperatura y tratamiento hidrotérmico (Eerlingen y col., 1997).

Un tipico perfil de viscosidad obtenido con un equipo Rapid Visco Analyzer se
muestra en la Figura 6, en la cual también estan representados los cambios

estructurales de los granulos de almidén de maiz normal.

Los granulos de almidén son generalmente insolubles en agua a temperaturas
menores a los 50°C, exhibiendo una baja viscosidad. Cuando los granulos son
calentados, éstos absorben una gran cantidad de agua y se hinchan,
incrementando la viscosidad del medio. La temperatura a la cual comienza este

incremento de viscosidad es conocida como temperatura de gelatinizacién.
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A medida que la temperatura se incrementa y se mantiene por un periodo de
tiempo, los granulos colapsan y ocurre una subsecuente alineacion de los
polimeros del almidén, lo que disminuye la viscosidad aparente de la pasta (Liu,
2005). A medida que el sistema es enfriado, una re-asociacion entre las moléculas
de almiddn, especialmente de amilosa, ocurre a diferentes grados. En suficiente
concentracion, esto usualmente ocasiona la formacién de un gel que incrementa
nuevamente la viscosidad hasta alcanzar un punto final. Esta fase de la curva de
viscosidad es comunmente conocida como region de retrogradacion, en la cual, la
pasta libera agua. Esta liberacion de agua es llamada sinéresis y en productos con
una larga vida de anaquel representa un problema grave (Liu, 2005).
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Figura 6. Perfil viscoamilogréafico del almidon de maiz normal de maiz (Liu, 2005).
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[1.5.3.3 Gelacion.

La gelacion se define como el estado inmediato que sigue a la gelatinizacion del
almidon. Cuando el almidon es calentado, el comportamiento de la suspension de
granulos de almidon cambia a medida que la suspension se convierte en una
dispersion de granulos hinchados, granulos parcialmente desintegrados y granulos
molecularmente dispersos. El producto gelatinizado es llamado pasta de almidon.
En general, la pasta de almidon puede describirse como un sistema de dos fases
compuesto de una fase dispersa de granulos hinchados y una fase continua de
amilosa que ha sido lixiviada del granulo (Ring 1985). Cuando ocurre la agregacién
de amilosa con segmentos lineales de amilopectina durante el enfriamiento, resulta

la formacion de un gel fuerte.

La gelaciéon de la amilosa se lleva acabo mucho mas rapido que la de la
amilopectina. La gelacion de la amilosa implica una fuerte tendencia de reasociarse
a través de la formacion de enlaces de hidrégeno con moléculas adyacentes,
formando redes por la asociacién entre las cadenas de la misma. La amilosa
usualmente gelifica afuera del granulo inmediatamente después de Ia
gelatinizacion. La amilopectina generalmente permanece adentro del granulo
hinchado, donde lentamente recristaliza. Los geles de almidon estan en la
categoria de geles compuestos, donde los granulos hinchados ricos en

amilopectina estan embebidos en una red de amilosa (Biliaderis, 1991).

En diversos almidones, la textura y la viscosidad de la pasta resultante cambian
cuando es enfriada. La pasta o el gel se forman en funcién del contenido de amilosa;
en general a mayor contenido de amilosa, mayor firmeza del gel. De forma general,
la amilopectina es la responsable de la absorcibn de agua y por lo tanto del
hinchamiento del granulo del almidén, mientras que la amilosa actida solamente
como un diluyente provocando que se produzca la retrogradacion una vez que es

liberada al medio acuoso y que éste sea enfriado (Martinez, 2007).
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11.5.3.4 Retrogradacion.

Los polimeros de almidén solubilizados y algunos fragmentos granulares insolubles
al comenzar el enfriamiento tienen la tendencia de reasociarse. La retrogradacion
se define como el proceso que ocurre cuando las moléculas de almidon se re-
asocian y forman una estructura ordenada durante el almacenamiento. En una
etapa inicial, dos cadenas pueden asociarse y finalmente, bajo condiciones

favorables, resultar un orden cristalino (Atwell y col., 1988).

La retrogradacion del almidon esta influenciada por la fuente botanica, la estructura
fina de amilopectina y la proporcion de amilosa/amilopectina del granulo. En
genotipos no mutantes de almidon, la amilosa es responsable de los cambios
reolégicos y estructurales de geles de almidén en un corto plazo (<1 dia)
(Goodfellow y Wilson, 1990). La molécula de amilopectina es responsable de
cambios estructurales reoldgicos de geles de almidén a largo plazo (Murda y col.,
2009).

Como se ha visto la retrogradacion consiste en dos procesos: a) gelacion de las
moléculas de amilosa exudadas del granulo durante la gelatinizacién y b)

recristalizacion de la amilopectina (Biliaderis, 1991).

[1.5.4 Almiddn nativo.

Los almidones nativos de diferentes fuentes vegetales presentan propiedades
Unicas, que en gran medida son utilizadas por los procesos de alimentos para
necesidades especificas (Martinez, 2007). En los procesos industriales donde éste
funciona como aditivo o materia prima, puede usarse en su forma nativa sin
haberse sometido mediante algun tratamiento de estabilizacion o modificacion
previa. Los almidones nativos, representan para la industria un elemento
abundante, econémico y de facil obtencion, ya que son espesantes aceptables para
alimentos preparados en una sola etapa de cocimiento y consumo. Sin embargo,
los almidones nativos tradicionales han limitado su uso en el sector alimentario

debido a que pierden integridad durante su procesamiento (Light, 1990). En
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muchos casos, el almidén nativo podria dar un producto econémico, aunque de

pobre calidad.

[1.5.4.1 Almidén de amaranto.

El amaranto es una planta antigua que pertenece a la familia Amaranthaceae, se
cree que se origind en el centro y sur de América. Los miembros del género
Amaranthus estan ampliamente distribuidos en todo el mundo en las regiones
tropicales, subtropicales y templadas (Gamel y col., 2006). La palabra amaranto
significa "eterno" en griego, que parece adecuada para la historia de este cultivo
(Bello y col., 1998).

El amaranto es una planta alta, con hojas muy grandes, que produce pequefias
semillas. Debido a la utilidad de toda la planta y su resistencia a la sequia y al clima
caliente, el amaranto tiene un gran potencial econémico. La produccién mundial
anual se ha estimado en 470x10° toneladas (Calzetta y Suérez, 2001). La
composicién de los granos de amaranto (en base seca) es de 7.6% lipidos, 15.5%
proteina, 50-60% almidon, 3.2% cenizas, 0.06% taninos y 17.7% fibra dietética total
(Wu y Corke, 1999). El grano es rico en aminoacidos como lisina, metionina y
cisteina, acidos grasos insaturados, escualeno, hierro, calcio, zinc, vitamina E y

complejo B.

El grano de amaranto, un pseudocereal, contiene aproximadamente el 50-60% de
almidon, que se localiza principalmente en el perispermo, los granulos tiene una
forma esférica o poligonal. Ademas del alto contenido de almidén, un interés
particular en este almidon se basa en el tamafio de granulos pequefios, de 1-3um
de diametro, y el contenido de amilopectina 92-95% (Calzetta y Suéarez, 2001). La
extraccién del almidén de las semillas de amaranto es muy dificil debido a los
pequefios granulos de almidon y al contenido de proteinas relativamente elevado
de las semillas. Algunos cientificos han tratado de desarrollar nuevos métodos para
la extraccion del almidon para mejorar el procesamiento y las cualidades del
producto (Choia y col., 2004). Por lo tanto, los granulos tienen una gran area de

superficie por unidad de peso cuando se compara con la de la mayoria de otros
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almidones, lo que sugiere una amplia variedad de posibles aplicaciones. El
amaranto se ha clasificado como almidén ceroso por el alto contenido de
amilopectina (Bello y col., 1998). Los usos potenciales para el almidon de amaranto
incluyen polvos finos para cosméticos, plasticos biodegradables, en la industria del
papel, como sustituto de grasa y como espesante de alimentos para las sopas, las
aderezos y salsas (Choia y col., 2004).

[1.5.4.2 Almidon de maiz alto en amilopectina (ceroso).

El maiz es el cereal mas importante y significativo después del trigo en los
mercados mundiales. El producto de mayor volumen producido en la molienda de
maiz humeda es el almiddn, recuperado en forma purificada con una eficiencia de
93 a 96% con respecto al volumen de almidon contenido en el grano de maiz. El
almidon del maiz industrializado es un polvo blanco fino altamente purificado,
conteniendo solamente cerca de 0.25% de proteina, menos de 0.1% de minerales y
0.65% de grasa. Existen cuatro clases de almidon de maiz: el almidon del maiz
normal que contiene 25% de amilosa; el del maiz ceroso que contiene casi 100%
de amilopectina y dos clases correspondientes a maices amilaceos, de alto

contenido de amilosa, uno tiene 55% y el otro entre 70 y 75 %.

El almidon de maiz alto en amilopectina (ceroso), es un tipo especial de maiz
derivado de una mutacion (wx= Waxy) introducida en 1908 desde China a EE.UU.,
aunque después se encontraron muchas lineas dentadas Americanas. Su nombre
deriva por la apariencia cerosa del endospermo en un corte longitudinal del grano.
El almidén de los maices cerosos presenta granulos de forma irregular, similar en
su tamafio a los maices normales. Los almidones de alto contenido de amilosa
también tienen forma irregular, aunque, tienden a ser mas suaves y de menor
tamano (entre 5 y 15um), dependiendo de la variedad. El almidon de maiz se
representa naturalmente como granulos casi esféricos de 5 a 30 um de diametro
(14 pm, en promedio). La facilidad para formar gel, la retrogradacion, junto con la

adhesividad, la habilidad para formar peliculas y la digestibilidad, combinadas con
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su bajo costo, hacen al almidéon de maiz un material Gtil para la manufactura de

productos alimenticios e industriales (Inglett, 1970).

[1.5.5 AImidén modificado.

Los almidones modificados; son aquellos a los que se les ha realizado algun
tratamiento o proceso para desarrollar propiedades funcionales deseables, tales
como solubilidad, viscosidad, textura, adhesion, dispersion y tolerancia al calor (Kim
y col., 1999). El almidén modificado tiene numerosas aplicaciones funcionales en
diversas areas; confiriendo adhesion, evitando el endurecimiento, produciendo
polvos, estabilizando emulsiones, encapsulando, facilitando el flujo, dando firmeza
a espumas, melificando, glaseando, retirando humedad, moldeando, asi como

estabilizante y espesante (Light, 1990).

[1.5.5.1 Tipos de modificaciones del almiddn.

De acuerdo con (Light, 1990), los almidones se modifican por via quimica, fisica o
por hibridacién. Las modificaciones quimicas incluyen procesos como la
conversion, las ligaciones cruzadas, la estabilizacion (sustitucion) y la adicién de
grupos lipofilicos, los productos con esta modificacion generalmente; son usados

en la encapsulacion o estabilizacion de emulsiones.

[1.5.5.1.1 Reacciones de Conversion.

Los métodos mas comunes de conversion en la industria de almidon incluyen
hidrdlisis acida, oxidacién, piroconversion y conversion enzimatica (Qi y Xu, 1999).
Las propiedades de almidones convertidos pueden variar dependiendo del tipo o
base de almidon utilizado y el proceso de conversion, como por ejemplo el tiempo
de conversion y método utilizado (acido, oxidante, enzima, calor o la combinacion
de éstos) (Thomas y Atwell, 1999).

Los almidones convertidos por hidrélisis acida o enzimatica presentan diferentes
caracteristicas dependiendo en gran medida del grado de conversion, es decir, el

grado al cual se han hidrolizado las moléculas del almidon. La conversion es
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acompafiada por la interrupcion de la estructura cristalina de los polimeros del
almidén y de su reduccién a moléculas méas pequefias (Vasanthan y col., 2001).

[1.5.5.1.2 Reacciones de sustitucion.

Para minimizar o prevenir la retrogradacion de almidon, el polimero es sustituido o
estabilizado introduciendo grupos monofuncionales quimicos, tales como acetilo o
hidroxi-propilo a lo largo de las cadenas poliméricas, con la formacion de enlaces
éster o éter que impiden una reasociacion de las moléculas de amilosa. La
sustituciéon disminuye la temperatura de gelatinizacion y estabiliza el almidén
previniendo la re-asociacién de las cadenas que causan la retrogradacion de los
polimeros después de tratamientos hidrotérmicos. Los almidones sustituidos son
particularmente utiles en alimentos refrigerados o congelados (Thomas y Atwell,
1999).

[1.5.5.1.3 Reacciones de entrecruzamiento.

Probablemente el tipo de modificacion quimica de almidon mas comun es el
entrecruzamiento o derivatizacion del almidon mediante el uso de reactivos
multifuncionales capaces de formar enlaces éter o éster intermoleculares entre
grupos hidroxilo de las moléculas de almidén. Los enlaces covalentes formados por
entrecruzamiento actian como refuerzo de la estructura granular, controlando el
hinchamiento y produciendo almidones que pueden tolerar altas temperaturas,
esfuerzos de corte y condiciones acidas. El entrecruzamiento altera la
gelatinizacion del granulo de almidon; se requiere de una mayor energia para
separar las moléculas, por lo que se incrementa la temperatura de gelatinizacion.
La viscosidad maxima desarrollada es mayor debido a que el almidon retiene su
estructura molecular; se presenta una retrogradaciéon muy pequefia o nula. La
combinacion de reacciones de sustitucidn y entrecruzamiento ha demostrado
proveer al almidén de estabilidad contra la degradacion acida, térmica y mecanica;

ademas, retardan la retrogradacion durante el almacenamiento. Los almidones con
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una doble modificacibn son ampliamente usados en aderezos de ensalada,

alimentos enlatados, pudines y alimentos congelados (Wurzburg, 1986).

[1.5.5.2 Almidon modificado por fosfatacion.

Los almidones fosfatados estan disefiados para superar las deficiencias mostradas
por los almidones nativos y pueden llevarse a cabo a través de la esterificacion de
los grupos hidroxilos con agentes fosforilantes, tales como el tripolifosfato de sodio,
el meta fosfato de sodio y el oxicloruro de fésforo (Kim y col., 1999; Sitohy, 2000).
En la Figura 7 se muestra la representacién de un almidén fosfatado con TPS. De
acuerdo a la FDA, el fosforo residual en el almidén para uso alimenticio esta
regulado en base al agente fosfatante empleado. Para el almidon modificado por
TPS el limite en el grado de sustitucidon (GS) esta establecido en 0.04 (Kim y col.,
1999).

o
I
Almidén — © — P — OH
I
OH

Figura 7. Representacion del almidén fosfatado
con TPS (Martinez, 2007).

El reactivo de tripolifosfato de sodio (TPS) es un anhidrido parcial del acido
ortofosférico y es utilizado para formar ortofosfatos de almidon monoéster con un
GS de 0.02. Puede usarse a temperaturas moderadas (100°C a 120°C) en la
fosfatacion del almidén. El almidon fosfatado por esterificacion ha sido preparado
para alcanzar niveles de fosfatacion mayores del 2% por la via de los métodos
convencionales. Sin embargo, la fosfatacibn mediante el método de extrusion
termoplastica, normalmente producen almidones fosfatados a un nivel mucho

menor de fosforo que van del 0.1 al 0.4% (Kim y col., 1999).
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11.5.5.3 Almidon modificado por succinatacion.

Los ésteres de almiddén succinatado son preparados comercialmente por la
reaccion basica de anhidridos de alquenil succinico con el almidon granular en
suspension acuosa. La sustitucion puede ocurrir en las posiciones 2, 3,y 6 de los
carbonos de la unidad de glucosa. El anhidrido mas utilizado para esta modificacion
es el octenilsuccinato (OSA) (Martinez, 2007). En la Figura 8 se muestra la

representacion de un almidén OSA.

0
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Figura 8. Representacion del almidon modificado
OSA (Martinez, 2007).

Los almidones OSA son efectivos emulsificadores por tener grupos bifuncionales
tanto hidrofébicos como hidrofilicos (Tesh y col.,, 2002). A diferencia de los
surfactantes tipicos, los almidones alquenil succinatados forman peliculas fuertes
en la interfase aceite/agua, proporcionando a la emulsidén resistencia a la
reaglomeracion. Las soluciones acuosas de los almidones alquenil succinatados y
en particular almidéon OSA, han sido usadas para estabilizar concentrados de sabor
en bebidas, aceite en aderezos, para encapsular sabores, aromas y vitaminas en

formulaciones mediante secado por aspersién (Shogren y col., 2000).

11.5.5.4 Modificacion por extrusion termoplastica.

La palabra extrudir describe un proceso de formado por el paso forzado de
materiales suaves o plastificados a través de dados con orificios, por presion. El
extrusor esta constituido basicamente de un alimentador, un preacondicionador, un

tornillo sin-fin, un cilindro enchaquetado, una matriz y un sistema de corte; se
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comporta como intercambiador de calor debido al flujo de calor entre las paredes
del cilindro, el tornillo y el material alimentado. De forma general el material
acondicionado es alimentado al extrusor para ser transportado mediante un tornillo

sinfin a través del cafion (Figura 9).

Alimentador
—
Tomillo Chaqueta
Matriz
Termopai /
Motor i /
[S=SS=S] 74 °
00000 °
b 00000000 o
A [}
Caiion o Cilindro \ Placa de
L | I Retencion
Zona de Zona de Zona tle.
Alimentacion Transicion  Alta Presion

Figura 9. Esquema de extrusor de tornillo simple y sus componentes (Murua y col.,
2009).

Los mayores cambios que sufre el material, se realizan dentro del cafién del
extrusor, con ayuda del tornillo sinfin. Debido al calor que se genera por la energia
mecdanica que produce el tornillo, la misma transferencia de calor y la presion que
va ejerciendo el material a través de los giros del tornillo a una velocidad dada
provoca que se susciten transformaciones para formar un material viscoso y
plastificado. El alineamiento de macromoléculas que dan pauta a la formacion de
nuevas estructuras, desnaturalizacién de proteinas y gelatinizacion del almidén son
algunos de los cambios que se presentan. La presion de vapor de agua de la masa

gue fluye dentro del cafion esta relacionada con la temperatura a la que se
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encuentra, produciendo una mayor presion antes de emerger por el dado del
extrusor. Una vez en contacto con la presion ambiental sufre un cambio brusco de
presién, lo que provoca que el agua contenida en el material se evapore
instantaneamente, induciendo asi la expansion del producto al salir por el dado del

extrusor, lo que lleva a la formacion de nuevas texturas (Harper, 1990).

Bajo las condiciones de extrusién, los granulos de almidén se hidrolizan o
gelatinizan, lo cual depende de una combinacion de calor y atrito mecanico. Los
granulos de almidon son hidrolizados conforme pasan a través del extrusor y esta
accion mecénica, expone el interior de los granulos cristalinos. El trabajo mecénico
y el flujo de los ingredientes viscosos en el extrusor requieren de la entrada de una
gran cantidad de energia mecanica para mover el tornillo, la cual se pierde como
calor a causa del aumento de la temperatura. Con el atrito, algunas grandes
moléculas de almidén se rompen en cadenas mas cortas (dextrinizacion) y
muestran una mayor solubilidad en agua. El resultado de la gelatinizacion y la
dextrinizacién es una masa plastificada o fundida que puede ser extrudida a travées
del dado para moldearse, y que se expande cuando las altas temperaturas y la
humedad interna cambian al evaporarse el agua y esta a su vez sale por el dado
(Harper, 1990).

Las aplicaciones mas comunes de los extrusores son la produccion de botanas
expandidas, cereales instantaneos, bases para sopas y bebidas, alimentos
infantiles, proteinas vegetales texturizadas y productos de confiteria.
Recientemente han sido usados como reactores quimicos para producir almidones
modificados, hidrolizar almidon con &cido o enzimas, reestructurar y mejorar

productos carnicos y tostar cacao y café (Martinez, 2007).

La tecnologia de extrusidon es un proceso de alta temperatura y corto tiempo que
presenta grandes ventajas en relacibn a otros procesos de preparacion de
alimentos, como gran versatilidad, construccion simple, facil operacion, bajo costo
de tratamiento de la muestra, produccién continua y propiedades fisicas uniformes,
alta capacidad de produccién por unidad de area, ausencia de efluentes, tiempos

cortos de proceso, y como principal ventaja, la acciéon continua de operaciones
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unitarias (mezcla, cizallamiento, cocimiento, secado y texturizacién), en un Unico,

eficiente y rpido proceso (Watano y col., 2002).

[1.5.6 Reduccion del tamafio del granulo de almidén.

El tamafio de granulo es una propiedad caracteristica del almidon. Por ejemplo el
almidén de maiz tiene un didmetro promedio de 15 micras, el de trigo tiene entre
dos rangos de 20-35 y de 2-10 micras, el de papa tiene un tamafo promedio de 40
micras, el de arroz es de 5 micras y el de amaranto tiene un tamafio promedio de 1-
2 micras. El tamafio de particula del almidén ha recibido mucha atencion debido a
su importancia en determinar el sabor y textura como sustituto de grasa (Daniel y
Whistler, 1990) y las propiedades de tension en  peliculas de plastico
biodegradable (Lim y col., 1992). Daniel y Whistler (1990) reportaron que el
granulo de almidon de 2 micras de diametro es similar a la micela lipidica y que
tiene ventajas como sustituto de grasa. Lim y col., (1992) reportaron una
correlacién lineal entre el espesor de las peliculas y el tamafio de particula. La
molienda en Molino de alta energia (la fragmentacién de los granulos de almidon)
provoca una disminucién en la cristalinidad, disminucion en la temperatura de
gelatinizacion y en la viscosidad, incrementa el indice de absorcion de agua e
indice de solubilidad en agua. Todos los almidones nativos molidos exhiben un
efecto de ensanchamiento endotérmico. Las endotermas son menores que en el
caso de los almidones nativos sin molienda, indicando que la molienda destruye la
cristalinidad y el arreglo de doble hélice. La cristalinidad en ambos almidones

disminuye y la resoluciéon de los picos disminuye fuertemente (Flores, 2004).

El rompimiento mecanico de almidones para su fuerza de aplicacion como molino
de bolas ha sido mostrado como efectivo en almidén de maiz, particularmente
después de un pretratamiento para debilitar la estructura granular. Uno de los

pretratamientos investigados es la hidrolisis acida (Sanguanpong y col., 2003).

Rengaswami (1998) indica que el orden de estructura tridimensional del segmento
de amilopectina es responsable de la cristalinidad del granulo de almidén, mientras

gue los segmentos de amilosa forman la dominante area amorfa. La pérdida de
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resolucion en el pico (ensanchamiento y reduccién de la altitud) refleja la pérdida de
cristalinidad y el incremento en el componente amorfo de la estructura (Zobel,
1988).

Sanguanpong y col., (2003) realizaron tratamientos acido y molienda con molino de
bolas a almidon de yuca presentando que todas las muestras exhiben un patrén, en
donde la intensidad de pico incrementa con el tiempo de hidrdlisis, y disminuye
cuando incrementa el tiempo de molienda tanto para almidones nativos molidos y
almidones hidrolizados molidos respectivamente. Aunque la hidrdlisis acida
conduce a una alta cristalinidad subsecuentemente la molienda en molino de bolas
conduce a una disminucién de cristalinidad. Los granulos de almidon contienen
mas defectos o puntos débiles, permitiendo una fractura o ruptura en pequefas
particulas de almidon. Concluyen estos autores que debido a la eliminacion de
capas de cadenas hidratadas amorfas, los granulos son mas susceptibles al dafio
mecanico (mas quebradizos, mas defectos).

Existen reportes acerca de la modificacion del tamafio de granulo en almidones de
maiz (Jane y col., 1992). Los estudios previos realizados a almidones de trigo
ceroso han sugerido que los granulos de  almidén ceroso pueden ser
sustancialmente mas susceptibles al dafilo mecanico que los granulos que
contienen amilosa (Bettge y col., 2000). El almidon de maiz ceroso es mas
susceptible al dafio por molienda con molino de bolas que el almidon de maiz
normal. Después de la molienda en molino de bolas el porcentaje de almidén
dafiado en almidén ceroso es el doble que el almidén normal, esto puede ser
causado légicamente por la composicién y diferencias estructurales de estos dos
almidones. La amilosa en almidon normal fue mucho menos afectada con el dafio

fisico comparada con la amilopectina (Tester, 1997; Bettge y col., 2000).

[1.5.6.1 Funcionamiento del molino de alta energia Spex.

Un molino agitador como el molino SPEX, qué muele aproximadamente 10+20 g
de polvo en poco tiempo, son normalmente usados en los laboratorios de

investigacion o para propositos de cribado-mezclado. Estos molinos son
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manufacturados por SPEX CertiPrep Metuchen, NJ. El molino posee un vial o
contenedor cilindrico (de nylamid o acero inoxidable) siendo este el tipo mas
comun, conteniendo la muestra y las bolas para molienda de un mismo diametro o
mezcla de diferentes diametros, de diversos materiales como vidrio, zirconio, acero
inoxidable, etc., asegurado con una abrazadera y girando enérgicamente con
movimientos oscilatorios varias miles de veces por minuto. EI movimiento agitador
oscilatorio es combinado con los movimientos laterales al final del vial, o con
sefales infinitas de movimiento. Con cada balance del vial las bolas impactan
contra la muestra y el fin del vial, moliendo y mezclando la muestra. Debido a la
amplitud (aproximadamente 5 cm.) y velocidad (aproximadamente 1200 rpm) del
movimiento de la abrazadera, las velocidades de las bolas son altas (en el orden de
5 m/s) y por consiguiente la fuerza del impacto de las bolas es extraordinariamente
grande. Por lo tanto, estos molinos pueden ser considerados como una variedad de
alta-energia (Flores, 2004).

El calor local generado durante la molienda puede causar pérdida de cristalinidad y
el desarrollo de un liquido fundido, altamente viscoso (Barron y col.,, 2001;

Sanguanpong y col., 2003).
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Il. HIPOTESIS.

Es posible utilizar almidones modificados por extrusién termoplastica como
materiales de pared en la produccién de microcipsulas de bioinsecticida Bacillus

thuringiensis por medio del proceso de secado por aspersion.
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IV. OBJETIVOS.

IV.1 Objetivo general.

Obtencidn y caracterizacion de almidones modificados para su uso como matrices
en la microencapsulacion del bioinsecticida Bacillus thuringiensis serovariedad
Kurstaki HD-1.

IV.2 Objetivos especificos.

e Extraccion del almidon de amaranto.

e Reduccién del tamafio de particula del almidén de amaranto.

e Obtencion y caracterizacion de almidones de amaranto, maiz ceroso y
amaranto con reduccion de tamafio de particula modificados mediante
fosfatacion por el proceso de extrusion termoplastica.

e Obtencion y caracterizacion de almidones succinatados y extrudidos de
amaranto, maiz ceroso y amaranto con reduccion de tamafio de particula
utilizando anhidrido 2-octenil succinico y extrusion termoplastica.

e Produccién y caracterizacion de microencipsulas mediante secado por
aspersion del bioinsecticida Bacillus thuringiensis (Bt) y un fagoestimulante
para insectos empleando los almidones modificados como materiales de

pared.
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V. METODOLOGIA.

Este proyecto se realizd en las instalaciones del Centro de Investigacién y de
Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, Unidad Querétaro, bajo la

direccion del Doctor Fernando Martinez Bustos.

V.1 Materiales.

Como materiales de pared se utilizaron almidones modificados de amaranto y maiz
ceroso; como material activo para el proceso de microencapsulacion se us6 un
bioinsecticida Bacillus thuringiensis serovariedad Kurstaki HD-1 y aceite esencial de

naranja como fagoestimulante.

V.1.1 Grano de amaranto.

El grano de amaranto fue donado por la Unidad Experimental de Chapingo cosecha
20009.

V.1.2 Almidén nativo de maiz ceroso.

Este almidén fue adquirido de National Starch.

V.1.3 Bioinsecticida.

Mezcla de cristales y esporas producidos a partir de Bt-HD1 la cual fue aislada,
purificada caracterizada y donada por el grupo de investigacion en biotecnologia
del CINVESTAYV Unidad Zacatenco.

V.1.4 Aceite esencial de naranja.

Donado por Food Specialities, México. Densidad de 0.83 g/ml y utilizado como

fagoestimulante.
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V.2 Métodos.

V.2.1 Extraccion del almidén de amaranto.

La extraccion se realiz6 de acuerdo al método reportado por Uriyapongson y Duarte
(1994) con algunas modificaciones. 1Kg de grano de amaranto se colocé en un
recipiente y se agregaron 1.5 L de hidroxido de sodio (NaOH) 0.5 N de manera que
el grano quedd totalmente cubierto por la solucion, se dejé 24 h en reposo con
agitacion repentina. Se lavo el grano con agua hasta retirar totalmente los residuos
de NaOH, posteriormente, se realizd6 una molienda humeda con hielo en un molino
de piedras (Fumasa), la suspension de amaranto molido fue tamizada, con la
finalidad de obtener el almidén, a través de una serie de mallas con abertura de
841 pm, 595 um, 420 um, 250 pum, 177 pum, 149 uym, 74 um y 62.5 pm mientras se
enjuagaba el residuo que quedo en la malla con una solucién fria de bisulfito de
sodio (NaHSO3) 0.1N. Se centrifugd la suspension a 2500rpm por 10min en un
equipo Hermle Labortechnik, Germany modelo Z513K, el precipitado fue extendido
en recipientes de aluminio y secado en un horno Felisa a 40°C, luego se molié en
un equipo Mini Pulvex modelo 100 y finalmente se tamizdé por una malla con

abertura de 250 pm.

V.2.2 Andlisis quimico proximal de los almidones nativos.

V.2.2.1 Humedad.

El contenido de humedad se determiné de acuerdo al método 934.0 descrito por la
AACC (2000) con algunas modificaciones. Se colocaron recipientes de aluminio por
una hora en un horno Felisa a temperatura de 110°C, una vez transcurrido este
tiempo los recipientes fueron colocados en un desecador hasta llegar a temperatura
ambiente, posteriormente fueron pesados. Se tomaron 2.0 g de muestra
previamente homogenizada en los recipientes de aluminio, nuevamente los

recipientes fueron colocados en la estufa a 110°C por 12 horas. Los recipientes se
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dejaron enfriar hasta temperatura ambiente dentro de un desecador para luego ser

pesados. Los célculos se determinaron con la siguiente formula:

w2 —w3
% Humedad = — x 100
w2 —wl
Donde:
w;: masa del recipiente vacio (Q).
w,. masa del recipiente con la muestra antes del secado (Q).

ws: masa del recipiente con la muestra después del secado (g).

V.2.2.2 Cenizas.

Esta técnica fue realizada de acuerdo a lo descrito por el método 942.05 de la
AACC (2000) con algunas modificaciones. Se colocaron 2.0 g de muestra en un
crisol de porcelana a peso constante, el cual se colocé a fuego directo para quemar
el material hasta que ya no se desprendieran humos. El crisol fue llevado a una
mufla Felisa para efectuar la calcinacion completa por 5 horas a 550°C.
Posteriormente se dejo enfriar la muestra por 8 horas dentro de la mufla, para luego
transferir el crisol a un desecador y una vez que éste llegd a temperatura ambiente
fue pesado. Para la determinacion del porcentaje total de cenizas se utilizd la
siguiente formula:

(X2 —X1)
— X

%Cenizas = 100

Donde:
X1: masa del crisol vacio (Q).
X2: masa del crisol con las cenizas (g).

m: masa de la muestra (g).

V.2.2.3 Extracto etéreo.

La determinacion del extracto etéreo, se realiz6 de acuerdo al método 30.10
descrito por la AACC (2000) con algunas modificaciones. Se colocaron 2.0 g de

muestra en un dedal o cartucho el cual se cubrié con algodon. El cartucho fue
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introducido en el cuerpo extractor del equipo Soxhlet para luego colocar un matraz
bola de 250 mL en la parte inferior de éste llevado previamente a peso constante y
ocupado hasta 2/3 partes de su volumen con éter etilico; se conecto el refrigerante
al cuerpo del extractor, el agua se hizo circular por el refrigerante y se comenzo el
calentamiento hasta que se obtuvo una frecuencia de 2 gotas por segundo y la
extraccion se efectué durante 5 horas, después del tiempo transcurrido de
extraccion se suspendio el calentamiento, se retir6 el dedal y se recupero el
solvente para finalmente colocar el matraz bola en un horno Felisa a 110°C
permitiendo la total evaporacion del éter hasta obtener un peso constante. Para
calcular el porcentaje de extracto etéreo total se utilizé la siguiente relacion.
) 2 —P1

%Extracto etéreo = —p x 100
Donde:
P1: masa del matraz vacio (g).
P»: masa del matraz con muestra después de la evaporacion del solvente (g).

P: masa de la muestra (g).

V.2.2.4 Determinacion del contenido de proteina cruda.

Se utilizé el método 32.1.22 de la AACC (2000) con algunas modificaciones, en un
equipo micro Kjeldhal Gerhardt. Se coloc6 1.0 g de muestra en base seca (b. s.) y
desengrasada en un tubo Kjeldhal, se agregaron 10 mL de &cido sulflrico (H2,SO,)
concentrado y un comprimido del catalizador de sulfato de cobre (Il) y sulfito de
potasio (0.5 g de CuS0O4-5H,0 y 5.0 g de K;S0O4). Se puso el tubo Kjeldhal en el
digestor dejandolo digerir hasta que alcanz6 una coloracién verde claro, la solucién
se dej6 enfriar, posteriormente se colocé en el destilador. En un matraz Erlenmeyer
con 25 mL del indicador (verde de bromocresol y rojo de metilo en una solucion al
4% de acido borico), se recolectd el destilado; al tubo con la muestra se le
agregaron de 10 a 15 mL de hidréxido de sodio (NaOH al 40%) y se destilaron por

lo menos 100 mL. Finalmente el contenido del matraz fue titulado con solucién
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estandar de &acido clorhidrico (HCI 0.1 N). Para determinar el porcentaje de

nitrégeno y de proteina se utilizaron las siguientes relaciones:

V)(Nac.)(0.014
%Nitrégeno = v)( (n"?)( ) X 100

%Proteina = (%Nitrégeno)(Factor)

Donde:

V: Volumen de acido utilizado (mL).

N: Normalidad del &cido clorhidrico.

m: Masa de la muestra (g).

Factor: el factor de conversion para cereales es de 6.25

V.2.2.5 Contenido de amilosa.

Esta determinacion se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por Williams y
col., (1970). Se pesaron 20 mg de la muestra en un matraz volumétrico de 100 mL,
se adicionaron 10 mL de una solucion 0.5 N de hidréxido de potasio (KOH) y se
mantuvo en agitacion continua (con un agitador magnético) por 5 min o hasta que
estuviera totalmente disperso el almidén, posteriormente se llevd el volumen
cuidadosamente hasta la marca de aforo. Se tomé un alicuota de 10 mL de la
solucion de almidén en un matraz volumétrico de 50 mL y se adicionaron 5 mL de
acido clorhidrico 0.1 N (HCI), 0.5 mL de reactivo de yodo (20 g de yoduro de
potasio y 2.0 g de yodo resublimado en un matraz volumétrico de 100 mL se
disuelven y se afora con agua destilada, luego se toman 10 mL de esta solucion y
se afladen en un matraz volumétrico de 100 mL se disuelven y se afora
cuidadosamente con agua destilada). El volumen se llevé hasta la marca de aforo,
la solucién se dejo en reposo por 5 min y la absorbancia del color azul fue medida a
625 nm en un espectrofotometro (UV- Visible Spectrometer Cintra 20 GBC) y se

compard contra un blanco como referencia.

Para realizar la curva de calibracidon se colocaron en matraces volumétricos de 100

mL las siguientes relaciones amilosa (mg)/amilopectina(mg): 2/8, 4/16, 6/24, 8/32,
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10/40 y 12/48 y después se les dio el mismo tratamiento y lectura que a los 20 mg

de muestra mencionados con anterioridad.

V.2.3 Reduccion de tamafio de particula.

El almidon nativo de amaranto fue sometido al proceso de reduccion de tamarfio de
particula en un molino de alta energia Spex. Tanto la hidrdlisis 4cida como la
molienda que se explican a continuacion se llevaron a cabo de acuerdo al método

reportado por Flores (2004) con ciertas modificaciones.

V.2.3.1 Pre-tratamiento.

Se colocaron 90.9 g (base seca) de almiddén nativo de amaranto en 200 mL de una
solucién al 4.3% de &cido clorhidrico (HCI) w/w. La suspension se puso en bafio
Maria con agitacibn a una temperatura de 45+2°C, durante 4 h. Una vez
transcurrido el tiempo se ajustd el pH a 5.0 con una solucion de hidréxido de sodio
(NaOH) al 10%, posteriormente se centrifug6 la suspension a 6000 rpm, por 10 min
en una centrifuga Hermle Labortechnik, Germany modelo Z513K, el sedimento se
lavd 2 veces con agua destilada; para luego secar la pasta de almidén en un horno
Felisa a 40°C por 12 h. Finalmente el almidén fue molido en un equipo Mini Pulvex

100 y tamizado por una malla con abertura de 250 pm.

V.2.3.2 Molienda en molino de alta energia Spex.

Se colocaron en un recipiente de nylamid 4.0 g del almidon tratado previamente
con &cido, alcohol etilico al 96% (en relacién 1:1, almidén/alcohol etilico, w/w) y
bolas de zirconio de 10.2 mm de diametro (g de almiddn/g de bolas de zirconio, 1:
8, w/w); el recipiente fue colocado en un molino de bolas (Spex modelo 8000L,
SPEX CertiPrep, Inc., Metuchen, NJ, USA) a 1200 rpm durante una hora para la
reduccion del tamafio de granulo del almidén. Finalmente el almidon fue molido en
un equipo Mini Pulvex modelo 100 y tamizado por una malla con abertura de 250

gm.
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V.2.4 Modificaciones quimicas de los almidones nativos.

Se modificaron el almidén de amaranto con tamafio de particula reducido y los
almidones nativos de amaranto y maiz ceroso con tripolifosfato de sodio (TPS), y

anhidrido n-octenil succinico, de acuerdo a la siguiente metodologia.

V.2.4.1 Hidrdlisis acida.

Como etapa previa a la aplicacion de los agentes de fosfatacién y succinataciéon a
los almidones se llevd a cabo una hidrolisis acida con el objetivo de hacer mas
eficiente el grado de sustitucion de los mismos y aumentar su solubilidad. Los
almidones fueron hidrolizados de acuerdo a lo reportado por Zambrano y Camargo
(2001). Se prepar6 una suspension de almidon al 40% de sdlidos con una solucion
gue contenia acido clorhidrico (HCI) en una concentracion de 3.4% con respecto a
los sdlidos de almidon. La hidrdlisis se llevo a cabo a una temperatura de 50+£2°C
en un bafio Maria, manteniéndose en agitacion constante durante 6 horas.
Posteriormente se ajustd el pH a 5.0 con una solucién de hidroxido de sodio
(NaOH) al 10% y la suspension fue centrifugada a 6000 rpm, durante 10 minutos en

una centrifuga Hermle Labortechnik, Germany modelo Z513K.

El sedimento se recuperd y lavd dos veces con agua destilada para eliminar
residuos de acido. La pasta de almidon fue secada en un horno Felisa a una
temperatura de 45°C por 24 h, después el almidon fue molido en un equipo Mini
Pulvex modelo 100 y se tamizé con una malla de 250 um para su posterior

modificacién quimica.

V.2.4.2 Fosfatacion.

La fosfatacion se llevd a cabo por extrusion termoplastica, con tripolifosfato de
sodio (TPS) de acuerdo al método reportado por Murta y col., (2009) con algunas
modificaciones, en un extrusor de laboratorio de tornillo simple, disefiado y
manufacturado por Cinvestav-IPN. Se adicionaron 4 g de TPS (Tripolifosfato de
Sodio) a 100 g de almidon (base seca) previamente hidrolizado. Las muestras de

almidén de amaranto fueron acondicionadas al 25% de humedad y la muestra de
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maiz ceroso al 20%. Para adicionar el TPS éste fue suspendido en la mitad del
volumen del agua necesaria para ajustar la humedad del almidoén, la suspension se
dej6é con agitacion magnética y se fueron agregando gotas de HCI concentrado
hasta la disolucion del TPS; posteriormente la solucibn de TPS se asperjo
directamente junto con la mitad de agua restante al almidén. Finalmente las
muestras se guardaron en bolsas de polietileno a 4°C durante 12 h para su

posterior extrusion.

Para la extrusion de las muestras de amaranto las temperaturas del barril fueron de
50°C, 130°C y 170°C para la zona de alimentacion, de transicion y de alta presion
respectivamente. Se utilizé6 una velocidad de tornillo de 80 rpm, una velocidad de
alimentacion de 35 g/min (15 rpm), relacion de compresién del tornillo de 2:1 y un
dado con un didmetro de salida de 4.5 mm. Para la muestra de maiz ceroso las
temperaturas fueron de 70-80°C, 130°C y 180°C para la zona de alimentacion, de
transicion y de alta presion respectivamente. Se utilizé una velocidad de tornillo de
80 rpm, una velocidad de alimentacion de 70 g/min (30 rpm), relacion de
compresion del tornillo de 3:1 y un dado con un diametro de salida de 4.0 mm. Las
muestras extrudidas fueron secadas en un horno Felisa a 40°C por 24 h, molidas
en un equipo Mini Pulvex México, modelo 100 y se paso a traves de la malla de 250

pum para homogenizar el tamafio del almidon.

V.2.4.3 Succinatacion.

Se realiz6 de acuerdo al método descrito por Jeon y col. (1999) con algunas
modificaciones. Se prepard una suspension en agua al 30-35% de sdlidos del
almidén (base seca) sometido previamente a una hidrdlisis acida, se mantuvo en
agitacién constante y se le adicion6 por goteo, anhidrido n-octenil succinico en una
proporcién de 2 mL/50 g de almidén en base seca, durante dos horas y se ajusto
continuamente a un pH de 8.0-8.5 con una solucion de NaOH al 3%. Se
mantuvieron las mismas condiciones durante un tiempo total de 6 horas.
Posteriormente se ajusté el pH a 5.0 y la suspension fue centrifugada a 6000 rpm,

durante 10 minutos en una centrifuga Hermle Labortechnik, Germany modelo
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Z513K. Se llevaron a cabo dos lavados del sedimento con agua destilada para
eliminar residuos del reactivo. La pasta del almidon succinatado fue secada en un
horno Felisa a una temperatura de 40 °C por 24 h, luego molido en un equipo y
cribado en una malla de 250 um. EI almidén modificado fue extrudido en las

condiciones descritas para el almidon de maiz ceroso fosfatado.

V.2.5 Caracterizacion fisicoquimica de los almidones modificados.

V.2.5.1 Cristalinidad.

Se realizd un andlisis de difraccidn de rayos X de las siguientes muestras: del
almidén de amaranto nativo, del hidrolizado con una solucion al 4.3% de HCl y del
sometido al proceso de reduccién de tamafio de particula.

El andlisis fue realizado de acuerdo al método reportado por Flores (2004). Las
muestras fueron empacadas en un portamuestras de vidrio con una profundidad de
0.5mm y montadas en un difractébmetro de Rayos- X (Rigaku modelo Ultima DMax-
2100, Rigaku Denki Co. Ltd, Japdn). Los difractogramas fueron obtenidos con un
barrido de angulo Bragg de 5°-40° sobre una escala de 26, con intervalos de 0.02,
operando a 30 KV y 16 mA, con una radiacion de CoKa y una longitud de onda A=
1.78899 A. La cristalinidad de las muestras fue obtenida con el software JADE 5.0
Materials Data INC. 1994.

V.2.5.2 Morfologia del granulo del almidon.

Se llevd a cabo por microscopia electrénica de barrido de acuerdo con la
metodologia descrita por Gunning y col. (1999) con algunas modificaciones. Se
utilizé un microscopio electronico de barrido (ESEM Phillips, modelo XL30,
Holanda), en condiciones de bajo vacio (0.7 mBar) con un voltaje de aceleracion de
15.0-20.0 KV, aproximadamente 50 pA de corriente, un detector GSE (Gaseus
Secundary Electron) y un spotsize del laser de 3.8-4.6. Las muestras de los

almidones nativos y modificados fueron fijadas en portamuestras de aluminio con
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semicirculos de cinta adhesiva doble cara de grafito, expandidas por medio de aire

comprimido y observadas a diversos aumentos.

V.2.5.3 Perfil de viscosidad.

La viscosidad de los almidones nativos y modificados fue evaluada utilizando un
equipo Rapid Visco Analyzer (RVA) modelo Super 4 (Newport Scientific pty Itd,
Sydney Australia). Las mediciones se realizaron de acuerdo a lo reportado por
Murta y col., (2009). Se colocaron 2.5 g (base seca) de muestra cribada por una
malla con abertura de 250 um, adicionando la cantidad de agua destilada necesaria
para alcanzar un peso total de 28g de suspension en un recipiente de aluminio. La
muestra se coloco en el viscosimetro, el cual produce una agitacion rapida durante
10 s, para luego estabilizarse a velocidad constante de 75 rpm. La temperatura
inicial de 50°C es mantenida durante un minuto y posteriormente la temperatura es
elevada a 92°C a una velocidad de calentamiento de 5.6°C/min. Una vez alcanzada
la temperatura indicada, ésta se mantiene constante durante 5 minutos; el
enfriamiento se lleva a cabo a la misma velocidad de calentamiento hasta alcanzar
una temperatura de 50°C. La temperatura final se mantiene constante durante dos
minutos y el tiempo total de la prueba es de 23 minutos manteniendo una agitacion
constante durante todo el analisis.

V.2.5.4 Propiedades térmicas

Esta técnica fue efectuada de acuerdo a la metodologia descrita por Narvaez y col.
(2007) con algunas modificaciones. Para llevar a cabo los analisis térmicos se usé
un calorimetro diferencial de barrido (DSC Mettler Toledo modelo 821). 3 mg de
muestra molida con tamafo de particula de 250 um (cribada con malla de 60 mesh)
y 7 mg de agua destilada fueron colocados en un crisol de aluminio de 40 pL,
posteriormente sellado con una prensa Mettler Toledo. El crisol se colocé en el
equipo; la muestra fue sometida a una rampa de calentamiento de 30 a 100°C, con

una tasa de 10°C/min. Del termograma obtenido se determinaron los siguientes
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parametros: temperatura de inicio (To), temperatura final (Tc), temperatura de pico
(Tp), asi como la entalpia de gelatinizacion (AHg).

V.2.5.5 indice de solubilidad en agua (ISA) e indice de absorcion de agua (IAA).

Estos analisis se les realizaron a los almidones en estado nativo y a los
modificados, de acuerdo al método descrito por Anderson y col. (1969). Se
colocaron 2.5 g (base seca) de almidén en un tubo de centrifuga de 50 ml, se
adicionaron 40 ml de agua destilada a 30°C, se tap0 y agit6 el tubo por un minuto.
Los tubos fueron mantenidos a una temperatura de 30°C en un bafio Maria, en
agitacion constante durante 30 minutos. A continuacién las muestras fueron
centrifugadas en un equipo (Hermle Labortechnik, Germany modelo Z513K) a 3000
rpm durante 10 minutos. Se registré el peso del residuo sélido y el sobrenadante se
vacié en un crisol de aluminio a peso contante, el liquido decantado se sec6 en un

horno Felisa a temperatura de 110° C.

El sedimento del tubo se pesé y se registro el peso del residuo de evaporacion para
emplearse en las siguientes relaciones.
Rcent

[A A= ——
M — Revap

ISA Revap 100
= X
M

Donde:

IAA: indice de absorcién en agua.

ISA: indice de solubilidad en agua.

Rcent: masa del residuo de centrifugacion.
Revap: masa del residuo de evaporacion.

M: masa en base seca de la muestra.
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V.2.5.6 Tamafio de particula.

El tamafio de particula de los almidones nativos, modificados y de las
microcapsulas se obtuvo con las micrografias obtenidas del microscopio electrénico

de barrido con la ayuda del software Image J version 1.330.

V.2.5.7 Grado de sustituciéon de fésforo.

El grado de sustitucion de fosforo se determind de acuerdo al método descrito por
Smith y Caruso (1964) con algunas modificaciones. Las muestras de almidon nativo
y fosfatado por extrusiéon se lavaron con una solucién de etanol al 65% (v/v) y
después con metanol anhidro para eliminar los fosfatos libres, posteriormente las
muestras se secaron en un horno Felisa a 40°C por 24 horas. Se colocaron 5.0 g
de muestra molida y tamizada en una malla con abertura de 250 um, en un crisol
de porcelana grande. Se agregaron 10 ml de acetato de zinc dihidratado
[Zn(O2CCH3),2(H20),] al 10% distribuyéndolo uniformemente en toda la muestra. El
crisol se coloc6 en un plato caliente hasta que el liquido se evaporé totalmente, a
continuacion se caliento a fuego directo hasta carbonizar la muestra y se introdujo

en una mufla Felisa a una temperatura de 550°C durante 2 horas.

El crisol se enfrié hasta temperatura ambiente y el residuo se humedecioé con 3 ml
de acido nitrico (HNO3) al 29%. La muestra fue calentada en un plato caliente hasta
evaporar el contenido liquido y se coloc6 en la mufla a 550°C por 30 minutos.

Después de alcanzar la temperatura ambiente, las paredes del crisol se lavaron con
10 ml de acido nitrico al 29% y se adicionaron 15 ml de agua. El crisol fue cubierto
con un vidrio de reloj, la solucion residual se calienté hasta comenzar a hervir y se
mantuvo asi durante 10 minutos. Se enfrid el crisol a temperatura ambiente y se
filtr6 su contenido a través de papel Whatman N° 1 en un matraz volumétrico de
100 ml. La transferencia del residuo se complementé adicionando 10 ml de agua al
crisol en repetidas ocasiones, se aforé y mezclo. Una alicuota de 25 mL (que no
contenga mas de 2.4 mg de fésforo) se pipete6 en un matraz volumétrico de 100
ml. En otro matraz volumétrico fue preparado un blanco con 25 ml de agua
destilada.
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Los siguientes reactivos fueron adicionados a ambos matraces: 20 ml de acido
nitrico (HNO3) al 29%, 20 ml de vanadato de amonio (NH4VO3) al 0.25% y 10 ml de
solucion de molibdato de amonio [(NH4)sM07024-4H,0] al 5%. Ambas soluciones se
diluyeron hasta aforar con agua destilada y se mezclaron vigorosamente, se dejé

reposar durante 20 minutos hasta su lectura en el espectrofotdbmetro.

Se coloco el blanco en una celda de cuarzo y se determiné la absorbancia de la
solucion a 460 nm en un espectrofotometro (UV- Visible Spectrometer Cintra 20
GBC) esta lectura se uso como referencia para fijar el valor de cero absorbancia,

posteriormente se leyo la muestra.

Para la curva de calibracion se prepararon soluciones estandar de fésforo que
contenian 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 mg de fosforo en 25mL agua destilada, se
colocaron en matraces volumétricos de 100 mL y se preparé un blanco con 25mL
de agua destilada. A cada matraz se agregaron los siguientes reactivos en el orden
indicado, agitando después de cada adicién: 10 mL de &cido nitrico (HNO3) al 29%,
10 mL de vanadato de amonio (NH4;VOs3) al 0.25% y 10mL de molibdato de amonio
[(NH4)sM07024-4H,0] al 5%. Todas las soluciones se aforaron con agua destilada
agitando vigorosamente y se dejaron en reposo durante 10 min antes de su lectura
en un espectrofotometro (UV- Visible Spectrometer Cintra 20 GBC).

La concentracién de fésforo (mg/100ml) de la soluciones que contenian la muestras
se obtiene de la ecuacién de la curva de calibracion. Las relaciones empleadas

para determinar la concentracién y el grado de sustitucién de fosforo son las

siguientes:
CVF
%Fdsforo = 1000 M % 100
162P
GSrastoro = (3100 _ 124P)
Donde:

C: contenido de fésforo (mg/ 100 mL) obtenido de la curva de calibracion.
V: volumen de la dilucién (es 100 ml si no se altera este volumen al diluir la muestra
filtrada).
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F: factor de dilucion.
M: cantidad de muestra (Q).
GSksstoro: grado de sustitucion de fosforo

P: porcentaje de fosforo del almidon fosfatado.

V.2.5.8 Grado de sustituciéon de succinato.

El grado de sustitucion de succinato se determiné de acuerdo al método descrito
por Praful y Rekha (2002) con algunas modificaciones. Esta determinacion se le
realizo a los almidones nativos y a los modificados, se coloc6 1.0 g de muestra en
un matraz Erlenmeyer de 250mL y se adicionaron 50 mL de una solucién de etanol-
agua (75% v/v). La mezcla se agitd y se mantuvo a 50°C durante 30 min. A
continuacion se enfrié y se agregaron 40mL de hidroxido de sodio (NaOH) 0.5 N,
esta mezcla se mantuvo durante 72 h con agitacion ocasional. El exceso de élcali
fue titulado con una solucion estandar de acido clorhidrico (HCI) 0.5 N, usando
fenolftaleina como indicador. La solucién se dejo en reposo por 2 h, si al transcurrir
este tiempo la solucibn ha cambiado nuevamente su coloracion se debe titular

nuevamente. Las muestras de almiddn nativo fueron usadas como blancos.

El porcentaje de succinato y el grado de sustitucion de las muestras fue calculado
usando las siguientes férmulas:

_ (B—M)x01xN
9 Succinato = W x 100

162 xS

GS =
10000 — (99 x S)

Donde:

B: volumen gastado en la titulacion del blanco (mL).

M: volumen gastado en la titulacién de la muestra (mL).
N: normalidad del &cido.

W: cantidad de muestra (g).

GS=: grado de sustitucién de succinato.

S: porcentaje de succinato del almidon succinatado.
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V.2.6 Produccion de microcapsulas.

Este método se llevo a cabo de acuerdo a lo escrito por Bertolini y col. (2001) con
algunas modificaciones. Las microcapsulas preparadas con los almidones
modificados fueron obtenidas mediante el proceso de secado por aspersion en un
secador SD-Basic de LabPlant (Huddersfield, UK). Para preparar las muestras de
los almidones modificados para la encapsulacion, se tamizaron con una malla de
abertura de 250 um. Se preparé una emulsién en agua a 40°C con 30% de sdlidos
(p/p) del material de pared, luego se incorporé 4% de aceite esencial de naranja
como fagoestimulante (p/p), la mezcla fue homogenizada con un Ultraturrax IKA T-
18 Basic a 14000 rpm durante cinco minutos, posteriormente se agregd una
proporcion del 6.0% (v/p) del bioinsecticida de toxicidad controlada producido a
partir de Bt-HD1 respecto a los sélidos de almidon modificado y se homogeneizé
nuevamente la emulsién a 5000 rpm por 3 min. La emulsibn se mantuvo en
agitacion constante durante el secado. Las condiciones de secado fueron las
siguientes: temperatura del aire de entrada de 180°C y temperatura del aire de
salida de 110°C +/- 5°C. Las microcapsulas obtenidas fueron recolectadas y

almacenadas a 4°C para su posterior andlisis.

V.2.7 Caracterizacion de las microcapsulas.

V.2.7.1 Actividad de agua.

Para la determinacién de la actividad de agua de las microcdpsulas se emple6 un
equipo Aqua Lab CX- 2, de acuerdo al método 978,18 de la A.O.A.C. (1999) con
algunas modificaciones. Las muestras fueron colocadas en contenedores propios

del equipo y la medicion se realizé a 25 °C.

V.2.7.2 Caracterizacién morfoldgica externa de las microcapsulas.

Se llevé a cabo por microscopia electronica de barrido (ESEM Phillips, modelo
XL30, Holanda) en condiciones de bajo vacio, de acuerdo con la metodologia

descrita por Gunning (1999) con algunas modificaciones. La manera de preparar la
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muestra y las condiciones del equipo fueron las mismas que las mencionadas
anteriormente en el apartado V.2.5.2 acerca de la morfologia del granulo de

almidon.

V.2.7.3 Recuento bacteriano del bioinsecticida Bacillus thuringiensis serovariedad
Kurstaki HD-1.

El recuento bacteriano se realizé por duplicado por el método de vaciado en placa.
Se tomo una alicuota de 1 mL del bioinsecticida y se coloco en 9 mL de diluyente
de pectona, la dilucibn se homogeinizé con la ayuda de un bortex; a continuacion
se tomd 1 mL de la primera dilucién y se colocé en 9 mL de diluyente de peptona
se homogeneizo la dilucion y posteriormente se tom6 1mL de la segunda dilucion
para ponerlo nuevamente en 9mL de diluyente de peptona; se continud haciendo 8
diluciones mas de la misma manera. Después se tom6 1mL de la 3°, 6°, 7°, 9°y 11°
dilucién y se colocaron en cajas Petri para luego agregar de 15- 20 mL de Agar
Nutritivo y homogeneizarlas. Posteriormente las cajas se incubaron (incubadora
Thermo Forma) a 30°C por 36 h y al transcurrir este tiempo se realizo el recuento

con la ayuda de un contador de colonias Felisa.

V.2.7.4 Recuento bacteriano de las microcapsulas.

El recuento bacteriano se realizé por duplicado por el método de vaciado en placa.
Se tomaron 0.10 g de microcapsulas y se colocaron en 0.9 mL de diluyente de
peptona posteriormente con la ayuda de un bortex se rompieron las microcapsulas.
Se toman 0.5 mL de la dilucion anterior en 4.5 mL de diluyente de peptona y se
realizaron 5 diluciones mas de la muestra colocando 1mL de muestra de la dilucion
anterior en 9mL de diluyente de peptona y asi sucesivamente para cada nueva
dilucion, se debe de homogenizar cada diluciébn con ayuda del bortex antes de
tomar cada alicuota. Posteriormente se tomé una alicuota de 1mL de la 3°, 5°, 6° y
7° dilucidon y se colocaron en cajas Petri para luego agregarles Agar Nutritivo y
homogeneizarlas. A continuacion las cajas fueron incubadas (incubadora Thermo

Forma) a 30°C durante 36 h y se realizd el recuento de colonias (contador de
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colonias Felisa), las cajas se dejaron por 72 h en la incubadora para después

realizarles la tincién de Gram.

V.2.7.5 Tincidon de Gram.

Este método se llevd a cabo de acuerdo a lo descrito por Rodriguez y col. (2006)
con algunas modificaciones. Se le realizo tincidon de Gram a las colonias que se
desarrollaron a las 36 h mantenidas en incubacién. Para realizar el frotis se coloco
una gota de solucion fisiologica (solucion de cloruro de sodio, NaCl al 0.9%) en un
portaobjetos limpio y seco; se tomd6 un asa y se flamed en un mechero, se espera a
gue se enfrie y con ésta se tomd un poco de la colonia a analizar para colocarla en
la gota de solucion fisiol6gica y extender la muestra en el portaobjetos con la ayuda
del asa. Para fijar la muestra se paso el portaobjetos por la flama del mechero (no
de manera directa) teniendo cuidado de que el calor no sea excesivo. El calor
deseable es aquél en el que el portaobjetos sea apenas demasiado caliente para
ser colocado sobre el dorso de la mano.

Para la tincion se le agreg6 el colorante de cristal violeta al frotis en una cantidad
suficiente como para cubrirlo por completo. Se dej6 actuar al colorante por 1 min al
transcurrir este tiempo, se enjuago el portaobjetos con agua. Después se le afiadid
lugol al portaobjetos en la misma cantidad que el colorante anterior se dejé en
reposo por 1 min y se enjuag6é nuevamente con agua y luego con etanol al 95% o
con acetona, hasta que ya no surgio liquido azul. Nuevamente fue lavado con agua
y se esperd a que se secara el portaobjetos; a continuacion el frotis fue tefiido con
safranina y se dej6 actuar por 1 min, luego se enjuagé de nuevo con agua y se dejo

secar. Posteriormente el frotis se observo al microscopio 6ptico.

V.3 Disefio de experimentos y analisis estadistico.

Se realiz6 un disefio de experimentos totalmente aleatorio. Las muestras se
examinaron con un analisis de varianza y la comparacion de medias mediante
pruebas de rango multiple de Tukey considerando alta significancia a una P<0.05,

utilizando el paguete computacional JMP 5.0.1.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION.

VI.1 Rendimiento de la extraccién del almidén de amaranto.

Se obtuvo un rendimiento del 32.22% del almidon extraido con respecto a la
cantidad de grano que se utilizd. Este resultado es muy similar a lo reportado por
Uriyapongson y Rayas (1994) los cuales obtuvieron rendimientos que variaron de
30.4% a 39.3% al extraer almidon de Amaranthus cruentus. El amaranto tiene un
contenido de almidon del 50-60%, sin embargo, su tamafio tan pequefio (1-3 pm)
dificulta la sedimentacion del granulo, por lo que el rendimiento de extraccidén es

bajo con respecto al contenido total de almidén.

V1.2 Caracterizacion quimica de los almidones nativos.

VI.2.1 Humedad.

La determinacion de humedad se realizd por diferencia de pesos debido a la
pérdida de agua por la evaporacion de la misma en la muestra. En el Cuadro 3 se
presenta el resultado obtenido del contenido de humedad de los almidones nativos
y del grano de amaranto como se puede observar el almidon de maiz ceroso
(9.80%) y el grano de amaranto (9.35%) contienen un mayor porcentaje de
humedad que el almidén de amaranto (7.42%). En general los cereales se
caracterizan por su bajo contenido de humedad de 9 a 12%. Choi y col., (2004)
reportaron valores de 11.5% y 11.3% de humedad para el grano y almidon de
Amaranthus cruentus respectivamente; por otro lado Manni y col., (2008)
obtuvieron un contenido de humedad de 6.47% en el almidén de Amaranthus
mantegazzianus; valores distintos a los presentados en este estudio lo cual se

puede deber a ciertos factores como a las condiciones de almacenamiento.

VI.2.2 Cenizas.

Las cenizas son el residuo inorganico que queda de la incineracion de la materia

organica (Guzman, 2010). Como se puede observar en el Cuadro 3 el grano de

62



amaranto presentdé un contenido de cenizas de 3.10% lo que concuerda con la
literatura en donde se reportan valores de 3.06% en Amaranthus caudatus y 3.3%
en Amaranthus hypochondriacus variedad Tulyehualco (Gamel y col., 2006; Barba
y col., 2009). El almidén de amaranto presentd un contenido de cenizas de 0.47% y
en tanto que el almidon de maiz ceroso presenté un 0.10%. Uriyapongson y Rayas
(1994) reportan un contenido de cenizas de 0.22% en el almidén de Amaranthus
hypochondriacus x A. hybridus y 0.02% en el almidén de maiz ceroso; Choi y col.,
(2004) obtuvieron un valor de 1.2% en el almidén de Amaranthus cruentus. El
mayor contenido de cenizas en el almidén de amaranto respecto al almidén ceroso,
se debe a que el grano de amaranto esta constituido por una cantidad importante
de minerales como fésforo, potasio, magnesio, hierro y calcio, entre otros (Gamel y
col., 2006); que no son eliminados por completo durante la extraccion del almidén.
Jiranuntakul y col., (2011) reportaron un contenido de cenizas en el almidén de

maiz ceroso de 0.36 %.

VI1.2.3 Extracto etéreo.

El extracto etéreo es un conjunto de sustancias extraidas con solventes (ésteres de
acidos grasos, fosfolipidos, esteroles, ceras, acidos grasos libres, etc.) (Guzman,
2010). En el Cuadro 3 se muestra que el grano de amaranto present6 un 6.73% de
extracto etéreo valor muy similar a lo sefialado por Gamel y col., (2006) que
obtuvieron un valor de 7.07% en el grano de Amaranthus caudatus, ellos sefialan
gue el contenido de aceite en el grano de amaranto es mas alto comparado con
otros cereales por ejemplo el maiz contiene 4.5%, el trigo 2.1% y el arroz 2.1%
aproximadamente. Uriyapongson y Rayas (1994) reportan valores de extracto
etéreo de 1.23% a 1.40% en almidones de Amaranthus cruentus y Amaranthus
hypochondriacus x A. hybridus respectivamente, resultados muy similares a lo
encontrado en este trabajo. De acuerdo a Choi y col., (2004) el amaranto contiene
de 6.0-9.0% de grasa, especialmente escualenos los cuales usualmente son
encontrados en animales marinos. Jiranuntakul y col., (2011) encontraron un valor

de 0.07 % de extracto etéreo en el almidébn de maiz ceroso. Las diferencias entre lo
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reportado en la literatura y o que se expresa en el presente trabajo son causadas
por las condiciones de cultivo, la especie y el método de extraccion utilizado.

VI.2.4 Proteina cruda.

El analisis proteico es una digestion de la muestra en un medio acido en donde se
determina el contenido de nitrégeno total disponible para luego con la ayuda de un
factor obtener la cantidad de proteina cruda en la muestra (Guzméan, 2010).
Uriyapongson y Rayas (1994) encontraron un contenido de proteina de 0.15% en el
almidén de maiz ceroso comercial como se puede observar en el Cuadro 3 es un
valor muy similar al obtenido en este trabajo (0.16%). Jiranuntakul y col., (2011)
sefialaron un valor de 0.24 % de proteina cruda en el almidén de maiz ceroso.
Manni y col., (2008) reportaron un contenido de proteina en el almidén de
Amaranthus mantegazzianus de 1.47%, menor que el encontrado en el presente
trabajo; esta diferencia se debe al método usado en la extraccion del almidén.
Barba y col., (2009) reportaron que el grano de Amaranthus hypochondriacus
variedad Tulyehualco contiene 15.0% y la variedad Nutrisol un 15.3%. El contenido
de proteina (aproximadamente 14-17%) en el grano de amaranto es mas alto que
en otros cereales y de buena calidad. Tiene un alto porcentaje de aminoéacidos
sulfurados (metionina y cisteina), lisina y leucina. Dentro de las proteinas mas
representativas se encuentran albuminas, 11S-globulina (amarantina), globulina-P y
glutelinas (Tapia y col., 2007).

VI.2.5 Contenido de amilosa

El contenido de amilosa es un factor importante que afecta las propiedades del
almidon, como la capacidad de hinchamiento, la solubilidad y la formacién de geles
(Choi y col.,, 2004). En el Cuadro 3, se observa que el almidon de amaranto
presenté 12.38% de amilosa y el de maiz ceroso 1.41%. Uriyapongson y Rayas
(1994) reportaron un contenido de amilosa de 5.79% y 6.81% en Amaranthus
hypochondriacus x A. hybridus y Amaranthus cruentus respectivamente. Ellos

mencionan que el contenido de amilosa en el almidén de amaranto es muy variable
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ya que existen especies completamente no cerosas y otras tipos waxy (entre 0.2 y
25% aproximadamente de amilosa). Wu y Corke (1999) analizaron diversas
especies de Amaranthus y encontraron contenidos de amilosa que van desde 7.8%
hasta 34.3%. Agustiano (2004) sefiald que el contenido de amilosa en el almidén
de maiz ceroso varia de 1% hasta 3%. Jiranuntakul y col., (2011) encontraron un
contenido de amilosa de 2.06% y Zheng y col., (1999) reportaron un valor de 1.1%

ambos trabajos se refieren al almidon de maiz ceroso.

Cuadro 3. Caracterizacion quimica del grano de amaranto y de los

almidones en estado nativo

Grano

9.35b 3.10a 6.73 a 14.96 a nd
amaranto
Almidén nativo 742 ¢ 047D 1.20b 3.37b 12.38 a
de amaranto
Almld(?n nativo 980 a 0.10 ¢ 0.13 ¢ 0.16 ¢ 1.41b
de maiz ceroso

Las medias con letras distintas en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05). nd= no
determinado.

VI1.2.6 Perfil de viscosidad.

Por lo general los almidones en estado nativo presentan una naturaleza hidrofilica,
son poco solubles en agua fria y producen pastas de alta viscosidad al ser
suspendidos en agua y calentados, estas propiedades son deseadas solo en
ciertas aplicaciones. En la Figura 10 se muestran los viscoamilogramas del almidén
de amaranto y maiz ceroso, asi como en el Cuadro 4 se muestran los datos
obtenidos de los viscoamilogramas acerca del perfil de viscosidad de los almidones
en estado nativo; se observa que el almidén de maiz ceroso presenta durante el
ciclo de calentamiento una viscosidad mayor que el almidén de amaranto. Esta
diferencia se atribuye al contenido de amilosa, lipidos y proteinas; la amilosa de
cierta manera actia como diluyente e inhibidor del hinchamiento del granulo,
especialmente en la presencia de lipidos ya que pueden llegar a formar complejos
insolubles durante el hinchamiento y la gelatinizacion. En estudios anteriores se ha
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demostrado que la viscosidad maxima del almidon aumenta cuando el
almidon se purifica para disminuir el contenido de proteinas (Jiranuntakul y col.,
2011).

La disminucion en la viscosidad después de que ésta alcanza su punto maximo
refleja la fragilidad del granulo hinchado que se rompe a consecuencia de la
agitacion continua (Uriyapongson y Duarte, 1994). Ambos almidones presentan una
viscosidad de retrogradacion pequefia en comparacion con almidones provenientes
de otras fuentes lo cual es debido al bajo contenido de amilosa que posee el
almidén de amaranto y de maiz ceroso (Pérez y col., 1993). Sin embargo, el
almidon de amaranto fue bastante estable durante el ciclo de calentamiento-
enfriamiento lo que resultd en valores bajos de viscosidad de ruptura y de
retrogradacion lo cual muestra que puede ser usado en la industria alimenticia

como espesante o estabilizante.

Cuadro 4. Perfil de viscosidad de los almidones nativos de maiz ceroso y amaranto.

Maiz
ceroso 2590.00 a 896.50 b 1693.50a | 1194.50 a 298.00 a 6.13 a

nativo
Arr?:trisgto 1771.00b | 1135.00a | 636.00b | 1203.50 a 68.50 b 6.10 a

Las medias con letras distintas en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).
*Viscosidad de ruptura= Visc. Maxima - Visc. Minima.
** \/iscosidad de retrogradacion= Visc. Final - Visc. Minima.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado en la literatura;
Wu y Corke (1999) encontraron una amplia variacion en las propiedades de pasta
entre las especies de amarantoy entre genotipos dentro de las especies,
atribuyéndolo principalmente a las diferenciasen el contenido de amilosa
reportaron viscosidades méaximas que van desde 1040 cP hasta 2880 cP, minimas
de 960 a 2230 cP, finales de 900 a 2890 cP, de ruptura de -140 a 860 cP y de
retrogradacion de -60 a 1210 cP.
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Paredes y col. (1994) reportaron que el almidén de amaranto presenta una baja
viscosidad debido a que posee cadenas de corta longitud las cuales no contribuyen
tanto a la generacion de viscosidad del liquido, solucion o emulsion como las
cadenas largas desde el punto de vista reoldgico. Choi y col. (2004) sefialaron que
los granulos de gran tamafio tienden a generar mayor viscosidad lo cual esta de
acuerdo con los resultados del presente trabajo ya que el almidon de maiz ceroso

generd mayor viscosidad que el almidén de amaranto.

100 3000

—— Temperatura
= \aiz ceroso nativo
m— Amaranto nativo - 2500
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- 500
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Figura 10. Perfil de viscosidad de los almidones nativos de maiz ceroso y

amaranto.

Uriyapongson y Duarte (1994) reportan perfiles de viscosidad muy similares para el
almidon de amaranto y el de maiz ceroso, ademas encontraron que el dafio
provocado al granulo por el método de extraccion afecta la viscosidad del almidon a
mayor dafio menor viscosidad. Jiranuntakul y col. (2011) sefialaron que los
almidones cerosos entre ellos el de maiz presenta una alta viscosidad, facil

rompimiento del granulo y baja viscosidad de retrogradacion en comparaciéon con
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los almidones normales y registrd valores de 1005 y 219 cP para la viscosidad de

ruptura y de retrogradacion respectivamente del almidén de maiz ceroso.

El material de pared utilizado para la encapsulacion mediante secado por aspersion
debe presentar propiedades tales como alta solubilidad, baja viscosidad incluso con
un contenido relativamente alto de sdélidos en una suspension, por lo que fue
necesario mejorar las caracteristicas intrinsecas del almidén nativo mediante la
modificacion quimica del polimero y asi obtener un material adecuado para su uso

como agente encapsulante (Murtay col., 2009).

VI.2.7 Propiedades térmicas.

La calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés) es parte de la
técnica conocida como un analisis térmico, que ha permitido identificar en un
sistema compuesto de almidon y agua las transiciones y modificaciones de la
estructura del granulo de almiddn, verificar la asociacion de fragmentos de amilosa
y amilopectina (retrogradacion) e identificar los cambios en sus caracteristicas
térmicas como consecuencia de tratamientos combinados de calor y humedad
(Sandoval y col., 2005).

La gelatinizacion del almidén sigue una cinética de primer orden y se ha propuesto
un modelo de este fenbmeno el cual consta de dos etapas: un proceso de
hinchamiento seguido de un rompimiento-disolucién de los granulos; también se ha
propuesto que durante la gelatinizacién se produce la fusién del granulo y que la
estructura tanto molecular (doble hélice) como la cristalina son interrumpidas

durante la gelatinizacion (Calzetta y Suéarez, 2001).

En los almidones nativos, el orden molecular de doble hélice es significativamente
mayor que el orden cristalino (Cooke y Gidley, 1992). Durante la gelatinizacion las
estructuras de doble hélice y cristalinas son destruidas al mismo tiempo en los
almidones nativos. La entalpia de gelatinizacion (AH gel) puede corresponder a la
destruccion del orden de la doble hélice y se ilustra mediante las endotermas de
DSC en el rango de 50-70°C (Colonnay col., 1992).

68



La calorimetria diferencial de barrido (DSC) ha sido ampliamente utilizada para
estudiar el comportamiento térmico de gelatinizacién y retrogradacion del almidén.
La endoterma de fusion (o gelatinizacion) del almidén en el DSC proporciona la
entalpia, asi como también las temperaturas de fusion de la estructura cristalina del
almiddn, lo cual refleja el grado y la perfeccion de la cristalinidad (Durrani y Donald,
1995). La entalpia de fusion (AH) estda a menudo directamente relacionada con la
cantidad de cristales (estructura helicoidal doble o sencilla) del almidén (Liu y col.,
2006). La temperatura de inicio (Ti) representa la temperatura de fusion de los
cristales menos estables. La temperatura de pico (Tp) indica la temperatura de
fusion de la mayoria de los cristales presentes en el almidon. La temperatura final
(Tf) constituye la temperatura de fusién de los cristales mas perfectos. El rango de
temperatura de fusién (AT), es decir, Tf-Ti, indica el grado de heterogeneidad de los
cristales (Biliaderis, 1992). Cuanto mayores sean las temperaturas de fusion (Ti, Tp,
Tf) y el rango de temperatura de fusion (AT) sea mas estrecho, mas estables y

uniformes son los cristales (Durrani y Donald, 1995).

En la Figura 11 se muestran los termogramas obtenidos por Calorimetria
Diferencial de Barrido de los almidones nativos de amaranto y maiz ceroso; sus
parametros térmicos correspondientes (inicio Ti, pico Tp, final Tf y entalpia de
gelatinizacion AH) se encuentran en el Cuadro 5. Como se observa el almidén de
maiz ceroso presentd una Ti, Tp, Tf y un AH mayor que las obtenidas en el almidén
de amaranto, este Ultimo requiri6 menor energia para la gelatinizacion del almidén

en comparacién con el almidén de maiz.

Baker y Rayas (1998) sugieren que hay regiones con mayor orden en el almidon de
maiz ceroso en comparaciéon con el de amaranto, ya que se requiere de
temperaturas mas altas para lograr el cambio de fase. Esto puede implicar una
mayor compactacion en la estructura molecular interna y un mayor grado de
cristalinidad en el almidon de maiz ceroso que en el de amaranto (Qian y Kuhn,
1999) lo cual concuerda con los resultados arrojados por el andlisis de Rayos-X
(Figura 15 y Cuadro 8).
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Cuadro 5. Propiedades térmicas de los almidones nativos de amaranto y maiz
ceroso obtenidas por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

Amaranto nativo 10.49 64.20 69.41 75.26 11.06

Maiz ceroso nativo 15.19 64.68 70.28 77.75 13.07

Ti= Temperatura inicial de gelatinizacién, Tp= Temperatura maxima, Tf= Temperatura final de gelatinizacion,

AH= Entalpia de gelatinizacién y AT= Tf-Ti.
Radosavljevic y col. (1998) encontraron que el método de extraccion es un factor
gue puede inducir variaciones en las propiedades térmicas del almidén; ellos
reportaron valores de Ti= 64.0 °C, Tp=69.0 °C, Tf= 76.7 °C y AH= 15.0 J/g para el

almidén de maiz ceroso, muy similares a los resultados obtenidos en este trabajo.

—— Maiz ceroso nativo
—— Amaranto nativo

Flujo de calor (mW)

T T LI T T T LI LI LI 1
50 55 60 65 70 75 80 85 90

Temperatura (°C)

Figura 11. Termogramas de gelatinizacion de los almidones nativos

de amaranto y maiz ceroso.

Uriyapongson y Rayas (1994) extrajeron almidon de Amaranthus hypochondriacus
x A. hybridus siguiendo una metodologia semejante a la utilizada en el presente
trabajo y sefialan los siguientes valores para las propiedades térmicas del almidén
nativo: Ti= 63.3 °C, Tp= 67.8 °C, Tf= 75.9°C y AH= 20.2 J/g los cuales concuerdan

70



con los resultados obtenidos, las pequefias variaciones pueden deberse a que son
diferentes fuentes biolégicas (clima, genotipo, etc). En el Cuadro 5 se registra un
rango de gelatinizacion (AT) de 11.06 y 13.07 °C en los almidones de amaranto y
maiz ceroso, respectivamente, estos resultados son similares a los encontrados por
Jane y col. (1999), ellos reportaron un AT para el almidon de amaranto de 8.5 °C y
de 10.4 °C en el almidén de maiz ceroso; esto puede atribuirse a que los granulos
de almidon de maiz ceroso posiblemente se encuentran mas compactados en el
grano en comparacion con los granulos del almidén de amaranto ya que el primero
muestra un rango mas amplio de gelatinizacion (AT) debido a que el proceso se da

de manera mas lenta (Narvaez y col., 2006).

El valor de la entalpia de gelatinizacion del almidén se ve afectado por algunos
factores como son la forma del granulo, la presencia de fosfatos y el tamafio de
granulo (Singh y col., 2004). Las variaciones entre muestras en la estructura
cristalina producen diferencias en las temperaturas de gelatinizacion. Los granos
poco compactos tienen generalmente granulos de almidon de grandes tamarios
(>10 um). La cristalinidad en los granulos grandes de almidon es mayor que en los
pequefios (<10 pm). Los granulos con cristalinidad alta muestran altas

temperaturas y entalpias de gelatinizacion (Narvaez y col., 2006).

VI.2.8 Morfologia y tamafio del granulo de almidon.

En la Figura 12 se observa las micrografias a 2500x y 8000x del almidon nativo de
amaranto. En estas micrografias se muestra la forma poligonal con bordes
redondeados del granulo y su tamafio que va de 1-2 um, los granulos estan
integros sin grietas, ni dafio alguno por el proceso de extraccion alcalina.Estos
resultados concuerdan con lo encontrado por Choi y col., (2004) que utilizaron un
tratamiento alcalino para la extraccion del almidon; asi como con lo reportado por
Radosavljevic y col., (1998) los cuales utilizaron proteasas y un tratamiento alcalino
para la extraccion. Las diferencias entre los métodos de extraccion no afectaron la
forma ni el tamafio de los granulos. En las micrografias se observa que el almidon

de amaranto forma aglomerados Qian y Kuhn, (1999) afirman que este es un
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fendmeno muy comudn en los granulos pequefios el cual se atribuye a los residuos

de proteina y lipidos que no son removidos durante la extraccion del almidén.

»

AccV SpotMagn Det WD Exp F——— 10um AccV SpotMagn Det WD Bxp 1 2ym
200kv 45 2600x GSE76 0 0.9 Torr 200kv 45 8000x GSE6.7 0 0.9 Torr
- " y S

Figura 12. Microfotografias de almidon de amaranto en estado nativo a) a 2500x y
b) a 8000x.

El alImidon de maiz ceroso present6é una forma redondeada e irregular con tamafios
de granulo de 7-19 um como se muestra en las micrografias de la Figura 13 y en el
Cuadro 6.

AccY SpotMagn Det WD Bxp F—— 10um
200kv 45 2500x GSE77 0  09Tor

By

AccV SpotMagn Det WD Bxp H—— 20ym
200kV 45 1000x GSE77 0 09Torr

Y

Figura 13. Microfotografias de almidén de maiz ceroso en estado nativo a) a 1000x
y b) a 2500x.
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Estos resultados concuerdan con lo reportado por Jiranuntakul y col., (2011) los
cuales observaron tamafios de grédnulo de 3-18 um y una forma ovalada,
redondeada o bien irregular en algunos granulos de almidén de maiz ceroso en el
caso del almidén de maiz normal obtuvieron un tamafno de granulo mas pequefio

(2-9 pum) y una forma un poco mas redondeada que el almidén de maiz ceroso.

En el Cuadro 6 se presentan los didmetros medios de los granulos de los
almidones de maiz ceroso y amaranto, es evidente la diferencia de dimensiones
entre ambas muestras siendo el almidén de maiz ceroso el de mayor tamafio de
granulo. Se ha sugerido la posible utilizacion del almidén de amaranto como
material de dispersion o revestimiento, debido asugran area de superficie

por unidad de peso (Choiy col., 2004).

Cuadro 6. Tamafo de granulo de los almidones nativos.

Diametro medio de
particula (um)

Amaranto 1.29 a
Maiz ceroso 15.78 b

Las medias con letras distintas en la misma columna son

Muestra (Almidon)

significativamente diferentes (p<0.05).

VI.3 Caracterizacion del almidén con reduccion de tamafio de particula.

VI.3.1 Tamafio de particula.

En el Cuadro 7 se muestran los resultados de la reduccién del tamafio de los
granulos del almidon de amaranto como consecuencia del tratamiento en el molino
de alta energia. En dicho cuadro, se presenta el didmetro de los granulos del
almidén nativo de amaranto, del hidrolizado antes de someterlo al molino de bolas
(hid p/mol) y del que se obtuvo después del tratamiento con el molino de bolas
(c/reduccion); el tamafio fue reducido en un 17.83% aproximadamente. Flores
(2004), reporto porcentajes de reduccion del tamafio del granulo de 18.04%, 28.0%
y 25.0% para el almidon de yuca, maiz y jicama respectivamente,

proporcionandoles el mismo tratamiento que se aplicé al almidon de amaranto.
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Jane y col., (1992) obtuvieron una reduccién del tamafio de granulo en almidon de

maiz de 11.94-12.33% utilizando para la medicion el software Image Analyzer.

Cuadro 7. Tamafio de granulo del almidén de amaranto.

Amaranto nativo 1.29 a
Amaranto hid p/mol 126 a
Amaranto c/reduccion 1.06 b

Letras iguales en la misma columna no presentan

diferencias significativas (p<0.05).

VI.3.2 Difraccion de rayos X y cristalinidad.

La difraccibn de rayos X se ha utlizado para revelar la presencia y las

caracteristicas de la estructura cristalina de los granulos de almidon, los cuales

muestran patrones de difraccion A, B y C dependiendo del origen botanico, los

cuales se muestran en la Figura 14.
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Figura 14. Patrones de difraccion de rayos X, para almidones
provenientes de diversas fuentes (Zobel, 1988).
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Las dobles hélices que conforman las entidades cristalinas son esencialmente
idénticas; sin embargo, el empaquetamiento en el patron tipo A es mas compacto y
con bajo contenido de agua y por lo general es el tipo que tienen los almidones
provenientes de cereales, mientras que el tipo B tiene una estructura mas abierta
con mayor hidratacion y lo presentan los almidones provenientes de los tubérculos.
Ademas de estas caracteristicas, la longitud de cadena es mas corta en el patron
tipo A gque en el tipo B. El patron de difraccion tipo C representa una combinacion
de Ay By pertenece a los almidones extraidos de algunas semillas y raices (Zobel,
1988). Por ultimo existe un patron denominado como V que es caracteristico
cuando se forma un complejo de inclusion o clatrato en el interior de la hélice de la
amilosa. La estructura cristalina del granulo de almidén ha sido atribuida

directamente a la amilopectina (Rodriguez y col., 2001).

En la Figura 15 se muestra el patréon de difraccion de rayos X de las muestras de
almidén de amaranto nativo, con el tratamiento acido antes de la molienda y la
muestra de almidon obtenida después de la molienda en el molino de alta energia
por ultimo se utiliz6 amilopectina y almidén nativo de maiz ceroso a manera de
comparacién. Se observa en el difractograma que el almidén de amaranto y el de
maiz ceroso presentan un patrén de rayos X tipo A ya que las picos mas intensos
aparecen en 15°, 17°, 18° y 23° angulo de Bragg (208) de acuerdo a lo sefalado por
Zobel (1988).

Por otro lado, se puede observar en el Cuadro 8 que el almidén de maiz ceroso
posee mas cristalinidad que el de amaranto lo cual se debe a la menor proporcion
de amilosa en la estructura del granulo de maiz ceroso en comparacion con el de
amaranto también se aprecia la disminucion en la cristalinidad del almidén de
amaranto después del tratamiento acido y posteriormente a consecuencia del
tratamiento con el molino de alta energia, la cristalinidad disminuy6
proporcionalmente con el tratamiento. Esto también se ve reflejado en los
difractogramas de la Figura 10; Zobel (1988), afirmé que la pérdida de resolucién
en el pico (ensanchamiento y reduccion de la altitud) refleja la pérdida de

cristalinidad y un incremento en el componente amorfo de la estructura.
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Figura 15. Patrones de difraccion de rayos X del almidon de amaranto.

Martinez y col., (2007) reportaron una disminucion en la cristalinidad del almidon de
jicama y yuca después del tratamiento con el molino de alta energia también
observaron que un incremento en el contenido de humedad durante el proceso de
molienda produce una pérdida mayor de cristalinidad. Tamaki y col. (1998),
estudiaron el efecto del tratamiento con molino de bolas en almidon de maiz
normal, ceroso y alto en amilosa, ellos reportaron que conforme aumentaba el
tiempo de molienda la cristalinidad disminuia hasta que los patrones de difraccion
desaparecieron después de 20 h de tratamiento quedando pequefios picos en el
almidén alto en amilosa.

La disminucion en la cristalinidad es causada por el grado de fragmentacion de los
granulos del almidon y ocasionada por el dafio mecanico de la molienda, la
hidrolisis acida, asi como también por el incremento en la temperatura por la
conduccion o disipacion de la energia mecanica (por efecto de la friccion generada
durante la molienda) que afectd tanto las zonas amorfas como cristalinas
(Sanguanpong y col., 2003).
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Cuadro 8. Porcentaje de cristalinidad relativa en el almidén

nativo y con tratamiento.

Muestra %Cristalinidad
Amilopectina 20.72
Almidén de maiz ceroso 20.26
Almidén de amaranto nativo 18.99
Almidon de amaranto hid p/mol 14.30
Almidén de amaranto con reduccién 10.14

Morrison y col. (1994) observaron que el dafio mecéanico a los granulos de almidén
causado por el tratamiento en el molino de bolas induce la pérdida progresiva del
orden cristalino yla conversion de grandes regiones ordenadas en un material
esencialmente amorfoy desordenado que tiene libre accesoa los agentes

externos como al agua o a las enzimas amiloliticas.

VI.3.3 Propiedades de pasta.

Se obtuvieron las propiedades de pasta del almidén de amaranto antes de
someterlo a la molienda, hidrolizado con 4.3% de &c. clorhidrico por 4 horas
(Amaranto hid p/mol) y del almidén sometido a la molienda en el equipo de alta
energia Spex 8000L (Amaranto c/reduccién); en el Cuadro 9 se muestran los
valores obtenidos de las propiedades de pasta de las muestras de almidon de
amaranto en este se puede observar que la viscosidad maxima y final del almidon
de amaranto hid p/mol son mayores que las del almidon c/reduccién en cuanto a la
viscosidad minima, de ruptura y de retrogradacion no muestran diferencia

significativa entre muestras.

En la Figura 16 a se muestran los viscoamilogramas de los almidones de amaranto
procesados (el almidén hidrolizado y con tratamiento en el molino de bolas) y en
ellos se aprecia que durante el ciclo de calentamiento-enfriamiento el almidon
hidrolizado presenta mayor viscosidad que el almidon con tratamiento en el molino

de alta energia.
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En la Figura 16 b se muestran los perfiles de viscosidad del almidon de amaranto
nativo y de los procesados y se puede observar la disminucion en las propiedades
de pasta de los almidones procesados en comparacion con el almidon nativo de
amaranto esto indica que hubo un cambio en la integridad del granulo a causa de
los procesos a los que fue sometido. Este fendmeno se atribuye a la fragmentacion
del granulo producido por el proceso de molienda (Martinez y col., 2007).

Cuadro 9. Perfil de viscosidad de los almidones de amaranto.

Amaranto | 20.50a | 11.00a | 9.50 a 19.00 a 8.00 a 553a
hid p/mol

Amaranto | 1550b | 7.50a 8.00 a 13.50 b 6.00 a 477 a

c/reduccién

Las medias con letras distintas en la misma columna son significativamente diferentes (p<0.05).
*Viscosidad de ruptura= Visc. Maxima - Visc. Minima. ** Viscosidad de retrogradacion= Visc.
Final - Visc. Minima.

Flores (2004) report6 la disminucién de la viscosidad en los almidones de maiz,
yuca y jicama tratados con HCI (al 1.8, 2.5 y 4.3%) y molidos en el equipo de alta
energia en comparacion con sus respectivos almidones nativos, ademas sefalo
gue conforme se aumentd la concentracion de &cido la viscosidad fue en descenso
a consecuencia de la hidrélisis que se provoca en las regiones amorfas
disminuyendo la porcién de amilosa y aumentando la de polimeros mas ordenados

y cristalinos dificiles de ser hidratados y que gelifiquen.

Martinez y col. (2007) reportaron que la viscosidad a 90°C del almidon de jicama y
de yuca se ve disminuida con el aumento en el contenido de humedad de la
muestra, estos autores afiaden que la fragmentaciéon de los granulos producida por
la molienda es favorecida por el aumento en la humedad; también sefalan que el
incremento en el tiempo de molienda en el equipo de alta energia es otro factor que
provoca la disminucién de la viscosidad esto es atribuido a la friccion mecéanica y la
energia (calor local) generada durante el proceso.
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Figura 16. Perfil de viscosidad de los almidones de amaranto a) hidrolizado antes

de la molienda y después del tratamiento en el molino de alta energia y b) almidén

nativo y con tratamiento.
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Morrison y Tester (1994) observaron que cuando el almidén de trigo es tratado en
el molino de bolas, se obtienen distintos niveles de almidon dafiado. La amilosa se
ve afectada s6lo después dela molienda severa, mostrando una ligera
despolimerizacion. Alguna porcion de la amilopectina se convierte en fragmentos
de menor peso molecular y el tamafio molecular tiende a disminuir con el aumento
del tiempo de molienda. EI contenido de materiales solubles aumenta con el

contenido de almidon dafado.

Se ha reportado que el incremento de almidén dafiado causado por la molienda en
el molino de bolas disminuye considerablemente los perfiles de viscosidad en
almidones cerosos y normales. Es posible que la molienda cause la ruptura
significativa de ciertos enlaces glicosidicos de las cadenas de amilopectina las

cuales pueden causar caida de la viscosidad aparente (Flores, 2004).

V1.3.4 Propiedades térmicas.

Morrison y col. (1994) sefialan que la temperatura de gelatinizacion es un indice
acerca de la calidad del orden en la estructura de la amilopectina, mientras que la
entalpia es el parametro cuantitativo y éste ultimo puede ser comparado con la

criatalinidad o con el contenido de dobles hélices en la muestra.

En el Cuadro 10 se muestran los resultados obtenidos de las propiedades térmicas
del almidéon de amaranto nativo, el tratado con acido clorhidrico (antes de la
molienda) y el procesado en el molino de alta energia; en la Figura 17 se observan
los termogramas de dichas muestras, en ellos se puede apreciar el pico o sefial
que refleja la transicion del granulo al estado gelatinizado (de un estado cristalino a
uno amorfo), también se aprecia que los tratamientos aplicados al almidén
provocaron cambios en las propiedades térmicas del mismo; como aumento en el
rango de temperatura (AT) en la cual se produce la gelatinizacion y la disminucion

en la entalpia y en las temperaturas inicial y pico de gelatinizacion.

Los resultados del andlisis térmico concuerdan con lo observado en los patrones de
difraccién de rayos x acerca del cambio o dafio en la estructura cristalina causado
por la fuerza mecanica del proceso de molienda (Huang y col., 2008). La variacion
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en Ti y AH también puede deberse a las diferencias en la cantidad de cadenas
largas en la amilopectina, ya que se ha reportado que éstas requieren temperaturas
mas altas para ser disociadas completamente en comparacion con las cadenas
cortas (Singh y col., 2004).

Cuadro 10. Propiedades térmicas de los almidones de amaranto antes y después

del tratamiento con el molino de alta energia.

Alm Nat Am 10.49 64.20 69.41 75.26 11.06
Alm Am Hid 9.03 63.67 68.8 75.21 11.54
Alm Am c/red 3.10 63.38 68.79 75.27 11.89

Ti= Temperatura inicial de gelatinizaciéon, Tp= Temperatura de pico, Tf= Temperatura final de gelatinizacion,
AH= Entalpia de gelatinizacion y AT= Tf-Ti.

La accién del acido fue predominante sobre la regiébn amorfa, lo cual facilita la
penetracion de moléculas de agua, permitiendo un hinchamiento a menor tiempo,
sin embargo, la penetracion de las moléculas de agua a la region cristalina toma
mas tiempo lo que lleva a un amplio rango de temperatura, para completar el

proceso de gelatinizacion (Flores, 2004).

Estos resultados estan de acuerdo con lo reportado por la literatura; Huang y col.
(2008) observaron las propiedades térmicas del almidon de yuca y de maiz
después de un tratamiento con el molino de bolas sefalaron que las tres
temperatutas (Ti, Tp y Tf) y el valor de la entalpia de gelatinizacién disminuyeron en
comparaciéon con el almidon sin tratamiento, también indican que después de dos
horas de molienda la sefial que corresponde al cambio de fase del almidén
(gelatinizacién) desaparecid en el termograma indicando un completo estado

amorfo y de desorden en la muestra.

Martinez y col. (2007) reportaron una disminucion en las temperatura de inicio, pico
y final asi como también en la entalpia del almidon de jicama y de yuca después
del tratamiento con el molino de alta energia (durante 7.93 a 15 min) indicando que

la molienda destruye la estructura de doble hélice terminando con el orden y la
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cristalinidad de la muestra. Esta nueva zona amorfa formada a causa del dafio por
el tratamiento de molienda puede contener numerosos fragmentos de amilopectina
de bajo peso molecular proporcionando mayor capacidad de solubilidad,
accesibilidad al ataque enzimatico y cambio en las propiedades térmicas como
disminucién o incluso ausencia de gelatinizacion endotérmica (Morrison y col.,
1994).

—— Amaranto nativo
—— Amaranto hip p/mol
—— Amaranto c/reduccién

Flujo de calor (mW)

50 55 60 65 70 75 80 85 90
Temperatura (°C)

Figura 17. Termogramas de gelatinizacion de los almidones de amaranto antes y

después del tratamiento con el molino de alta energia.

VI.3.5 indice de absorcion en agua e indice de solubilidad de agua.

El indice de absorcion de agua (IAA) se refiere a los gramos de agua que puede
absorber 1 g de almidon en base seca cuando esta en contacto con ésta durante
cierto tiempo y a cierta temperatura (Guzman, 2010). En el Cuadro 11 se presentan
los valores obtenidos del IAA de las muestras de almidon de amaranto. Como se
observa la muestra con hidrolisis antes del tratamiento con el molino de bolas (Hid
p/mol) y la de almidén nativo tienen un valor menor de IAA y no hay diferencia
significativa entre ellas (p < 0.05) en comparacion con la muestra con reduccién de
tamafo de granulo (c/red). Esto indica que después de la hidrolisis el granulo no
fue capaz de retener una mayor cantidad de agua, sin embargo, después de la
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molienda la pérdida del orden estructural facilita la hidratacion o penetracion del
agua y el incremento del area superficial debido a la reduccién de tamafio puede

ser otra razon para el aumento del IAA (Chen y col., 2010).

La variacion en la capacidad de ligar o fijar agua obedece probablemente a las
diferencias en la proporcion de las zonas amorfas y cristalinas dentro del granulo
de almiddén. La zona amorfa presenta una mayor capacidad de absorcion de agua
respecto a la region cristalina (Flores, 2004). También ha sido reportado que las
diferencias de capacidad para absorber agua pueden ser atribuidas al grado de
asociacion intermolecular entre los polimeros de los almidones, debido a la fuerza
de asociacion entre los grupos hidroxilos y enlaces covalentes. Los valores bajos
de absorcidn pueden estar relacionados con la asociacidbn cercana de estos
polimeros (Paredes y col., 1989). Martinez y col., (2007) reportaron valores de 1AA
de 3.21-3.83 y de 2.65-4.05 en almidon de jicama y yuca respectivamente variando
el tiempo y la humedad del tratamiento en el molino de alta energia y observaron
gue al aumentar la temperatura del analisis o el tiempo de molienda el IAA también

se incrementaba.

Cuadro 11. indices de solubilidad y absorcion de

agua del almidén de amaranto.

Muestra (Almidon) IAA ISA (%)
Amaranto nativo 3.43b 6.25¢c
Am hidrolizado p/mol 3.44Db 11.56 b
Amaranto c/reduccion 3.97a 29.41 a

Letras iguales en la misma columna no presentan diferencias significativas (p<0.05).

El indice de solubilidad en agua (ISA) indica la cantidad de sélidos capaces de
disolverse con el agua y se expresa en porcentaje (Guzman, 2010). En el Cuadro
11 se aprecia que el ISA es mayor en las muestras con el tratamiento &cido y con la
molienda en comparacién con el almidén nativo. Esto estd de acuerdo a lo
reportado por Huang y col., (2008) que obtuvieron valores de solubilidad en almidon
de yuca y maiz de 20 y 50% respectivamente, con 1 h de molienda; asimismo

sefalaron un incremento en la solubilidad del almidén conforme se aumentaba el
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tiempo del tratamiento en el molino de bolas, ellos atribuyen esto a la agitacion
mecanica que es capaz de degradar la region cristalina del almidén permitiendo la

entrada de agua al interior del granulo.

Chen y col., (2010) observaron que conforme se disminuia el tamafio del granulo
del almidon de maiz el indice de solubilidad aumentaba. Estos autores lo
atribuyeron al rompimiento progresivo de las estructuras de amilosa y amilopectrina
con lo que se va disminuyendo la capacidad de absorcién, ademas del aumento en
el area de superficie. La alta energia generada por la friccion causa fragmentacion
en los granulos de almidén ocasionando que el valor de ISA se incremente. Los
granulos sometidos a tratamientos con molino de bolas pierden su orden estructural
y sufren dafios en diferente grado. Los valores altos de ISA indican la presencia de
grandes cantidades de sustancias solubles. Por lo tanto, el molino de
alta energia conduce a la fragmentacién del granulo proveyéndole la capacidad de
solubilizacion o suspension en el agua durante periodos de tiempo prolongados
(Martinez y col., 2007).

VI.3.6 Morfologia del granulo de almidén.

Las micrografias del almidén de amaranto hidrolizado con 4.3% de HCI antes de
someterlo a la molienda con el equipo de alta energia se presentan en la Figura 18
y se aprecia que los granulos de almidén tienen cierto dafio en la superficie,
algunos de ellos perdieron su forma llegando incluso a formar aglomeraciones;
aungue otros se conservan intactos.

Sanguanpong y col. (2003) hidrolizaron el almidén de yuca antes de someterlo a la
molienda de alta energia con 4% de HCI a 55°C por 6, 12 y 24 h, estos autores
afiadieron que a las 6 h el ataque del acido unicamente ocurrié en la zona externa
del granulo modificando la superficie lisa del mismo por regiones un poco mas
asperas; después de 12 h e incluso prolongando el tiempo a 24 h de hidrdlisis
habia bastante corrosion e incluso hoyos en la superficie y se dio la aparicion de

particulas de menor tamafio.
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Figura 18. Microfotografias del almidon de amaranto hidrolizado a un aumento de
a) 2500x y b) 8000x.

En la Figura 19 se presentan las micrografias del almidon de amaranto que recibio
el tratamiento en el molino de bolas para la reduccion de tamafio de granulo. Como
se observa varios de los granulos estan fracturados, este es el efecto ocasionado
por los impactos de las bolas de zirconio aunque también se aprecian algunos
granulos que conservaron su forma y tamafo. La molienda de alta energia implica
movimientos en tres direcciones ortogonales lo cual produce una colision
geométrica que lleva a la fragmentacién de las particulas, con diferentes tipos de
fracturas que dependen del angulo de impacto (Maurice y Courtney, 1990; Martinez
y col., 2007).

Los resultados sefialados en el presente trabajo estan de acuerdo con estudios
anterioes. Tamaki y col.,, (1998) observaron los cambios en la estructura del
almidén de maiz ceroso, normal y alto en amilosa a las 0, 20, 80 y 320 h de
tratamiento en el molino de bolas sefialaron que conforme transcurre el tiempo la
superficie lisa de los granulos se va perdiendo y se van formando cumulos de los
fragmentos que se van desprendiendo, hasta que los granulos pierden por

completo la forma y el tamafio que tenian inicialmente.

Jane y col., (1992) mostraron que el almidon de maiz después del tratamiento con
molino de bolas (tratado con 70% de etanol y 2.5 % HCIl a 25°C por 1.5h y 82°C por
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2h y 8h en el molino de alta energia) presentd una forma mas irregular y un tamafo
de granulo mas pequefio en comparacion con el almidon nativo; ademas sefialaron
la ausencia de la cruz de malta bajo la luz polarizada en el almidén con tratamiento

como resultado de la disminucion de simetria y orden en la muestra.

AccV SpotMagn Det WD Exp F——— 2ym AccV SpotMagn Det WD Exp ——— 2ym
200kv 45 8000x GSE76 0 0.9 Torr 200kv 45 8000x GSE68 0 0.9 Torr
.

Figura 19. Microfotografias del almidon de amaranto con reduccion de tamafio de

granulo a 8000x.

Martinez y col., (2007) reportaron granulos de almidones de yuca y jicama
hinchados, fracturados y con dafio mecanico después del tratamiento por 15 min y
con un contenido alto de humedad en el molino de alta energia; también sefialan
gue cuando los granulos de almidon se dispersan, se hinchan y absorben el agua
disponible; se vuelven mas susceptibles a la fragmentacién mecanica. El dafio
mecéanico es una transformacion de la estructura de un orden a un desorden

(amorfo) a través del rompimiento de enlaces intermoleculares.

VI.4 Caracterizacion de los almidones modificados por tratamiento quimico y

extrusion.

VI.4.1 Propiedades de pasta.

Los materiales convencionales que presentan una superficie activa se caracterizan
por la presencia de grupos hidrofilicos y grupos hidrofébicos en la molécula. Los

voluminosos grupos hidrofilicos del succinato incrementan sustancialmente la
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viscosidad de los almidones succcinatados. En general los almidones modificados
con anhidridos alquenil succinicos incrementan la viscosidad y disminuyen
ligeramente la temperatura de gelatinizacion, mejoran la estabilidad de la pasta
durante la retrogradacion y en algunas ocasiones modifican la textura del almidon
(Trubiano, 1989). Los monoésteres de almidon fosfatados son derivados aniénicos
gue presentan una viscosidad elevada, dispersiones mas claras y estables que los
almidones no modificados. Incrementos en el grado de sustitucion (GS) disminuyen
la temperatura de gelatinizacion (Solarek, 1989). Sin embargo, este es el efecto en
la viscosidad que se espera obtener con las modificaciones de forma convencional,
a continuacion se presenta lo obtenido en el presente trabajo mediante el uso del

proceso de extrusion.

Los almidones n-OSA no de-polimerizados son ocasionalmente utilizados en el
secado por aspersion debido a su viscosidad elevada. Los almidones
emulsificantes comerciales son sometidos a de-polimerizacion para reducir la
viscosidad en una de tres maneras: hidrolisis acida suave o hidrdlisis acida,

pirodextrinizacion e hidrolisis enzimatica (Murda y col., 2009).

Los valores acerca del perfil de viscosidad de los almidones nativos y de los
modificados se presentan en el Cuadro 12 en el cual se puede observar que
después de los tratamientos de modificacion (hidrélisis, fosfatacion por extrusion y
succinatacion convencional con extrusion posterior) los valores de viscosidad
disminuyeron considerablemente en comparacién con los almidones nativos, es
decir, que los almidones modificados son mas estables durante el ciclo de
temperatura, este fendbmeno se observa tanto en las muestras del almidon de
amaranto como en las de maiz ceroso. De acuerdo al andlisis estadistico
presentado en el Cuadro 12 no existen diferencias significativas entre los perfiles
de los almidones modificados. El tiempo en el que se observa la viscosidad maxima
de las muestras de almidones fosfatados y succinatados fue menor que para los
almidones nativos e hidrolizados indicando que su estructura es menos ordenada
(Shih y Daigle, 2003).
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La conversién o hidrdlisis involucra el tratamiento del granulo de almidén con
medios quimicos y/o fisicos para romper o fragmentar algunos o todos los granulos
de almidon, formando estructuras mas débiles y disminuyendo por un lado su
capacidad de hinchamiento cuando son calentadas en agua y por otro,
disminuyendo el tamafio de las moléculas. Como resultado, la viscosidad de la
solucién producida cuando el almidén es calentado en agua se reduce, permitiendo
gue el almidon convertido o hidrolizado se disperse a mayores concentraciones de

sélidos que el almidon sin modificar (Wurzburg, 1989).

Cuadro 12. Perfil de viscosidad de los almidones nativos y modificados.

Amaranto 1771.0 b 1135.0 a 636.0 b 1203.5 a 68.5b 6.1a
nativo
Amaranto 21.0 ¢ 125¢ 85c 225 b 100 ¢ 53a
hidrolizado
Amaranto 230 ¢ 16.0 ¢ 70¢c 235b 75¢c 1.3 bc
fosfatado
Amaranto cired | 4 o o 45¢ 11.0¢ 8.0b 35¢ 1.3 be
fosfatado
Amaranto 57.5¢ 275¢ 30.0¢c 375b 10.0 ¢ 1.1 be
succinatado
Amaranto c/red 175¢ 95¢ 8.0c¢c 155b 6.0¢c 1.0c
succinatado
Maiz ceroso 2590.0 a 896.5b 1693.5a | 11945a 298.0 a 6.1a
nativo
Maiz ceroso 8.5¢ 55c¢ 3.0c 115b 6.0c 5.3a
hidrolizado
Maiz ceroso
fosfatado 8.0c 45c 35¢c 90b 45c 1.5 bc
Maiz ceroso 28.5 ¢ 6.5 22.0¢ 13.0b 6.5¢ 25b
succinatado

Letras iguales en la misma columna no presentan diferencias significativas (p<0.05).

Estos resultados estan de acuerdo a lo reportado por Kim y col. (1999) quienes

fosfataron almidon de arroz (con tripolifosfato, trimetafosfato de sodio y una mezcla
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50:50) mediante extrusion observando que después de la modificacién los valores
del perfil de viscosidad de las muestras eran menores que los del nativo.

Aunque se sabe que el entrecruzamiento generalmente aumenta la viscosidad por
los enlaces intermoleculares que se forman, el proceso de extrusion causa dafos
en la estructura del granulo de almidén y como resultado se tienen viscosidades
maximas, minimas, finales y tiempos de viscosidad méxima menores en

comparacion con los valores obtenidos para el almidon intacto, (Kim y col., 1999).

Murtda y col. (2009) observaron en los almidones de maiz normal y ceroso
hidrolizados,  fosfatados por  extrusibn  termoplatica o  succinatados
convencionalmente (en condiciones similares a las de este estudio) perfiles de
viscosidad menores en comparacién con los almidones nativos o los modificados
mediante métodos convencionales; atribuyendo este efecto a las condiciones

severas a las que se somete a los almidones durante el proceso de extrusion.

En la Figura 20 a) se presentan la comparacion entre los viscoamilogramas de los
almidones nativos y de los modificados, se puede apreciar que practicamente la
viscosidad de los almidones modificados se mantiene estable durante todo el ciclo
de temperatura ademas de ser baja en comparacion con los perfiles de los
almidones nativos. Esta es una caracteristica comun de los almidones extrudidos,
en contraste con los nativos debido a la gelatinizacion parcial que se da durante la
extrusion; ademas de la desintegracion estructural del almidon debido a las
condiciones de alta presion, temperatura y cizalla durante el proceso. Los granulos
de almidon dafiados son mas facilmente penetrados por el agua, provocando una
disminucién en su temperatura de gelatinizacién pero produciendo bajos perfiles de

viscosidad (Landerito y Wang, 2005).

La viscosidad es otra forma de evaluar el grado de degradacion ocurrido durante el
tratamiento térmico de materiales harinosos. Tratamientos severos destruyen la
estructura granular del almidon, haciendo que la viscosidad disminuya (Thomas y
Atwell, 1999).
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Figura 20. Perfil de viscosidad de

los almidones a) comparacion entre los

almidones modificados y nativos y b) almidones hidrolizados, fosfatados y

succinatados.
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En la Figura 20 b) se presentan los viscoamilogramas Unicamente de los almidones
modificados y se puede observar que en general el perfil de viscosidad del almidon
de amaranto succinatado presenta menos estabilidad teniendo una viscosidad

maxima, minimay final mas alta que el resto.

Este aumento en la viscosidad del almidon de amaranto succinatado se debe muy
posiblemente a tres razones: a una alta capacidad de hinchamiento del almidon
provocada por la integracion de grupos funcionales muy voluminosos como el
octenil succinato, los cuales causan una reorganizacion estructural, repulsion y
debilitamiento de la asociacion intermolecular (impedimento estérico), facilitando la
entrada de agua al granulo aumentando su volumen; otra alternativa es el efecto
asociativo de las cadenas hidrofobicas del almidon succinatado, las cuales
interactan formando una especie de red que provoca un aumento en la viscosidad;
por ultimo, es conocido que la amilosa suele formar complejos con ciertos
compuestos como alcoholes, yodo, &cidos grasos, surfactantes, con el octenil
succinato etc., lo cual también es un factor que influye en el aumento de la
viscosidad por lo que se ha reportado en estudios anteriores (Tukomane y
Varavinit, 2008). El ultimo caso explica por qué sélo el almidén de amaranto
succinatado presenta el aumento de viscosidad, al poseer mayor cantidad de
amilosa en comparacion con el almidéon de maiz ceroso, ademas de que es muy
posible que este fendmeno tampoco se haya presentado en el almidén deamaranto

con reduccion de tamafio de granulo por el dafio estructural que causoé la molienda.

V1.4.2 Propiedades térmicas.

En el Cuadro 13 se muestran las propiedades térmicas de los almidones nativos e
hidrolizados, de manera general la entalpia de gelatinizacion de ambos almidones
disminuy6 después del tratamiento de hidrdlisis, es decir, que se requirid una
cantidad menor de energia para romper la estructura del granulo después de la
hidrdlisis. En cuanto al rango de temperatura de gelatinizacion (AT) y a las
temperaturas de gelatinizacién (Ti, Tp y Tf) de los almidones hidrolizados son

mayores que los valores obtenidos en los almidones nativos, generalmente las
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temperaturas de gelatinizacion se relacionan al grado de perfeccion de los cristales
en el almidon (Bhandari y Singhal, 2002).

Flores (2004) obtuvo valores mayores en las temperaturas de gelatinizaciéon de
almidones hidrolizados de maiz, jicama y yuca (HCl al 1.8, 2.5y 4.3% por 4 horas)
en comparacién con las muestras nativas, lo cual fue atribuido a la hidrdlisis
predominante en las zonas amorfas dejando intactas las regiones cristalinas en las
cuales penetra mas dificilmente el agua retardando el proceso de gelatinizacion y
dando como resultado una endoterma mas a y formada a mayor temperatura,
ademas, se planted la posibilidad de la amplia formacion de nuevos enlaces que
establecieron una estructura que requiere mayor temperatura de transicion para

alcanzar la gelatinizacion.

Cuadro 13. Propiedades térmicas de los almidones nativos e hidrolizaados.

Muestra AH (J/g) Ti (°C) Tp (°C) Tf (°C) AT (°C)
Amaranto nativo 10.49 64.2 69.41 75.26 11.06
Amaranto hidrolizado 9.64 66.58 71.62 77.85 11.27
Maiz ceroso nativo 15.19 64.68 70.28 77.75 13.07
Maiz ceroso hidrolizado 6.48 65.11 72.63 83.62 18.51

Como se puede observar en la Figura 21 los almidones fosfatados y succi natados
no presentaron endotermas de gelatinizacion. Esto se debe a la adicion de grupos
voluminosos como los succinatos y fosfatos los cuales ayudan en la
desestabilizacion de la estructura del almidén, provocando una disminucion en la

resistencia a la termotransicion (Landerito y Wang, 2005; Shih y Daigle, 2003).

Con la succinatacion del almidon se da el debilitamiento de los enlaces de
hidrogeno por la hidrofobicidad de los grupos alquenilos, contribuyen al
hinchamiento de los granulos a menores temperaturas provocando entalpias y
temperaturas de gelatinizacion bajas y a mayor grado de sustitucion se ven valores
mas bajos de las propiedades térmicas; a nivel molecular se da la ruptura de
algunos enlaces de hidrogeno existentes entre las moléculas de almidon y la

formacion de nuevos enlaces que envuelven moléculas de agua dando como
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resultado una estructura de menor orden y un aumento en la entropia (Bhandari y
Singhal, 2002).

Amaranto nativa

Amaranto hidrolizado
Amaranto fosfatado
Amaranto cired fosfatado
o ~— Amaranto succinatado
Amaranto cired succinatado
M aiz ceroso nativa

Maiz ceroso hidralizadao
Maiz cerozo fosfatada
M aiz cerozo succinatadao

Flujo de calor (mWw)

50 55 60 65 70 75 80 85 90
Temperatura (°C)

Figura 21. Termogramas de gelatinizacion de los almidones nativos y modificados.

Otro factor que también se debe de tomar en cuenta es el efecto del proceso de
extrusion que da un cambio en la estructura cristalina ya que durante la extrusion,
el almidén es sometido a alta cizalla, presiébn y temperatura. Los granulos de
almidén se rompen por cizallamiento y las regiones cristalinas de los granulos son
gelatinizadas parcialmente. Las cadenas de amilosa y  amilopectina son
despolimerizadas, pero en presencia de agua, algunas cadenas se reasocian
mediante enlaces de hidrogeno antes de salir de la boquilla del extrusor todos
estos efectos pueden ser parciales o bien afectar a los granulos en su totalidad
dependiendo de las condiciones en las cuales se lleva acabo el proceso de
extrusion (Guan y Hanna, 2004).

VI.4.3 indice de absorcion en agua e indice de solubilidad de agua.

Las propiedades de absorcion y solubilidad en agua de materiales elaborados a

partir de almidon son importantes, por ejemplo si estos se pretenden utilizar como
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materiales de pared en el proceso de encapsulacion, la solubilidad y dispersion en
agua son propiedades deseadas, sin embargo, para elaborar otros productos no es
conveniente que el material absorba agua ya que esto ocasiona cambios en las

propiedades funcionales, estructurales, etc. del material (Guzman, 2010).

En el Cuadro 14 se muestran los valores del ISA e IAA para los almidones nativos y
modificados de amaranto y maiz ceroso, donde se puede observar que de manera
general los almidones nativos e hidrolizados tuvieron un IAA menor que los
modificados. Asimismo los almidones succinatados absorbieron mas agua que los
fosfatados. Las muestras de almidén de amaranto tiene IAA mayores que las de
maiz ceroso lo cual es resultado del tamafio tan pequefio de granulo que tiene el
almidon de amaranto proporcionandole un area mayor de contacto con las

moléculas de agua (Sitohy y col., 2000).

Cuadro 14. indices de solubilidad y absorcién de agua de los almidones

nativos y modificados.

Muestra IAA ISA (%)
Amaranto nativo 343e 6.25¢
Amaranto hidrolizado 33le 11.50f
Amaranto fosfatado 492b 71.66 c
Amaranto succinatado 5,52 a 61.42 e
Amaranto c/red fosfatado 4.25¢ 74.21b
Amaranto c/red succinatado 5.04b 67.47d
Maiz ceroso nativo 2.68 f 2.92h
Maiz ceroso hidrolizado 253 f 7.22¢
Maiz ceroso fosfatado 3.77d 68.02d
Maiz ceroso succinatado 486 Db 83.92 a

Letras iguales en la misma columna no presentan diferencias significativas (p<0.05).

El almidon nativo requiere de agua caliente para poder absorberla debido a la
compactacion estructural y a los enlaces de hidrégeno de las moléculas dentro del
granulo. Después de la modificacion, el efecto de repulsidbn entre los grupos
incorporados facilita la penetracion del agua en el granulo; ademas de que el
proceso de extrusién también contribuye al aumento de la capacidad de absorcion
(Landerito y Wang, 2005).
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Se ha observado que en el caso de los almidones con bajo contenido de amilosa
gue conforme se aumenta el grado de sustitucién de fosforo disminuye el indice de
absorcion; esto es posiblemente debido a la formacion de entrecruzamientos entre

los polimeros, disminuyendo su capacidad de hidratacion (San Martin y col., 2004).

Cuando se modifica el almidén se produce una degradacién de los biopolimeros de
éste, formandose fragmentos que generalmente son solubles en agua; por ello el
ISA es un buen indicador del grado de degradacion (dextrinizacion) (Hevia y col.,
2002).

En el Cuadro 14 se puede observar el comportamiento del ISA en los almidones
nativos y modificados, en general los almidones fosfatados presentan indices
mayores en comparacion con los succinatados aunque en el caso del maiz ceroso
ocurrié lo contrario. Se presentd un aumento en el ISA al realizar las modificaciones
siendo los almidones de amaranto con y sin reduccion de tamafio de granulo
fosfatados y el almidon de maiz ceroso succinatado los que resultaron mas
solubles con valores de ISA de 74.21, 71.66 y 83.92% respectivamente. El proceso
de hidrdlisis acida y las severas condiciones de extrusion (alta temperatura y
presion y bajo contenido de agua) causaron la dextrinizacion del almidon,
resultando en valores de ISA superiores a 50% en los almidones modificados
(Murday col., 2009).

Hevia y col., (2002) reportaron valores de IAA que varian de 2.27 a 2.50 y de ISA
de 4.54 a 8.94% para el almidon nativo de Amaranthus spp. Gonzalez y col., (2007)
obtuvieron IAA en un rango de 1.75- 3.49 e ISA de 54.07- 72.58% en almidones de
Amaranthus cruentus extrudidos con humedades de 120, 160 y 200 g/kg en base
hameda y utilizando temperaturas de 150, 175 y 200°C. Pérez y col., (1993)
modificaron con tripolifosfato de sodio almidones de A. hypocondriacus y de A.
cruentus obteniendo valores de ISA de 454 y 41.77, 3.89 y 21.58% en las

muestras nativas y fosfatadas, respectivamente.

Murta y col., (2009) sefialaron valores de IAA de 2.22, 2.43, 5.25 y 3.10 y de ISA

de 2.6, 3.6, 87.98 y 86.84% para almidones de maiz ceroso nativo, hidrolizado,

95



fosfatado y succinatado, respectivamente con tratamientos y condiciones muy
similares a las utilizadas en este trabajo. Martinez (2007) encontré en almidones
nativos, fosfatados y succinatados de maiz ceroso y arroz I1AA de 2.68 y 3.55, 1.79
y 2.27, 1.60 y 1.71 respectivamente; también sefial6o ISA de 2.96 y 5.1, 21.81 y
19.01, 14.3 y 21.26% para los mismos almidones y tratamientos respectivamente.

En general las diferencias entre el almidon de amaranto y el de maiz ceroso que se
presentan en los valores de ISA e IAA pueden atribuirse a las variantes
estructurales, la composicion del granulo en cuanto al contenido de amilosa-
amilopectina, al tamafio de granulo, fuerzas de interaccion inter e intramoleculares

en los granulos, etc. ( Martinez, 2007).

Finalmente, existe una fuerte relacion entre el IAA y el ISA ya que se ha visto que
ambos son el resultado de la pérdida estructural de la doble hélice. Se ha
propuesto que la fuerza de enlace dentro de los granulos de almidon afecta a su
capacidad de absorcion de agua, por lo tanto los granulos con una estructura unida
fuertemente muestran una baja capacidad de absorcion y de solubilidad. De esta
manera, con las modificaciones quimicas que implican la introduccion de ciertos
grupos en los granulos de almidon puede reducirse la fuerza de los enlaces
ocasionando el incremento de la absorcion y de la solubilidad en agua (Sitohy y
col., 2000).

VI.4.4 Grado de sustitucion de fésforo.

En el Cuadro 15 se muestran los valores obtenidos del contenido de fosforo y los
valores del grado de sustitucion (GS) calculados para los almidones nativos y
fosfatados por extrusion termoplastica de amaranto y maiz ceroso. Se encontrd
cierta cantidad de fosforo en los almidones nativos en un porcentaje de 0.236 (GS=
0.012) en el almidén de amaranto y de 0.175 (GS= 0.009) en el de maiz ceroso.
Zilli, (2005) encontro valores de GS de 0.011 en el almidén de maiz ceroso nativo y
Pérez y col., (1993) reportd contenidos de fosforo de 0.46 y 0.13 en almidones
nativos de A. hypocondriacus y A. cruentus respectivamente. El GS de fosforo

encontrado en el almidon fosfatado de maiz ceroso y de amaranto con reduccion
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fue de 0.041 y el de amaranto fosfatado fue de 0.039 valores superiores a los
encontrados por Zilli, (2005), que reportd valores de 0.023 a 0.026 para almidones

de maiz y malanga fosfatados por extrusion.

Pérez y col., (1993) modificaron almidones de A. hypocondriacus y A. cruentus con
tripolifosfato de sodio por el método convencional obteniendo un contenido de
fosforo de 0.25 y 0.20% respectivamente. Chang y Lii, (1992) reportaron valores
maximos de GS de 0.040 en almidones de maiz y yuca empleando 4% de TPS al
15% de humedad y 200 °C de temperatura de extrusion lo cual concuerda con lo
sefialado en este trabajo. Landerito y Wang, (2005) obtuvieron un contenido de
fosforo de 1.637% en almidon de maiz ceroso fosfatado por extrusion con una
combinacion de tripolifosfato y trimetafosfato de sodio. Kim y col.,, (1999)
encontraron un contenido de fosforo de 0.376% en almidon de arroz usando 4% de

tripolifosfato de sodio a 180 °C.

Cuadro 15. Contenido de fosforo y grado de sustitucion de los

almidones nativos y fosfatados por extrusion termoplastica.

Muestra % Fosforo  GS Fosforo
Amaranto nativo 0.236d 0.012c
Amaranto fosfatado 0.729 ¢ 0.039b
Amaranto c/red fosfatado 0.750 b 0.041 a
Maiz ceroso nativo 0.175e 0.009d
Maiz ceroso fosfatado 0.769 a 0.041 a

Letras iguales en la misma columna no presentan diferencias significativas (p<0.05).

El conocimiento sobre los cambios estructurales en el granulo de almidén causados
por la modificacion quimica es de importancia para la comprensién de los cambios
en las propiedades funcionales, y para el desarrollo de almidones
modificados con las  propiedades deseadas. Se ha  reportado que el
entrecruzamiento de las cadenas del almidon es producido mayormente en la
amilopectina. Otro factor que influye en el grado de entrecruzamiento es el tamafo
del granulo ya que se ha visto que los granulos pequefios son derivatizados en

mayor medida que los mas grandes (Singh y col.,, 2007). Estos son algunos
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factores por los que el almidon de maiz ceroso y el de amaranto con reduccién de

tamafio de granulo obtuvieron los GS més altos.

VI.4.5 Grado de sustitucion de succinato.

La FDA establece un nivel maximo de agregado de OSA como agente modificante
de almidones para su utilizacion en alimentos del 3%. El grado de sustitucion (GS)
es el nimero promedio de grupos hidroxilo sustituidos por unidad de glucosa. En el
Cuadro 16 se muestran los resultados obtenidos con relacién al porcentaje de
succinato y grado de sustitucion en los almidones succinatados. Se encontré que el
almidén de maiz ceroso obtuvo al valor mas alto de GS (0.041) siendo el almidén
de amaranto el del menor GS (0.025).

Cuadrol6. Contenido de succinil y grado de sustitucion de los

almidones succinatados.

Muestra % Succinato GS Succinato
Maiz ceroso succinatado 2.485 a 0.041 a
Amaranto c/red succinatado 2.012 ab 0.033 ab
Amaranto succinatado 1.537b 0.025Db

Letras iguales en la misma columna no presentan diferencias significativas (p<0.05).

Estos resultados son mayores a los encontrados por Bhosale y Singhal (2006)
guienes reportaron un maximo de 0.02 para almidén de amaranto (especie
paniculatus) y maiz ceroso succinatados con 3% de anhidrido n-octenil succinico, a
30 °C, pH de 8.0 por 6 h'y 24 h respectivamente. Manni y col., (2008) obtuvieron un
GS de 0.025 en almidén de amaranto (A. mantegazzianus) succinatado con 3% de
anhidrido n-octenil succinico. Jeon y col. (1999) reportaron un GS de 0.038 en
almidén de maiz ceroso succinatado, llevando a cabo la esterificacion con una
concentracion de anhidrido dodecenil succinico al 10% en condiciones similares a

las descritas en este trabajo.

Después de la modificacion quimica, los almidones n-OSA son efectivos
emulsificantes debido a la adicibon de grupos bifuncionales (hidrofébicos e
hidrofilicos), caracteristica necesaria para la retencion de aceite durante la

encapsulacion (Tesch y col.,, 2002). Las diferencias en los valores del GS
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reportados por otros autores y los encontrados en este trabajo pueden ser debidas
a diferencias en las condiciones de la modificacion, fuente de los almidones,

meétodos de analisis, al tipo y concentracion empleada de los reactivos.

V1.4.6 Morfologia del granulo de almidon.

En la Figura 22 se presentan las micrografias del almidén de maiz ceroso (a) y de
amaranto (b) después de la hidrélisis con HCI al 3.4%, a 50 °C por 6 h; como se
puede apreciar, en general la estructura granular del almidén se conservo, sin
embargo, se alcanzan a observar algunas aglomeraciones, pequefios dafios y
cambios en la superficie de algunos granulos estas observaciones estan de
acuerdo con lo reportado por Manni y col., (2008) quienes hidrolizaron almidén de
amaranto antes de modificarlo y observaron aglomerados irregulares, pérdida

parcial de la forma caracteristica y puntos de penetracion (pitting) en los granulos.

AccV SpotMagn Det WD Exp 1 10pm | AccV SpotMagn Det WD Exp F——— 2m
200kv 45 2500x GSE74 0 0.9 Torr 200KV 45 8000x GSE6.7 0 0.9 Torr
v

Figura 22. Microfotografias de los almidones modificados por hidrolisis acida (HCI
3.4 %, 50°C por 6 horas). a) Maiz ceroso a 2500x, b) Amaranto a 8000x.

Jiping y col., (2007) hidrolizaron almidones con patrones de difraccion del tipo By C
con HCl al 2.2 M, a 35 °C por 2, 4, 8, 16, y 32 dias y en base a los resultados del
SEM sefalaron que el dafio en el granulo se va incrementando con el paso del
tiempo y que la hidrdlisis no se produce de manera uniforme, algunas areas son
mas susceptibles, aunque en un principio el acido actia atacando Unicamente la

superficie y formando grietas para luego penetrar al interior. Ademas notaron que
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los granulos mas pequefios se hidrolizan méas rapidamente debido a que tienen

una mayor superficie disponible.

Por otro lado se ha visto que la hidrélisis se realiza en dos etapas en la primera
etapa no hay pérdida de birrefringencia lo que sugiere que el acido ataca las partes
amorfas, seguido por un atague mas lento en ambas fracciones sobre todo en la

zona cristalina (Lee y col., 2006).

Posteriormente a la hidrdlisis, el almidon fue modificado por extrusion (fosfatacion)
o bien modificado convencionalmente y posteriormente extrudido (succinatacion),
para darle al almidén propiedades deseadas en los materiales encapsulantes
(caracteristicas emulsificantes, alta solubilidad y baja viscosidad).

En las Figuras 23 (a, b, ¢) y 24 (a, b, ¢) se muestran las micrografias de los
almidones de amaranto y maiz ceroso modificados, se observa un cambio
drastico en la estructura de estos, tanto en forma, como en tamafo, en

comparacién con los almidones nativos.

Magn Det WD Exp F————1 50ym C ) B 50 ym ! Det WD Exp F——— 50pm

500x  GSE 122 0 0.9 Torr 2 G 20 x  GSE 125 0 0.9 Torr

Figura 23. Microfotografias de los almidones fosfatados por extrusion termoplastica
a 500x. a) Amaranto con reduccién de tamafio de particula, b) amaranto y ¢) maiz

Ceroso.

Debido al tratamiento severo del extrusor los almidones modificados sufren un
mayor grado de hidrolisis o0 dextrinizacion con respecto a los almidones
hidrolizados; esto se debe a la fragmentacion de las cadenas de amilosa y
amilopectina (Cereda, 2000).
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\ Det WD u;;‘T—{ 50 ym o6 et WD Exp 50 : gn  Det WD Bxp F———— 50um

GSE87 0 0.9 Torr 20 GSE 123 0 2 ix GSE 123 0 0.9 Torr

Figura 24. Microfotografias de los almidones succinatados por extrusion
termoplastica a 500x. a) Amaranto con reduccién de tamafio de particula, b)

amaranto y ¢) maiz ceroso.

VI.5 Caracterizacion de las microcapsulas.

VI.5.1 Actividad de agua.

El agua puede existir en los alimentos en forma libre, ligada y como agua de
hidratacion. Para ser aprovechada por los microorganismos debe encontrarse en
una forma facilmente disponible, es decir, libre (Fernandez, 2000). Los
microorganismos necesitan la presencia de agua en una forma disponible para
desarrollarse y llevar a cabo sus funciones vitales. Cuando un microorganismo se
encuentra en un sustrato con actividad de agua menor que la necesaria su
crecimiento se detiene. Esta detencion del crecimiento no suele estar asociada a la
muerte del microorganismo, sino que éste se mantiene en condiciones de latencia
(Guzman, 2010).

La actividad de agua (a,) esta también relacionada, junto con otros factores como
temperatura, exposicion a la luz y al oxigeno, con la estabilidad y el tiempo de
almacenamiento de los alimentos (Martinez, 2007). En el Cuadro 17 se presentan
los valores de actividad de agua de las microcapsulas de almidones modificados,
tomados inmediatamente después del secado. En general todas las muestras
presentan valores bajos lo cual es conveniente para mantener la integridad fisica

de la microcapsula y el estado de latencia del microorganismo.
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Estos resultados concuerdan con lo reportado por Murda y col. (2009) que produjo
microcapsulas de aceite de naranja mediante secado por aspersion, utilizando
como material de pared almidéon modificado por extrusion, sefialé valores de a,, de

0.147 y 0.145 para almidon fosfatado y succinatado, respectivamente.

Cuadro 17. Actividad de agua de las microcapsulas
preparadas con los almidones modificados.

Microcapsulas aw
Amaranto succinatado 0.185a
Amaranto fosfatado 0.136d
Amaranto c/red succinatado 0.157 c
Amaranto c/red fosfatado 0.188 a
Maiz ceroso succinatado 0.174 b
Maiz ceroso fosfatado 0.171b

Letras iguales en la misma columna no presentan diferencias significativas (p<0.05).

VI.5.2 Morfologia de las microcapsulas.

La microestructura afecta la funcionalidad, estabilidad y dispersion de las
microcapsulas. Ademas los estudios de la morfologia de las particulas durante o
después del secado proporcionan informacion adecuada acerca de como se llevo a
cabo el proceso, asi como de los factores fisicos y quimicos que determinan la
estructura de la cdpsula. Las microcapsulas pueden presentar una amplia variedad
de estructuras, algunas son de geometria esférica con una fase interna continua
rodeada por una pared también continua (estructura de particula simple), mientras
que otras pueden tener una geometria irregular y pueden tener la fase interna
distribuida en una matriz de material de pared (estructuras agregadas) (Shahidi y
Han, 1993).

En la Figura 25 se exponen las microfotografias de las microcapsulas preparadas
con los almidones modificados de maiz ceroso; en la Figura 26 las realizadas con
los almidones modificados de amaranto y finalmente en la Figura 27 las elaboradas

con los almidones modificados de amaranto con reduccion de tamafio de granulo.
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En general se observa que las microcapsulas obtenidas presentaron estructuras
con superficie lisa, no regular, en forma de esferas irregulares con abolladuras,
pero sin porosidades ni grietas. Se postula que las abolladuras pueden ser
formadas por la contraccion de las particulas durante el secado y enfriado
(Escalona, 2004); ademas se obtuvieron capsulas con una gran variedad de
tamafios pertenecientes a la misma muestra, se produjeron cépsulas que van

desde aproximadamente 5um hasta 30 um.

AccV SpotMagn Det WD Exp 1 10pm AccV SpotMagn Det WD Exp F—— 10um
200KV 38 2500x GSE87 0  09Torr 200kv 38 2600x GSE90 0  09Torr

Figura 25. Microfotografia de las microcapsulas preparadas con almidén modificado

de maiz ceroso a 2500 X. a) Almiddn fosfatado y b) almidén succinatado.

Jafari y col. (2007) reportaron una morfologia muy similar a la sefialada en este
trabajo en microcapsulas de d-limoneno y de aceite de pescado obtenidas
mediante secado por aspersion y utilizando como material de pared una mezcla de

maltodextrinas y almidén modificado.

Por otro lado Krishnan y col. (2005) encapsularon oleorresina de cardamomo
mediante secado por aspersion con goma arabiga, maltodextrinas o almidén
comercial modificado como materiales de pared e informaron que las microcapsulas
fueron de diversos tamarfos, con abolladuras y de formas irregulares, es decir,

estructuras muy similares a las presentadas en este estudio.
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AccV SpotMagn Det WD Exp F—— 10um | AccV SpotMagn Det WD Exp 1 10m
20.0kvV 3.8 2500x GSE 9.0 0 0.9 Torr 200kv 38 2500x GSE 88 0 0.9 Torr

Figura 26. Microfotografia de las microcapsulas preparadas con almidén modificado

de amaranto a 2500X. a) Almidon fosfatado y b) almidén succinatado.

Los espacios centrales en las capsulas obtenidas, se atribuyen a la expansion de la
microcapsula (o “ballooning) asociada con el incremento de la temperatura al salir
de la ultima etapa del secado por aspersion (Escalona, 2004). Para lograr una
adecuada proteccion del material activo, se requiere que las paredes de las
microcapsulas estén libres de fracturas o poros, ademas en ocasiones la presencia
de indentaciones o concavidades afecta el libre flujo y las propiedades de
reconstitucion de los polvos (Murda y col., 2009).

AccV SpotMagn Det WD Exp 1 10m AccV SpotMagn Det WD BExp F—— 10pm
200kv 38 2500x GSE8.7 0 0.9 Torr 200kv 38 2500x GSE88 0 0.9 Torr

Figura 27. Microfotografia de las microcapsulas preparadas con almidén modificado
de amaranto con reduccién de tamafio de particula a 2500X. a) Almidén fosfatado y

b) almidén succinatado.
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VI.5.3 Tamafio de particula.

Las mediciones del tamafio de particula son comunes en todo proceso fisico,
mecanico o quimico debido a que el comportamiento del material esta relacionado
directamente con las propiedades fisicas de los productos (Murtda y col., 2009).
Aunque hay diversas opiniones del intervalo de tamafio al que pertenecen las
microcapsulas, puede decirse que van desde 0.2 a 5000 um (Ré€, 1998).

En el Cuadro 18 se muestran los diametros medios de las microcapsulas obtenidas
con los 6 diferentes materiales de pared; los cuales no muestran diferencias

significativas entre ellos en cuanto al tamafio de particula.

Estos resultados son similares a lo reportado por Guzman (2010) que obtuvo
tamafios de particula de 13.12 y 7.55 um para microcipsulas de almidones
fosfatados de maiz ceroso y yuca respectivamente producidas por secado por
aspersion con temperatura del aire de entrada de 180°C y temperatura del aire de
salida de 110°C +/- 5°C.

Cuadro 18. Didmetro medio de particula de microcipsulas de B.
thuringiensis preparadas con diferentes materiales de pared.

Amaranto fosfatado 17.14 a
Maiz ceroso succinatado 16.38 a
Amaranto succinatado 15.09 a
Amaranto c/red succinatado 12.94 a
Maiz ceroso fosfatado 1251 a
Amaranto c/red fosfatado 12.42 a

Letras iguales en la misma columna no presentan diferencias significativas (p<0.05).

Murta y col. (2009) obtuvieron microcapsulas de almidones fosfatados por
extrusion y succinatados y extrudidos con diametros medios de particula mayores
gue fueron de 29.09 y 32.71 um mediante secado por aspersion en condiciones

similares a las del presente trabajo.
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El tamafio de particula de las microcapsulas es primordialmente determinado por
las propiedades fisicas de la emulsion (como la viscosidad y la concentracion de
sélidos) y por los parametros de operacion durante el secado (temperatura, tamafo
del orificio y presion de la boquilla de atomizacion). La influencia del tamafio de
particula en la eficiencia de encapsulacién ain no es muy clara. Algunos trabajos
previos han reportado que las particulas grandes tienen una mejor retencion del
contenido de aceite en comparacion con las particulas pequefas durante el secado
por aspersion, sin embargo, otros estudios informan que las particulas con tamarfos
intermedios tienen mucha mayor retencion que las particulas grandes y pequefas
(Jafariy col., 2007).

V1.5.4 Morfologia macroscopica y microscépica del B. thuringiensis.

La tincién de Gram es diferencial y fue desarrollada por el doctor Christian Gram en
1884, permite observar la morfologia celular, ademas de acuerdo con la estructura
y espesor de la pared bacteriana se puede agrupar a las bacterias en Gram
positivas y Gram negativas. Las Gram positivas se visualizan de color morado
como es el de caso del Bacillus thuringiensis, poseen una capa gruesa de
peptidoglicanos y carecen de membrana externa, mientras que las Gram negativas
se observan al microscopio de color rosa o rojo tienen una capa mas delgada de
peptidoglicanos y poseen una membrana externa (Rodriguez y col., 2006).

En la Figura 28 a) se puede observar la morfologia en agar nutritivo del Bacillus
thuringiensis  utilizado como material activo durante el proceso de
microencapsulacién y en la Figura 29 se presenta la morfologia externa de los
cultivos obtenidos en agar nutritivo de las muestras de microcapsulas elaboradas

con diversos materiales de pared.

En general la morfologia es la misma, en todas las muestras las colonias son
circulares de bordes irregulares, de color crema a gris con aspecto harinoso u
opaco y textura ligeramente rugosa semejante a la cera. Estos resultados son

similares a los reportados por Carreras (2009) que obtuvo aislados de B.
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thuringiensis y describié una morfologia externa de las colonias en agar nutritivo

muy similar a la descrita anteriormente.

Figura 28. B. thuringiensis utilizado como material activo en la encapsulacion. a)
Morfologia de las colonias en agar nutritivo b) tincibn de Gram a las 36h vista a
100x.

Al realizar la comparacion entre la morfologia externa que presentdo el B.
thuringiensis utilizado como material activo (Figura 28a) y la morfologia que se
observa en las colonias desarrolladas en el agar pertenecientes a las
microcapsulas elaboradas (Figura 29) se demuestra que las microcapsulas
efectivamente contienen al B. thuringiensis porque la morfologia es igual en todas

las muestras.

En la Figura 28 b) se muestra la tincion de Gram del B. thuringiensis utilizado como
material activo durante el secado mientras que en la Figura 30 se presenta la
tincion de las muestras secadas con los diferentes materiales de pared; se puede
observar en ambas imagenes a los bacilos Gram positivos con estructuras en forma
de baston alargado, con bordes redondeados, que forman cadenas corta. Con este
analisis se comprueba la presencia del B. thuringiensis en las microcépsulas
elaboradas mediante secado por aspersion. Realpe y col. (2002) realizaron el
estudio de la morfologia macroscépica (en agar base sangre) y microscépica
(tincién de Gram) de varias especies del género Bacillus entre ellas B. thuringiensis

obteniendo resultados muy semejantes a los reportados en el presente trabajo.
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Figura 29. Morfologia macroscopica del B. thuringiensis contenido en las
microcapsulas elaboradas con almidén de a) maiz ceroso fosfatado, b) maiz ceroso
succinatado, ¢) amaranto fosfatado, d) amaranto succinatado, €) amaranto con
reduccion de tamafio de granulo fosfatado y f) amaranto con reduccion de tamafio

de granulo succinatado.
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Figura 30. Tincién de Gram a las 36 h con un aumento de 100x del B. thuringiensis
contenido en las microcapsulas elaboradas con almidon de a) maiz ceroso
fosfatado, b) maiz ceroso succinatado, c) amaranto fosfatado, d) amaranto
succinatado, e) amaranto con reduccién de tamafio de granulo fosfatado y f)

amaranto con reduccion de tamafio de granulo succinatado.

VI1.5.5 Rendimiento.

Debido a que la mayoria de los materiales activos son insolubles en soluciones
acuosas, éstos existen como emulsiones. El proceso de microencapsulacion
mediante secado por aspersion involucra la formacién de una emulsion en la que
pequefias gotas del aceite o del material activo se encuentran dispersas y
estabilizadas por los materiales acarreadores. Esta emulsion es atomizada dentro
de una camara de aire caliente en la que las gotas formadas son secadas (Murua y
col., 2009).

El rendimiento es un parametro importante desde el punto de vista econémico,
teniendo en cuenta el costo elevado de la mayoria de los polimeros y de los
principios activos empleados tradicionalmente. Es por lo tanto, conveniente
recuperar en forma de microcapsulas la mayor cantidad posible del material de

partida (Nakagawa y col., 2004). El rendimiento de microencapsulacion refleja la
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cantidad total del material activo que fue retenido en la microcapsula (Martinez,
2007).

Ademés existen algunos tipos de insectos en los que las esporas del B.
thuringiensis muestran un efecto sinérgico en conjunto con los cristales
parasporales durante el proceso de eliminacion de las larvas. Este efecto sinérgico
depende del tipo de insecto, esporas y cristales, la presencia de otros compuestos
o ingredientes y las concentraciones de esporas y toxinas. Por otro lado la cuenta
bacteriana es una determinacion importante para conocer el efecto del secado por

aspersion sobre el material activo (Zhou y col., 2008).

En el Cuadro 19 se presentan los resultados obtenidos acerca del recuento
bacteriano y rendimiento en cuanto al material de pared y al activo de las
microcapsulas elaboradas con los almidones modificados; como se puede observar
las microcapsulas realizadas con almidon de amaranto fosfatado y con maiz ceroso
succinatado son las que muestran mayor recuento bacteriano y rendimiento del
material activo mientras que las muestras con almidén de amaranto succinatado
con y sin reduccién de tamafio de granulo son las que arrojaron menor rendimiento
del material de pared. Como ya se mencion6 con anterioridad la concentracion de
sélidos y el tamafio de las capsulas son algunos factores que influyen en la
proteccién del material activo durante el secado por aspersion; ademas de que las
condiciones del proceso de secado son parametros que tienen una gran relevancia
en la cantidad de bacterias que sobreviven al finalizar este procedimiento. De
manera general en todos los procesos de microencapsulacion con los diversos
materiales de pared se tuvo una reduccion de un logaritmo después del proceso de
secado en comparacion con la cantidad de material activo colocada inicialmente

(datos no mostrados).

Teera-Arunsiri y col. (2003) elaboraron microcapsulas de B. thuringiensis subsp.
aizawai mediente secado por aspersion utilizando una mezcla de almidén de yuca
nativo con almidén gelatinizado y otros reactivos como material de pared, con
temperaturas de entrada de 120-180°C y de salida de 60-85°C reportando

porcentajes de supervivencia de las esporas de 35-46% (8.3-9.3x10°® ufc/g)
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demostrando que el B. thuringiensis es un microorganismo bastante estable al calor
gue puede resistir altas temperaturas en comparacion con otros entomopatégenos;
las variaciones encontradas en lo reportado por la literatura y los resultados
obtenidos en el presente estudio son debidas a las diferencias en la formulacion de

las microcapsulas y a las condiciones de secado.

Cuadro 19. Recuento bacteriano y rendimiento de las microcapsulas.

Amaranto fosfatado 4.61x10" a 32.62 28.49 a
Amaranto c/red 7
fosfatado 2.62x10°b 29.92 14860
Amara_nto c/red 2 45x107 b 24.53 11.39b
succinatado
Amaranto 1.94x107 b 25.98 9.55b
succinatado
Malz_ceroso 4.37x107 a 35.16 29.09 a
succinatado
Maiz ceroso 1.81x10" b 38.77 13.32 b
fosfatado

Letras iguales en la misma columna no presentan diferencias significativas (p<0.05).

Zhou y col. (2008) observaron que durante el secado por aspersion de B.
thuringiensis, el nimero de esporas viables disminuyd conforme se incremento la
temperatura de entrada, la de salida y la presion del aire de atomizacién; ademas
reportaron la eficacia del secado por aspersion obteniendo un mayor niumero de
esporas viables después del tratamiento y a menores costos en comparacion con el

secado por horno o mediante liofilizacion.

Los materiales encapsulantes que exhiben buenas caracteristicas emulsificantes o
formacion de peliculas, tipicamente muestran una mayor retencion del material
activo comparados con aquellos que carecen de ellas; ya que esta capacidad
emulsificante del acarreador permite mantener dispersa la fase interna, por esta
razén, la estabilidad de emulsion es considerada como un factor determinante en la
seleccién de materiales encapsulantes. Algunos materiales presentan viscosidades
muy altas a un contenido de sélidos bajo, lo que resulta en una pobre retencién del
material activo (Reineccius, 1991).
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Los almidones fosfatados son considerados buenos estabilizantes de emulsiones
mas que verdaderos emulsificantes (Solarek 1989). Los almidones succinatados
(OSA) contienen grupos bifuncionales que son hidrofilicos e hidrofébicos, razén por
la cual, después de su modificacién quimica, estos almidones son emulsificantes
efectivos, por lo que pueden formar peliculas fuertes en la interfase de agua/aceite,
estabilizando de esta manera la emulsion (Tesch 2002).

Altas concentraciones de solidos incrementan la retencion del material activo
durante el secado (entre 30 y 40%), reduciendo el tiempo necesario para formar la
membrana semipermeable de la superficie de la capsula. Se ha establecido que
existe una fuerte dependencia del rendimiento de encapsulacion con la proporcion

de solidos en la emulsién (Martinez, 2007).
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VII. CONCLUSIONES

El método de extraccion del almidén de amaranto utilizado en el presente estudio
fue efectivo con un rendimiento de extraccion del 32.22% ademas de obtener un
producto final con las caracteristicas propias del almidén de amaranto. Con relacion
a la molienda de alta energia se logré una reduccion del 17.83% del tamafio del
granulo del almidén de amaranto; el pre-tratramiento é&cido y la molienda
provocaron cambios estructurales que se reflejaron en una disminucién en los
perfiles de viscosidad, propiedades térmicas y cristalinidad relativa aunque el

patrén de difraccion de rayos X permanecio similar al del almidén nativo.

Durante este trabajo se obtuvieron y caracterizaron almidones de amaranto y maiz
ceroso hidrolizados y fosfatados por extrusion o bien succinatados y extrudidos de
esta forma se modificaron algunas propiedades de los almidones nativos y se
consiguié aplicarlos en la encapsulacion mediante secado por aspersion del
bioinsecticida Bacillus Thuringiensis y de aceite de naranja a manera de
fagoestimulante. El tratamiento de hidrdlisis causd el rompimiento de ciertos
enlaces, formando estructuras mas débiles y provocando una disminuciéon en la
viscosidad de las muestras. Los almidones de maiz ceroso y los de amaranto con
reduccién de tamafio de granulo obtuvieron mejores grados de sustitucién
ofreciendo una mejor superficie activa. El proceso de extrusién produjo materiales
de pared con mejores caracteristicas de solubilidad y viscosidad mediante la
fragmentacion de los granulos; ademas de ocasionar cambios en la morfologia y
propiedades térmicas de los almidones. Asimismo de ser una tecnologia
innovadora, que permite la produccion de materiales con ventajas como la ausencia

de efluentes y menores costos en comparacion con los métodos convencionales

La microencapsulacion mediante secado por aspersion usando almidones
modificados como material de pared mostré ser un proceso adecuado para la
obtencién de microcapsulas de B. thuringiensis; debido a que éstas ofrecen buenas
caracteristicas como baja actividad de agua, una morfologia lisa, libre de poros y
grietas, ademas de un alto contenido de esporas viables. Las microcapsulas

elaboradas con almidon de amaranto fosfatado y de maiz ceroso succinatado
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fueron las que obtuvieron mayores rendimientos en relacion al material activo
debido entre otras razones a que tenian alto indices de solubilidad lo que se vio

reflejado en una buena dispersabilidad en la emulsién.

Las microcapsulas obtenidas con almidon de amaranto fosfatado y con maiz ceroso
succinatado son las que mostraron un mayor recuento bacteriano y rendimiento del
material activo. En todos los materiales de pared se tuvo una reduccion de un
logaritmo después del proceso de secado en comparacion con la cantidad de
material activo colocada inicialmente. En general los almidones modificados
utilizados en este trabajo ofrecen un gran potencial para su uso como agentes

encapsulantes del bioinsecticida Bacillus Turingiensis.
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