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Resumen

Los microorganismos probiéticos presentan beneficios a la salud. Sin embargo, su
aplicacion comercial en productos cocidos todavia sigue siendo un reto debido a
su baja sobrevivencia. No obstante, el proceso de microencapsulacion con
adecuado material de pared puede protegerlos. Los almidones son un buen
material porque son de bajo costo y altamente versétiles. Por lo tanto, el objetivo
del presente trabajo fue obtener un material encapsulante a partir de almidén de
haba modificado por energia de microondas, que provea proteccion al
microorganismo Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), para su incorporacion a un
producto cérnico cocido. La extraccion de almidon se realiz6 mediante el método
hiamedo y se utilizd6 energia de microondas (EM) para hidrolizar con &cido
mediante un disefio factorial 2%, donde los factores evaluados fueron humedad
(20 y 40%), concentraciéon de &cido (2 y 4%), tiempo (30 y 60s) y potencia (2 y 6).
Los mejores tratamientos (HFBS2 y HFBS8) fueron sometidos a EM para su
modificaciéon con anhidrido octenil succinico, evaluandose un disefio factorial 23,
los factores evaluados fueron almidén hidrolizado (HFBS2 y HFBSS8), tiempo (30 y
60s) y potencia (2 y 10). El mejor tratamiento (MFBS6) se usé en la
microencapsulacion y elaboracion de la salchicha. La aplicacion de EM condujo a
la obtencion de almidén hidrolizado en tiempos muy cortos en comparacion con la
hidrolisis convencional. El material succinatado mediante EM presentd un aumento
de la concentracion de amilosa, solubilidad en agua, azUcares reductores y
almidon resistente en comparacion con el almidon nativo e hidrolizados de haba.
La microencapsulacion mediante secado por aspersion de LGG usando MFBS6
presentd un alto rendimiento (>50%) y sobrevivencia (>80%). Las microcapsulas
resultantes presentaron propiedades similares a las obtenidas a partir de almidon
comercial. La salchicha probidtica producida por tecnologia de microencapsulacion
obtuvo buena aceptacion sensorial, asi como alta tasa de supervivencia después
de la digestion in vitro y almacenamiento a 4°C. Incluso después de 30 dias de
almacenamiento, su evaluacion de vida utii mostr6 buena textura, color,
sobrevivencia de LGG y baja oxidacion lipidica.

Palabras clave. Probi6tico, microencapsulacion, producto carnico cocido.



Abstract

Probiotic microorganisms have health benefits. However, the commercial
application of probiotics in cooked products still remains a challenge due to their
low survival. Nevertheless, the process of microencapsulation with suitable wall
material can protect them. Starches being a good alternative as they present low
cost and are highly versatile. Therefore, the objective of the present work was to
obtain an encapsulating material from faba bean starch modified by microwave
energy, which provides protection to the microorganism Lactobacillus rhamnosus
GG (LGG), for its incorporation into a cooked meat product. Starch extraction was
performed using the wet method and microwave energy (ME) was used to
hydrolyze with acid using a 241 factorial design, where the factors evaluated were
moisture (20 and 40%), acid concentration (2 and 4%), time (30 and 60s) and
power (2 and 6). The best treatments (HFBS2 and HFBS8) were subjected to ME
for modification with octenyl succinic anhydride, evaluating a 22 factorial design,
the factors evaluated were hydrolyzed starch (HFBS2 and HFBSS8), time (30 and
60s) and power (2 and 10). The best treatment (MFBS6) was used in
microencapsulation and sausage production. The application of ME led to
obtaining hydrolyzed starch in very short times compared to conventional
hydrolysis. The material succinated by ME showed increased concentration of
amylose, water solubility, reducing sugars and resistant starch compared to native
and hydrolyzed faba bean starch. Microencapsulation by spray drying of
Lactobacillus rhamnosus GG using MFBS6 had high yield (>50%) and survival
(>80%).The resulting microcapsules had properties similar to those obtained from
commercial starch. Probiotic sausage produced by microencapsulation technology
obtained good sensory acceptance, as well as high survival rate after in vitro
digestion and storage at 4°C. Even after 30 days of storage, its shelf life evaluation
showed good texture, color, LGG survival and low lipid oxidation.

Keywords. Probiotic, microencapsulation, cooked meat products.
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[. Introduccion

En los ultimos afios el consumo de productos carnicos ha aumentado
considerablemente, siendo la salchicha uno de los productos emulsionados de
mayor consumo. Por lo que se han buscado estrategias para mejorar su calidad
nutricional y funcional, por ejemplo, la adicibn de compuestos biologicamente
activos, como los probioticos. Los probidticos pueden desempefiar un papel
benéfico en la salud del huésped, y se utilizan en la industria alimentaria,
principalmente en la lactea. La mayoria de los probidticos para el consumo
humano son bacterias acido lacticas del género Lactobacillus y Bifidobacterium.
Sin embargo, su aplicacion en el desarrollo de nuevos productos esta limitada por
la seleccion del microorganismo. Lactobacillus rhamnosus GG es un probiédtico
aerotolerante Gram-positivo, el cual se ha demostrado que tiene beneficios sobre
diversos trastornos gastrointestinales.

El uso de probiéticos en productos carnicos cocidos ha sido reportado por algunos
autores. Sin embargo, el desarrollo de un producto probiético aiun no se ha
logrado, ya que los conteos reportados son menores a 10°-107 células vivas,
siendo esta la concentracion necesaria para ser considerado un producto
probiético. Proteger la viabilidad de los probiéticos es una de las etapas mas
importantes para su aplicacibn en productos alimenticios y para ello, se han
desarrollado diversos métodos de encapsulacion. El secado por aspersion es uno
de los métodos que se usa con mayor frecuencia, ya que es economico Y flexible;
la composicion de la solucién de encapsulacién puede definir el nivel de proteccion
brindada al microorganismo y actualmente existe interés en identificar nuevos
agentes de encapsulacion. Los almidones de fuentes no convencionales, por
ejemplo, almidéon de leguminosas, podrian ser una alternativa. El almidon de haba
tiene alto contenido de almidén resistente, mayor proporcién de amilosa respecto
a otras leguminosas y tamafio de granulo pequefio, por lo que podria ser utilizado
como material de pared, sin embargo, el uso de almidones nativos presenta
limitaciones funcionales. Para mejorar sus propiedades se pueden realizar
modificaciones utilizando métodos quimicos, fisicos y enzimaticos. La

succinatacion para la obtencién de almidon con octenilsuccinato (almidon OSA) es
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una de las modificaciones quimicas mas comunes, y actualmente se busca el uso
de tecnologias emergentes para mejorar el proceso de obtencién de este tipo de
almidones y mejorar sus caracteristicas funcionales.

Por lo tanto, se propone la obtencion de un material encapsulante a partir de
almidon de haba modificado por energia de microondas para la
microencapsulacion de Lactobacillus rhamnosus GG y su aplicacion en un

producto cérnico cocido.
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[I.  Antecedentes

2.1. Consumo de productos carnicos en México

En México, la carne constituye uno de los elementos principales en la dieta,
debido a que es una fuente de proteinas de alta calidad (amino&cidos esenciales),
asi como de minerales (fosforo, selenio, sodio, zinc, potasio, cobre, hierro y
magnesio) y vitaminas (B6, B12, tiamina, niacina, riboflavina y acido pantoténico)
de elevada biodisponibilidad, esenciales para el desarrollo humano (FAO, 2019).
En los ultimos afios el consumo de productos carnicos ha incrementado y todas
las proyecciones aseguran que la demanda aumentara en los proximos afios.
Cabe sefialar que la proteina mas consumida es la de pollo, seguida del cerdo,
bovino y carnes frias. Respecto a carnes frias el consumo per capita 2022 fue de
8.28 kg y se registré un crecimiento del 3.8% en la produccion de dichos productos
del 2020 al 2021, siendo la salchicha el producto con mayor demanda (Consejo
Mexicano de la Carne, 2022).

2.1.1. Salchicha

Las salchichas son productos alimenticios clasificados como embutidos
escaldados, de pasta semifirme de color caracteristico (rosado), elaboradas con
una mezcla de carnes (60% minimo) y grasas, adicionada de condimentos,
especias y aditivos para alimentos. De acuerdo con la norma mexicana, el
producto debe tener un contenido minimo de 9.5% de proteina y un maximo de
30% de grasa (NMX-F-065-1984).

Las propiedades funcionales del sistema de emulsificacién de la carne se basan
en un equilibrio en la interaccion de las proteinas miofibrilares con el agua, la
grasa y entre si en términos de disolucion, emulsificacion y gelificacion,
respectivamente. El proceso de elaboracion de las salchichas se muestra en la
Figura 1, siendo la temperatura el factor mas importante para obtener una
emulsién estable, antes del cocimiento para lograr la formacion de una adecuada

emulsion y, durante el cocimiento para la gelificacion (Totosaus, 2007).
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Figura 1. Proceso de elaboracion de una salchicha cocida (Informacion de
Totosaus, 2007).

De acuerdo a un estudio realizado por PROFECO en el 2014, el consumo “per
capita” de salchichas fue de 3.91 kg, y se menciona que 3 de cada 10 personas
comen salchichas 2 o 3 veces por semana, siendo los nifios la poblacion (54%)
gue mas consume dicho producto (Encuesta PROFECO, 2010).

Al ser la salchicha un producto carnico de alto consumo, se han buscado
estrategias para mejorar su calidad nutricional, entre ellas, se encuentra la
formulacién de salchichas con menor contenido de grasa, sal y nitratos, asi como
el desarrollo de nuevos productos, con la adicibn de compuestos biolégicamente
activos que proporcionen beneficio a la salud, como por ejemplo, acidos grasos
poliinsaturados, antioxidantes y probioticos (Neffe-Skocinska et al., 2018; Panghal
et al., 2018; Shahidi, 2010).

14



2.2.Probié6ticos

2.2.1. Generalidades

En la actualidad, los microorganismos probioticos poseen gran importancia a nivel
mundial, debido a los numerosos efectos favorables sobre la salud humana
(Muhammad et al., 2017). La FAO/OMS (2002) define a los probidticos como
microorganismos Vvivos que, cuando se consumen en cantidades suficientes,
brindan beneficios para la salud (Neffe-Skocinska et al., 2018).

2.2.2. Beneficios ala salud

Los probidticos pueden desempefiar un papel benéfico en varias afecciones
meédicas incluidas, diarrea, gastroenteritis, sindrome del intestino irritable,
enfermedad inflamatoria del intestino, cancer, alergias infantiles, entre otras
(Plaza-Diaz et al., 2019; Syngai et al., 2016; Anandharaj et al., 2014; Bansal &
Garg, 2008). Asi como, la reduccién de la intolerancia a la lactosa, resistencia a
patdgenos entéricos, prevencion de trastornos gastrointestinales y modulaciéon de
la respuesta inmunolégica del huésped (Bustamante et al., 2017; Lapsiri et al.,
2012) (Figura 2).

Ademas, la mayoria de las afecciones pueden causar disbiosis. La disbiosis
intestinal se refiere a la alteracion de la composicion de la microbiota intestinal y al
consiguiente fallé del sistema inmunolégico. Se han utilizado de manera eficaz
probioticos del género Lactobacillus y Bifidobacterium para restaurar la
composicién de la microbiota; éstas bacterias contribuyen positivamente con la
modificacion y mejora de la microbiota intestinal, estimulando la funcion de la
barrera epitelial y equilibrando el balance en la producciébn de citocinas

proinflamatorias y antiinflamatorias (Principi et al., 2017).
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Figura 2. Beneficios para la salud de los probiéticos (Adaptada de Anandharaj et
al. 2014).

2.2.3. Uso de probiéticos en la industria alimentaria

La mayoria de los probidticos para el consumo humano son bacterias &cido
lacticas (BAL), residentes habituales del tracto gastrointestinal, pero también se
emplean otros géneros. En el Cuadro 1, se muestra una lista de diferentes
especies bacterianas que se utilizan activamente como probioticos, siendo las
bacterias representativas las cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium (Kerry et al.,
2018; Panghal et al., 2018; Arihara & Ohata, 2011). Los alimentos probiéticos
exhiben sus efectos benéficos cuando los microorganismos estan vivos y
contienen un numero adecuado de bacterias, se ha sugerido una dosis diaria de al
menos 10%-107 células vivas para asegurar efectos relevantes para la salud
(Lapsiri et al., 2012).
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Cuadro 1. Microorganismos utilizados como probidticos en la industria de

alimentos.

Género Especie

L. plantarum, L. paracasei, L. acidophilus, L. casei, L.
rhamnosus, L. crispatus, L. gasseri, L. reuteri, L. bulgaricus

Lactobacillus
Bifidobacterium B. longum, B. catenulatum, B. breve, B. animalis, B. bifidum
Bacillus B. coagulans, B. subtilis, B. laterosporus

L. lactis, L. reuteri, L. rhamnosus, L. casei, L. acidophilus, L.

Lactococcus curvatus, L. plantarum

Enterococcus E. faecium

Pediococcus P. acidilactici, P. pentosaceus

Streptococcus S. sanguis, S. oralis, S. mitis, S. thermophilus, S. salivarius
Bacteroides B. uniformis

Saccharomyces S. boulardii

(Modificado de Kerry et al., 2018).

2.2.3.1. Uso de probidticos en productos carnicos emulsionados

El uso de probiéticos es un enfoque atractivo para el desarrollo de productos
carnicos cocidos con propiedades benéficas para la salud. En este aspecto se han
reportado algunos estudios realizados en salchicha cocida (Bilenler et al., 2017;
Pérez-Chabela et al., 2013a; Pérez-Chabela et al., 2013b) y jamon (Pereira et al.,
2018), algunos de ellos seran discutidos a continuacion.

Pérez-Chabela et al. (2008), utilizaron cepas de bacterias acido lacticas
termotolerantes aisladas de salchichas comerciales (Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus curvatus, Pediococcus pentosaceus y Pediococcus acidilacti). Las
cepas fueron inoculadas en la etapa de mezclado previo a la coccion para la
elaboracion de salchicha, en el estudio no se detectd ningun efecto en los

pardmetros de color, textura y aceptacion sensorial (P>0.05) en las salchichas
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inoculadas con Lactobacillus plantarum, Pediococcus pentosaceus y Pediococcus
acidilacti. Mientras que cuando se utilizd6 Lactobacillus curvatus las salchichas
presentaron una textura mas suave y por lo tanto baja aceptacion sensorial
(P<0.05). También se evalud la sobrevivencia de los microorganismos al dia 1 y
12 de almacenamiento a 4 °C, observandose una disminucion de la sobrevivencia
de los microorganismos Lactobacillus curvatus (4.67 vs. 2.55 UFC/g), Pediococcus
pentosaceus (4.30 vs. 3.05 UFC/g) y Pediococcus acidilacti (4.13 vs. 3.25 UFC/g)
excepto para la salchicha inoculada con Lactobacillus plantarum (3.40 vs. 3.50
UFC/g).

Pérez-Chabela et al. (2013a), inocularon cuatro cepas de bacterias acido lacticas
termotolerantes aisladas de salchichas comerciales (Pediococcus acidilacti
UAM15c, Lactobacillus plantarum UAM10a, Pediococcus pentosaceus UAM17, y
Lactobacillus curvatus UAM18) en dos formulaciones de salchichas cocidas (una
convencional y una reducida en grasa y sodio). La inoculacion mejoré la
estabilidad y redujo la liberacibn de agua en ambas formulaciones, ademas las
salchichas inoculadas presentaron una textura mas suave y cohesiva (P<0.05). La
evaluacion mediante microscopia mostré6 que UAM15c y UAM10a secretaban
exopolisacéridos probablemente relacionados con una alta estabilidad a la
humedad y mejores propiedades de textura, en comparacion con muestras no
inoculadas (P<0.05).

Pérez-Chabela et al. (2013b), usaron cuatro bacterias termotolerantes aisladas de
salchichas comerciales (Aerococcus viridans UAM21, Enterococcus faecium
UAM10a, Lactobacillus plantarum UAM17 y Pediococcus pentosaceus UAM11).
Las bacterias fueron encapsuladas con goma acacia por secado por aspersion; se
reportaron diferencias significativas en las variables de humedad, actividad de
agua, liberacion de grasa, luminosidad, enrojecimiento y cohesividad (P<0.05).
Teniendo un impacto negativo la adicion de este tipo de probidticos
microencapsulados con goma acacia. Sin embargo, se mostré un efecto positivo
por la disminucion de enterobacterias (P<0.05). También se evalué Ila

sobrevivencia de los microorganismos al dia 1, 4 y 8 de almacenamiento a 4 °C,
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observando un aumento en el nUmero de los microorganismos, siendo las cuentas
finales de 5.22 — 7.32 log UFC/qg.

Bilenler et al. (2017), utilizaron cultivos iniciadores de Lactobacillus plantarum y
Staphylococcus xylosus encapsulados mediante emulsion utilizando una mezcla
de alginato-almidon en salchichas cocidas. Estos investigadores observaron que la
encapsulacion protegié a los cultivos iniciadores contra el tratamiento térmico y
que no se presentaron diferencias en las caracteristicas fisicoquimicas de la
salchicha. Se evalué la sobrevivencia de los microorganismos durante 45 dias de
almacenamiento a 4 °C, tomando muestras a los 0, 14, 30 y 45 dias. Se observé
un ligero incremento de bacterias acido lacticas (P<0.05), sin llegar a los conteos
sugeridos para un producto probiético.

Con todo lo anteriormente planteado, existen suficientes evidencias que
demuestran la incorporacion de bacterias probidticas a productos carnicos
cocidos. Sin embargo, el desarrollo de un producto probiético aun no se ha
logrado, ya que los conteos reportados son menores a 108-107 células vivas.
Peréz-Chabela et al. (2013b) utilizando bacterias termotolerantes
microencapsuladas lograron producir salchichas con conteos de 7 log UFC/g de
los microorganismos Aerococcus viridans, Enterococcus faecium, y Lactobacillus
plantarum después de 8 dias de almacenamiento. Sin embargo, en dicho articulo
no se evalud la vida de anaquel del producto y se presentaron aumentos
considerables en las cuentas del dia 1 al 8. Por lo tanto, el efecto deteriorador que
pudieran tener los microorganismos si se almacenan las salchichas por mas
tiempo es desconocido, y esto es de gran interés ya que este tipo de productos
tienen una vida de anaquel mayor a 30 dias. Por lo que aun existen areas de
oportunidad para el desarrollo y evaluaciéon de un producto carnico probiotico.
2.2.4. Efecto del pHy temperatura sobre la viabilidad de los probiéticos

Para el desarrollo de nuevos productos es importante considerar que los
probioticos presentan distinta tolerancia a diversas matrices (Neffe-Skocinska et
al., 2018; Tripathi & Giri, 2014) y su viabilidad se ve afectada durante el
procesamiento y almacenamiento de dichos productos (Panghal et al., 2018).

Dentro de las variables mas importantes a considerar para la eleccién del
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microorganismo probidtico se encuentran la temperatura y el pH. En el Cuadro 2,
se presentan los rangos de pH y temperatura que algunos microorganismos
probiéticos pueden sobrevivir.

Cuadro 2. Rangos de tolerancia de pH y temperatura para algunas bacterias.

Género Lactobacillus spp. pH T (°C)
L. acidophilus <5 37-45
L. lactis <5 40 - 45
L. bulgaricus 5-6 45 - 115
L. rhamnosus 3-7 15-45
L. casei 3-7 10 - 45
L. paracasei 4-5 10 - 37
L. reuteri <5 15 - 45
L. helveticus 4-7 35-45
L. plantarum 4-9 10 - 45
Género Bifidobacterium spp.

B. bifidum 6.5-7 36 -42
B. longum 7 37
B. infantis 6-7 37
B. breve 7 37
B. animalis (lactis) 45-7 25-45

(Modificado de Parra et al., 2010).

2.2.4.1. Lactobacillus rhamnosus GG
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) es una bacteria aerotolerante Gram-positiva
con metabolismo homofermentativo. LGG puede fermentar algunos azUcares

como la fructosa, glucosa, manitol, manosa, sorbitol, trehalosa entre otros. No
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fermenta azucares como lactosa, maltosa o sacarosa, arabinosa, eritritol, inositol
(Gorbach et al., 2017; Doron et al., 2005).

LGG cumple con las propiedades necesarias de un probidtico ideal: la resistencia
al acido y la bilis, le permite sobrevivir en el tracto gastrointestinal, es capaz de
implantarse en las células epiteliales intestinales, colonizar el tracto intestinal,
producir sustancias antimicrobianas, crecer rapidamente y tener un efecto
beneficioso para la salud (Gorbach et al., 2017; Yan & Polk, 2012). Esta bacteria
es un organismo considerado como GRAS (Generally Recognized As Safe), que
se aislo del tracto gastrointestinal humano.

Estudios clinicos han demostrado la eficacia de las cepas de LGG en el
tratamiento o la prevenciébn de trastornos gastrointestinales, incluido
enfermedades diarreicas, prevencién y tratamiento de alergias (Dogan et al., 2019;
Doron et al.,, 2005). Ademas, tiene la capacidad de impedir el crecimiento de
bacterias que causan enfermedades digestivas, LGG produce una sustancia
inhibidora, probablemente un &cido graso de cadena corta, con actividad contra
una variedad de especies bacterianas, incluidas las bacterias anaerobias
(Clostridium, Bacteroides y Bifidobacterium), Escherichia coli, Pseudomonas,

Staphylococcus, Streptococcus y Salmonella (Doron et al., 2005).

2.3.Microencapsulacion de probidticos

Proteger la viabilidad de los probidticos es una de las etapas mas importantes
para su aplicaciébn en productos alimenticios y para ello se han desarrollado
diversos métodos de encapsulacion (Bartkiene et al., 2018; Khem et al., 2015). La
microencapsulacion se describe como el método mas eficaz para mantener la
viabilidad y la estabilidad de los probioticos durante el procesamiento,
almacenamiento y transito gastrointestinal (Bilenler et al., 2017; Martin et al.,
2014). Ademas, permite la liberacion de los compuestos activos durante largos
periodos de tiempo (Eckert et al., 2017).

El tamafio de las microcapsulas varia de particulas submicrométricas hasta varios
milimetros y pueden tener una gran variedad de formas, dependiendo de los

materiales y métodos utilizados (Huertas, 2011).

21



2.3.1. Métodos de encapsulacion

El proceso de encapsulacion se puede dividir en quimico y fisico (0 mecéanicos).
Algunos ejemplos de procesos quimicos son la coacervacion, co-cristalizacion,
gelificacion idnica, polimerizacion interfacial, incompatibilidad polimérica, inclusion
molecular entre otras; el proceso fisico incluye métodos como el secado por
aspersion, secado por congelamiento/enfriamiento, extrusion, entre otros (Mishra
& Mishra, 2012). Dentro de los métodos mas utilizados en la industria se
encuentran los que podemos ver en la Figura 3. Se aprecia que son tanto
guimicos como fisicos, siendo el secado por aspersion (método fisico) el mas
usado (Krokida, 2018).
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Figura 3. Métodos de encapsulacion utilizados comunmente en la industria de
alimentos (Modificada de Krokida, 2018).

Por sus efectos benéficos a la salud y resistencia al tracto gastrointestinal, LGG ha
sido utilizado en diversas técnicas de microencapsulacion para su aplicacion en
productos alimenticios, algunos de los métodos y materiales de pared utilizados se
encuentran enlistados en el Cuadro 3, siendo el secado por aspersion el método

con mas estudios reportados. Esto pudiera ser debido a que es un proceso con
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altos rendimientos, bajo costo y, ademas, tiene una gran versatilidad, ya que se
pueden utilizar diversos materiales para encapsular.

En la encapsulacion de LGG por secado por aspersidon se han reportado
materiales de pared como almidén de arroz y maiz, almidon resistente,
maltodextrina, proteina de suero de leche, leche descremada, alginato, pectina,

goma arabiga, entre otros (Cuadro 3).

Cuadro 3. Métodos y materiales de pared utilizados para encapsular L. rhamnosus

GG.

Método

Material

Referencia

Electrospray

Aislado de proteina de suero de
leche, inulina, goma persian

Moayyedi et al., 2018

Congelacion Aislado de proteina de suero de Moayyedi et al., 2018

por aspersion  leche, inulina, goma persian

Emulsion Caseina, proteinas de suero de  Pimentel-Gonzélez et al,
leche, proteinas de suero de 2009; Burgain et al., 2013; Liu
leche desnaturalizadas, suero etal., 2017
dulce, isomaltooligosacéridos

Gelificacién Alginato, goma de algarrobo, Cheow et al., 2014;

i6nica goma xantana, almidén de maiz S_haharuddin et al., 2015;
con alto contenido de amilosa, Pirarat et al., 2015; Cheow et
almidén de maiz modificado al., 2016; Li et al, 2016;
(OSA), mucilago de semillade  Gandomi et al., 2016; Farias et
membirillo, quitosano, pectina, al., 2018; Dokoohaki et al.,
leche descremada, bagazo de 2019; Ningtyas et al., 20109;
cana Hugues-Ayala et al., 2020

Secado por Aislado de proteina de suero de Ying et al., 2012; Ying et al,

aspersion leche, caseina, inulina, goma 2013; Zhu et al., 2013; Avila-

persian, trehalosa, lactosa,
glucosa, manitol, dextrano,
almidén de arroz,
vinilpirrolidona, gelatina de
pescado, almidon alto en
amilosa, esterecisémero de
glucosa

Reyes et al., 2014; Broeckx et
al., 2017; Guerin et al., 2017;
Agudelo et at., 2017; Moayyedi
et al., 2018; Liu et al., 2018; Su
et al., 2018; Akanny et al.,
2020; Jiang et al., 2020;
Hernandez-Barrueta et al.,
2020
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2.3.1.1. Secado por aspersion

El método de secado por aspersion es el proceso mas utilizado en la fabricacion
de microparticulas en la industria de alimentos, ya que es economico, flexible y
genera productos en polvo de alta calidad (Muhammad et al., 2017). Ademas, se
pueden producir grandes cantidades de producto en un procesamiento simple y
continuo. Sin embargo, los desafios asociados con la microencapsulacion de
probioticos por secado por aspersion son la reduccion de la sobrevivencia de las
células bacterianas debido a la deshidratacion y el estrés térmico simultaneos
(Anal & Singh et al., 2007). La sobrevivencia y la viabilidad de los probidticos se
pueden mejorar al optimizar las condiciones de secado y la composicién del
material encapsulante (Fritzen-Freire et al., 2012). Mientras que las ventajas del
secado por aspersion son la capacidad de controlar el tamafio de las particulas, el
secado rapido, la facil ampliacion y la produccion continua (Ananta et al., 2005).

En la microencapsulacibn mediante secado por aspersion, la biomasa se
homogeneiza formando una emulsion con el material encapsulante, luego, la
mezcla se alimenta a un secador por aspersion y se atomiza con una boquilla o
una rueda giratoria, el agua se evapora y las microcipsulas se recolectan después
de que caen al fondo del secador. Las condiciones de operacion del secador, y
también de la alimentacion, influyen en la calidad del producto final; dentro de los
parametros del proceso que tienen gran relevancia se encuentran el flujo de aire,
la presion de la boquilla, el tiempo de residencia, la velocidad de alimentacién y la
temperatura del aire (Bustos & Borquez, 2013).

De todo lo anteriormente mencionado, se ha reportado que la temperatura del aire
es el parametro que mas afecta la viabilidad de los microorganismos (Bustos &
Borquez, 2013). Sin embargo, la temperatura del aire en un rango de 110 a 180 °C
es necesaria para promover la evaporacion del agua de las capsulas durante el
proceso, para que alcancen una humedad de 4 a 7%, manteniendo asi la
estabilidad de las bacterias encapsuladas (Jantzen et al., 2013). Agudelo et al.
(2017) y Ying et al. (2013) demostraron una alta viabilidad y tasa de sobrevivencia

de L. rhamnosus GG utilizando una temperatura constante del aire de entrada de
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160 °C y una temperatura de salida de 62 - 65 °C. Los estudios mas recientes
muestran que la composicion del material encapsulante puede mejorar la
supervivencia de las células probiodticas durante el proceso de secado por
aspersion y durante el almacenamiento de los microorganismos encapsulados
(Eckert et al., 2018).

2.3.2. Materiales encapsulantes

La composicion de la solucion de encapsulacion puede determinar el nivel de
proteccion contra el oxigeno, el pH o la alta concentracion de sal y puede reducir
hasta cierto punto los efectos de algun tratamiento con calor al mejorar la
supervivencia durante el secado y durante el almacenamiento (Eckert et al., 2018).
Los materiales mas utilizados en los sistemas de microencapsulacion son
proteinas (por ejemplo, gluten, proteinas de suero, aislados), lipidos (por ejemplo,
glicéridos, fosfolipidos, ceras) o carbohidratos (almidon y sus derivados, celulosa y
sus derivados, entre otros) (Hoyos-Leyva et al., 2016). Varios agentes de
encapsulacién (maltodextrina, proteinas, leche descremada reconstituida, inulina,
almidon modificado, entre otros) se han utilizado para proteger a los probiéticos de
la deshidratacién y dafio térmico durante el secado por aspersion (Lapsiri et al.,
2012; Rajam et al., 2012).

Actualmente existe interés en identificar nuevos agentes de encapsulacion con
propiedades fisico-quimicas similares o mejores (Bustamante et al., 2017), una
alternativa podria ser el uso de polisacéaridos, por ejemplo, almidén de fuentes no

convencionales.

2.3.2.1. Uso de carbohidratos en la encapsulacion

Los carbohidratos o sacéridos se han utilizado ampliamente como materiales
encapsulantes y su accion protectora se describe a continuacion.

El almidén es un polisacarido formado principalmente por dos polimeros, amilosa y
amilopectina constituidos por unidades de glucosa. La amilosa, un polimero lineal
unido por un enlace glucosidico a-(1-4) y amilopectina, un polimero ramificado de
glucosa unido por un enlace glucosidico a-(1-4) y un enlace glucosidico a-(1-6) en
sus puntos de ramificacion (Figura 4). El almidén resistente es el almidén que no

es digerido por las enzimas pancreaticas (amilasas) en el intestino delgado, y por
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lo tanto llega al colon donde puede ser utilizado por las bacterias (Burgain et al.,
2011). Ademas, es una superficie ideal para la adhesion de células probidticas a
granulos de almidén, lo que puede mejorar la entrega de probidticos al tracto
intestinal en un estado viable y metabolicamente activo (Anal & Singh et al., 2007).
El almidén resistente se subdivide en cinco tipos, los cuales se describen a
continuacion. El tipo 1, que consiste en granulos de almidon rodeados por una
matriz no digerible, es un almidon fisicamente no disponible; almidon tipo 2
caracterizado por granulos de almidon que son resistentes a la digestion
enzimatica, debido a que su estructura compacta de granulo (crudo) limita su
disponibilidad a las enzimas digestivas; almidon tipo 3, es almidon retrogradado,
formado durante el enfriamiento del almidén procesado. La formacién de este
almidon se debe principalmente a la reorganizacion de la amilosa proveniente de
un proceso de gelatinizacion (amilosa retrogradada); al almidon modificado
quimicamente es del tipo 4, donde se forman nuevos enlaces quimicos como
resultado de la esterificacion, eterificacion, entrecruzamiento, entre otros, y no
pueden degradarse porque el proceso de modificaciébn hace que la estructura no
sea digerible por las amilasas; Finalmente, el almidon resistente tipo 5, que
consiste en complejos de lipido-amilosa formados cuando la amilosa interactta

con los &cidos grasos (Villarroel et al., 2018; Fuentes-Zaragoza et al., 2010).
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Figura 4. Estructura béasica de unidades de glucosa, amilosa y amilopectina
(Modificada de Alcazar-Alay & Meireles, 2015).
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El almidon (biopolimero) se ha utilizado como material de encapsulacién para
proteger compuestos como vitaminas, lipidos, aceites esenciales, sabores,
farmacos, pigmentos, polifenoles, herbicidas, proteinas, microorganismos y
probiéticos. El uso extendido de almidon para microencapsulacion se basa en su
alta disponibilidad, bajo costo y sus diversas funcionalidades (por ejemplo,
retencion de agua y modificacion de la viscosidad). Se han reportado varios
procesos para la microencapsulaciéon con almidén, incluido el secado por
aspersion, la extrusion, el secado por congelacion, la coacervacion, el
revestimiento de lecho fluidizado y la inclusion molecular, siendo el secado por
aspersion el proceso mas comun (Figura 5) (Hoyos-Leyva et al., 2016).

Ademas, el almiddn resistente se ha utilizado eficientemente para la proteccion de
microorganismos contra condiciones extremas de procesamiento, como por
ejemplo altas temperaturas y choque térmico, con buenos resultados en la
viabilidad de las células (Nunes et al., 2018; Ashwar et al., 2018; Muhammad et
al., 2017).
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Figura 5. Formacion de microcapsulas mediante secado por aspersion de granulos

de almidoén (Modificada de Hoyos-Leyva et al., 2016).
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En términos de los mecanismos asociados con la encapsulacion de ingredientes
activos en granulos de almidén, una serie de factores contribuiran a la asociacion
y liberacién. Estos incluyen, el tipo de almiddn: origen botanico, tamafio y forma de
los granulos, porosidad y composicion (especialmente la proporciéon de amilosa-
amilopectina y contenido de lipidos) (Qi & Tester, 2019). El tamafio de los granulos
de almiddn tiene impacto en la formacion de la microcdpsula, entre mas pequefio
permite un empaque compacto, convirtiéndose en una estructura optimizada para
maximizar la retencion de compuestos activos, asi como para minimizar el
ablandamiento y la ruptura durante el procesamiento (Figura 6) (Hoyos-Leyva et
al., 2016).

Interacciones
moleculares

Granulos pequefios (
de almidodn 1. . >
L ¢
' -
- ° . =g — ) )
v ] A
0 . .

Compuestos

Figura 6. Diferentes tamafios de almid6n y su mecanismo de retencién hipotético
(Modificada deHoyos-Leyva et al. 2016).

Para la formacion de la microcapsula, las moléculas interactian entre si y con
otras moléculas a través de una variedad de interacciones fisicas y quimicas
(Figura 7). Estas interacciones son responsables de mantener unidos los sistemas
basados en biopolimeros y determinar la forma en que responden a los cambios
en las condiciones ambientales y de la solucién, por ejemplo, si las estructuras

permanecen intactas, se hinchan, contraen, erosionan 0 se desintegran.
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Comprender la naturaleza de estas interacciones y los factores que las afectan es
esencial para disefiar sistemas con atributos funcionales especificos (McClements,
2014).

Atraccion
Enlace Puente de electrostatica
covalente sal
o coo- Ca* ~00C- NH: -00C-
Puente de Atraccién Fuerza de
hidrogeno hidrofébica Van der Waals

Foox

Figura 7. Interacciones moleculares de los materiales encapsulantes (Modificada
de McClements, 2014).

Los almidones disponibles comercialmente, por ejemplo, de maiz, papa, trigo y
arroz se han utilizado como material de pared para la microencapsulacién, siendo
los mas utilizados en la industria los provenientes de maiz y papa. Ademas, se
han propuesto para la microencapsulacion de varios compuestos bioactivos otras
fuentes de almidéon no convencionales como almidon de amaranto, quinoa,
tapioca, entre otros (Santana et al., 2014).

Por otro lado, los sacaridos de bajo peso molecular también proveen protecciéon a
los microorganismos. De acuerdo a la teoria de reemplazo y ligacién del agua,
mono Yy disacaridos interactian con las cabezas de los fosfolipidos, como la
manosa Yy trehalosa; polisacaridos de bajo peso con estructura rigida, como las
dextrinas, interactian con los fosfolipidos sin entrar entre las cabezas de los
mismos; y polisacaridos de bajo peso con estructura flexible, pueden interactuar
con los fosfolipidos e incluso ocupar espacios entre ellos, como la inulina. Los
mecanismos pueden deberse a la exclusion estérica: el soluto ocupa mas espacio

gue una molécula de agua y tiene un ajuste geométrico mas pobre que el agua en
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las superficies de proteinas 0 membranas, o a la estructuracioén del agua: el soluto
se une mejor al agua que a otros solutos, y mejora la uniéon de hidrogeno agua-
agua mas alld de la capa de hidratacion inmediata del soluto, modificando la
temperatura de transicion de la membrana (Burgain et al., 2011; Santivarangkna et
al., 2008).

2.3.2.1.1. Almidon de fuentes no convencionales

El almidon representa una fraccion significativa en una gran variedad de cultivos.
Las legumbres como el garbanzo, frijol, chicharo y haba tienen un contenido de
almidén de 25 a 50% y son consideradas como alternativas no convencionales
(Santana et al., 2014). Los almidones de diferentes fuentes botanicas varian en el
tamafo del granulo y composicién (porcentaje de almidén resistente, amilosa y
amilopectina), y estos factores influyen en las propiedades fisicas y usos finales de
los diferentes almidones (Qi & Tester, 2019). El Cuadro 4, muestra la composicién
de algunas leguminosas, en donde se puede observar que el almidon de haba
destaca por su mayor contenido de almidon resistente, mayor contenido de
amilosa y pequefio tamafio de granulo, por lo que podria ser utilizado como

material de pared en la microencapsulacion como alternativa no convencional.

Cuadro 4. Composicion del almidén y granulos de algunas leguminosas.

Almiddn

Leguminosa Almidén,%  resistente, Am(i)l/osa, Amilopectina,% Ta}malﬁo de
% 0 granulo, pm

Lenteja 52 7-10 33 67 14-32

(Lens culinaris)

Chicharo 50 5 21 59 17.28

(Pisum sativum)

Haba

(Vicia faba L.) 35-45 12 40 60 16-22

Garbanzo 35 6 25 -5 ]

(Cicer arietinum)

Frijol 20-40 7-8 27-36 64-73 12-45

(Phaseolus vulgaris)

Jeong et al. (2019); Chavez-Murillo et al. (2018); Ma et al. (2018); Karaman et al.
(2017); Santana et al. (2014); Joshi et al. (2013).
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2.3.2.1.1.1. Almiddén de haba

Las habas tienen un contenido de 45 a 55% (peso seco) de carbohidratos, siendo
el almidon el componente principal de esta fraccion (35 - 45%, peso seco). El
almidén de haba contiene mas amilosa con relacion a los cereales, siendo esta la
razon de sus propiedades fisicoquimicas (naturalmente mas resistentes, a factores
como temperatura o la digestion, baja viscosidad, entre otros). Ademas, el almidén
de haba contiene pequefias cantidades de nitrdgeno, compuestos minerales, y de
lipidos. Presenta una temperatura mas alta de gelatinizacién en comparaciéon con
el almidon de trigo o papa, la solubilidad y el poder de hinchamiento a 95 °C es
mayor que el del trigo o el almidén de maiz (Fornal et al., 1985).

Debido a que el uso de almidones nativos presenta limitaciones funcionales, una
solucion es modificar los almidones utilizando métodos quimicos, fisicos y/o
enzimaticos para mejorar sus propiedades (Li et al., 2019).

2.3.2.2. Modificaciones de los almidones

Una modificacion es el resultado de un tratamiento usado para cambiar una o mas
propiedades del almidén nativo. Puede modificarse utilizando métodos quimicos o
fisicos (Cuadro 5). Dichas modificaciones mejoran su funcionalidad (como la
capacidad de hinchamiento, viscosidad, solubilidad y temperatura de
gelatinizacion) e incrementan los rendimientos en la microencapsulacion de
compuestos (Sjo6 & Nilsson, 2017). Las modificaciones quimicas incluyen
procesos como la conversion, ligaciones cruzadas o sustitucion y esté tipo de
almidones son usados en la estabilizacién de emulsiones y encapsulacién, siendo
la succinatacion para la obtencion de almidon octenilsuccinato (almidén OSA), una
de las modificaciones quimicas mas comunes. Los almidones OSA pueden retener
y encapsular microorganismos, pigmentos, proteinas, sabores, entre otros
compuestos (Hoyos-Leyva et al., 2016). Ademas, tienen grandes ventajas ya que
presentan alta capacidad emulsionante y espesante, buena tolerancia a
condiciones ambientales adversas a través de la estabilizacién estérica, y puede
proteger ingredientes naturales contra la oxidacién y el proceso de digestiéon. Y
otra ventaja del almidén OSA es que puede usarse directamente como material de

pared para la encapsulacién de compuestos bioactivos (Fang et al., 2019).
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Cuadro 5. Modificaciones fisicas y quimicas del almidoén.

Modificacién
Fisica Quimica
Gelatinizacion Conversioén

Tratamiento por humedad y calor ~ Sustitucion
Tratamiento de presion osmaotica Ligaciones cruzadas
Tratamiento ultrasénico

Tratamiento de altas presiones

Campo eléctrico pulsado

Extrusion

Microondas

Congelacién y descongelacion

Modificado de Sjo6 & Nilsson (2017).

2.3.2.2.1. Almidones succinatados

Los ésteres de almidén succinato (almidones OSA) se obtienen por reaccion
alcalina de anhidridos alguenilsuccinicos con almidon granulado en suspension
acuosa. ElI almidon modificado con OSA obtiene una actividad superficial
especifica incorporando los grupos alquenilo lip6filos de OSA en la molécula de
almidon hidroéfilo, que es la porcion lineal de la amilosa y la porcion ramificada de
la amilopectina. Por lo tanto, la modificacion del almidon con OSA da como
resultado propiedades estabilizadoras, interfaciales, térmicas, reoldgicas, y puede
usarse en la encapsulacion como material de pared (Garcia-Gurrola et al., 2019;
No & Shin, 2019).

El almidén OSA proporciona una alta estabilidad de la emulsién producida por la
formacion de una pelicula fuerte en la interfaz aceite-agua, y evita la aglomeracion
de gotas de aceite. A diferencia de los emulsionantes comunes, el almidon OSA
estd compuesto de granulos de color blanco sin sabor, y su capacidad como
estabilizador de emulsién no afecta la concentracion de iones de hidrégeno y la

fuerza idnica del medio dispersado (Garcia-Gurrola et al., 2019; No & Shin, 2019).
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Se han utilizado soluciones acuosas de almidon OSA para estabilizar
concentrados de sabor en bebidas, salsas de aceite y encapsular sabor, aroma y
vitaminas en formulaciones secadas por aspersion. La Food and Drug
Administration (FDA, por sus siglas en inglés) ha permitido el tratamiento con un
maximo de 3% de almidon OSA para aplicaciones alimentarias (grado de
sustitucion 0.02) (Ovando-Martinez et al., 2017).

Algunos de los almidones que han sido utilizados para la obtencion de almidones
OSA son los siguientes: maiz (nativo, alto en amilosa, alto en amilopectina), trigo,
papa, cebada, arroz, platano verde, amaranto, quinoa, lenteja, frijol entre otros
(Zhu, 2017; Sweedman et al., 2013).

Bao et al. (2003) estudiaron las propiedades fisicas de los almidones OSA
obtenidos a partir de almidones de arroz, trigo y papa. Los almidones OSA de
arroz y trigo presentaron un pico de viscosidad mas alto, en relacion con el
almiddn nativo. La temperatura de gelatinizacion se comportdé de manera diferente
para cada fuente de almidon (para el almidon OSA de arroz fue menor cuando
menor era el grado de sustitucion; para el almidén OSA de trigo la temperatura fue
ligeramente mas baja incluso con un grado de sustitucion alto, y el almidon OSA
de papa presentd una temperatura mayor que el almidén nativo). La entalpia de
todos los almidones OSA disminuyé gradualmente con el aumento del grado de
sustitucion. Ovando-Martinez et al. (2017) y Simsek et al. (2015) evaluaron las
propiedades fisicoquimicas de los almidones OSA de maiz, tapioca, arroz, papa y
trigo, encontrando que sus caracteristicas de emulsificacién, digestibilidad,
microestructura, tamafio de particula, potencial zeta ({), capacidad de
hinchamiento, textura y propiedades térmicas difieren para cada fuente botanica.
Estos estudios mostraron que la magnitud de los cambios en las propiedades
fisicas de los almidones modificados con OSA dependia no solo del grado de
sustitucion, sino también del origen de donde sea extraido el almidon nativo. Por lo
gue es importante determinar el efecto de este tipo de modificacibn en los
almidones de diferentes fuentes, ya que cada tipo de almidén tiene diferentes

propiedades morfoldgicas, estructurales y fisicoquimicas.
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2.3.2.3. Energia de microondas para la obtencion de almidén modificado
Las microondas son ondas electromagnéticas con frecuencias en el rango de 300
MHz a 300 GHz y longitudes de onda en el rango de 1 mm a 1 m. El tratamiento
con microondas es un método de calentamiento térmico ampliamente utilizado en
la industria alimentaria a una frecuencia de 915 MHz o 2450 MHz (Tao et al.,
2020). El campo eléctrico de radiaciéon de microondas vibra alrededor de 4.9 x 10°
veces por segundo, lo que hace que las moléculas polares y los iones se
reorganicen continuamente, se friccionen y colisionen con las moléculas
circundantes a través de induccion electromagnética y, por lo tanto, generen
energia térmica (Tao et al., 2020; Lewicka et al., 2015; Brasoveanu & Nemtanu,
2013).

El almidon es un polimero macromolecular y su respuesta principal a las
microondas es la polarizacién dipolar. Debido a la estructura molecular de cadena
larga y la estructura espacial del almidén, el fendmeno de polarizacion del almidén
es indistinto, lo que lleva a pardmetros dieléctricos extremadamente bajos del
almidon con bajo contenido de humedad. Cuando el almidon se mezcla con
pequefias moléculas polares como el agua, el mecanismo de polarizacion de la
suspensién del almidén puede cambiar, dando como resultado variaciones en las
propiedades dieléctricas (Tao et al., 2020). En comparacién con el calentamiento
tradicional por conduccién, muestras de almidon sometidas a calentamiento por
microondas tuvieron una respuesta dieléctrica mas fuerte y por ende
calentamiento rapido (Fan et al., 2017), lo que demuestra que existe una alta
interaccién entre las microondas y muestras de almidén. El calentamiento por
microondas puede traer cambios significativos en las propiedades reoldgicas del
almiddn, especialmente, reduciendo su viscosidad (Lewicka et al., 2015).

Por otro lado, la energia de microondas se ha utilizado para modificar almidones
nativos, para mejorar sus caracteristicas funcionales. Los almidones modificados
por diversos métodos (fisicos, quimicos o enzimaticos) se utilizan ampliamente en
la industria alimentaria como espesantes, estabilizadores y otros tipos de aditivos
alimentarios. La energia de microondas se ha usado para hidrolizar almidéon de

diferentes fuentes, por ejemplo, almidén de maiz (Zhong et al., 2019; Wang et al.,
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2019), arroz (Guo et al., 2019), papa (Kumar et al., 2020), lenteja (Gonzalez &
Pérez, 2002), chicharo (Zhou et al., 2019), entre otros. También, esta tecnologia
se ha usado para la esterificacion mediante anhidrido octenil succinico de almidon
de maiz (Tong et al., 2019) y almidon de yuca (Jyothi et al., 2005), asi como para
eterificacion y acetilacion de almidon de maiz (Lu et al., 2020; Lin et al., 2018;
Shogren & Biswas, 2006).

La respuesta de microondas de un sistema de almidon esta relacionada
principalmente con la energia de microondas de entrada y las propiedades
dieléctricas del sistema. Debido a los bajos parametros dieléctricos del almidén
nativo como se menciond anteriormente (<10% de humedad), las microondas
tienen poco efecto directo sobre la estructura del almidon a través de su accion
sobre el propio almidon. La Unica excepcion es el uso de irradiacion a largo plazo
de alta potencia mediante microondas fuertes, que puede provocar un
sobrecalentamiento local y, por lo tanto, la carbonizacion del almidén nativo, lo que
da como resultado la generacion de radicales y escisiones de cadenas
moleculares. Sin embargo, existen factores como el tipo de almidén, el contenido
de humedad (actividad del agua, distribucién del agua) y la temperatura que
afectardn conjuntamente las propiedades dieléctricas del sistema (Brasoveanu &
Nemtanu, 2013). Debido a los efectos sinérgicos de estos factores, las microondas
pueden inducir indirectamente una serie de cambios en la morfologia y estructuras
internas de los granulos de almidén. Por lo que, mediante la aplicacion de esta
tecnologia se pretende obtener un material compuesto de almidén resistente-OSA,
mono y oligosacaridos. Los cuales proveeran proteccion térmica al
microorganismo probiotico, por su interaccién con la membrana y pared celular asi

como formacién de una capsula de almidon resistente.
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lll.  Justificacion

La demanda de alimentos ha cambiado de una dieta que proporcionaba energia a
una dieta con un perfil de nutrientes equilibrado y que confiera beneficios a la
salud, dentro de ellos se encuentran los alimentos probiéticos. Estos pueden
mejorar diferentes afecciones como disbiosis, resistencia a patdogenos, prevencion
de trastornos gastrointestinales y modulacion de la respuesta inmunolégica. La
incorporacion de probidticos en diferentes matrices de alimentos podria
representar un gran desafio ya que diferentes especies muestran distintas
sensibilidades a la acidez, temperatura, humedad, entre otras.

Por otro lado, el consumo de productos carnicos cocidos como la salchicha ha
incrementado en los ultimos afos, por lo que es de gran interés el desarrollo de un
producto carnico probiotico de este tipo. La temperatura de coccion en el proceso
de elaboraciébn de una salchicha es el punto critico para la eleccion del
microorganismo.

Lactobacillus rhamnosus GG es uno de los microorganismos probioticos que
tienen gran relevancia en la industria de alimentos debido a sus efectos benéficos
a la salud. Sin embargo, para asegurar su sobrevivencia se pueden utilizar
métodos de encapsulacion con materiales que provean proteccion para aumentar
su viabilidad, en este contexto, el uso de biopolimeros como el almidén es comudn
en las tecnologias de encapsulacion. Actualmente se buscan nuevas alternativas
de fuentes de almidon que provean las caracteristicas necesarias para llevar a
cabo de manera efectiva la encapsulacién. El almidén de haba es una fuente con
alto potencial para ser utilizada por su composicion rica en amilosa, contenido de
almidon resistente y tamafio de granulo. Ademas, para mejorar sus caracteristicas
fisicoquimicas, se pueden realizar modificaciones al almidon nativo usando
tecnologias emergentes. El uso de energia de microondas permitira la obtencion
de un material con caracteristicas anfifilicas y de baja viscosidad, mejorando sus
propiedades de pared. Por lo que la encapsulacién con almidon modificado de
haba proveera proteccion al microorganismo probidtico para su aplicacion en la

elaboraciéon de una salchicha.
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IV. Hipotesis

El uso de energia de microondas en almiddén bajo condiciones acidas permitira la
obtencién de un material altamente hidrolizado en un periodo corto de tiempo,
debido a que cuando el almidén se mezcla con moléculas polares, como el agua y
el &cido, las propiedades dieléctricas del sistema cambian, provocando
movimiento en las moléculas que presentan dipolo eléctrico y por friccion generan
calor rapidamente; este incremento de temperatura y presencia de un acido fuerte
acelera la hidrolisis del almidon. Ademas, mediante la energia de microondas se
llevara a cabo la esterificacion del almidon hidrolizado con anhidrido octenil
succinico, esto permitira la obtenciéon de un material con mayor estabilidad, debido
a los enlaces éster formados, asi como la presencia de compuestos remanentes
derivados de la hidrdlisis del almidén (azucares reductores). ElI material de
microencapsulacién proveerd mayor proteccion al microorganismo Lactobacillus

rhamnosus GG, favoreciendo su sobrevivencia en salchicha cocida.
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V.

5.1.

Objetivos

Objetivo general

Obtener un material encapsulante a partir de almidon de haba modificado por

energia de microondas que provea proteccion térmica al microorganismo

Lactobacillus rhamnosus GG para su incorporacion en un producto carnico cocido

(salchicha).

5.2.

Objetivos especificos

Evaluar las propiedades funcionales del almidon de haba hidrolizado y
esterificado usando la tecnologia de microondas.

Evaluar la aplicacion del almidén modificado por microondas en la
encapsulacion de Lactobacillus rhamnosus GG mediante secado por
aspersion.

Desarrollar un producto carnico cocido (salchicha) con la adiciébn de
Lactobacillus rhamnosus GG encapsulado con almidon modificado de haba.
Evaluar in vitro la sobrevivencia al tracto gastrointestinal de Lactobacillus
rhamnosus GG incorporado en salchicha.

Evaluar la vida de anaquel de la salchicha con la adicion de Lactobacillus
rhamnosus GG encapsulado con almidon modificado de haba.
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VI. Metodologia
A continuacion, se muestra un diagrama general de trabajo, el cual se describira

en los puntos siguientes (Figura 8).

Leguminosa (grano) Vida de anaquel instrumental

Extraccién y caracterizacion T
del almiddn nativo Evaluacion in vitro de la sobrevivencia
l al tracto gastrointestinal
Aplicacidn de energia de microondas T
para la modificacién del almidén nativo . )
. L . Evaluacion sensorial
Disefio hidrolisis (24, 1/2) Disefio esterificacion (23)
Factor -1 1 Factor -1 1 T
Humedad, % 20 40 Almidén
HCI, % 2 4 hidrolizado HFBS2 HFBSS8 i
Tiempo, s 30 60 Tiempo, s 30 60 c Ir;gredlgnte 4;‘333 (9)
Potencia 2 6 Potenci 2 10 ame de cerdo .
oencia . Carde de res 180.00
Formulaciony | 4140 89 50
.l, elaboracion de  Hielo 250.00
Microencapsulacién por secado por aspersion de salchicha tipo rF\lgs(,:thos 22-83
Lactobacn‘!.us rhamnosus GG ll.lsando el almidén ~ Viena co_r! la Sal cura (5% nitito) 200
modificado como material de pared incorporacion de  pimiento rojo 350
> . .
Disefio factorial (22) Lactobacillus ﬁ‘ﬁ;ﬂr olvo ggg
Foacior 1 1 rhamnosus GG GJI p ] o
- ; utamato monosadico .
Temperatura de entrada (°C) 120 140 microencapsulado " .
) ; Eritorbato de sodio 0.50
Flujo (mL/min) 7 12 -
Pimienta negra 0.05

Figura 8. Diagrama de trabajo.

6.1. Extraccion del almidén de haba

Los granos de leguminosa se molieron en un molino granulador con sistema de
cuchillas y malla integrada para la obtencién de un polvo fino (harina). La
extraccion del almidén se realiz6 mediante lo descrito por Li et al. (2019) con
algunas modificaciones. La harina (~ 300 g) se suspendié en 750 mL de agua
destilada y se agitdé durante 1 h. Después, el sobrenadante fue decantado
cuidadosamente, la capa de proteina en la parte superior del precipitado se
elimind manualmente con una espatula, esta etapa de eliminacién de proteinas se
repiti6 dos veces. El sedimento se resuspendié en 600 mL de agua destilada,
seguido de la adicion de NaOH 0.5 M y agitacion durante 1 h para solubilizar las
proteinas restantes. La suspension se dejo reposar 12 h a temperatura ambiente.

Posteriormente se realiz6 una molienda hiameda con un molino de piedras
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(FUMASA), la suspension obtenida fue tamizada en mallas de 30, 100 y 200
standard sieve (U.S.) y los residuos retenidos en cada malla se lavaron con agua
para recuperar la mayor parte de almidon, en esté etapa se logré la separacion de
fibra y proteinas solubles. El almidon se dej6é reposar toda la noche a 5 °C con
bisulfito de sodio al 0.2 %, se retir0 el sobrenadante y se sec6 el residuo (almidén
nativo) a 40 °C en un horno de conveccién durante 24 h. El almidén seco se molié
y tamiz6 en malla 100 (U.S.).

6.1.1. Caracterizacion del almidon de haba

6.1.1.1. Andlisis proximal

Las determinaciones de humedad (925.09), proteina (979.09), grasa (923.05) y
cenizas (923.03) se realizaron de acuerdo a lo descrito en la AOAC (2000).
6.1.1.2. Contenido de almidén resistente

La concentracion de almidén resistente se realizd6 mediante un kit enzimatico de
acuerdo a las especificaciones del proveedor (Megazyme K-RSTAR).

6.1.1.3. Contenido de amilosa y amilopectina

El contenido de amilosa y amilopectina se realiz6 mediante un kit enzimatico de
acuerdo a las especificaciones del proveedor (Megazyme K-AMYL).

6.1.1.4. Perfil de viscosidad

El perfil de viscosidad se evalué usando un equipo Rapid Visco Analyzer (RVA)
modelo Super 4 (Newport Scientific PTY Ltd., Sydney, Australia). Pesar 2 g de
muestra (BS) y afiadir 28 mL de agua destilada. Las mediciones se realizaron
segun las especificaciones del método AACC 61-02 (1999). La temperatura inicial
(50 °C) se mantuvo durante 1 min y luego se aument6 a 92 °C a una velocidad de
calentamiento de 5.5 °C/min. Cuando se alcanza la temperatura especificada, esta
temperatura permanece constante durante 5 minutos; el enfriamiento se realiz6 a
la misma velocidad de calentamiento hasta alcanzar una temperatura final de 50
°C, mantenida durante 2 min. La duracion total de corrida fue de 23 min. Los
resultados obtenidos del equipo se expresaron en unidades de viscosidad (cP).
6.1.1.5. Microscopia electrénica de barrido

La morfologia de los granulos de almidén se analiz6 mediante microscopia

electronica de barrido de emision de campo (FE-SEM, S-4700, Hitachi, Japdn). Se
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mont6 una gota de polvo en una oblea de silicio y se dej6 secar en un desecador;
posteriormente, la oblea se mont6 con cinta adhesiva doble cara de grafito y se
recubrié con oro por pulverizacion catédica a un tiempo de exposicion de 60s
antes de la observacion a diversos aumentos.

6.1.1.6. Calorimetria diferencial de barrido

Las propiedades térmicas se realizaron mediante un calorimetro diferencial de
barrido (DSC Mettler Toledo, modelo 821). Pesar 3 mg de muestra molida con un
tamafo de particula de 250 um (tamiz de malla 60) y agregar 7 mg de agua
destilada en un crisol de aluminio de 40 pL, luego se sellaron herméticamente. Se
coloco el crisol sobre el aparato y la muestra se calenté de 30 °C a 100 °C a una
velocidad de 10 °C/min. A partir del gréfico de calor obtenido, se pudieron
determinar los siguientes parametros: temperatura inicial (To), temperatura final
(Tc), temperatura mas alta (Tp), asi como entalpia de gelatinizacion (AHg)
(Narvaez et al., 2007).

6.2 Energia de microondas para la modificacién del almidon de haba

La hidrolisis del almidén se llevé acabo de la siguiente manera. Se utilizé un horno
de microondas convencional (Panasonic NN-SB646S, China), la frecuencia de
trabajo fue de 2450 MHz y la potencia eléctrica maxima fue de 1100 W. Se evalu6
un disefio factorial fraccional (24*) para la hidrélisis acida. Los factores y niveles
(nivel bajo, -1 y nivel alto, +1) utilizados fueron: humedad (M), 20 y 40%;
concentracion de &cido clorhidrico (A), 2 y 4%; tiempo (T), 30 y 60 s; y nivel de
potencia (P), 2 y 6. El almidon nativo de haba se acondicioné a un contenido de
humedad y concentracion de HCI de acuerdo con la matriz de disefio (Cuadro 6),
posteriormente se estabilizd6 por 12 h a 4 °C. Las muestras de almidén se
sometieron a los tratamientos de microondas mostrados en el Cuadro 6, se
dejaron enfriar y se ajusto el pH a 7.0 con NaOH al 2%, luego se secaron a 40 °C
por 24 h, para ser procesadas en un molino (Krups GX4100, Ciudad de México,
México) y tamizadas con una malla 60 para obtener los almidones hidrolizados de
haba (HFBS). Como control se realizé la hidrélisis mediante el método

convencional de acuerdo a lo descrito por Murta-Pagola et al. (2009). La muestra
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hidrolizada se molio (Krups GX4100, Ciudad de México, México) y tamiz6 con una
malla 60 para obtener el almidén hidrolizado por método convencional (CFBS).

Cuadro 6. Matriz de disefio correspondiente al disefio factorial fraccional 24 para
la hidrélisis acida del almidén por microondas.

. Humedad Concentracion Tiempo Potencia
Tratamientos

(M) de acido (A) (M (P)

HFBS1

-1 -1 -1 -1
20%M/2%A/30T/2P
HFBS2

1 -1 -1 1
40%M/2%A/30T/6P
HFBS3

-1 1 -1 1
20%M/4%A/30T/6P
HFBS4

1 1 -1 -1
40%M/4%A/30T/2P
HFBS5

-1 -1 1 1
20%M/2%A/60T/6P
HFBS6

1 -1 1 -1
40%M/2%A/60T/2P
HFBS7

-1 1 1 -1
20%M/4%A/60T/2P
HFBSS8

1 1 1 1
40%M/4%A/60T/6P

Una vez determinado el mejor tratamiento para la hidrdlisis del almidoén, esté
material se sometié a la modificacion quimica por microondas de acuerdo a la
siguiente metodologia. Se evalué un disefio factorial fraccional (2% para la
esterificacién. Los factores y niveles (nivel bajo, -1 y nivel alto, +1) utilizados
fueron: almidén HFBS2 y HFBSS8; tiempo (T), 30 y 60 s; y nivel de potencia (P), 2y
10. El almiddn hidrolizado se solubilizé y se adicion6 una concentracion de 3% de
reactivo anhidrido octenil succinico (OSA, base seca), posteriormente el pH se
ajustdé a 8.5 con una solucion al 1% de NaOH. Las muestras de almidon se
sometieron a los tratamientos de microondas de acuerdo a lo mostrado en el

Cuadro 7, se dejaron enfriar y se ajusté el pH a 7.0 con NaOH al 2%, luego se
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secaron a 40 °C por 24 h, para ser procesadas en un molino (Krups GX4100,
Ciudad de Meéxico, México) y tamizadas con una malla 60 para obtener los
almidones modificados de haba (MFBS).

Cuadro 7. Matriz de disefio correspondiente al disefio factorial fraccional 23 para la
modificacion quimica del almidén por microondas.

Tratamientos Almidon Tiempo  Potencia
(HFBS) M )

MFBS1

-1 1 1
HFBS2/30T/2P
MFBS2

1 -1 1
HFBS8/30T/2P
MFBS3

_1 1 -1
HFBS2/60T/2P
MFBS4

1 1 1
HFBS8/60T/2P
MFBS5

-1 -1 1
HFBS2/30T/10P
MFBS6

1 -1 1
HFBS8/30T/10P
MFBS7

_1 l l
HFBS2/60T/10P
MFBSS8
HFBS8/60T/10P

6.2.1. Caracterizacién del almidon hidrolizado y modificado

6.2.1.1. Concentracion de almidon resistente

La metodologia se realiz6 de acuerdo a lo descrito en el apartado 6.1.1.2.

6.2.1.2. Perfil de viscosidad

La metodologia se realizo de acuerdo a lo descrito en el apartado 6.1.1.4.

6.2.1.3. Espectroscopia de transmision de infrarrojo

Los espectros obtenidos mediante espectroscopia de transmision de infrarrojo con

transformada de Fourier (FTIR) se realizaron con un espectrometro Spectrum GX
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(Perkin Elmer, MA, EE. UU.), con un accesorio de reflectancia difusa (modelo Pike
Technology). Las muestras se prepararon moliéndolas finamente con KBr en una
proporcion de 1:100 (w/w) y se escanearon en un rango de numero de onda de
400 a 4000 cm™™,

6.2.1.4. Calorimetria diferencial de barrido

La metodologia se realiz6 de acuerdo a lo descrito en el apartado 6.1.1.6.

6.2.1.5. Grado de sustitucion

El grado de sustitucion se determiné de acuerdo al método descrito por Kweon et
al. (2001). La muestra de almidon-OSA (5 g, peso seco) se peso y se le afadieron
25 mL de una solucién 2.5 M HCI en alcohol isopropilico, la solucion se dispersé
con precisién agitando durante 30 min. Posteriormente se afiadieron 100 mL de
una solucién acuosa de alcohol isopropilico al 90 % (v/v) y la suspension se agitd
durante 10 min adicionales. La suspension se filtré a través de un filtro de vidrio y
el residuo se lavé con una solucion de alcohol isopropilico al 90 % hasta que ya no
se pudo detectar CI- (usando una solucién 0.1 M de AgNQO3). El almidén se volvié a
dispersar en 300 mL de agua destilada, y luego la dispersion se llevé a ebullicion
durante 20 min. La solucién de almidon se titulé con solucién de NaOH estandar
0.1 M, usando fenolftaleina como indicador. Se valoré simultaneamente un blanco
de almidon nativo. El grado de sustitucion (GS) se calculé de acuerdo con la

siguiente ecuacion:
0.162 (V x M)/ W
1-(0.210 x (V x M)/W)

Donde V es el volumen de la solucidbn acuosa de hidroxido de sodio utilizado

Grado de sustitucion=

durante la titulacion, M es la molaridad de la solucion acuosa de hidroxido de sodio
y W es el peso de la muestra.

La eficiencia de reaccién (ER) se calcul6 mediante la siguiente ecuacion: (GS
obtenido/ GS tedrico) x 100.

6.3. Encapsulacion mediante secado por aspersion

La cepa de L. rhamnosus GG se resuspendiéo en 100 mL de caldo MRS y se
incubo (Felisa®) a 37 °C durante el tiempo necesario hasta obtener una densidad

optica de aproximadamente 1 a una A= 600 nm, correspondiente a 10 logaritmos
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de unidades formadoras de colonias (UFC) por mililitro (Log UFC/mL) de
concentracion. La microencapsulacion se realizé utilizando un secador por
aspersion (BUCHI Mini Spray Dryer B-290®). Cada suspension bacteriana se
centrifugd a 10,000 g durante 10 min, se realizaron dos lavados de peptona (0.5
%), finalmente el sedimento se resuspendié en 100 mL de una soluciéon que
contuviera el almidén-OSA, y se homogeneiz6 a 7,000 rpm durante 1 min (IKA®
T18 digital ULTRA TURRAX®) (Murua-Pagola et al., 2009; Pérez-Chabela et al.,
2013a; Pérez-Chabela et al., 2013b; de Mantos y et al., 2019), como control se
utilizé almidén modificado N-LOK® (Ingrediéon®). Se evalud un disefio factorial (22)
para la microencapsulacion del microorganismo. Los factores y niveles (nivel bajo,
-1 y nivel alto, +1) utilizados fueron: Temperatura de entrada, 120 y 140 °C; y flujo,
7 y 12 mL/min. El diametro de boquilla de la tobera fue de 0.7 mm, y la suspensién
de solidos fue del 30 %. Los criterios de respuesta para la eleccion del mejor
tratamiento fueron rendimiento y sobrevivencia. El porcentaje de rendimiento se
calculé tomandose en cuenta los sélidos de la suspension y los obtenidos después
del secado por aspersion.

6.3.1. Recuento de bacterias y eficiencia de encapsulacion

Para determinar la viabilidad celular, las células se liberaron completamente de las
microcapsulas, rehidratando 1 g de las células encapsuladas en 9 mL de caldo
MRS vy utilizando un vortex. Se llevaron a cabo las diluciones pertinentes para el
recuento en placa de agar MRS (incubadas a 37 °C durante 24 h, bajo condiciones
de anaerobiosis), reportando las unidades formadoras de colonias por mililitro
(Gomez-Mascaraque et al., 2017; Pérez-Chabela et al., 2013a). EI numero de
células viables antes (No) y después del secado (N) se evalud y expresé como
eficiencia de encapsulacion (EE): % EE= (N/No) x 100 (Rajam et al., 2015).

6.3.2. Caracterizacién de las microcapsulas

6.3.2.1. Actividad de agua

El contenido de agua de las microcdpsulas se determiné utilizando un instrumento
de actividad de agua (AqualLab, Pawkit, Decagon®).

6.3.2.2. Microscopia electrénica de barrido

La metodologia se realizo de acuerdo a lo descrito en el apartado 6.1.1.5.
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6.3.2.3. Calorimetria diferencial de barrido

Las propiedades térmicas se realizaron mediante un calorimetro diferencial de
barrido (DSC Mettler Toledo, modelo 821). Pesar 3 mg de muestray 7 mg de agua
destilada en un crisol de aluminio de 40 pyL y luego sellar herméticamente. Se
colocé el crisol sobre el equipo; la muestra se calenté de 30 a 200 °C, a una
velocidad de 10 °C/min. Del termograma obtenido se determiné la temperatura de
fusion de las microcapsulas (Ty).

6.4. Formulacién y elaboracion de salchichatipo Viena

La elaboracion de la salchicha se realizo a partir de una formulacion tradicional de
salchicha tipo Viena (Cuadro 8). Se compré carne de res y cerdo magra,
eliminando la grasa visible y el tejido conjuntivo. La carne se molio a través de una
placa de 0.42 cm en una picadora de carne Torrey y se mezclé con NacCl, sal de
curado (nitrito de sodio, 5% de NaNO2) y una mezcla comercial de fosfatos
(McCormick PESA), con la mitad del hielo total, durante 1 min. Se afadio el resto
del hielo y la grasa congelada hasta la incorporacién total de los ingredientes (1
min), controlando la temperatura de la mezcla por debajo de 12 °C, transcurrido el
tiempo se afiadieron los probidticos microencapsulados a la masa cérnica a una
concentracion de aproximadamente 108 UFC/mL y se mezclé durante un minuto.
Se us6 un lote sin la adicién de probidticos como control. Las masas carnicas se
embutieron en envolturas de celulosa de 20 mm de diametro y se cocinaron en
bafio de agua caliente (75 °C) hasta alcanzar una temperatura interna de 72 °C,
posteriormente se enfriaron en bafo de hielo, se desfundaron y empacaron al
vacio con empaques semipermeables al oxigeno. Las salchichas se almacenaron

a 4 £ 2 °C hasta su posterior andlisis (Pérez-Chabela et al., 2008).

Cuadro 8. Ingredientes que se emplearon en la elaboracion de salchicha de cerdo

tipo Viena.
Ingrediente Peso (g)
Carne de cerdo 451.00
Carde de res 180.00
Lardo 89.50
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Hielo 250.00

NaCl 20.00
Fosfatos 4.00
Sal cura (5% nitrito) 2.00
Pimiento rojo 3.50
Azlcar 2.00
Ajo en polvo 0.50
Glutamato monosaodico 1.00
Eritorbato de sodio 0.50
Pimienta negra 0.05

6.4.1. Determinaciones en la salchicha tipo Viena

6.4.1.1. Andlisis proximal

La metodologia se realizé de acuerdo a lo descrito en el apartado 6.1.1.1.

6.4.1.2. Colory pH

Los pardmetros de luminosidad (L*), indice rojo-verde (a*) e indice amarillo-azul
(b*) se midieron con un espectrocolorimetro MiniScan HunterLab (con Iluminante
D65 a 10° del observador, tamafio de puerto de 31.8 mm y area de observacion de
25 mm). Las muestras fueron molidas y la pasta se colocé en un vaso de vidrio
(HunterLab Glass Sample) para su medicién (AMSA, 2012). El pH y temperatura
se determiné usando un potencibmetro HI 99163 (HANNA instruments Inc).
Medidor calibrado a dos puntos, 4y 7.

6.4.1.3. Textura

La muestra de salchicha se corté en trozos 2 cm para realizar el andlisis de pefrfil
de textura mediante un texturometro TA.XT-Plus (Texture Analyser®). Se usaron
dos ciclos consecutivos de compresion (50%) con una sonda acrilica de 40 mm de
diametro a una velocidad de 1 mm/s con un periodo de espera de 5 s (Barragan et
al., 2019). Con las curvas obtenidas se calcularon los parametros de dureza,
cohesion y elasticidad.

6.4.1.4. Concentracion de nitritos

La determinacion de nitritos se realizé de acuerdo con lo especificado por la
AOAC, método 973.31-1996.
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6.4.1.5. Analisis microbioldgico

Para los recuentos microbiolégicos, se homogeneizaron asépticamente 10 g de
muestra de salchicha en un recipiente estéril con 90 mL de agua con peptona (0.5
%) y se realizdé la homogenizacion de la muestra mediante un equipo Stomacher
(BagMixer®). Después se realizaron diluciones decimales pertinentes y se realizé
recuento en placa, numero mas probable o presencia/ausencia con los medios
correspondientes segun sea el caso: mesofilos aerobios, agar para cuenta
estandar (extracto de levadura, triptona, dextrosa, agar y agua) a 31 * 1°C;
Escherichia coli, caldo bilis verde brillante y agar eosina azul de metileno a 37 *
1°C; Listeria monocytogenes, agar oxford y agar PALCAM a 37 = 1°C; Salmonella
spp, caldo RVS, caldo MKTTn, agar XLD, agar ASB y agar verde brillante a 35 £
1°C vy, lactobacilos, agar MRS a 37 = 1°C (NOM-213-SSA1-2018).

6.4.1.6. Sobrevivencia a digestion in vitro

La simulacion de las condiciones gastrointestinales se realiz6 de acuerdo con los
meétodos propuestos por Madureira et al. (2011), Falfan-Cortés et al. (2014), Kim et
al. (2018), Poletto et al. (2019), de Mantos et al. (2019) y Hugues-Ayala et al.
2019), en donde las células libres o muestra de salchicha se sometieron a
diferentes condiciones, simulando las secciones del tracto gastrointestinal: boca, 1
g de muestra se homogeneizé en 5 mL de saliva artificial (1.7 mL de NaCl (175
g/L), 290 mg de a-amilasa, 0.22 g/L CaCl: manteniendo un pH de 6.8) y se
homogeneiz6 con un Stomacher (BagMixer®) durante 1 min para simular la
masticacién, se dej6 a 37 °C con agitacibn constante durante 4 min;
esOfago/estdbmago, a la muestra anterior se le afiadieron 10 mL de fluido géastrico
(18 mL de CaClz di hidratado (22.2 g/L), 6.5 mL de HCl y 2.5 g de pepsina)
ajustando el pH a 2 con HCI 1 M o NaOH 1 M, la muestra se agité y se mantuvo a
37 °C con agitacion constante durante 90 min; duodeno: al medio anterior se le
adiciono 10 mL de jugo intestinal (9 mL de CaClz di hidratado (22.2 g/L), 6.3 mL
KCI (89.6 g/L) y 9 g de pancreatina) y 5 mL de jugo biliar (68.3 mL de NaHCOs3
(84.7 g/L) y 15 g de bilis bovina) ajustando el pH a 5 con NaHCO3 1 M o HCI 1 M,
las muestras se agitaron y mantuvieron a 37 °C con agitacion constante durante

20 min; ileon: el pH fue ajustado a 7 con NaHCO3 0.1 M y se incub6 a 37 °C con
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agitacion constante durante 90 min. Se realiz6 la toma de muestras para evaluar la
sobrevivencia a los tiempos 0, 90 min (estbmago), 110 min (duodeno) y 200 min
(ileon), mediante el método de recuento en placa.

6.5. Evaluacion sensorial

Se realizd el analisis sensorial (Categoria A: sin riesgo) con panelistas no
entrenados (n=45) donde se evaluaron los siguientes atributos del producto:
sabor, jugosidad, textura, cohesividad y apariencia general, mediante una escala
hedonica de 9 puntos (Anexo I). Se reclutaron panelistas de una edad de 18 a 60
afos de edad (hombres y mujeres) en la Universidad Autonoma de Querétaro que
consumen regularmente productos carnicos embutidos, se usaron posters para
ayudar a reclutar a los panelistas (Anexo Il). Antes de la evaluacion se les
proporcion6 una carta de consentimiento informado (Anexo III).

Se garantiz6 la inocuidad del producto mediante analisis microbiolégico (de
acuerdo a la seccién 6.4.1.5). Las muestras evaluadas se cortaron en trozos de
aproximadamente 3 cm, se calentaron por 2 min y se presentaron sobre platos de
unicel, cada panelista recibié las muestras, agua y una galleta sin sal. Si la
salchicha no tenia buenas calificaciones se procederia a la reformulacion.
También, se realiz6 una prueba triangular acorde a lo descrito por British Standard
(BS ISO 4120:2004) para determinar si existia similitud entre las muestras de
salchicha que tenian probidticos y la salchicha control que no tenian probidticos.
6.6. Vida de anaquel instrumental

Para la evaluacion de la vida de anaquel las muestras recién preparadas fueron
empacadas al vacio con un empaque no permeable al oxigeno, se mantuvieron en
almacenamiento bajo refrigeracién a una temperatura de 4 °C por un periodo de
30 dias. Se tomaron muestras a los dias 0, 10, 20 y 30 dias para su analisis.

6.6.1. Determinaciones

6.6.1.1. Color, pHy temperatura

La metodologia se realiz6 de acuerdo a lo descrito en el apartado 6.4.1.2.

6.6.1.2. Textura

La metodologia se realiz6 de acuerdo a lo descrito en el apartado 6.4.1.3.
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6.6.1.3. Concentracion de nitritos

La metodologia se realiz6 de acuerdo a lo descrito en el apartado 6.4.1.4.

6.6.1.4. Andlisis microbiolégico

La metodologia se realizé de acuerdo a lo descrito en el apartado 6.4.1.5.

6.6.1.5. Oxidacion lipidica

Para la determinacién de la oxidacién lipidica se pesaron 5 g de muestra, los
cuales se homogenizaron en un bafio de hielo mediante un homogeneizador IKA
T25 Ultra Turrax (Alemania) con 20 mL de una soluciéon de éacido tricloroacético
(TCA), al 5% w/v durante 1 min. El homogenizado se centrifugd durante 20 min a
10,000 rpm, 4 °C. Posteriormente, el sobrenadante se filtr6 con papel filtro
Whatman No. 4, el filtrado se colectd en tubos protegidos de la luz y se almacenoé
a -20 °C, para su posterior analisis. La determinacion de las especies reactivas al
acido 2-tiobarbitarico (TBARS) se realiz6 tomando 1 mL del extracto y se le
adicion6 1 mL de &cido tiobarbitarico (TBA) 80 mM, se agité y se sometié a un
tratamiento térmico a 95 °C durante 30 min, se enfri6 con bafio de hielo y
posteriormente se registro la absorbancia a 530 nm (Raharjo et al., 1993). Los
resultados fueron expresados como mg de malondialdehido (mg MDA)/kg de
muestra, calculados a partir de una curva de calibracion utilizando como estandar
malondialdehido.

6.7. Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados de acuerdo a las restricciones de los disefios.
Para las variables que sigan una distribucion normal se utiliz6 un andlisis de
varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95%, mientras que las variables
gue no siguieron una distribucién normal fueron analizadas por medio de pruebas

no paramétricas.
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VIl. Resultados y discusién

7.1  Composicion del almidén nativo de haba

El rendimiento de extraccién de almidon de las semillas de haba (Vicia faba L.) fue
de 30-33%, similar a lo encontrado por Ambigaipalan et al. (2011) donde los
autores reportan un rendimiento del 33%. Debido a la presencia de proteinas
insolubles, fibra y minerales dentro de los granulos de almiddn, es dificil obtener
almidon puro de las leguminosas. La pureza del almidon generalmente esta
influenciada por el método de extraccion, en el presente trabajo se utilizd el
método humedo, el cual presenta un menor rendimiento, sin embargo, se logran

obtener almidones con un mayor grado de pureza (Li et al., 2019).

Los datos de la composicion proximal del almidon nativo de haba (NFBS) se
presentan en el Cuadro 9. En el contenido de humedad se obtuvo un valor de
8.3%, el cual esta dentro del intervalo (7 - 15%) obtenido por almidones nativos de
leguminosas. Asi mismo, el contenido de cenizas fue 0.07% similar a lo reportado
por Zhang et al. (2019) para semilla de haba. El contenido de proteina fue de
0.85% el cual esta por arriba de lo reportado por Haasen & Shi (1991, 0.16 -
0.30%), Ambigaipalan et al. (2011, 0.38%) y Zhang et al. (2019, 0.30%) para haba.
Otros autores como Hoover et al. (2010) reportan valores similares de proteina
(0.33-0.83%) a los obtenidos en este trabajo para la misma leguminosa. Estas
diferencias pueden deberse al método de extraccion del almidon usado. Sin
embargo, el alto contenido de proteina no afecta de manera negativa el uso del
almidén nativo de haba. El valor relativamente alto de proteina de este trabajo
podria ser importante debido a la posibilidad de formar complejos proteina -
almidon lo cual tiene un efecto sobre la formacion de almiddn resistente (Sajilata et
al., 2006). Con relacion al contenido de lipidos en este trabajo, se encontrd que el
almidon nativo tiene 2.04%, siendo mas alto que lo reportado por Hoover et al.
(2010, 0.08 - 1.40%). El contenido de lipidos en el almidon es de gran importancia

debido a que se puede llevar a cabo la formacion de un complejo amilosa - lipido

51



(almidodn resistente tipo 5), y por lo tanto incrementarse el contenido de almiddn
resistente (Sajilata et al., 2006). De manera general, el grado de pureza del
almidon se califica de acuerdo a su composicion de cenizas y proteina, almidones
de alta pureza contienen solo 0.04-0.50% de proteina y 0.01-0.20% de cenizas (Li
et al., 2019); los resultados indican que el almidon obtenido de la semilla de haba

tiene un grado de pureza alto, similar al de otras leguminosas.

Cuadro 9. Composicion proximal del almidon nativo de haba*.

Almidoén Humedad, % Cenizas, % Grasa, % Proteina, %

Haba (Vicia faba L.) 8.25+0.146  0.07+0.029  2.04+0.032  0.85+0.012

*Los resultados se expresan como la media + DE, n= 3 replicaciones, base humeda.

7.2  Caracterizaciéon del almidon nativo de haba y productos hidrolizados

La caracterizacion de NFBS, CFBS y HFBS se presenta en el Cuadro 10. Los
resultados de NFBS fueron similares a los ya reportados anteriormente (Li et al.,
2019; Zhang et al., 2019; Piecyk & Domian, 2021). Los contenidos de amilosa y
almidon resistente mostraron valores de 38.3 y 12.8%, respectivamente. Se han
reportado valores mas bajos (de 25.8 a 33.6%) para amilosa y mas altos para el
almidon resistente (de 8.1 a 15.0%) en almidones aislados de diferentes cultivares
de haba (Ambigaipalan et al.,, 2011). Todos los ensayos realizados empleando
energia de microondas (EM) y acido clorhidrico (AC), incluido el CFBS,
presentaron valores mas bajos de amilosa y almidon resistente que el almidén
nativo. El contenido de amilosa resultante tras la hidrolisis del almidon varia de
acuerdo con la fuente de almidon y las condiciones de hidrdlisis. Los
conocimientos existentes sobre el tratamiento con microondas de almidones con
contenidos de amilosa completamente diferentes al del presente trabajo, sugieren

que la EM se transmite preferentemente a la region amorfa del granulo de
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almiddn, y las regiones cristalinas se ven afectadas posteriormente (Wang &
Copeland, 2015).

Las condiciones de hidrélisis del almidon de haba disminuyeron ligeramente la
liberacion de amilosa, aunque la aplicacién de condiciones severas de humedad,
concentracion de &cido y energia de microondas (HFBS8) dio como resultado el
mayor contenido de amilosa y menor almidén resistente. La hidrélisis acida
disminuye la viscosidad y aumenta la solubilidad. Ademas, cuando se aumenta el
tiempo de reaccion de la hidrélisis en almidon de maiz, la cristalinidad del almidon
aumenta relativamente mientras que su contenido de amilosa disminuye
(Atichokudomchai, Shobsngob, & Varavinit, 2000). El tratamiento hidroliza las
zonas amorfas del almidén y existe un aumento relativo de las zonas cristalinas
formadas mayoritariamente por amilopectina. El tratamiento con microondas
redujo el grado de ramificacion de la amilopectina en el almidon de semilla de loto,
lo que condujo a la degradacion de las cadenas lineales y a la reduccion de las
regiones cristalinas, 1o que promovié aun mas la formacién de almidon resistente
durante el enfriamiento (Zeng et al.,, 2016). Amaya-Llano, Martinez-Bustos,
Martinez Alegria, & Zazueta-Morales (2011) reportaron que la concentracion de
acido de 1-3% redujo el contenido de amilosa de los almidones de jicama y maiz,
sin embargo, un gran incremento (3-5%) eleva el contenido de amilosa de ambos
almidones. Este aumento de amilosa se atribuyé al rédpido grado de
despolimerizacion de la amilopectina. Se observd que no hay diferencias
significativas entre NFBS y CFBS en los indices de solubilidad y absorcion, similar
a lo reportado por Cruz-Benitez et al. (2019) para el almidén de yuca.

El tratamiento HFBS8 mostr6 las mayores diferencias debido a la clara
despolimerizacion de los granulos. Asi, la solubilidad en agua se incrementé de
2.5 a 49.5%, lo que también puede ser corroborado por el aumento de los
azucares reductores hasta 4.7 g/L. Este comportamiento fue similar al reportado
por Gonzalez & Pérez (2002) en almidén de lenteja modificado por irradiacion de
microondas. El tratamiento HFBS8 fue capaz de retener el agua dentro de su

estructura, tal vez debido al proceso de recristalizacion. Sin embargo, otra
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posibilidad podria ser que este intenso tratamiento provocara cambios
estructurales en las moléculas de amilopectina, lo que dio lugar a la formacién de
cadenas de amilopectina mas largas debido a la fusion de los granulos y expuso
mas grupos hidroxilos, aumentando asi el poder de hinchamiento (Deka & Sit,
2016).

Para comprender el mecanismo del fendmeno de hidrdlisis 4cida mediante energia
de microondas, se interpretan los resultados de las interacciones entre los factores
para cada variable. Todos los efectos de las interacciones fueron estadisticamente
significativos para cada variable de respuesta, excepto para almidon resistente e
indice de absorcién de agua en la interaccion humedad con acido (Figura 9, B-1y
D-1). Los efectos de las interacciones sobre la concentracion de amilosa (Figura 9.
A-1, 2 y 3), solubilidad (Figura 9. C-1, 2 y 3) y azucares reductores (Figura 9. E-1,
2 y 3) muestran que sélo con una baja concentracion de acido, poco tiempo de
tratamiento y un bajo nivel de potencia, cuando se modifica la humedad del 20 al
40%, no se produce un cambio estadistico. Este comportamiento podria deberse a
que, a estos niveles, las moléculas no alcanzan un estado de excitacion suficiente
para modificar en gran medida la estructura del almidon (Kumar et al., 2020).
Mientras que, para niveles altos de cada factor, se observa que se produce una
fuerte hidrdlisis y, por tanto, un aumento de la amilosa, de la solubilidad y de los
azucares reductores.

Para los efectos de las interacciones significativas sobre almidon resistente
(Figura 9. B-2 y 3), se observa que la humedad afecta su concentracion solo
cuando T= 60 o P= 2. Se ha reportado que el contenido de almidon resistente
disminuye dependiendo del grado de hidrdlisis acida y sus condiciones, es decir,
temperatura, tiempo, tipo de &cido y concentracién (Espinosa-Solis, Sanchez-
Ambriz, Hamaker, & Bello-Pérez, 2011; Sajilata et al., 2006; Wang et al., 2019).

La interaccion no significativa entre humedad y concentracion de acido (Figura 9.
B-1) muestra que la concentracién de almidon resistente disminuye cuando la
humedad aumenta. Esta reduccion es independiente del valor de la concentracion

de acido, probablemente porque ambos factores pueden modificar el almidon. La
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humedad mejora el movimiento molecular en condiciones de EM, escindiendo las
cadenas de amilopectina y amilosa (Yang et al., 2017; Zhong et al., 2019),
mientras que el acido puede modificar por si mismo el almidén por la accion de los
iones de hidrégeno que reaccionan con el atomo de oxigeno del enlace glicosidico
a-(1,4) o a-(1,6) (Li et al., 2017). Por lo tanto, ambos factores disminuyeron
aditivamente el contenido de almiddn resistente. Los niveles altos produjeron
materiales con menor concentracion, tal vez debido a la hidrdlisis severa.

En cuanto a los efectos significativos de la interaccion sobre la absorcién de agua
(Figura 9. D-2 y 3), se puede observar que cuando el contenido de humedad
aumenta del 20 al 40%, la absorcién de agua siempre aumenta, especialmente
cuando T= 60 o P= 6. El efecto de interaccion no significativo, correspondiente a
humedad con &cido (Figura 9, D-1), muestra que la absorcién de agua aumenta
cuando se incrementa la humedad. Este aumento es independiente del valor de la
concentracion de &cido, probablemente debido a la ruptura de los granulos de
almidon causada por la modificacion de ambos factores, lo que resulta en la
exposicién de mas grupos hidroxilo que pueden formar enlaces de hidrogeno con
el agua, similar a lo observado por Li et al. (2019a).

Los almidones pueden presentar un patron de hidrélisis en dos etapas: una tasa
inicial rapida seguida de una tasa posterior mas lenta. La tasa inicial relativamente
rapida corresponde a la hidrdlisis de las zonas amorfas dentro de los granulos de
almidon, mientras que el proceso lento se atribuye a la hidrélisis concomitante de
las regiones amorfas y cristalinas. El primer paso de la hidrdlisis esté influenciado
por el tamafio de las particulas, la porosidad de la superficie, el contenido de
amilosa y el numero de cadenas de amilosa-lipido. La segunda etapa de hidrélisis
esté influenciada por el contenido de amilopectina, la distribucion de cadenas a-(1,
6) entre las laminas amorfas y cristalinas, y el grado de empaquetamiento de las
dobles hélices dentro de los cristalitos (Wang & Copeland, 2015). Los resultados
sugieren que con niveles bajos en cada factor se inicia la hidrélisis de las partes

amorfas, mientras que, con niveles altos, puede ocurrir la hidrélisis de las regiones
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amorfas y cristalinas. Algo similar se informé para el almidén de papa hidrolizado

utilizando campo eléctrico inducido y HCI (Li et al., 2017).

Cuadro 10. Caracterizacion del almidén nativo de haba y productos hidrolizados*.

_ Almidén I’nd?(_:e de I'ndicgrde Azlcares
Muestra Amilosa, % resistente, % solubilidad en absorcion en reductores,
agua, % agua, % g/L

NFBS 38.3+2.63° 12.8 £ 0.572 1.9+ 0.36f 2.5 +0.22¢ 0.03 £ 0.020°
CFBS 34.6+0.68>*  10.6+1.21% 2.1 +0.09 2.7 £ 0.05¢% 0.09 + 0.010°%
HFBS1 22.8 + 3.04 11.8 +0.402 2.5+0.13¢f 2.8 +0.16% 0.06 + 0.025°
HFBS2 31.1 +4.16% 8.6 £0.17 8.3 +0.29° 3.6 £0.48° 0.58 + 0.066°
HFBS3 30.1 + 1.99¢de 7.5+ 1.27% 3.4+0.75%"  28+0.13% 0.33 £ 0.144¢d
HFBS4 27.3 + 1.5649%f 7.4 +0.70¢d 5.0 + 0.52¢d 3.4 +0.15b¢ 0.11 +0.031¢%
HFBS5 31.4 +1.04% 8.7 £ 0.40 4.1+0.82%¢¢  2.7+0.13% 0.23 + 0.060°%
HFBS6 25.5 + 0.700%f 6.1 + 0.06% 5.5+0.58°¢ 3.5+0.37° 0.52 £ 0.113P¢
HFBS7 24.5 + 1.66° 11.0 £ 1.442 3.0 £ 0.98¢f 2.8+0.17¢% 0.13 + 0.020¢%
HFBS8 82.0 + 2.052 4.7 £0.31° 49.5 +0.93? 43+0.182 4.73 £ 0.1472

NFBS, almidéon nativo de haba; CFBS, almidén hidrolizado por método convencional,
HFBS1- 20%H/2%A/30T/2P; HFBS2- 40%H/2%A/30T/6P; HFBS3- 20%H/4%A/30T/6P;
HFBS4- 40%H/4%A/30T/2P; HFBS5- 20%H/2%A/60T/6P; HFBS6- 40%H/2%A/60T/2P;
HFBS7- 20%H/4%A/60T/2P; HFBS8- 40%H/4%A/60T/6P. n=3 replicaciones, ensayos
realizados por triplicado. Media * desviacion estandar, valores en la misma columna con
diferentes letras superindices indican diferencia estadistica significativa (a= 0.05). *Datos

publicados en Gonzalez-Mendoza et al., 2022.
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Figura 9. Graficos de interaccion de humedad (M) con concentracion de acido (A),
humedad (M) con tiempo (T) y humedad (M) con nivel de potencia (P).
Interacciones para amilosa (A-1, 2 y 3); Interacciones para almidon resistente (B-1,
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2 y 3); Interacciones para indice de solubilidad en agua (C-1, 2 y 3); Interacciones
para indice de absorciébn de agua (D-1, 2 y 3); Interacciones para azlcares
reductores (E-1, 2y 3).

7.2.1 Perfil de viscosidad del almidon nativo de haba y productos
hidrolizados

El perfil de viscosidad de NFBS, CFBS y HFBS se muestra en la Figura 10 y los
parametros de pasta o de viscosidad en el Cuadro 11. En general, el almidon es
hidrofilico en su estado inicial, poco soluble en agua fria y forma una pasta muy
viscosa cuando se suspende en agua caliente. Cuando se aplican tratamientos
hidrotérmicos a los almidones se pueden presentar fenOmenos como la
gelatinizacion, gelacion y retrogradacion. La gelatinizacion del almidon es la
alteraciéon del orden molecular que provoca cambios irreversibles en las
propiedades, como la fusion de las regiones cristalinas, la pérdida de la
birrefringencia y la disolucién de las moléculas que forman el almidén. Después de
la gelatinizacion, la amilosa y amilopectina pueden considerarse disueltas, durante
el enfriamiento las moléculas tienden a reorganizarse e incrementar la rigidez de la
solucién, formando una red tridimensional mediante enlaces intermoleculares, este
fenbmeno se conoce como gelacién. Es decir, la gelatinizacion debe anteceder a
la gelificacion. Finalmente, la retrogradacion es la re-cristalizacion de las cadenas
de amilosa y amilopectina dando lugar a un gel viscoelastico, firme y rigido, debido
al reacomodo de las cadenas lineales de amilosa, y cuando el reposo es
prolongado las cadenas de amilopectina también tenderan a alinearse (Sajilata et
al., 2006).

Los resultados de NFBS fueron similares a los reportados anteriormente por
Ambigaipalan et al. (2011) para almidén de haba. Los parametros de viscosidad
de CFBS y HFBS con diversas condiciones de humedad, concentracion de acido y
energia de microondas disminuyeron estadisticamente con respecto a NFBS. Los
valores de viscosidad mas bajos correspondieron a los almidones con la
combinacion de condiciones mas severas de concentracion de acido y EM. El uso

de EM en condiciones acidas permiti6 la obtencion de almidones con
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caracteristicas diferentes a otros almidones tratados con EM (Kumar et al., 2020;
Li et al., 2019a; Yang et al., 2017; Zhong et al., 2019). Segun Luo, He, Fu, Luo &
Gao (2006), los patrones de viscosidad de los almidones cerosos y normales
permanecieron inalterados, mientras que los almidones amilomaize V cambiaron
en el tratamiento con microondas. Tras la irradiacion con microondas, se observo
un aumento de la temperatura de viscosidad y una disminucion de la viscosidad de
los tres almidones.

En un campo de microondas, los compuestos polares como las moléculas de agua
y el HCI, vibran a muy alta frecuencia, y entonces la rapida friccion, colisién y
vibracion entre las moléculas de agua y los granulos de almidén generan calor
durante un corto periodo, lo que puede causar el dafio fisico de los granulos de
almidén y la degradacion de las estructuras en un tiempo mas corto (Li et al.,
2019a). Los materiales utilizados como encapsulantes para alimentos deben tener
ciertas caracteristicas, como biocompatibilidad, solubilidad en agua, propiedades
emulsionantes, formacién de pelicula, y baja viscosidad a altas concentraciones.
Asimismo, el uso de almidones con otras caracteristicas deseables incluye alta
amilosa y almidoén resistente. La energia de microondas modificé las propiedades
de viscosidad de los almidones de arroz cerosos y no cerosos que contenian un
20% de humedad (Anderson & Guraya, 2006).

En este trabajo, todos los almidones procesados con humedad, concentracion de
acido y energia de microondas, disminuyeron sus propiedades de viscosidad, lo
que indica que la severidad de los parametros de procesamiento combinados dio
lugar a una baja reagregacion de los granulos de almidon. Asimismo, los valores
de caida disminuyeron, y el tratamiento HFBS8 mostré parametros de viscosidad
indetectables por RVA. Las variables de respuesta éptimas para el uso potencial
como material de pared para la encapsulacion por secado por aspersion fueron los
almidones con el mayor indice de solubilidad, la menor viscosidad final y los
almidones con diferente contenido de amilosa. El almidon con alto contenido de
amilosa puede presentar un comportamiento de baja liberacion, y el almidén con

alto contenido de amilopectina puede ofrecer una alta estabilidad y proteccion del
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material del nucleo (Hoyos-Leyva et al., 2017). Por lo tanto, para el analisis
posterior, los tratamientos HFBS2, HFBS5 y HFBS8 pueden considerarse como

potencialmente buenos para su modificacion y uso como materiales de pared
mediante secado por aspersion.
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Figura 10. Perfil de viscosidad del almidén nativo de haba y productos
hidrolizados. NFBS, almidén nativo de haba; CFBS, almidén hidrolizado por
método convencional; HFBS1- 20%H/2%A/30T/2P; HFBS2- 40%H/2%A/30T/6P;
HFBS3- 20%H/4%A/30T/6P; HFBS4- 40%H/4%A/30T/2P; HFBS5-
20%H/2%A/60T/6P; HFBS6- 40%H/2%A/60T/2P; HFBS7- 20%H/4%A/60T/2P;
HFBS8- 40%H/4%A/60T/6P.
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Cuadro 11. Parametros de pasting del almidon

hidrolizados*.

nativo de haba y productos

Muestra Tps (°C) Npk (CP) Anpg (cP) Ansp (CP) Nt (CP)
NFBS 725+0.69%°  975.7 + 24,582 35.3+5.512 401.0 £15.622  1341.3 +44.242
CFBS 70.2 +2.84 53.3 +40.72¢f 8.7 +10.01° 7.7 +1.53% 52.3 +32.01%
HFBS1 70.8 +1.27° 655.3 + 30.55° 6.3+5.77° 149.3 + 15.04° 798.3 +17.79°
HFBS2 75.1£0.372 11.3 + 8.08f 2.0+1.73 4.7 +1.150 14.0 + 9.64%
HFBS3 69.8 + 2.34° 68.3 + 11.020f 1.7 +1.15° 21.7 +7.02% 88.3 + 17.93def
HFBS4 70.7 £ 1.61° 112.0 + 27.78¢% 1.0 £ 0.05° 35.7 + 3.06¢ 146.7 + 38.55%
HFBS5  70.6 + 1.07° 54.0 + 13.23¢f 1.7 +1.15° 15.3 + 10.78% 67.7 + 16.07¢"
HFBS6 70.2 £0.43 143.3 + 49.89¢ 2.3+1.53 31.0 + 10.53¢% 172.0 + 41.62¢
HFBS7 68.9 +1.22° 446.3 + 19.55¢ 11.7 + 6.66° 102.7 £ 23.69¢ 537.3+41.48°
HFBS8 0.0 £ 0.0Q¢ 0.0 + 0.00f 0.0 +0.00° 0.0 £ 0.00e 0.0 £ 0.009

Tps, temperatura de pasta; npk, viscosidad maxima; Anwg, caida; Ans,, retrogradacion; ny,
viscosidad final. NFBS, almidén nativo de haba; CFBS, almidén hidrolizado por método
convencional; HFBS1- 20%H/2%A/30T/2P; HFBS2- 40%H/2%A/30T/6P; HFBS3-
20%H/4%A/30T/6P; HFBS4- 40%H/4%A/30T/2P; HFBS5- 20%H/2%A/60T/6P; HFBS6-
40%H/2%A/60T/2P; HFBS7- 20%H/4%A/60T/2P; HFBS8- 40%H/4%A/60T/6P. n=3
replicaciones, ensayos realizados por triplicado. Media + desviacion estandar, valores en
la misma columna con diferentes letras superindices indican diferencia estadistica

significativa (a= 0.05). *Datos publicados en Gonzalez-Mendoza et al., 2022.

7.2.2 Calorimetria diferencial de barrido del almidén nativo de haba y
productos hidrolizados

En el Cuadro 12, se presentan los parametros térmicos del almidon nativo y

productos hidrolizados. Los resultados de NFBS fueron similares a los reportados

anteriormente por Ambigaipalan et al. (2011), Li et al. (2019b), y Piecyk & Domian

(2021). Las temperaturas de gelatinizacion aumentaron en los almidones
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hidrolizados (CFBS, HFBS2, HFBS5 y HFBS8) en comparacion con NFBS. La
energia de microondas pudo fundir los cristales débiles y se formaron cristales
fuertes, aumentando la To, Tp y Tt (Li et al., 2019a). Se considera que este cambio
refleja un aumento en la temperatura de gelatinizacion como resultado del
aumento del orden molecular en el almidon hidrolizado con acido.

Otras interpretaciones incluyen que la hidrdlisis preferencial atenta el efecto
desestabilizador del hinchamiento en regiones amorfas sobre la fusion de los
cristales en estas regiones, o que se pueden formar dobles hélices de
amilopectina mas largas como resultado de la eliminacibn de los puntos de
ramificacion (Wang & Copeland, 2015). Ademas, la entalpia de gelatinizacion (AH)
de CFBS no fue significativamente diferente de la de NFBS, similar a lo reportado
por Atichokudomchai & Varavinit (2003) en el almidén de yuca, hidrolizado por HCI
a temperatura ambiente durante 192 h.

Se sugiere que la amilosa parcialmente hidrolizada se retrogradd, nivelando el
contenido de doble hélice (que de otra manera disminuiria con la hidrolisis), por lo
que AH no disminuyd. Incluso cuando podria haber alguna hidroélisis del dominio
cristalino, las entalpias de fusion no disminuyeron. La AH de las muestras HFBS2
y HFBS8 disminuyeron en un 76.4% y un 94.5%, respectivamente. La modificacion
de la entalpia refleja principalmente la pérdida de las dobles hélices y el orden
molecular en la regién cristalina, una AH inferior sugiere un mal ordenamiento de
la regidn cristalina, y una menor estabilidad de las regiones cristalinas y amorfas
(Li et al., 2019a).

Por lo tanto, los resultados sugieren que las condiciones de contenido de
humedad (40%) y nivel de potencia (6) en HFBS2 y HFBS8 fueron suficientes para
perder el orden molecular del almidon. La diferencia de entalpia entre ellos se
debe a la concentracion de acido y al tiempo de exposicion a la energia de
microondas. En el tratamiento HFBS2, los niveles de estos factores fueron de 2%
de &cido y 30 segundos, mientras que para el HFBS8 fueron de 4% y 60
segundos, respectivamente. Las moléculas polares y los iones vibran con la

aplicacién de la EM, generando energia térmica (Tao et al., 2020). Por lo tanto,
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como habia mas moléculas polares en el medio y el tiempo era mayor, la
temperatura aumentd y la modificacion del almidon también (HFBS8 > HFBS2).
Finalmente, para el HFBS5, no se observaron cambios estadisticos porque la
humedad (20%) del tratamiento no fue suficiente para modificar el orden molecular

en la region cristalina, de forma similar a lo reportado por Li et al. (2019a).

Cuadro 12. Propiedades térmicas del almidon nativo de haba, almidén hidrolizado

convencionalmente y productos hidrolizados seleccionados.

Muestra To (°C) Tp (°C) T:(°C) AH (J/g)

NFBS 62.5 + 2.14° 68.0 £ 0.48° 73.8+0.78° 10.9+£0.752
CFBS 64.1+0.17° 71.5 + 0.45P 80.0 + 0.19° 12.3+0.772
HFBS2 74.1 +1.122 79.4 + 1.862 86.1 + 0.952 2.6 +1.28°
HFBS5 63.3 £ 0.07° 71.1+£0.11%¢ 80.4 +0.28° 11.0+0.772
HFBSS8 65.4 +1.79° 70.7 £1.96%¢  79.5+0.54° 0.6 £0.11°

To, temperatura de inicio; Tp, pico de temperatura; Ts, temperatura final; AH, entalpia de
gelatinizacion. NFBS, almidon nativo de haba; CFBS, almidon hidrolizado por método
HFBS2- 40%H/2%A/30T/6P; HFBS5- 20%H/2%A/60T/6P; HFBSS8-
40%H/4%A/60T/6P. n=3 replicaciones, ensayos realizados por triplicado. Media *

convencional;

desviacion estandar, valores en la misma columna con diferentes letras superindices

indican diferencia estadistica significativa (a= 0.05).

7.2.3 Difraccién de rayos X del almidén nativo de haba y productos
hidrolizados

Los arreglos de las estructuras cristalinas se analizaron mediante un difractometro

de rayos X, que es una herramienta util para estudiar los cambios estructurales

inducidos por un tratamiento especifico. Por lo general, hay almidones de tipo A,

tipo B y tipo C de acuerdo con los espectros de rayos X. En el almidén tipo A, hay

una fuerte reflexion a 20 aproximadamente a 15° y 23° y un doblete no bien
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definido a aproximadamente 17° y 18°; sin embargo, en el almidon de tipo B, el
pico de difraccion fuerte esta presente a 17° y algunos picos pequefios alrededor
de 15°, 20°, 22° y 24°, ademas de un pico caracteristico alrededor de 5.6° a 26.
Por otro lado, el almiddn tipo C es una mezcla de polimorfos de tipo Ay B (Zhang
et al., 2019).

En la Figura 11A se muestran los espectros de rayos X del almidén nativo de
haba, hidrolisis convencional y tratado con energia de microondas en condiciones
acidas. NFBS exhibié los patrones caracteristicos de rayos X "tipo C" que ya
habian sido reportados anteriormente (Ambigaipalan et al., 2011; Zhang et al.,
2019). La modificacion acida no cambia las caracteristicas cristalinas de los
almidones de tipo A y B, y se usa comunmente para investigar la distribucion
cristalina del almidén de tipo C (Wang, et al., 2009). Los espectros de rayos X de
los almidones hidrolizados (CFBS, HFBS2- 40%H/2%A/30T/6P y HFBS5-
20%H/2%A/60T/6P) mostraron que el pico a 5.6° 20 se redujo en intensidad y el
pico a 17°, 18° y 23° 20 se afind (Figura 11A), similar a lo reportado en almidén de
haba hidrolizado por a-amilasa-HCI (Cai, et al., 2014). Li et al. (2017) hidrolizaron
almidon de papa utlizando campo eléctrico inducido-HCI, el tratamiento no
provoco variacion del tipo cristalino. Sin embargo, en HFBS8 (40%H/4%A/60T/6P)
el pico a 5.6° 20 desaparecid y los picos a 17°, 18°, 22.5° y 24° 20 se afinaron
(Figura 11A).

Estos resultados mostraron un patrén de almidon tipo B, esto estd en
concordancia con los resultados reportados por Polesi & Sarmento (2011) para
almiddn retrogradado de garbanzo. La retrogradacion a baja temperatura conduce
a la formacién de cristalinidad tipo B y como se menciond anteriormente en
HFBS8 las condiciones de humedad y temperatura eran adecuadas para la
gelatinizacion del almiddn, y por lo tanto su posterior recristalizacion. La transicion
de C a A o C a B podria atribuirse predominantemente a la hidrélisis preferencial
de uno de los polimorfismos seguida de una posible reordenacion de dobles
hélices (Wang & Copeland, 2015). La cristalinidad relativa (CR) de NFBS fue del
27.7% y los almidones hidrolizados en el rango de 26.8-28.8% (Figura 11B).
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Ambigaipalan et al. (2011) reportaron que el almidén nativo de haba tiene un 20.2-
21.9% de CR, inferior a nuestros resultados, sin embargo, los valores estan dentro
del rango (17.0-34.0%) reportado para otros almidones de leguminosas (Hoover et
al., 2010). La cristalinidad relativa en CFBS aument6 un poco (de 27.7 a 28.8%).
La diferencia en la CR podria atribuirse al tamafio del cristal y a la orientacion de
la doble hélice (Hoover & Ratnayake, 2002). Se encontr6 una correlaciéon
significativa entre el grado de retrogradacion y la cristalinidad, atribuida al
desarrollo de un estado mas ordenado o cristalino formado durante la
retrogradacion (Xie et al., 2014).

Cuando los granulos de almidén son sometidos a hidrdlisis &cida, la cristalinidad
relativa incrementa y los picos en la region 15-30° 20 se intensifican. Se han
propuesto varias hipotesis para el aumento de la cristalinidad en las etapas
iniciales de la hidrolisis acida. En primer lugar, la escisibn de algunas de las
cadenas de amilosa que atraviesan las regiones amorfas puede permitir el
reordenamiento de los extremos de la cadena recién liberados en una estructura
mas cristalina. En segundo lugar, el reordenamiento de la estructura cristalina
durante la hidrdlisis acida daria como resultado un aumento de la cristalinidad
mediante el llenado parcial de las cavidades en las dobles hélices. Y en tercer
lugar, el aumento de la cristalinidad también puede resultar de la retrogradacion de
la amilosa libre, que se reorganiza en regiones cristalinas (Wang & Copeland,
2015). La CR méas baja fue de 26.8% para HFBS8 (40%H/4%A/60T/6P),
probablemente debido a la ruptura mas intensa del almidon gelatinizado por la
accion del acido. Se han reportado resultados similares para el almidon de
garbanzo retrégrado y gelatinizado por hidrdlisis acida (Polesi & Sarmento, 2011).
Kumar et al. (2020) también reportaron la pérdida progresiva de la cristalinidad del
almidén al aumentar la duracion de tratamiento con microondas, debido a la
capacidad de las microondas para dafiar directamente la disposicion laminar de
los cristales de amilopectina mediante la resonancia de las moléculas de agua, y

en este trabajo también podria atribuirse a las moléculas de HCI.
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Figura 11. Difraccion de rayos X. (A) Patrones de almidon nativo y productos
hidrolizados; (B) Cristalidad relativa, regiones resaltadas en color son los picos
afectados. NFBS, almidon nativo de haba; CFBS, almidon hidrolizado por método
convencional; HFBS2- 40%H/2%A/30T/6P; HFBS5- 20%H/2%A/60T/6P; HFBS8-

40%H/4%A/60T/6P.
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7.2.4 Espectroscopia infrarroja del almidén nativo de haba y productos
hidrolizados
FTIR es una herramienta que proporciona informacion sobre la estructura
molecular y los enlaces, midiendo las transiciones entre los niveles de energia
vibratoria molecular debido a la absorcion de radiacion. Los espectros FTIR del
almidén nativo de haba, hidrolisis convencional y tratado con energia de
microondas en condiciones acidas se muestran en la Figura 12A. Se registraron
picos amplios a aproximadamente 3325 cm™, indicando la presencia de grupos
hidroxilos (O—H). También en los espectros FTIR se observaron picos a 2935 cm™
y 1650 cm™ que representan la vibracién de estiramiento C—H y el agua ligada
presente en el almidon, respectivamente. La regién de huellas digitales de los
espectros del almidon (Figura 12B) tiene cinco picos caracteristicos entre 800 y
1200 cm™, atribuidos al estiramiento del enlace C-O. El pico en 996 cm™ es
atribuido a los enlaces C-O del enlace C-O-C en el polisacéarido; los picos
cercanos a 1078 y 1150 cm™ son caracteristicos del estiramiento C—O del anillo
de anhidroglucosa; el pico cerca de 930 cm™ es atribuido a la vibracion del enlace
glucosidico a-(1-4); mientras que el pico cerca de 860 cm™ corresponde a las
deformaciones C-H y CH: (Simsek et al., 2015). No surgié un nuevo pico, ni una
pérdida, lo que sugiere que no hay nueva formacion o pérdida de enlaces
quimicos, lo que indica que el tratamiento con microondas no cambi6 el enlace

quimico de las moléculas de almidén, similar a lo reportado por Li et al. (2019a).
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Figura 12. Espectroscopia FTIR. (A) Patrones de almidon nativo y productos

hidrolizados; (B) Picos caracteristicos de la huella digital. NFBS, almidén nativo de

haba; CFBS, almidon hidrolizado por método convencional; HFBS2-

40%H/2%A/30T/6P; HFBS5- 20%H/2%A/60T/6P; HFBS8- 40%H/4%A/60T/6P.
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7.2.5 Microscopia electréonica de barrido del almidon nativo de haba y
productos hidrolizados

El almiddn aislado de diversas fuentes vegetales presenta una morfologia granular
caracteristica, incluida una forma diferente (redonda, ovalada, poliédrica), una
distribucion de tamafio de particula variada y rasgos en la superficie del granulo,
como los poros (Wang & Copeland, 2015). En la Figura 13 se presentan las
micrografias SEM de NFBS, CFBS y HFBS. Los granulos de NFBS presentaron
formas redondas, elipticas y ovaladas, y habia algunos dafados, esto podria
deberse al método de extraccion utilizado que puede dafiar los granulos por la
molienda en seco y en humedo. El tamafio de los granulos de NFBS fue de 28.2 +
6.68 um de longitud y de ancho, 17.7 £ 3.92 um, estos resultados concuerdan con
los de otros autores para el almidén de haba (Karaman et al., 2017; Zhang et al.,
2019). La estructura del granulo de almidon de las muestras CFBS y HFBS5
(20%H/2%A/60T/6P) no se destruyd por completo y se mantuvo el aspecto original
de los granulos, aunque present6 algunas aglomeraciones, caracteristicas de los
almidones que han sido hidrolizados.

Los granulos de almidén con bajo grado de hidrdélisis ain permanecen intactos,
aunque la superficie exterior se vuelve rugosa y puede presentar algunas
aglomeraciones (Wang & Copeland, 2015). Los sistemas de almidon con bajo
contenido de humedad (< 30%) tienen poca capacidad de absorcion y conversion,
lo que permite que la morfologia de los granulos de almidén permanezca
completamente intacta con el tratamiento controlado de microondas (Tao et al.,
2020). Esto se observé en el HFBS5 con 20% de humedad. La superficie rugosa y
las aglomeraciones observadas podrian deberse al efecto del acido en el medio.
El tamafio de los granulos de CFBS y HFBS5 fue de 30.2 + 10.36 y 27.0 £ 9.35 um
de longitud, y 19.4 + 6.38 y 17.9 £+ 8.41 um de ancho, respectivamente. Era obvio
que el grado de dafio a la estructura del almidon era mayor con el aumento del
contenido de humedad tratado con energia de microondas.

Para HFBS2 (40%H/2%A/30T/6P), la superficie se volvid rugosa con grietas

anchas y se aglomeraron para formar particulas de almidon mas grandes, el
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tamafio de granulo fue de 63.5 + 20.65 um de longitud y 43.5 £ 13.75 pum de
ancho. Este dafio podria explicarse por las altas presiones internas de vapor
formadas por el agua que se calienta rapidamente, lo que también sugiere que la
estructura interna del almidon se desintegré (Li et al. 2019a). Parece que los
granulos de almidén se fusionaron con los granulos adyacentes después del
tratamiento con microondas. Para HFBS8 (40%H/4%A/60T/6P), las formas
redondas, elipticas y ovaladas del granulo de almidon desaparecieron por
completo y se formaron bloques grandes, con un tamafio de 40.5 £ 14.82 um de
longitud y 24.8 + 7.53 pum de ancho. Indicando que cuando el contenido de
humedad es del 40%, el exceso de agua y la alta temperatura pueden gelatinizar
el almidon, similar a lo reportado por Li et al. (2019a). También, este tratamiento
tuvo una alta concentracion de acido (4%) y el tiempo de exposicion a la energia
de microondas mas largo (60s), contribuyendo a la rapida hidrélisis del almidon y
gelatinizacion. Vale la pena sefialar que la superficie de los bloques era muy
irregular pero no rugosa, las moléculas pudieron reorganizarse en una estructura

ordenada.
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Figura 13. Micrografias SEM del almidén nativo de haba y productos hidrolizados.

NFBS, almidén nativo de haba; CFBS, almidon hidrolizado por método
convencional, HFBS2- 40%H/2%A/30T/6P; HFBS5- 20%H/2%A/60T/6P; HFBSS8-
40%H/4%A/60T/6P.
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7.3  Caracterizacion de los almidones modificados

La caracterizacion de los almidones modificados (MFBS) se presenta en el Cuadro
13 y 14. La aplicacion de energia de microondas para la modificaciéon del material
aumento la solubilidad y la concentracion de azucares reductores. El tratamiento
que tenia como factor al almidon HFBS8 mostré las mayores diferencias debido a
la clara despolimerizacion de los granulos que ya se habia dado en la hidrdlisis del
material. Asi, la solubilidad en agua se increment6 hasta un 70%, lo que también
puede ser corroborado por el aumento de los azlcares reductores. Este
comportamiento fue similar al reportado por Gonzalez & Pérez (2002) en almidén
de lenteja modificado por irradiacion de microondas.

Cuadro 13. Caracterizacion de los almidones esterificados por el método

convencional y mediante energia de microondas.

Factor indice de indice de .
Muestra — ) ) solubilidad en absorcion en re dﬁi?ggssg n
Almidén Tiempo Potencia agua, % agua, % ’

MCFBS 3.20 +0.10° 29+0.10 0.05 +0.004
MFBS1 HFBS2 30 2 18.8 +2.78 40+0.15 0.89 +0.227
MFBS2 HFBS8 30 2 62.5+2.28 65+274  15.43+0.908
MFBS3 HFBS2 60 2 21.9+358°  51+1.90  143+0.394
MFBS4 HFBS8 60 2 6304090 524015  15.11%0.613
MFBS5 HFBS2 30 10 163+1.03  57+052  1.07+0476
MFBS6 HFBS8 30 10 7124191  60+038  1506+0.774
MFBS7 HFBS2 60 10 2224224 644217 1.25+0.031
MFBS8 HFBS8 60 10 7074299  58+010  14.26+0.993

MCFBS, almidén esterificado por método convencional; MFBS, almidones esterificados
por microondas. n=3 replicaciones, ensayos realizados por triplicado. Media + desviacion
estandar, valores en la misma columna con diferentes letras superindices indican

diferencia estadistica significativa (a= 0.05).

Cuando se realizé la hidrélisis acida usando EM, el contenido de almidén

resistente disminuy6é debido a la intensa ruptura de los enlaces que se obtuvo
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después del tratamiento. Al realizar la esterificacion del material se esperaba que
el contenido de almiddn resistente incrementara, como se puede apreciar en el
Cuadro 14. Los tratamientos que partieron del factor HFBS2 presentaron mayor
contenido de almidon resistente, esto puede ser debido a que su contenido inicial
de almidén resistente era mayor (8.6%) que para el factor HFBS8 (4.7%).
Tomando en cuenta este hecho, el incremento de almidon resistente para los
tratamientos que provenian de HFBS2 fue de 39% y para HFBS8 de 104%. Esto
pudiera deberse a que la muestra HFBS8 tenia mas grupos hidroxilo expuestos
para su modificacién o que su alto contenido de amilosa pudo retrogradar y formar
mas almiddn resistente.

En el presente trabajo se utilizé anhidrido octenil succinico (OSA). La Food and
Drug Administration (FDA, por sus siglas en inglés) permite el tratamiento con un
méaximo de 3 % de almidon OSA para aplicaciones alimentarias, teniéndose asi un
grado de sustitucion tedérico de 0.0231 (Ovando-Martinez et al., 2017). El nUmero
promedio de grupos hidroxilo sustituidos por unidad de glucosa se le denomina
grado de sustitucion (GS). Algunos tratamientos con alto contenido de almidén
resistente no presentaron altos grados de sustitucion, lo que nuevamente puede
ser atribuido a la amilosa retrogradada. Similar a lo obtenido por Han et al. (2019)
para almidén de maiz tratado por ultrasonido.

Finalmente, el contenido de amilosa resultante tras la esterificacion del almidon
vario de acuerdo con el tratamiento previo que se le dié y para cada caso hubo un
incremento debido a la accion de la modificacion por energia de microondas. Los
almidones resistentes se han utilizado en aplicaciones de microencapsulacion
debido a su resistencia a la digestion en el intestino delgado de personas sanas,
asi como su facilidad de ser transportadas hacia el intestino grueso. Por esta
razon, se han utlizado almidones resistentes para preparar microcapsulas con
buenas propiedades de entrega entérica (liberacion de células bacterianas
encapsuladas en el intestino grueso). Ademas, los almidones resistentes
presentan funcionalidad prebidtica donde pueden ser utilizados por las bacterias

probidticas que residen en el intestino grueso (Vandamme et al., 2016).
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Cuadro 14. Caracterizacion de los almidones esterificados por el método
convencional y mediante energia de microondas.

Muestra . F.aCtor . respiirtnei:téer,] % sGu:i?L?c?éen Amilosa, %
Almidén Tiempo Potencia

MCFBS 11.8+1.42° 0.020 £0.0040 233+1.26
MFBS1 HFBS2 30 2 11.8+0.96 0.015+0.0075 ~  38.4+2.89
MFBS2 HFBS8 30 2 9.6+1.13 0.023 + 0.0005 89.1+4.40
MFBS3 HFBS?2 60 2 116+1.11 0.013+0.0050 37.8+1.92
MFBS4 HFBS8 60 2 9.6+1.50 0.022+0.0017 843+4.47
MFBS5 HFBS2 30 10 133+1.01 0.005 + 0.0059 36.9+2.25
MFBS6 HFBS8 30 10 9.5+1.89 0.015+00071 843+421°
MFBS7 HFBS?2 60 10 1224146 0.003 £ 0.0029° 31.6+187
MFBS8 HFBS8 60 10 9.5+0.95 0.009+0.0055  84.6+4.84

MCFBS, almidén esterificado por método convencional; MFBS, almidones esterificados
por microondas. n=3 replicaciones, ensayos realizados por triplicado. Media + desviacién
estandar, valores en la misma columna con diferentes letras superindices indican

diferencia estadistica significativa (a= 0.05).

7.3.1 Perfil de viscosidad de los almidones modificados

El perfil de viscosidad de los almidones modificados se muestra en la Figura 14.
Se puede apreciar que hubo una clara reduccion de la viscosidad. Como se
observé anteriormente la viscosidad méaxima del almidon nativo de haba fue de
976 cP y después del tratamiento de esterificacidbn por microondas se obtuvieron
viscosidades menores a 15 cP. Los almidones modificados por el método
convencional presentaron una viscosidad mayor respecto al almidén comercial y
los almidones modificados por EM. Por el contrario, se observdé que NLOK® tiene
una viscosidad muy baja (9.9 = 1.00 cP) y no presenta tendencia a formar geles
firmes, por lo que es estable bajo condiciones de calentamiento y enfriamiento. En
la fabricacion de almidon modificado generalmente se usan métodos que implican

hidrdlisis acida parcial y tratamientos hidrotérmicos o enzimaticos, los cuales
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permiten la obtencién de un material con alto grado de hidrdlisis, por lo que son
estables y presentan baja viscosidad.

Algunos tratamientos presentaron caracteristicas similares al almidén comercial lo
cuales los hacen de mucho interés para su posterior evaluacion. Los valores de
viscosidad mas bajos correspondieron a los almidones que partieron del factor
HFBS8. El uso de EM en la esterificacion mediante OSA, permitié la obtencién de
almidones con caracteristicas deseables para ser usados como materiales de
pared en la encapsulacion por secado por aspersion. Las caracteristicas mas
importantes en la eleccion de un material son la solubilidad en agua, sus
propiedades emulsionantes, y baja viscosidad a altas concentraciones. El
tratamiento MFBS6 y MFBS8 pueden considerarse como potencialmente buenos
para su uso como material de pared debido a que, presentan la menor viscosidad
y acorde al Cuadro 13, un alto grado de solubilidad.

Tomando en cuenta que los dos provienen del HFBS8 y potencia 10, el tiempo de
proceso en el microondas es lo que determind la eleccion del tratamiento. Por lo
tanto, para el analisis posterior y continuacion del proyecto, se decidié usar el
tratamiento MFBS6. Este tipo de material (alto en amilosa y almidén resistente),
también se puede usar en una mezcla de alginato y puede producir cdpsulas con
alta viabilidad celular, como resultado del efecto prebiotico del almidon y la fuerza
adicional que pueda proporcionar a la capsula (Vandamme et al., 2016).
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Figura 14. Perfil de viscosidad de los almidones esterificados por el método
convencional y mediante energia de microondas. MCFBS, esterificacion
convencional; MFBS, almidones esterificados por microondas; N-LOK®, almidén

esterificado comercial.

7.3.2 Espectroscopia de los almidones modificados

Para comprobar los datos obtenidos del grado de sustitucién y asegurar que el
almiddén ha sido modificado, se realizd espectroscopia de transmision de infrarrojo
(FTIR). Los espectros FTIR del almidon hidrolizado por microondas, esterificacion
convencional y almidones esterificados por microondas se presentan en la Figura
15, donde se pude observar que tuvieron perfiles similares. En comparacion con el
almidon sin esterificar (HFBS), los espectros infrarrojos de los almidones

modificados (MCFBS y MFBS) presentaron nuevos picos a aproximadamente a
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1729 cm? y 1566 cm™ (Figura 16). Estos resultados son similares a lo reportado
por Simsek et al. (2015); 1750 cm™ y 1570 cm, respectivamente y Zhang et al.
(2017); 1724 cm y 1572 cm?, respectivamente. El pico a 1729 cm se atribuye a
la vibracion caracteristica de estiramiento C=0, lo que sugiere la formacion de
grupos éster carbonilo; mientras que el pico a 1566 cm! se atribuye a la vibracion
de estiramiento asimétrica del carboxilato RCOO™. Estos resultados indican que
los grupos hidroxilo en el almidon fueron sustituidos formandose enlaces tipo

éster.
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Figura 15. Espectroscopia FTIR. HFBS, almidon hidrolizado por microondas;
MCFBS, esterificacion convencional; MFBS, almidones esterificados por

microondas.
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Figura 16. Espectroscopia FTIR. HFBS, almidon hidrolizado por microondas;

MCFBS, esterificacion convencional; MFBS, almidones esterificados por

microondas.

7.4  Microencapsulacion mediante secado por aspersion

Se evalué un disefio factorial 22 para la microencapsulacién del microorganismo
Lactobacillus rhamnosus GG usando como material de pared el mejor tratamiento
obtenido en la modificacion usando energia de microondas (MFBS6). Los factores

y niveles utilizados fueron: temperatura de entrada, 120 y 140 °C; y flujo, 7 y 12
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mL/min. Se puede observar en el Cuadro 15, que los tratamientos con temperatura
de entrada mas alta presentaron mayor temperatura de salida, y que se obtuvieron
rendimientos del 45 al 51%, sin diferencias significativas entre tratamientos. En la
microencapsulacion de probidticos se han obtenido rendimientos que oscilan del
5% usando goma arabiga y aislado de proteina de soya (Rodriguez-Restrepo et
al., 2017) hasta el 80% usando leche descremada y goma arabiga (Tao et al.,
2019) como materiales de pared. Usando un material similar al de este trabajo se
han logrado obtener rendimientos de hasta 50% (Arslan et al., 2015). Las
condiciones de operacion del secador influyen en el producto final; dentro de los
parametros del proceso que tienen gran relevancia se encuentran el flujo de aire,
la velocidad de alimentacion y la temperatura (Bustos & Boérquez, 2013). El
rendimiento, sobrevivencia y viabilidad de los probiéticos se pueden mejorar al
optimizar las condiciones de secado y la composicion del material encapsulante
(Bustamante et al., 2017; Fritzen-Freire et al., 2012). Teniendo en cuenta los
resultados obtenidos, las caracteristicas del material encapsulante y los
pardmetros usados en el equipo, son propicios para la obtencion de buenos

rendimientos (>50%).

Cuadro 15. Rendimiento del proceso de microencapsulacion mediante secado por
aspersion de Lactobacillus rhamnosus GG usando almidén modificado de haba.

Factor
Tratamiento T salida, °C Rendimiento, %
T entrada, °C Flujo, mL/min
MCLGG1 120 7 86+4.0 45+2.9
MCLGG2 140 7 97+69 51417
MCLGG3 120 12 84+35 4637
MCLGG4 140 12 9225 4812

MCLGG, microcapsulas obtenidas mediante secado por aspersion. n=3 replicaciones,
ensayos realizados por triplicado. Media * desviacion estandar, valores en la misma
columna con diferentes letras superindices indican diferencia estadistica significativa (a=
0.05).
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7.4.1 Recuento de bacterias y eficiencia de encapsulacion

En el Cuadro 16, se presenta la evaluacion de la sobrevivencia del
microorganismo al proceso de secado por aspersion. Se puede observar que no
hay diferencias significativas para los tratamientos en cada variable. La eficiencia
fue mayor al 80% y se perdié alrededor de 1 Log de viabilidad después de ser

sometidos al secado por aspersion, similar a lo observado por Arslan et al. (2015).

Cuadro 16. Evaluacion de las microcapsulas obtenidas mediante secado por
aspersion de Lactobacillus rhamnosus GG usando almidén modificado de haba.

Factor Después de la
Suspension celular encapsulacion
Tratamiento . Eficiencia (%) Células viables Células viables
Tentrada,  Flujo,
°C mL/min totales (Log UFC) totales (Log
UFQC)
ab a a
MCLGG1 120 7 86 + 3.7 10.5 + 0.03 9.0+0.35
b
MCLGG2 140 7 81+1.7 10.5+0.04 85+0.17
a a a
MCLGG3 120 12 90+ 2.6 10.4 +0.10 9.3+0.17
ab a a
MCLGG4 140 12 84+1.2 10.5 + 0.03 8.8+0.12

MCLGG, microcapsulas obtenidas mediante secado por aspersion. n=3 replicaciones,
ensayos realizados por triplicado. Media + desviacion estandar, valores en la misma
columna con diferentes letras superindices indican diferencia estadistica significativa (a=
0.05).

7.4.2 Caracterizacion de las microcapsulas

En el Cuadro 17, se presentan los resultados de actividad de agua de las
microcdpsulas. No se presentaron diferencias significativas para esta variable,
esto pudo ser debido a que se us6 el mismo material encapsulante en todos los
tratamientos, sin embargo, los valores son ideales para este tipo de polvos, siendo
menores a 0.25. En general, los polvos con una actividad de agua igual o inferior a
0.6 se consideran generalmente seguros de los aspectos microbioldgicos y

bioquimicos (Arepally & Goswami, 2019).
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Cuadro 17. Evaluacion de las microcapsulas obtenidas mediante secado por
aspersion de Lactobacillus rhamnosus GG usando almidén modificado de haba.

Factor

Tratamiento T entrada, °C Flujo, mL/min Actividad de agua
MCLGG1 120 7 0.19+0.031"
MCLGG2 140 7 0.15+0.020"
MCLGG3 120 12 0.20 +0.023"
MCLGG4 140 12 0.21+0.055

MCLGG, microcapsulas obtenidas mediante secado por aspersion. n=3 replicaciones,
ensayos realizados por triplicado. Media + desviacion estandar, valores en la misma
columna con diferentes letras superindices indican diferencia estadistica significativa (a=
0.05).

7.4.3 Microscopia electronica de barrido de las microcapsulas

Se usO microscopia electrénica de barrido para verificar si se lograban obtener
microcapsulas de buena calidad con el material de pared utilizado (almidén
modificado de haba-MFBS6). En general, se puede ver en la Figura 17 que las
microcdpsulas obtenidas tienen una estructura superficial lisa en forma esférica
irregular con muescas, aunque no hay poros ni grietas. Se observé que, durante el
secado y enfriamiento, las particulas se contraen formando depresiones. Las
propiedades fisicas de la emulsion (viscosidad y concentracion de soélidos) y los
parametros operativos durante el proceso de secado (temperatura, tamafio de la
boquilla y presion) determinan el tamafio de particula de las microcapsulas
(Assadpour & Jafari, 2019). Se obtuvieron para todos los tratamientos tamafios
que van desde aproximadamente 5 um hasta 20 um. Falfan-Cortés et al. (2014)
reportaron morfologia y tamafio similares a los encontrados en este trabajo para
microcapsulas de Bifidobacterium breve obtenidas mediante secado por aspersiéon
y utilizando almidén de amaranto modificado como material de pared. Resultados
similares han sido reportados por otros autores (Arslan et al., 2015; Rodriguez-
Restrepo et al.,, 2016; Muhammad et al., 2017; Nunes et al., 2017; Tao et al.,
2019).
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Figura 17. Micrografias SEM de las microcdpsulas de Lactobacillus rhamnosus
GG usando almidén modificado de haba. MCLGG, microcapsulas obtenidas

mediante secado por aspersion.

7.4.4 Calorimetria diferencial de barrido de las microcapsulas

En la Figura 18, se presentan los termogramas de las microcapsulas obtenidas
mediante secado por aspersion de Lactobacillus rhamnosus GG usando almidén
modificado de haba y el microorganismo no encapsulado. La temperatura de
fusion del pico mayor para el microorganismo libre fue de 124.9 °C. Este pico
representa una transicion primordial en la inactivacion por calor de las células,
esto se asocia a la desnaturalizacion de los ribosomas. Lee et al. (2002) para E.
coli realizd el analisis de calorimetria del microorganismo y de sus ribosomas,

pudieron observar que el pico mayor representaba un punto de inactivacion de las
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células completas y, por lo tanto, se atribuye dicha inactivacion a la
desnaturalizacion de los ribosomas del microorganismo.

Como se puede apreciar en la Figura 18, en general el aumento de las
temperaturas de fusion puede indicar el fortalecimiento de la estructura interfacial
y una mayor estabilidad de los probiéticos microencapsulados, sugiriendo que
tiene influencia en la estabilidad del ribosoma y, por ende, en la resistencia
térmica. Sin embargo, para confirmar dicha proteccion se necesita medir su
viabilidad a estas condiciones. Con base en lo descrito anteriormente para los

posteriores andlisis se usaron las microcipsulas del tratamiento MCLGG4.
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Figura 18. Termograma de las microcapsulas obtenidas mediante secado por
aspersion de Lactobacillus rhamnosus GG usando almidén modificado de haba.
LGGNE, L. rhamnosus GG no encapsulado; MCLGG, microcapsulas obtenidas

mediante secado por aspersion.
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7.5 Formulacion y elaboracion de salchicha tipo Viena

La formulacion que se usoO para la elaboracion de la salchicha de cerdo sin la
adicion de Lactobacillus rhamnosus GG se presenta en el Cuadro 18. Se realiz6
de acuerdo a la formulacion tradicional de una salchicha con la adicion de
pimentdon rojo para sustituir el colorante sintético (E120) que se utiliza
comunmente en la industria cérnica para proporcionar el color rosado

caracteristico de los productos embutidos cocidos.

Cuadro 18. Formulacion de la salchicha tipo Viena.

Ingrediente a/kg
Carne de cerdo 455.00
Carde de res 180.00
Lardo 89.50
Hielo 250.00
NaCl 12.00
Fosfatos 4.00
Sal cura (5% nitrito) 2.50
Pimiento rojo 3.50
Azucar 2.00
Ajo en polvo 0.50
Glutamato monosédico 1.00
Eritorbato de sodio 0.50
Pimienta negra 0.05

Las salchichas deben cumplir con ciertos pardmetros que pueden llegar a
establecer su calidad. De acuerdo con la Norma Mexicana, el producto debe tener
un contenido minimo de 9.5 % de proteina, un maximo de 30 % de grasa y como
méaximo 70 % de humedad (NMX-F-065-1984). La salchicha de cerdo desarrollada
en este proyecto tuvo un porcentaje de proteina de 14 £ 0.85 (N x 6.25), 7 £ 0.40
% de cenizas, 21 + 3.7 % de grasa, y 70 + 2.4 % de humedad. Para el uso de
nitritos, la Norma Oficial Mexicana NOM-213-SSA1-2002 establece un maximo de
156 ppm en producto terminado expresado como nitritos. En la determinacion
realizada a la salchicha se obtuvieron 84 + 0.99 ppm de nitritos. Por lo que se
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puede observar que cada uno de los pardmetros evaluados se encuentran dentro
de lo establecido por las normas y cabe destacar el alto contenido de proteina y

baja concentracion de nitritos, hacen de este un buen producto céarnico.

Se realizé la determinacién de bacterias acido lacticas en la salchicha para
conocer el conteo inicial que pudiera tener el producto sin la adicion del probidtico,
dicho conteo fue de 1 + 0.5 Log UFC/g, que puede ser debido a la microbiota
nativa presente en la carne. Para asegurar la calidad microbiolégica del producto
se realizaron los andlisis establecidos por las Normas Mexicanas NMX-F-065-
1984 y NOM-213-SSA1-2018. En cuanto a mesofilos aerobios se obtuvieron 70 +
27 UFC/g, lo que habla de las buenas practicas de manufactura y calidad de los
insumos usados para la elaboracion del producto. Acorde al método del numero
mas probable se obtuvo un conteo <3 de Escherichia coli que representa la
ausencia de dicha bacteria. Respecto a otros microorganismos patégenos las
normas marcan la determinacion de Salmonella spp. y Listeria monocytogenes,

ambas bacterias estuvieron ausentes en el producto.

7.5.1 Evaluacion sensorial

Los resultados de la evaluacion sensorial ayudan a estudiar las propiedades de los
alimentos utilizando sentidos como la vista, el olfato y el gusto. Uno de los
objetivos principales es comprender la importancia de los atributos de los
alimentos y su papel en la aceptacion del consumidor (Severiano et al., 2017). La
salchicha tuvo buena aceptacion por los consumidores y las evaluaciones de los
atributos se presentan en la Figura 19. Como la formulacién propuesta tuvo una
evaluacion satisfactoria se procedidé a realizar las salchichas con la adicion de
Lactobacillus rhamnosus GG encapsulado en almidén de haba modificado por
energia de microondas y posteriormente la evaluacion de la vida de anaquel del

producto.
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Figura 19. Grafico radial de los atributos calificados en la evaluacion sensorial de
la salchicha sin la adiciébn de Lactobacillus rhamnosus GG encapsulado en

almidon de haba modificado por energia de microondas.

Para la evaluacion sensorial de similitud entre muestras de salchicha con y sin la
incorporacion de Lactobacillus rhamnosus GG encapsulado en almidén de haba
modificado por energia de microondas se realiz6 una prueba triangular. Con una
confianza del 95 % se pudo confirmar que no mas del 47 % de los evaluadores
pueden distinguir las muestras. Es un porcentaje alto porque se desearia que la
poblacién no distinguiera la adicién del microorganismo al producto; sin embargo,
las observaciones fueron satisfactorias, siendo la salchicha con la adicién de

probiéticos la que tuvo mejores comentarios y por ende agrado a la poblacién.

7.5.2 Sobrevivencia a digestién in vitro
Los resultados de sobrevivencia a la digestion in vitro se presentan en la Figura
20. La linea negra representa la muestra de salchicha con la adicion del probiotico,

se puede observar que la concentracion de microorganismos en cada fase de la
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digestion se mantiene dentro de lo requerido para considerarse un producto
probiético (6 a 8 Log UFC). La grasa presente en el sistema carnico de la
salchicha también puede encapsular las microcapsulas de almidén que contienen
las células probioticas (Barragan et al., 2019) y, por lo tanto, brindar proteccion
extra durante el tratamiento térmico, por lo que puede contribuir a que un alto
namero de células probidticas se mantengan vivas aun cuando han sido
sometidas a un estrés letal. Dicho fendbmeno también podria explicar el por qué los
microorganismos probioticos tuvieron mayor sobrevivencia en el producto carnico

respecto a las microcapsulas libres (MCLGG-MFBS6).
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Figura 20. Sobrevivencia a digestion in vitro de Lactobacillus rhamnosus GG
encapsulado en almidon de haba modificado por energia de microondas.
Microcapsulas en salchicha, linea negra y microcapsulas libres, linea roja
(MCLGG-MFBSS6).
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7.5.3 Microscopia electronica de barrido de las salchichas

Se usO microscopia electrénica de barrido para observar la microestructura de las
salchichas. Las imagenes de la salchicha sin la adicion de LGG microencapsulado
se presentan en la Figura 21 como Salchicha Control; las imagenes de la
salchicha con la adicion de LGG microencapsulado con almidén de haba
modificado se presentan en la Figura 21 como Salchicha MCLGG. La muestra
Control presenté poros mas grandes y una estructura rugosa, mientras que en las
muestras MCLGG se observd una matriz mas densa o compacta con poros de
menor dimensidn. Song et al., (2010) reportaron el mismo cambio de estructura en
muestras de salchicha usado almidén de maiz OSA en la formulacion. La
diferencia en las microestructuras de las muestras podria atribuirse a que el
almidon OSA es un emulsionante eficaz debido a la adicién de grupos hidrofilicos
e hidrofébicos de doble funcién (Song et al., 2010; Ovando-Martinez et al., 2017).
El efecto asociativo de las cadenas hidrofébicas en los almidones OSA puede
formar una red con la molécula de grasa mediante interacciones hidrofobicas, y las
cadenas hidrofilicas pueden formar una red con la molécula de agua, lo que
mejora la cohesion de la salchicha observandose una estructura con menos poros

y mas uniforme.

alchicha Control w#%&~ ~_ “ZSalchicha MCLGG
, AT R :

)

Figura 21. Micrografias SEM de las salchichas con y sin la adicion de Lactobacillus
rhamnosus GG encapsulado en almidén de haba modificado por energia de

microondas.
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7.6 Vidade anaquel instrumental

Para la determinacion de la vida de anaquel, se realizaron 3 réplicas para cada
tiempo y tipo de muestra. Los resultados se presentan como muestra Control, que
se refiere a las salchichas sin la adicion de probidticos encapsulados y muestra
Probioticos, referente a las salchichas con la adicion del microorganismo
encapsulado en almidon de haba modificado por energia de microondas.

7.6.1 Color, pHy temperatura

Los resultados de los parametros de pH, temperatura, luminosidad (L*), indice
rojo-verde (a*) e indice amarillo-azul (b*) se muestran en el Anexo 4. En la Figura
22 se puede observar que los valores iniciales de pH de 5.8 para ambas muestras,
se mantuvieron casi constantes con ligero incremento a los 30 dias de
almacenamiento. Similar a lo observado por Bilenler et al. (2017) en salchicha
cocida inoculada con microorganismos microencapsulados. Debido a que las
muestras se almacenaron en condiciones controladas de temperatura esta

variable no presenté cambios significativos en el tiempo (Figura 22).

Los parametros de color se presentan graficamente en la Figura 23, se puede
observar que la luminosidad de las muestras aumenté con el tiempo de
almacenamiento, donde después 20 dias el incremento fue considerable,
teniéndose muestras que presentaban mayor luminosidad y esto pudiera deberse
al agua que se estaba perdiendo por sinéresis. La incorporaciéon de los
microorganismos probidticos resultd en una coloracion similar a la de la salchicha
sin la adicién del microorganismo. El indice de color rojo disminuyd con el tiempo
de almacenamiento, las muestras de salchichas que contenian los probidticos
presentaron una disminucion del tono rojo menos drastica y que se mantuvo
constante del dia 20 al 30. Por lo contrario, el indice de color amarillo se mantuvo
estable al pasar el tiempo de almacenamiento, con una ligera tendencia a
disminuir para ambas muestras. Estos alimentos con un alto contenido de agua y

un valor de pH cercano al neutro son naturalmente perecederos y no se pueden
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almacenar durante largos periodos de tiempo. La susceptibilidad de estos
productos al deterioro se debe a la actividad microbiana y cambios quimicos
indeseables, como la oxidacion de proteinas y lipidos durante el almacenamiento.
La oxidacion lipidica en los alimentos carnicos provoca pérdida de color (Das et
al., 2021). Esta pérdida de color se puede observar visualmente en la Figura 24,
donde claramente al dia 20 se observa la descoloracién de la salchicha, lo cual es

mas evidente al dia 30, mientras que en las muestras de Probidticos el cambio es
casi imperceptible a la vista.
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Figura 22. Temperatura y pH de salchichas con y sin la adicion de Lactobacillus
rhamnosus GG encapsulado en almidén de haba modificado por energia de

microondas. Almacenamiento en refrigeracion a 4 °C. m, Control y e, Probidticos.
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Figura 23. Luminosidad (L), indice rojo-verde (a) e indice amarillo-azul (b) de
salchichas con y sin la adicion de Lactobacillus rhamnosus GG encapsulado en
almidén de haba modificado por energia de microondas. Almacenamiento en
refrigeracion a 4 °C. m, Control y e, Probidticos. HunterLab MiniScan EZ (Hunter

Associates Laboratory, Inc.) iluminante D65/10°.
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Figura 24. Imagenes de las muestras de salchicha con y sin la adicién de

Lactobacillus rhamnosus GG encapsulado en almidon de haba modificado por
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energia de microondas. Control (C) y Probidticos (P). 0, 10, 20 y 30 indican el

tiempo de almacenamiento en dias. Almacenamiento en refrigeracion a 4 °C.

7.6.2 Textura

Algunos autores han reportado que la dureza, la elasticidad y la cohesion son
parametros mecanicos primarios que pueden utilizarse para caracterizar las
propiedades de textura de una salchicha (Song et al., 2010). La dureza es la
fuerza necesaria para penetrar en la muestra; la elasticidad es la capacidad del
producto para recuperar su forma original después de eliminar la fuerza de
deformacion; la cohesion es la medida en que el producto puede deformarse antes
de la ruptura y la masticacion es el producto de la dureza, la elasticidad y la
cohesién. Los resultados de dichas determinaciones se presentan en el Anexo 5.
En la Figura 25, se puede observar que no hubo diferencias significativas para
cada tiempo en cada una de las variables, lo que es un indicativo positivo ya que
el producto se logr6 mantener al paso del tiempo con las mismas caracteristicas
fisicas. Excepto para dureza en la muestra Control que posiblemente se deba a la
pérdida de agua por sinéresis que presentaron las muestras. Como se comento
anteriormente, las cadenas hidrofilicas en los almidones OSA pueden formar una
red con la molécula de agua (Song et al.,, 2010), lo que pudiera disminuir la

sinéresis de agua y por lo tanto no afectar la dureza de la salchicha.
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Figura 25. Graficos de perfil de textura de salchichas con y sin la adicion de

Lactobacillus rhamnosus GG encapsulado en almidéon de haba modificado por

energia de microondas. A) Dureza, B) Cohesividad, C) Elasticidad y D)

Masticacién. Almacenamiento en refrigeracion a 4 °C. m Control, linea negra y e

Probidticos, linea roja.

7.6.3 Concentracion de nitritos
Como se comentd anteriormente, el uso de nitritos estd determinado en normas
oficiales, siendo lo permitido un maximo de 156 ppm en producto terminado

(expresado como nitritos). En la Figura 26 se puede observar la clara reduccion de
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los nitritos al paso del tiempo. Al final del periodo de almacenamiento, solo se
detectd alrededor del 50% del nitrito inicial. Esto pudo ser debido a que la carne
fresca tiene microrganismos nativos que pueden ser termotolerantes como
bacterias acido lacticas, Micrococcaceae y Staphylococcaceae (Andritsos et al.,
2012) que participan en la reduccion de nitratos y nitritos. Bilenler et al. (2017)
detectaron solo el 10% del nitrito inicial en salchichas cocidas. Esta mayor
reduccion se pudo deber a que los autores inocularon las salchichas con
microrganismos que presentan actividad reductora de nitritos, y que la
encapsulacién mantuvo la actividad de los cultivos iniciadores reductores de nitrito

durante el procesamiento térmico.
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Figura 26. Concentracion de nitritos en salchicha con y sin la adicion de
Lactobacillus rhamnosus GG encapsulado en almidéon de haba modificado por

energia de microondas y almacenada a 4 °C.

7.6.4 Analisis microbiolégico
En la Figura 27 se puede apreciar el recuento de lactobacilos de la salchicha

Control, la salchicha con Probiéticos y la diferencia entre ambas determinaciones.
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Se pude apreciar que hay un incremento al paso del tiempo en ambas muestras.
En los productos carnicos empacados, como los embutidos cocidos, las
interacciones entre factores como los nutrientes y la disponibilidad de agua
influyen en el crecimiento de las bacterias acido lacticas. Y en los productos
carnicos, el empacado al vacio y el contenido de sal provocan una presion
selectiva que favorece a las bacterias acido lacticas (Barragan et al., 2019). Al
determinar la diferencia se puede ver que la salchicha contiene lo requerido para
considerarse un producto probiotico (6 a 8 Log UFC) hasta el dia 20. Al dia 30 de
almacenamiento esta comparacién muestra que la salchicha ya no presenta las
caracteristicas de dicho producto. Sin embargo, se puede tomar en cuenta el
rapido crecimiento de los microorganismos en la salchicha Control respecto a la
muestra probidtica que tiene una tendencia mas estable al tiempo. Por lo tanto,
podria ser que la muestra de Probi6ticos al contener a los microorganismos
microencapsulados su liberacién y por ende crecimiento en el producto sea mas

lento y por ende aun tener potencial para ser un producto considerado probiotico.
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Figura 27. Sobrevivencia de Lactobacillus en muestras de salchicha con y sin la
adicion de Lactobacillus rhamnosus GG encapsulado en almidon de haba

modificado por energia de microondas. Almacenamiento en refrigeracion a 4 °C.
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7.6.5 Oxidacién lipidica

La oxidacién de los lipidos en la carne ocurre a través de un mecanismo de
radicales libres autocatalitico llamado autooxidacién donde se producen productos
mas estables, alcoholes, acidos y aldehidos (Fernandez et al., 1997). Todos estos
productos tienen un efecto negativo sobre el olor, el sabor y el valor nutricional, lo
que afecta la calidad de los alimentos y son una de las principales causas del
deterioro de los productos carnicos (de Azevedo et al., 2003). La oxidacion lipidica
en los alimentos carnicos provoca pérdida de color, dafios estructurales en las
proteinas y la produccién de sabores rancios o desagradables. Estos cambios
afectan negativamente la calidad sensorial, el valor nutricional y la aceptabilidad
del consumidor y, en consecuencia, acortan su vida 0til. Los cambios oxidativos
afectan en ultima instancia a la textura y a la capacidad de retencion de agua de
los alimentos durante su almacenamiento (Das et al., 2021). Como era de
esperarse, la rancidez oxidativa aumenté significativamente con el tiempo de
almacenamiento en las muestras Control y Probidticos, esto debido a que el
material encapsulante usado en este trabajo no presentaba propiedades
antioxidantes, pero si se pudo observar que dicho incremento fue en menor grado
para las muestras con probidticos en comparacion con el Control (Figura 28).
Como se presenté en la Figura 24, al dia 20 las muestras Control presentaban un
cambio drastico de perdida de color que podria relacionarse a el aumento de la
oxidacion lipidica, el cual se dispara considerablemente ese mismo dia, esto
pudiera deberse a que en la microestructura de las salchichas Control se tienen
mas poros (Figura 21) que pudieran tener oxigeno y por ende acelerar el proceso
de oxidacién. Es bien sabido que la oxidacion de lipidos es un proceso complejo y
dindmico que se incrementa con el tiempo y produce diversos compuestos; el
proceso de oxidacion de lipidos generalmente se divide en tres fases: la primera
se denomina fase de iniciacion, e implica la formacion de radicales libres de lipidos
e hidroperoxidos como productos primarios de reaccion, el segundo paso o paso
de propagacion, donde los hidroperoxidos formados se descomponen en

productos de peroxidacion secundarios, la mayoria de los cuales son aldehidos
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(principalmente malondialdehido o MDA), y la etapa final, que incluye la formacion
de un producto terciario como epoéxido o peroéxido ciclico (Kerr et al., 2015); la
mayor concentracion de TBARS se produjo al dia 20 en la muestra Control debido
a la formacién de productos de oxidacion secundarios y luego disminuye
ligeramente debido a la formacion posterior de productos terciarios (Raharjo y
Sofos, 1993; Kerr et al., 2015). W¢jciak et al. (2012) afiadieron cepas probidticas
del género lactobacilos en un producto céarnico curado y observaron un retardo en
la oxidacion lipidica y decoloracion en comparacion con una muestra sin cepas
probiéticas, similar a lo observado en nuestro trabajo para un producto cérnico

cocido.
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Figura 28. Concentracion de especies reactivas al acido 2-tiobarbiturico en
salchicha con y sin la adicion de Lactobacillus rhamnosus GG encapsulado en

almidon de haba modificado por energia de microondas y almacenada a 4 °C.
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VIIl.  Conclusiones

El tratamiento con microondas aumento la concentracion de amilosa, azucares
reductores, solubilidad y absorcion de agua. Estos cambios se vieron reflejados en
la modificacion de sus propiedades fisicoquimicas, disminuyendo la viscosidad y
concentracion de almidén resistente, o que sugiere que los almidones fueron
altamente hidrolizados. Ademas, con la aplicacion de energia de microondas se
logré la modificacion del almidon hidrolizado (esterificacion con OSA) en tiempos
cortos comparado con la esterificacion tradicional, lograndose en algunos
tratamientos incrementar la concentracion de almidén resistente mas del 50%
respecto al almidén hidrolizado. Finalmente, la aplicacibn de energia de
microondas favorece la obtencién de almidon modificado con baja viscosidad y
alta solubilidad que son caracteristicas propicias para uso como material de pared

en el secado por aspersion.

La microencapsulacion mediante secado por aspersion de Lactobacillus
rhamnosus GG usando almidén modificado de haba tuvo alto rendimiento (>50%)
y sobrevivencia (>80%). Las microcipsulas presentaron propiedades
fisicoquimicas y morfoldgicas aceptables para su funcionalidad y la conservacién
de la viabilidad de los microorganismos probioticos. Ademas, tuvieron
caracteristicas similares a las que se obtienen con almidones modificados

comerciales.

La elaboracién de una salchicha probiética se logré con el uso de la tecnologia de
microencapsulacion. El producto obtuvo buena aceptacion sensorial y no mas del
50% de la poblaciébn es capaz de detectar diferencias entre una salchicha
tradicional y probidtica. Se observo una alta sobrevivencia a la digestion in vitro y
almacenamiento a 4°C por 30 dias. La morfologia que presento la salchicha con la
adicién del microorganismo encapsulado con almidon de haba modificado por
energia de microondas fue compacta y con porosidades pequefias. La evaluacion

de su vida de anaquel mostré buena textura, color, sobrevivencia de LGG y baja
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oxidacion lipidica incluso al dia 30 de almacenamiento lo que sugiere que el

producto podria ser competitivo en el mercado.

Este trabajo describe un método que utiliza una tecnologia emergente (energia de
microondas) para obtener almidon modificado mediante una ruta en seco, que
utiliza menos consumo de energia en un tiempo de reaccibn mas corto y sin
efluentes para el medio ambiente. ElI almidon obtenido tiene caracteristicas
deseables para su uso como material encapsulante, con un buen rendimiento en
la encapsulacion de probiéticos. Ademdas, se comprobd que los probidticos
encapsulados con dicho material sobreviven a la aplicacion en productos que sean

sometidos a tratamientos térmicos.
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X. Anexos

Anexo 1. Evaluacion de aceptabilidad de salchicha de cerdo tipo Viena.

UnIvER SIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE GUiMICA

DEFPARTAMENTO DE INVESTIGACION ¥ POSGRADO EN ALIMENTO S
Edad: Género: Fecha: Muestra: Salkchicha de cerdo
INSTRUCCIOMES: De acuerdo a la escala presentada, indica con una cruz el nivel de agrado de los atributos que se muesiran en &l

cuadro. PORFAVOR BEBE AGUA Y COME UN TROZO DE GALLETA CADA VEZ QUE TERMIMNES DE PROBAR.

6 7

5 *9 .
(o | [N e oo
Nl NN N

L)
|
|\
Me Me disgusta Me Mea Mi me gusta Me gusta Me gusta Me gusta Me gusta
disgusta mucho disgusta disgusta ni me ligeramente | bastante mucho muchisimo
muchisimo bastante | ligeramente disgusta
Sabor
Jugosidad
Textura
Cohesividad
Apariencia
general
Comentarios:
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Anexo 2. Poster para el reclutamiento de panelistas.

Universidad Autonoma de Querétaro
Facultad de Quimica
Departamento de Investigaciony
Posgrado en Alimentos

Evaluacion sensorial de un
producto carnico embutido
"Salchicha de cerdo™_

24 de enero + 11:30 a.m. « Planta Piloto de
Alimentos, Edificio Biotecnolégico,
Universidad Autonoma de Querétaro

iPARTICIPA COMO PANELISTA!
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Anexo 3. Consentimiento informado.

Consentimiento informado

No. de boleta:
Fecha:

Universidad Autonoma de Querétaro
Facultad de Quimica
Doctorado en Ciencia y Tecnologia de Alimentos
C.U., Cerro de las Campanas s/n, Colonia Las Campanas,
C.P.76010, Querétaro, Qro.

Titulo del proyecto: Evaluacion del uso de almidén modificado de haba en la
microencapsulacion de Lactobacillus rhamosus GG para su incorporacion en
salchicha cocida.

Investigador responsable: Dra. Silvia Lorena Amaya Llano

Nombre del evaluador: M. en C. Mayra Esthela Gonzalez Mendoza

El consentimiento informado es el procedimiento mediante el cual se
garantiza que usted ha expresado voluntariamente su intencion de participar en la
investigacion, después de haber comprendido la informacién que se le ha dado,
acerca de los objetivos del estudio, los beneficios, las molestias, los posibles
riesgos y las alternativas, sus derechos y responsabilidades.

Se considera que usted es apto para ser participe en un estudio de
evaluacion sensorial. Este consiste en probar una salchicha cocida. La cual esta
elaborada a base de carne de cerdo y res, grasa de cerdo, almidon, fosfatos, sal y
sal cura. La salchicha puede estar o no adicionada con microorganismos
probioticos. Este producto no tiene ningun riesgo para usted. La actividad es
solamente de tipo experimental, confidencial y de caracter voluntario, por lo que, si
desea retirarse de esta actividad, puede hacerlo en cualquier momento, aln
durante la prueba. Esta en su derecho de aclarar cualquier duda o pregunta que

tenga antes, durante y al concluir la prueba.
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Justificacion del estudio

La demanda de alimentos ha cambiado de una dieta que proporcionaba energia a
una dieta con un perfil de nutrientes equilibrado y que confiera beneficios a la
salud, dentro de ellos se encuentran los alimentos probidticos. Estos pueden
mejorar diferentes afecciones como disbiosis, resistencia a patégenos, prevencion
de trastornos gastrointestinales y modulacion de la respuesta inmunolégica. La
incorporacion de probidticos en diferentes matrices de alimentos podria
representar un gran desafio ya que diferentes especies muestran distintas
sensibilidades a la acidez, temperatura, humedad, entre otras.

Por otro lado, el consumo de productos carnicos cocidos como la salchicha ha
incrementado en los ultimos afios, por lo que es de gran interés el desarrollo de un
producto carnico probiotico de este tipo. La temperatura de coccion en el proceso
de elaboracibn de una salchicha es el punto critico para la eleccion del
microorganismo.

Lactobacillus rhamnosus GG es uno de los microorganismos probioticos que
tienen gran relevancia en la industria de alimentos debido a sus efectos benéficos
a la salud, sin embargo, para asegurar su sobrevivencia se pueden utilizar
métodos de encapsulacién con materiales que provean proteccion para aumentar
su viabilidad, en este contexto, el uso de biopolimeros como el almidon es comun
en las tecnologias de encapsulacion. Actualmente se buscan nuevas alternativas
de fuentes de almidon que provean las caracteristicas necesarias para llevar a
cabo de manera efectiva la encapsulaciéon. El almidén de haba es una fuente con
alto potencial para ser utilizada por su composicion rica en amilosa, contenido de
almidon resistente y tamafio de granulo. Ademas, para mejorar sus caracteristicas
fisicoquimicas, se pueden realizar modificaciones al almidéon nativo usando
tecnologias emergentes. El uso de energia de microondas permitira la obtencién
de un material con caracteristicas anfifilicas y de baja viscosidad, mejorando sus
propiedades de pared. Por lo que la encapsulacion con almidon modificado de
haba proveera proteccion al microorganismo probiético para su aplicacion en la

elaboracion de una salchicha.
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Objetivo del estudio

Obtener un material encapsulante a partir de almidén de haba modificado por
energia de microondas, que provea proteccion térmica al microorganismo
Lactobacillus rhamnosus GG para su incorporacién en un producto carnico cocido

(salchicha).

Procedimiento del estudio
Si usted cumple con los requisitos para participar en este estudio (Categoria A: sin
riesgo) y acepta participar voluntariamente se aplicara la siguiente evaluacion
sensorial:
1. Se presentardn de manera aleatoria 2 muestras de salchicha cocida
codificadas con numeros de 3 digitos.
2. Se le brindar4 agua para que enjuague su paladar antes y entre cada
muestra de salchicha.
3. Se le brindara un formato donde se le pedira cierta informacién de su
persona y donde tendra que indicar el nivel de aceptacion o desagrado de

algunos atributos.

Duracion del estudio: Se estima que la duracion de la prueba sea de 30 min.

Riesgos asociados con el estudio

Se le garantiza que los alimentos que usted va a ingerir son inocuos
microbiol6gicamente. Asegurando su calidad microbioldgica mediante los andlisis
gue marca la Norma Mexicana NMX-F-065-1984 y NOM-213-SSA1-2018. Las
salchichas a ingerir contienen carne de cerdo y carne de res; grasa de cerdo;
almidon (compuesto extraido de una leguminosa, haba) el cual NO tiene relacion
alguna con los compuestos causantes de alergias por leguminosas como lo son
las proteinas “lectinas y gluteninas”. Sin embargo, podria contener
concentraciones traza de proteina de haba. Por lo que se recomienda que si usted

es consciente de presentar alergias asociadas a estos ingredientes desista de
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participar en este estudio. En caso de presentar alguna reaccion alérgica a uno de
los componentes del alimento o presentar algun sintoma de malestar sera retirado
del estudio y trasladado inmediatamente a la Unidad Médica de la Universidad

para que se le proporcione el tratamiento adecuado.

Aclaraciones

e Su participacion en la evaluacion sensorial es voluntaria.

e Puede preguntar y aclarar cualquier duda que tenga antes, durante y al
finalizar la prueba.

¢ No recibirh compensacién econémica por participar.

e Puede solicitar que le repitan las instrucciones las veces que sea necesario.

e Puede retirarse de la prueba en el momento que lo desee.

e Si al inicio habia dicho que si realizaria la prueba, pero cambia de opinién
repentinamente, puede retirarse de la prueba.

¢ No tiene que hacer ninguna contribucion econémica a la prueba.

e Los datos o informacion que obtengamos de su persona seran utilizados
exclusivamente para fines de esta investigacion.

e Se le comunicara el resultado de la prueba en caso de que usted lo solicite.

e Datos personales seran estrictamente confidenciales.

e La informacion proporcionada en este consentimiento informado ha sido
revisada y aprobada por el comité de bioética de la Facultad de Quimica de

la Universidad Autbnoma de Querétaro.

Cualquier duda sobre el resguardo de su informacién, dudas sobre su

participacion o comentarios como contribucion a esta prueba puede realizarlos a

través de:
Dr. Eduardo Castafio Tostado Dra. I1za Fernanda Pérez Ramirez
Jefe de investigacion y posgrado Presidenta de la comisién de bioética
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Facultad de quimica Facultad de quimica

Universidad Auténoma de Querétaro Universidad Auténoma de Querétaro
Teléfono: 01 442 1921200 ext. 5578, Teléfono: 01 442 1921200
5514 Correo electronico:

Correo electronico: ecastano@uaqg.mx iza.perez@hotmail.com

Si usted de manera voluntaria desea participar en el estudio, favor de firmar esta

hoja, de lo contrario respetamos su decision.

Fecha y firma del participante
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Consentimiento informado Revocacion o Rechazo

Fecha:

Universidad Autbnoma de Querétaro
Facultad de Quimica
Doctorado en Ciencia y Tecnologia de Alimentos
C.U., Cerro de las Campanas s/n, Colonia Las Campanas,
C.P.76010, Querétaro, Qro.

Titulo del proyecto: Evaluacion del uso de almidén modificado de haba en la
microencapsulacién de Lactobacillus rhamosus GG para su incorporacion en
salchicha cocida.

Investigador responsable: Dra. Silvia Lorena Amaya Llano

Nombre del evaluador: M. en C. Mayra Esthela Gonzélez Mendoza

Nombre del participante:

Por mi mismo dejo constancia de mi decision de revocar la autorizacién que firmé
con anterioridad, en documento de consentimiento informado.
En tales condiciones revoco que se me aplique la evaluacion sensorial

programada.

Firma del participante y fecha
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Anexo 4. Pardmetros de calidad de la salchicha de cerdo con y sin la adiciéon de
Lactobacillus rhamnosus GG.

Vida de anaquel

Muestra Tiem Po
(dias) pH T(C) L* a* b*

Control 0 5.8+0.04® 4.0+0.06A 53.2+0.33* 185+0.124 8.1+0.14*
Control 10 59+0.04® 3.9+0.05" 54.1+0.12®8 18.7+0.10¢ 7.8+0.058
Control 20 6.0+0.01" 39+0.064 554+0.29° 16.7+0.31® 7.8+0.038
Control 30 6.1+0.05" 4.1+0.104 59.7+0.20° 14.7+0.11¢ 7.4+0.06°
Probidticos 0 5.8+0.05° 4.1+0.122 53.7+0.34¢ 18.4+0.24® 7.6+0.112
Probidticos 10 5.9+0.04% 4.0+0.102 54.4+0.43 18.5+0.032 7.7+0.032
Probidticos 20 6.0+0.022 4.0+0.15? 54.9+0.10° 16.8+0.82° 7.4+0.15%
Probidticos 30 6.0+ 0.042 4.0+0.062 58.5+0.472 16.8+0.30° 7.2+0.15°

n=3 replicaciones, ensayos realizados por triplicado. Media + desviacion estandar, valores

en la misma columna con diferentes letras superindices indican diferencia estadistica

significativa (a= 0.05). AP, comparaciones del Control en el tiempo. ¢, comparaciones de

Probidticos en el tiempo. Almacenamiento en refrigeracién a 4 °C. *HunterLab MiniScan

EZ (Hunter Associates Laboratory, Inc.) iluminante D65/10°.
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Anexo 5. Perfil de textura de la salchicha de cerdo con y sin la adicion de

Lactobacillus rhamnosus GG.

Vida de anaquel

Muestra T(igl,rg E)O
Dureza, N Cohesividad Elasticidad Masticacién, N

Control 0 38.4 £ 0.668 0.70 = 0.0467 0.90 + 0.020% 23.9 +2.09*
Control 10 43.9 + 1.55%8 0.73 £ 0.054* 0.89 + 0.041A 28.9 +3.19*
Control 20 445 + 1.6278 0.71 £0.023* 0.90 + 0.035 30.5+5.12~
Control 30 49.2 + 7.524 0.74 £ 0.028% 0.87 £ 0.0414 31.6 + 3.844
Probidticos 0 36.3 £5.072 0.75+0.0792 0.91 £ 0.0252 26.6 £ 4.042
Probidticos 10 41.5+1.512 0.70 + 0.0402 0.92 £ 0.0242 31.1+£5.752
Probidticos 20 44.8 + 4.052 0.66 + 0.0362 0.89 £ 0.0182 32.0 £ 4.062
Probidticos 30 46.5 + 8.912 0.72 £0.0312 0.89 £ 0.0192 33.5+5.882

n=3 replicaciones, ensayos realizados por triplicado. Media + desviacion estandar, valores

en la misma columna con diferentes letras superindices indican diferencia estadistica

significativa (a= 0.05). AP, comparaciones del Control en el tiempo. ¢, comparaciones de

Probidticos en el tiempo. Almacenamiento en refrigeracion a 4 °C.
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