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Editorial

Lainvestigacion y la escritura son las actividades mas importantes de un doctor en ciencias. El
redactar un texto cientifico tiene como objetivo dar a conocer a la comunidad cientifica y al
publico en general un panoramaamplio de lo que se esta trabajando y cudles son los temas de
actualidad en el ambito de la ciencia. El haber realizado mi estancia posdoctoral en el Departa-
mento de Ingenieria Quimicay Alimentos de la Universidad de las Américas Puebla, me permi-
tio conocer Temas selectos de ingenieria de alimentos (TSIA), revista escrita por los estudiantes
del Doctorado en Ciencia de Alimentos. En mi opinion, creo que es un magnifico ejercicio de
escritura cientifica, ademas de que se revisa e investiga temas de actualidad de ingenieria y
ciencia de alimentos y, sobre todo, temas que los alumnos trabajaran en su tesis. Esto ayuda
al estudiante a hacer una revision bibliografica del estado del arte del tema que desarrolla-
ran durante su posgrado y a ganar nuevas habilidades que los prepararan para el futuro en la
publicacion de articulos cientificos en revistas de alto impacto. Es un referente importante
porque, sin duda, cuando se busca algin tema de actualidad en el area, siempre aparece un
articulo asociado con esta revista. En esta ocasion, me llena de alegria presentar el volumen 11,
le aseguro al lector que no quedara defraudado ya que se incluyen cuatro articulos de revision
bibliografica sobre betalainasy sus aplicaciones en la industria alimentaria, paraprobidticosy
su aplicacion en alimentos, la efectividad antimicrobiana de aceites esenciales y sus compo-
nentes encapsulados y coacervacion compleja como una alternativa de microencapsulacion.
Cada tema es innovador y tiene gran impacto en el area de alimentos. Finalmente, felicito al
cuerpo editorial, estudiantes y colaboradores que pusieron su mejor empefio para la realiza-
cién de este volumen, sabiendo que existe calidad en todos los articulos publicados.

Dra. Maria Antonieta Rios Corripio
Profesor investigador catedra CONACYT
del Colegio de Postgraduados Campus Cordoba
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Efectividad antimicrobiana de aceites esenciales y sus
componentes encapsulados

N. Ruiz-Gonzalez y M. T. Jiménez-Munguia
Departamento de Ingenieria Quimica y Alimentos, Universidad de las Américas Puebla
Ex hacienda Sta. Catarina Mdrtir, C.P. 72810, San Andrés Cholula, Puebla, México.

RESUMEN

El uso de los aceites esenciales como aditivos naturales para extender lavida util de los productos
alimenticios ha recibido una creciente atencion. Las propiedades antimicrobianas de los aceites
esenciales son debidas a sus componentes, los cuales poseen actividad contra microorganismos
patogenos y deteriorativos comunes en alimentos. Los aceites esenciales y sus componentes
son inestables ante diferentes condiciones ambientales, por lo que la encapsulacion representa
una alternativa para protegerlos. Uno de los procesos importantes en el disefio de un sistema de
encapsulacion para agentes antimicrobianos es la prueba de su efectividad antimicrobiana en
sistemas modelo y alimentos, sin embargo, estos estudios aln son escasos. El propésito de esta
revision es dara conocer informacion actualizada sobre los mecanismos de accion antimicrobia-
nadelosaceites esencialesy sus componentes, asi como sobre su efectividad al ser encapsulados
y probados en sistemas modelo y en alimentos.

Palabras clave: efectividad antimicrobiana, aceites esenciales, encapsulacion, sistemas modelo,
alimentos.

ABSTRACT

The use of essential oils and their components has received increasing attention as natural
additives to extend the shelf life of foodstuffs. The antimicrobial properties of the essential oils
are due to its components, which have activity against common pathogenic and deteriorative
microorganisms in food. Essential oils and their components are unstable under different en-
vironmental conditions, so encapsulation is an alternative to protect them. One of the important
processes in the design of an encapsulation system for antimicrobial agents is the proof of its
antimicrobial effectiveness in model and food systems, however these studies are still scarce.
The purpose of this review is to provide updated information on the mechanisms of antimi-
crobial action of essential oils and their components, as well as their effectiveness as they are
encapsulated and tested in model and food systems.

Keywords: antimicrobial effectiveness, essential oils, encapsulation, model systems, food. Programa de Doctorado
en Ciencia de Alimentos
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Introduccion

Los aceites esenciales son mezclas de varias sustancias quimicas
biosintetizadas por las plantas aromaticas. Estos han ganado
un crecienteinterésen el area dealimentos, debido a que pro-
vienen de fuentes naturales, su uso es seguro, son amigables
con el ambientey tienen propiedades antioxidantes y antimi-
crobianas.

Las propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales son
debidas a sus componentes, entre los que destacan los com-
puestos fendlicos, los cuales poseen actividad contra microor-
ganismos patégenos y deteriorativos comunes en alimentos.
Los mecanismos de accion de los compuestos antimicrobianos
dependen del tipo de microorganismos, sin embargo, pueden
actuar causando dafio celular o interviniendo en los procesos
metabolicos de los microorganismos.

Los aceites esenciales se han estudiado con el objetivo de
aprovechar todos sus beneficios. Sin embargo, son quimica-
mente inestables cuando se encuentran expuestos a ciertas
condicionesambientales como son laluz, lahumedad, el oxigeno
y las temperaturas elevadas, lo que puede ocasionar la pérdida
de sus propiedades antimicrobianasy antioxidantes.

La encapsulacion es una forma de proteger a los aceites
esencialesy sus componentes. En este proceso, pequefias par-
ticulas de los aceites esenciales o de sus componentes son ro-
deadas por un revestimiento o son contenidas en una matriz
formando pequefas capsulas (Bakry et al,, 2015). Mediante un
proceso de difusion, el aceite o sus componentes pueden atra-
vesar los materiales de la capsula, para liberarse de manera
controlada en el sitio requerido.

Uno de los procesos importantes en el disefio de un sistema
de encapsulacién para agentes antimicrobianos es la prueba
de su efectividad antimicrobiana en sistemas modelo, lo cual
permite controlar algunas variables de estudio como la dispo-
nibilidad de nutrientes, el pH, laa , lahumedad, latemperatu-
ra, entre otras; lo que puede dar una buena aproximacién del
comportamiento de los agentes antimicrobianos encapsulados
en las pruebas posteriores de su efectividad antimicrobiana en
alimentos.

En estarevision se pretende daraconocer informacion actua-
lizada sobre los mecanismos de accién antimicrobiana de los
aceites esencialesy sus componentes, asi como sobre su efec-
tividad al ser encapsulados y probados en sistemas modelo y
enalimentos.

Revision bibliografica

1. Aceites esenciales y sus componentes

El uso de aceites esenciales en la produccion de alimentos y
bebidas es conocido desde la antigiiedad. En el campo de la
obtencion y uso de aceites esenciales en alimentos, las inves-
tigaciones se centran en la extraccion, el analisis quimico de
sus componentes y en las pruebas de su capacidad funcional
enalimentos (Dima et al,, 2014).

1.1. Fuentes y composicion quimica

Las plantas aromaticas son afiadidas para mejorar el sabory/o
elaromade losalimentos, sin embargo, también pueden mejorar
suvida util, debido asu contenido de agentesantimicrobianos
y propiedades antioxidantes.

Los aceites esenciales obtenidos de materiales vegetales
como flores, brotes, semillas, hojas, entre otros, contienen
mezclas de componentesvolatiles que tienen amplio espectro
de actividad antimicrobianay actiian como conservadores na-
turales cuando son afiadidosalosalimentos frescos (Ait-Ouaz-
zou, Lor'any Bakkali, 2011). En latabla | se encuentran algunos
ejemplos de partes de plantas que contienen aceites esenciales.

Tablal. Partes de plantas que contienen aceites esenciales.

Orégano, menta, albahaca, romero,
limén, mirto, canela, alcanfor, pimienta,

HOJAS . . . .
laurel, salvia, eucalipto, hierba limén,
hierbabuena, arbol de té y tomillo.
Cardamomo, café, pitaya, neem,
comino, pimienta negra, almendra, anis,

SEMILLAS zanahoria, apio, cilantro, huez moscada,
perejil e hinojo.
FRUTAS Citricos, vainilla y granada.
Clavo, lavanda, manzanilla, jazmin,

FLORES mejorana y naranja.

, Vetiver, jengibre, ciircuma, valeriana

RAICES

y angélica.

Adaptada de Tongnuanchan y Benjakul (2014).



Los compuestos presentes en los aceites esenciales se di-
viden en dos grupos que son los hidrocarburos terpénicosy
los compuestos oxigenados (Tongnuanchan y Benjakul, 2014).
Los hidrocarburos terpénicos son una clase de compuestos
organicos derivados del isopreno, que es un hidrocarburo de
cinco atomos de carbono. Los aceites esenciales contienen
principalmente monoterpenos y sesquiterpenos; los diterpenos,
triterpenos y tetraterpenos también se encuentran presentes,
pero en baja concentracion (Mohamed, El-Emary y Ali, 2010).
Por otro lado, los compuestos oxigenados reciben el nombre
de terpenoides (terpenos que contienen oxigeno), algunos de
ellosson:

a. Fenoles: timol, eugenol, carvacrol, chavicol, timol, entre otros.

b. Alcoholes monoterpénicos (borneol, isopulegol, lavanduol,
a-terpineol, entre otros) y alcoholes sesquiterpénicos (ele-
mol, nerolidol, santalol, a-santalol, entre otros).

¢. Aldehidos: citral, mirral, cuminaldehido, citronelal, cina-
maldehido, benzaldehido, entre otros.

d. Cetonas: carvona, mentona, pulegona, fenchona, alcanfor,
tuiona, verbenona, entre otras.

e. Esteres: acetato de bencilo, acetato de linalilo, acetato de
citronelilo, acetato de geranilo, entre otros.

f. Oxidos: 1,8-cineol, éxido de bisabolona, éxido de linalool,
oxido de esclareol, entre otros.

g. Lactonas: bergapteno, nepetalactona, psoraleno, aesculatina,
citropeno, entre otras.

h. Eteres: 1,8-cineol, anetol, elemicina, mirristiina, entre otros.

1.2. Propiedades antimicrobianas y

mecanismos de accion

Laactividad antimicrobiana de los aceites esenciales depende
principalmente de tres factores: su caracter hidrofilo o hidré-
fobo, sus componentes quimicosy el tipo de microorganismo
al que debe atacar (Kalembay Kinicka, 2003; Lépez-Malo, Palou,
Ledn-Cruz y Alzamora, 2005; Fisher y Phillips, 2008; Soldrza-
no-Santosy Miranda-Novales, 2011).

La forma en la que actuan los aceites esenciales de acuer-
do a su caracter (hidréfilo o hidréfobo), se debe a que tienen
la capacidad de alterar las células microbianas, aumentando
o disminuyendo la regulacion de los genes implicados en la
sintesis de proteinas de la membrana celular externa (Radu-
lovi'c, Blagojevi'c, Stojanovi'c-Radi'c y Stojanovi'c, 2013). La
alteracion de la membrana celular externa produce fugas de
varias sustancias (iones, ATP, acidos nucleicos y aminoacidos),
lisis celulary finalmente la muerte del microorganismo (Her-

nandez-Hernandez, Regalado-Gonzalez, Vazquez-Landaverde,
Guerrero-Legarretay Garcia-Almendarez, 2014).

Con respecto a sus componentes, éstos pueden alterar
la estructura de la membrana del citoplasma, inhibiendo el
transporte de electrones, o actuar como potenciales agentes
desnaturalizantes de proteinas, disolventes o deshidratantes
(Hernandez-Hernandez et al, 2014). Delaquis, Stanich, Gi-
rard, y Mazza (2002) y Holley y Patel (2005) afirman que los
compuestos fendlicos son los principales responsables de las
propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales. En el
mismo sentido, en un estudio realizado por Fisher y Phillips
(2008), se reportd que el carvacrol tiene la capacidad de alterar
la membrana celular externa, lo que causa la fuga de protones
y iones de potasio y da como resultado el colapso de la mem-
branay lainhibicion de lasintesis del ATP.

Por otro lado, se ha observado que los componentes de los
aceites esenciales tienen una mayor efectividad antimicrobia-
nacontralas bacterias gram-positivas, que contra las gram-ne-
gativas (Okoh, Sadimenko y Afolayan, 2010). Lo anterior se atri-
buye a que los extremos lipofilos de los acidos lipoteicoicos en
la membrana celular de las bacterias gram-positivas, pueden
facilitar la penetracion de los componentes hidréfobos de los
aceites esenciales. Por su parte, |a resistencia de las bacterias
gram-negativas a los componentes de los aceites esenciales,
se asocia con el papel protector de las proteinas de la membrana
o los lipopolisacaridos de la pared celular, que limitan la velo-
cidad de difusion de los compuestos hidréfobos a través de la
capa de lipopolisacarido (Burt, 2004). Fisher y Phillips (2008)
mencionan que para alcanzar el mismo efecto letal en ambos
tipos de bacterias (gram-positivas y gram-negativas), seria ne-
cesario un periodo mayor de exposicion a los aceites esenciales
en los sistemas modelo. No obstante, esta sensibilidad de los
diferentes tipos de bacterias sélo se ha observado al utilizar
aceites esenciales in vitro, pero no en alimentos.

2. Encapsulacion de aceites esenciales y sus
componentes

La encapsulacion de los aceites esenciales y sus componentes
representa un enfoque eficiente y viable para incrementar
su estabilidad, protegiéndolos de las interacciones con los
alimentos y el medio ambiente. El proceso de encapsulacion
consisteen laformacion de unaestructura multi-componente
en forma de particulas compuestas, por lo general, de dos sus-
tancias: el material del nicleo y el agente encapsulante (Ada-
miec, 2009). En el caso de los antimicrobianos, la encapsula-
cion puede incrementar la concentracion de los componentes
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en las areas de los alimentos donde los microorganismos se
localizan, por ejemplo, en fases acuosas o en interfases liqui-
do-sélido (Weiss, Gaysinksy, Davidson y McClements, 2009).

El material y el proceso de encapsulacion son factores que
influyen significativamente en la actividad antimicrobiana de
los aceites esenciales y sus componentes encapsulados (Bei-
rao da Costa, Duarte y Bourbon, 2012; Wang, Lu, Wu y Lv, 2009).
La eleccion de los materiales de encapsulacion es un paso im-
portante para el éxito del proceso; dichos materiales pueden
ser seleccionados entre una gran variedad de polimeros natu-
rales y sintéticos como gomas, proteinas, maltodextrina, car-
boximetil celulosa de sodio y gelatina (Wang et al., 2009). En-
tre ellos, los carbohidratos, como los almidones modificados
y las maltodextrinas, son considerados generalmente como
buenos agentes encapsulantes, ya que tienen baja viscosidad,
un alto contenido de sélidos, buena solubilidad y su uso con-
duce a bajas cantidades de aceite no encapsulado en la super-
ficie (Gharsallaoui, Roudaut, Chambin, Voilley y Saurel, 2007).

Por otro lado, el proceso de obtencidn de los encapsulados
tiene una gran influencia sobre lasolubilidad de las particulas,
ya que, dependiendo del procedimiento empleado, se alcanza-
ran escalas micro o nano. Algunas de las técnicas mas utiliza-
das para encapsular aceites esenciales son la encapsulacion
por emulsion, la coacervacion, la gelacién ionotrépica, la in-
clusion molecular, el secado por atomizacion, la liofilizacion,
el recubrimiento en lecho fluidizado y la co-cristalizacion, entre
otras (Zuidam y Nedovic, 2010).

3. Efectividad antimicrobiana de los
componentes de aceites esenciales encapsulados

3.1. Evaluacion en sistemas modelo

Se ha estudiado la efectividad como antimicrobianos de los
componentes de los aceites esenciales encapsulados mediante
suaplicacion en sistemas modelo, ya que éstos permiten crear
condiciones favorables para el crecimiento de los microorga-
nismos.

En algunos estudios se ha demostrado que la encapsula-
cion de los componentes de los aceites esenciales puede au-
mentar su efectividad antimicrobiana, en comparacion con
la de los componentes no encapsulados. Por ejemplo, en una
investigacion realizada por Donsi, Annunziata, Sessa y Ferrari
(2011), se comprobo que la concentracién minimainhibitoria
(CM1) y la concentracién minima bactericida (CMB) del D-li-
monenoy de una mezcla de terpenos extraidos del arbol de té
(Melaleuca alternifolia), encapsulados en nanoemulsiones, re-

sultaron siempre menores o iguales a las de los mismos compo-
nentes no encapsulados, paralos microorganismos probados
(Escherichia coli, Lactobacillus delbrueckiiy Saccharomyces
cerevisiae), en sistemas modelo de caldo de soya tripticaseina
ycaldo Man, Rogosay Sharpe (MRS). Asimismo, Bejrapha, Choi,
Surassmo, Chuny Min (2011) encontraron que laCMI del euge-
nol encapsulado en nanoemulsiones, resulto siempre menoro
igual ala del eugenol no encapsulado, para E.coli, en caldo de
soya tripticaseina.

Por otro lado, también se han realizado estudios en sis-
temas modelo que han demostrado que la concentracién de
los componentes de los aceites esenciales encapsulados es
uno de los parametros mas importantes para lograr una alta
efectividad antimicrobiana. Entre ellos esta el llevado a cabo
por Chang, McLandsborough y McClements (2013); estos in-
vestigadores examinaron la efectividad antimicrobiana de na-
noemulsiones elaboradas con diferentes concentraciones de
carvacrol (10 a 40% p/p), contra cuatro levaduras (Zygosac-
charomyces bailii, Sc. cerevisiae, Brettanomyces bruxellensis
y Brettanomyces naardenensis), utilizando un sistema mo-
delo de solucién de buffer de citrato (5 mM; pH 3.5), donde
se monitored el numero de células viables durante cinco dias
en incubacion a temperatura ambiente. Los resultados mos-
traron que con 40% (p/p) de carvacrol en la nanoemulsion,
fue posible inhibir el crecimiento de todas las levaduras, lo-
grandose una reduccion de cuatro ciclos logaritmicos (UFC/
mL). Por su parte, Hernandez-Hernandez et al. (2014) estudia-
ron la efectividad antimicrobiana de microemulsiones elabo-
radas con diferentes concentraciones de timol (50 a 250 pg/
mL) o carvacrol (80 a 500 pg/mL), para inhibir el crecimiento
de Micrococcus luteus, utilizando un sistema modelo de caldo
nutritivo, el cual se incubé durante 2 horas a 30 °C, para de-
terminar la poblacién microbiana en agar nutritivo, después
de incubar durante 48 horas a 30 °C. Los resultados mostraron
que después de 2 horas de incubacion, las mayores concentra-
ciones de timol (150 a 250 pug/mL) o carvacrol (100 a 500 pg/
mL), tuvieron un mayor efecto antimicrobiano al lograr una
reduccion de tres ciclos logaritmicos (UFC/mL). También en
el estudio de Bejrapha et al. (2011), previamente menciona-
do, se investigd el efecto antimicrobiano de nanoemulsiones
preparadas con diferentes concentraciones de eugenol (1 pg/
mLa1mg/mL),sobre E. coli, en caldo de soya tripticaseina, en
el cual se monitored el niumero de células viables durante 24
horas de incubacion a 37 °C. Los resultados mostraron que la
inhibicion de la bacteria fue posible a la concentracion deo.5
mg/mL, lograndose una reducciéon microbiana de cinco a sie-
te ciclos logaritmicos (UFC/mL), alas 16 horas de incubacion.



3.2. Evaluacion en alimentos

Existen algunos estudios en los que los componentes de los
aceites esenciales encapsulados, han sido adicionados a ali-
mentos, con el fin de determinar su efecto antimicrobiano
en las condiciones reales en las que proliferan los microor-
ganismos.

Un ejemplo es el estudio realizado por Donsi et al. (2011),
en el cual una nanoemulsion preparada a base de terpenos ex-
traidos del arbol de té (M. alternifolia), lecitina de soyay agua,
homogeneizada a altas presiones, se afiadid en diferentes con-
centracionesajugos de naranjay pera, previamente inoculados
con Lactobacillus delbrueckii, para probar su efectividad an-
timicrobianay observarlaalteracion de las caracteristicas qui-
micasy fisicas de los jugos almacenados a 32 °C. Los resultados
de lavida de anaquel acelerada mostraron que la inactivacién
total de la carga microbiana inicial (103 UFC/mL) se logro, des-
pués de dos dias, con las concentraciones de terpenosde 5 g/L
parajugo de naranjay10g/L parajugo de pera.Ala concentra-
cion de 1 g/L, el crecimiento microbiano se retrasé cinco dias
en jugo de naranjay dos dias en jugo de pera, en comparacion
con el control. Se observé también que los °Bx y el pH de los
jugos, no fueron alteradossignificativamente porlaadicion de
lananoemulsion.

Otro caso es el estudio llevado a cabo por Pan, Chen, David-
sonyZhong(2014), en el que estos investigadores compararon
|la efectividad antimicrobiana de una nanoemulsion preparada
a base de timol y caseinato de sodio, homogeneizada meca-
nicamente a 1500 rpm, con la del timol no encapsulado, en
leche. Tanto el timol encapsulado como el no encapsulado se
afadieron en diferentes concentraciones (0 a 0.5 mg/mL) a
leches con diferente contenido de grasa (1.14 a 1.49%), pre-
viamente inoculadas con Listeria monocytogenes. En cuanto
al contenido de grasaen laleche, los resultados mostraron que
para ambos tipos de timol la inactivacion de L. monocytoge-
nesfue maslentaaun nivel de grasa mayor. Por otro lado, para
la leche con menor contenido de grasa (1.14%), el timol en-
capsulado redujo la poblacion bacteriana en seis ciclos loga-
ritmicos (UFC/mL), después de 24 horas; mientras que el timol
no encapsulado Unicamente redujo la poblacidn bacteriana
en un ciclo logaritmico (UFC/mL), en el mismo tiempo. Algo
parecido se observd en la leche con mayor contenido de grasa
(1.49%), en la que el timol encapsulado redujo la poblacién
bacteriana en tres ciclos logaritmicos (UFC/mL), después de
24 horas, mientras que el timol no encapsulado la redujo en
menos de un ciclo logaritmico (UFC/mL), en el mismo tiempo.

En otro estudio, Shah, Davidson y Zhong (2012) encapsu-
laron timol mediante el proceso de emulsion-atomizacién,

utilizando maltodextrina y proteina de suero de leche como
encapsulantes. El timol encapsulado se afiadio en diferentes con-
centraciones a sidra de manzana previamente inoculada con
E. colio L. monocytogenes, a pH ajustado a 3.5 0 5.5, y los sis-
temas se mantuvieron a diferentes temperaturas (35, 32, 25
y 4°C). Los resultados mostraron que E. coli fue significativa-
mente mas sensible a 4 °Cy pH 3.5, y que L. monocytogenes
no sobrevivié a un pH tan bajo, a esta misma temperatura. La
aplicacién de timol en una concentracion de 0.5 g/L, resultd
eficaz en la inhibicion de ambas bacterias a pH 3.5, indepen-
dientemente de la temperatura de almacenamiento.

4. Efectividad antimicrobiana de aceites
esenciales encapsulados

4.1. Evaluacion en sistemas modelo

Se han llevado a cabo algunas investigaciones relacionadas
con el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales encap-
sulados en sistemas modelo, las cuales estan permitiendo ad-
quirir una mayor comprension sobre su accion en contra de
los microorganismos de interés en alimentos, bajo condiciones
de estudio controladas.

Entre ellas se encuentra el estudio realizado por Hernan-
dez-Hernandez et al. (2014), en el que se observé que en un
sistema modelo de agar nutritivo, después de tres meses de
almacenamiento en refrigeracion, el efecto antibacteriano de
los aceites esenciales de orégano mexicano (Lippia graveo-
lens H. B. K.) y de orégano europeo (Origanum vulgare L.) no
encapsulados, contra M. [uteus, se redujo en 59.3%o Y 33.3%,
respectivamente; mientras que con los mismos aceites pero
microencapsulados, el efecto antibacteriano no experimento
cambios significativos.

Otro ejemplo es el estudio de Dima et al. (2014), en el cual
se investigo el efecto antimicrobiano del aceite esencial de ci-
lantro encapsulado en B-ciclodextrina, por el método de copre-
cipitacion, utilizando un sistema modelo de agar de extracto de
malta, para inhibir el crecimiento de Bacillus subtilis MIUG B106B,
Bacillus cereus MIUG B107B, Rhodorula glutinis MIUG D7, Can-
dida utilis MIUG D8, Sc. cerevisiae MIUG Dg, Aspergillus niger
MIUG Ms, Penicillium glaucum MIUG Mg y Geotrichum candi-
dum MIUG M13. Los resultados mostraron que las capsulas de
aceite esencial de cilantro resultaron mas efectivas para inhibir
a A. niger MIUG M5 y a P. glaucum MIUG Mgy menos efectivas
para inhibir el crecimiento de Sc. cerevisiae MIUG D9, en com-
paracion con los otros microorganismos probados.

Por otro lado, Ayala-Zavala et al. (2008) estudiaron el efec-
to antimicrobiano de aceite esencial de hoja de canela (Cin-



namomum zeylanicum) y de aceite esencial de ajo (Allium
sativum), encapsulados en B -ciclodextrina, por el método de
precipitacion, para inhibir el crecimiento de Alternaria alter-
nata, utilizando un sistema modelo de agar papa dextrosa, in-
cubado durante 48 horasa 25 °C. Los resultados mostraron que
los dos tipos de aceite esencial de canela, encapsulado y no
encapsulado, inhibieron el crecimiento de A. alternata de ma-
nera mas afectiva que el aceite esencial de ajo (encapsuladoyy
no encapsulado). Lo anterior sugiere que los microorganismos
pueden resultar mas sensiblesa un tipo de aceite esencial que
aotro, lo cual esta relacionado con el efecto de sus componen-
tesy con la naturaleza de los microorganismos. Por otra parte,
0.004 g/mL del aceite esencial de canelay 0.005 g¢/mL de aceite
esencial de ajo, microencapsulados de manera independiente,
fueron las concentraciones que mostraron el menor crecimiento
del hongo. Sin embargo, cuando dichos aceites esenciales no
encapsulados, se aplicaron a una concentracion de 0.005 g/mL,
mostraron el mismo efecto antimicrobiano.

4.2. Evaluacion en alimentos

El efecto antimicrobiano de los aceites esenciales encapsula-
dos en alimentos también ha sido estudiado por algunos in-
vestigadores. En este sentido puede mencionarse el estudio
realizado por Teodoro, De Barros, Botrel, Borges y De Souza
(2014), en el que se encapsulé aceite de romero mediante la
técnica de secado por atomizacion, utilizando como mate-
riales encapsulantes maltodextrina y almidén modificado. El
aceite esencial de romero encapsulado se afiadié en una con-
centracion de 1.5, a una masa fresca para pan, previamente
inoculada con Penicillium sp. y Aspergillus sp. Para el analisis
se utilizd como control la masa fresca de pan sin aceite esen-
cial, asi como una muestra con 1.5% de aceite esencial sin
encapsular. Después de ocho dias de almacenamiento a 25 °C,
se encontro que los tratamientos en los que se afiadié aceite
esencial obtuvieron un bajo conteo flngico; en comparacion
con el control, la carga microbiana se redujo entre 0.7 y 1.5
ciclos logaritmicos (UFC/mL). Ademas, se observo un menor
conteo fingico para el tratamiento con aceite esencial microen-
capsulado, en relacion con el tratamiento con aceite esencial
sin encapsular.

Otro ejemplo es el estudio de Fernandez-Serrano (2015),
en el cual se evalu¢ el efecto antifungico del aceite esencial de
canela encapsulado poremulsién a altas presiones, utilizando
como agente estabilizante goma xantana. El aceite encapsu-
lado en concentraciones de 0.08 mg/gy 0.1 mg/g, se agregd a
mermelada de fresa, previamente inoculada con Aspergillus
flavus (CECT 2685), A. niger (CECT 20156), Penicillium expansum
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(CECT 20140), Zygosaccharomyces rouxii o Z. bailii. Los resul-
tados mostraron que después de 28 dias a 25t1 °C, las mues-
tras de mermelada a las cuales se les incorporé la emulsion,
presentaron un menor desarrollo fingico comparadas con el
control (mermelada de fresasin aceite esencial), siendo lasemul-
siones mas efectivas sobre P. expansumy A. flavus, Sin embar-
go, en el caso de A. niger, el desarrollo fungico de las muestras
control y el de las preparadas con la emulsion, presentaron
una evolucion similar. Por otra parte, las levaduras resultaron
mas sensibles al aceite de canela encapsulado. Para Z rouxii,
se observo la completa inhibicion del crecimiento, durante
todo el periodo de almacenamiento, con laemulsién que con-
teniao.1 mg/gde aceite esencial. En el caso de Z bailii, 1ainhi-
bicién completa se presentd con la muestra preparada con la
emulsién que contenia 0.08 mg/g de aceite esencial.

Conclusiones

Hasta el momento se han realizado varias investigaciones so-
bre la efectividad antimicrobiana de los aceites esenciales y
sus componentes, encapsulados, sobre distintos microorga-
nismos patégenos y deteriorativos. En los estudios presenta-
dos en esta revision ha sido posible observar que, en su ma-
yoria, las formas encapsuladas son mas efectivas que las no
encapsuladas. Sin embargo, dicha efectividad esta en funcion
de la concentraciony de los mecanismos de accion de los propios
aceites esenciales y de sus componentes, asi como de los mi-
croorganismos en los cuales son aplicados; ademas, puede ser
afectada por algunas propiedades de los alimentos o por algunos
compuestos presentes en ellos.

El estudio del uso de los aceites esenciales encapsulados y
sus componentes, como agentes antimicrobianos en alimen-
tos, es una gran area de oportunidad para los investigadores,
ya que lainformacion reportada hasta ahoraatn es escasa.
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Betalainas: importancia, presencia en vegetales y sus

aplicaciones en la industria alimentaria
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RESUMEN

Las betalainas son pigmentos nitrogenados solubles en agua que imparten colores, de amarillo
a rojo, a los alimentos. Estos pigmentos estan presentes de manera restringida en algunas
familias de plantas relacionadas con el orden Caryophyllales. Las betalainas pueden estar
presentes en las semillas, frutos, flores, hojas, tallos y/o en las raices de las plantas. También
son importantes por poseer actividad antioxidante.

Actualmente, las betalainas estan siendo consideradas como una alternativa viable a los
colorantes sintéticos, ya que el uso de éstos esta cada vez mas cuestionado por los consumidores.
Los pigmentos extraidos del betabel son actualmente los mas utilizados en la industria ali-
mentaria como colorantes naturales, para dar coloracion rojiza, mientras que otras fuentes
de betalainas que pueden dar una coloracion similar, son desaprovechadas. El objetivo de esta
revision es mostrar la importancia de las betalainas y su presencia en algunos alimentos, asi
como la aplicacion que tienen en la industria de alimentos.

Palabras clave: betalainas, vegetales, pigmentos.

ABSTRACT

Betalains are water-soluble nitrogen-pigments which provide colors in a range from yellow
to red. These pigments are present in a very restricted way, and just a few plant families re-
lated with the order of Caryophyllales contain them. Betalains can be present in seeds, fruits,
flowers, leaves, stems and/or roots of plants. Betalains, apart from providing coloration to the
fruits and other plant parts, they are important because they have antioxidant activity.

Nowadays, betalains are considered an alternative over synthetic colorants, because the
application of synthetic colorants is constantly criticized by the consumers. Currently, only beet-
root pigments are used in the food industry to provide red color, while the use of other vegeta-
bles with similar pigments are not used. The objective of this review is to show the importance
of betalains and their presence in some foods, as well as their application in the food industry.
Keywords: betalains, vegetables, pigments.
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Introduccion

En la industria alimentaria los aditivos son muy utilizados para
modificar las caracteristicas de un alimento y mejorarlo. Los
colorantes son un tipo de aditivos para otorgar o intensificar
el coloren un alimento. Estos pueden ser de tipo natural (pig-
mentos) o sintético.

Los colorantes sintéticos son ampliamente utilizados, debido
aquetienenventajasal ser establesy estar estandarizados. Sin
embargo, dado que algunas investigaciones, con resultados
inconclusos, relacionan el consumo de colorantes sintéticos
con ciertos efectos nocivos en lasalud, los medios han llevado
a los consumidores a pensar que los colorantes sintéticos son
un problemay hasurgido la preocupacion por evitar la ingesta
de estos aditivos, lo cual ha dado lugar a considerar el uso de
fuentes naturales de colorantes.

Los colorantes naturales provienen principalmente de ve-
getales, en particular aquellos de color amarillo, naranja o
rojo. Las familias de plantas relacionadas con el orden Car-
yophyllales presentan tonalidades rojas intensas, ademas de
un contenido importante de compuestos antioxidantes. Estas
propiedades son atribuidas principalmente al contenido de
betalainas.

La presente revision se enfoca en las familias Cactaceaey
Amaranthaceae, puesto que en algunas otras el contenido de
betalainas no es suficiente para considerarlas como fuentes
de pigmentos por la industria alimentaria, y/o carecen de in-
formacion taxonémica, y/o no existe informacion suficiente
sobre ellas, reportada. Por otro lado, los géneros como Hyloce-
reus, Stenocereus, Opuntia, Betay Amaranthus, son cultiva-
dos y comercializados en México. Estos géneros, comprenden
un rango de color que va del amarillo al rojo/violeta, debido
a que presentan compuestos betalainicos, y al poseer un alto
contenido de éstos, representan un campo cuyo estudio es de
interés. Actualmente, los pigmentos provenientes del género
Beta, ya se adicionan a algunos alimentos, pero presentan al-
gunas desventajas, por eso la importancia del conocimiento
de otras fuentes de pigmentos provenientes de México.

Revision bibliografica

1. Pigmentos

En el mundo vegetal, se producen diferentes pigmentos solu-
bles en aceite, como los carotenoides y las clorofilas, asi como
también los solubles en agua, tales como el acido carminico,
las antocianinasy betalainas. Los pigmentos actiian como una
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sefial de comunicacion de los vegetales, a excepcion del acido
carminico, proveniente de un insecto. La coloracién mas notable
sedaen floresy frutos, de los cuales las plantas se aprovechan
para atraer la atencion de animales potencialmente polini-
zadores, que también puedan dispersar sus semillas (Garcia,
Gandiay Escribano, 2011).

Los carotenoides estan ampliamente distribuidos entre el
mundo vegetal, aunque también se pueden encontrar en bac-
terias, algas, hongos y animales. Son responsables de impartir
coloresamarillos, anaranjados y rojos. Sus dobles enlaces con-
jugadosson losresponsables de su coloracion (Meléndez-Mar-
tinez, Vicario y Heredia, 2004). Por otro lado, las clorofilas son
los pigmentos mas abundantes en la naturalezay otorgan una
coloracion verde. En el caso de los vegetales, las hojas pueden
contener hasta1g/m?de estos pigmentos, aunque su concen-
tracion es muy variable (Manrique, 2003).

En cuanto a los pigmentos solubles en agua, el acido car-
minico es la materia prima para producir el pigmento color
rojo, carmin, el cual se utiliza en las industrias alimentaria,
textil y farmacéutica. Este colorante se obtiene a partir de las
hembras de la cochinilla Dactylopius coccus Costa. El insecto
es probablemente originario de Sudamérica; Peru es el princi-
pal productor mundial de cochinilla, pero su calidad no siem-
pre cumple con los requerimientos del mercado en cuanto a
uniformidad y concentracién del acido carminico (Rodriguez
et al, 2005). Las antocianinas representan el grupo mas estu-
diado de pigmentos hidrosolubles; son responsables de impartir
colores que abarcan desde el rojo hasta el azul en vegetales. Los pre-
cursores de estos pigmentos ya son conocidos, asi como tam-
bién los beneficios que otorgan ala salud, porsus propiedades
antioxidantes (Garzon, 2008). Las betalainas son compuestos
que imparten una gama de colores de amarillo a rojo y actual-
mente se utilizan en laindustria alimentaria para impartir co-
lor rojo. Este pigmento utilizado en laindustria es derivado del
betabel rojo (Beta vulgaris).

2. Generalidades e importancia de betalainas

Las betalainas son alcaloides derivados de la tirosina que se
encuentran de manera restringida en el mundo vegetal. Se han
identificado dos tipos diferentes de betalainas: las betaxan-
tinas, de color amarillo/naranja (A aproximada: 470 nm),
que son los productos de condensacion del acido betalamico
y compuestos amino clasificados; y las betacianinas, de color
rojo (A, aproximada: 536 nm), que se forman por la glicosi-
lacion y acilacion de ciclo-Dopa (ciclo-dehidroxifenilalanina)
(Ayalay Beltran, 2007). En las figuras 1y 2, se presentan ejemplos
de betaxantinas y betacianinas, respectivamente. El sistema



de dobles enlaces conjugados del acido betalamico es el res-
ponsable del color de estos pigmentos (Garcia et al., 2011). Ala
mayoria de las betalainas naturales se les adjudica su nombre
de acuerdo a la planta donde se han encontrado, al cual se ha
afiadido el sufijo cianina (de kyanos, -azul- en griego), para las
betacianinas o xantina (de xantos, -amarillo- en griego), para
las betaxantinas. Mas de 5o moléculas diferentes de betacia-
ninas y varias betaxantinas han sido aisladas e identificadas
y a medida que los equipos analiticos mejoran, se van descu-
briendo nuevas moléculas (Garcia et al,, 2011; Kugler, Stintzing
y Carle, 2007; Wybraniec, Nowak-Wydra, Mitka, Kowalski y Mi-
zrahi, 2007).

Las betalainas son susceptibles a factoresambientales ta-
les como luz (Hughesy Smith, 2007), radiacion UV (Tsurunaga

2)

nooc™ COOH

b)

Fig. 1. Estructura quimica de indicaxantina (a) y vulgaxantina
I (b), derivadas de betaxantina.

et al,, 2013; Wang, Zhou, Sun, Li y Kawabata, 2012), concen-
tracion de sacarosa (Oh, Kim, Kim, J., Kwon y Lee, 2011), tem-
peratura, salinidad (Chaves, Flexas y Pinheiro, 2009; Duarte,
Santos, Marques, y Cacador, 2013), pH, oxigeno y actividad
de agua (Cai, Suny Corke, 2005). Por ejemplo, al calentar una
solucién de betanina se produce una reduccion gradual del
color rojo caracteristico con la aparicion de pardeamiento.
Asimismo, las betalainas presentan mayor estabilidad en sis-
temas con baja actividad de agua, ya que en éstos el agua
se encuentra menos disponible para que ocurran reacciones
quimicas que las degraden. En general, las betalainas son
mas estables a temperaturas inferiores a 25°C, valores de pH
entre 3y 7,yausenciade luz, oxigenoy enzimas degradativas
(Garcia et al, 2011).
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Fig. 2. Estructura quimica de betanidina (a) y betanina (b),
derivadas de betacianina.
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En cuanto a las vias de degradacion de las betalainas, las
principales son las siguientes:

» Isomerizacion: la betanina se isomeriza en el carbono C
a isobetanina, en condiciones acidas, alcalinas y en trata-
mientos térmicos.

» Desglicosilacion: la molécula de glucosa puede separarse
de la betanina bajo condiciones acidas, altas temperaturas
y presencia de B-glucosidasa, formando un compuesto de
menor estabilidad, ya que es mas susceptible a oxidarse.

» Hidrolisis: se produce una ruptura hidrolitica del enlace aldi-
mina, causada por tratamientos térmicosy en sistemas con
pH mayor a 6. Este proceso disminuye la intensidad del color,
debido a que se genera acido betalamico (amarillo brillan-
te) y ciclo-Dopa-5-0-B-glucdsido (incoloro).

» Descarboxilacion: en las betacianinas puede ocurrir en los
carbonos C, C .y C_, mientras que en las betaxantinas en
loscarbonosC yC .. Cuando estareaccién ocurre en el carbono
C,,, las caracteristicas cambian y se genera un compuesto
de coloracion rojo-naranja (Vergara, 2013).

Laactividad antioxidante de las betalainas se atribuye a los
grupos fenolicos y amino ciclicos, presentes en su estructura, por
lo cualson capaces de donaratomosde hidrogenoy/o electrones
aradicales libres (Moreno, Garcia y Gil, 2008). Clifford, Howat-
son, Westy Stevenson (2015) también sugieren que esta capa-
cidad antioxidante probablemente se deba a la gran capacidad
de las betalainas para donar electrones, asi como a su habi-
lidad de desactivar radicales altamente reactivos que atacan
las células de la membrana. La actividad antioxidante de las
betalainas ha sido demostrada en diversos estudios, tanto en
modelos quimicos como bioldgicos. Se encontré que las be-
talainas de betabel podian eliminar un 7500 de radicales de
aniones de superoxido, medidos usando espectroscopia elec-
tromagnética (Canadanovic-Brunet et al, 2011). Probablemente,
las betalainas modulen el desbalance intrinseco entre las es-
pecies oxidantesy el sistema defensivo antioxidante del orga-
nismo y generen un ambiente celular favorable, para contra-
rrestar el estrés oxidativo (Esatbeyoglu et al., 2014a). Esquivel,
Stintzingy Carle (2007), mencionan que las betalainas contienen
estructuras de compuestos fendlicos y no fendlicos, los cuales
son responsables de aumentar la capacidad antioxidante con-
siderablemente. Ademas de la capacidad antioxidante de las
betalainas, éstas presentan una ventaja considerable, ya que
sucolor esindependiente del valor del pH (Esatbeyoglu, Wagner,
Schini-Kerth y Rimbach, 2014b).
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3. Betalainas en vegetales

Las betalainas son pigmentos que se encuentran restringidos
a las familias de plantas del orden Caryophyllalesy al género
Amanitade los Basidiomicetos (Garcia et al,, 2011: Garcia-Cruz,
Salinas-Moreno y Valle-Guadarrama, 2012). Ehrendorfer
(1976) argumenta que la presencia de las betalainas se dio
como consecuencia de un evento evolutivo inusual en el que
los ancestros de las plantas de familias de Caryophyllales evo-
lucionaron en condiciones aridas y semiaridasy, al prevalecer
la polinizacién por causa del viento, no fue necesario atraer a los
polinizadores, esto causd que se detuviera la produccién de
las antocianinas. Posteriormente, se requiridé nuevamente la
produccion de pigmentos y éstos regresaron en forma de be-
talainas.

Entre los vegetales que producen compuestos betalaini-
cos, algunos los presentan en los drganos inmaduros, algunos
en los maduros y otros durante toda su vida; ademas, su sinte-
sis puede encontrarse restringida a los érganos reproductivos,
como las flores o frutos, o pueden encontrarse tanto en es-
tructuras vegetativas como reproductivas, como hojasy flores
(Gengatharan, Dykes y Sim, 2015). Por ejemplo, en el género
Amaranthaceae, las betalainas se pueden encontrar tanto en
hojas como en flores; en los géneros Hylocereus, Stenocereusy
Opuntia, se pueden encontrar en los frutos; en el género Beta,
en laraiz,y en el género Rheum, en el tallo.

Actualmente, la unica fuente explotada de betalainas para
su uso como pigmento, es el betabel. Sin embargo, hay que
considerar que éste solo imparte colores de rojo avioleta, y en
laindustriatambién hay una necesidad por obtener un pigmento
amarillo soluble en agua; por lo tanto, las betaxantinas son de
interés. Otra fuente de betalainas es la Phytolacca americanal L.,
pero hasido prohibida como pigmento en laindustria alimen-
taria, debido a la presencia de saponinasy lecitinas toxicas (Gen-
gatharan et al., 2015).

3.1. Amaranto

El amaranto (Amaranthus tricolor L.) es una planta cuya va-
riedad de colores va de rojo a morado. El amaranto rojo y el
verde son los dos tipos de amaranto mayormente cultivados.
El amaranto podria considerarse como uno de los vegetales
mas importantes en los tropicos de Africa y Asia (Khandaker,
Babary Oba 2009). Esta planta genera gran cantidad de bioma-
sa, la cual contiene un alto nivel de pigmentos provenientes
de betalainas (Cai et al, 2005). En sus sectores verdes, se puede
encontrar una mayor concentracion de betaxantinas ama-
rillentas; mientras que, en los sectores rojos de la planta, se



encuentran betacianinas de color violeta (Teng, Chen y Xiao,
2016). Las principales betacianinas presentes en Amaranthus
tricolor son amarantina e isoamarantina. Biswas, Dey y Sen
(2013) obtuvieron un total de 7.73 mg/100 g de betalainas en
la variedad A. tricolor. Por otro lado, Khandaker, et al. (2009)
realizaron un estudio con siete distintos cultivares de amaranto
(Amaranthus tricolorL.)y observaron que el tiempo en que se
realiza la cosecha influye sobre la concentracion de las beta-
cianinas, ya que las plantas cosechadas a los veinte dias des-
pués de la temporada de nevado tuvieron una concentracion
de betacianinas menor que las plantas cosechadas a los trein-
ta dias. Ademas, las variedades BARI-1y Rocto joba, fueron las
que presentaron un mayor contenido de betacianinas (44.7
mg/100 g). Chong et al. (2014) analizaron lavariedad A. betac-
yaninsy concluyeron que ésta tiene el potencial de ser utiliza-
da como una fuente de estos pigmentos, debido a su conteni-
do de betacianina, el cual fue de 62 mg/100g.

3.2. Betabel

El betabel (Beta vulgaris) es uno de los alimentos con mayor
concentracién de betalainas, siendo |a betanina, la isobeta-
ninay la betanidina las mas abundantes (Guneser, 2016; Gar-
cia-Cruz et al. 2012; Slatnar, Stampar, Veberic y Jakopic, 2015).
Ademas, se haencontrado que existe un nivel de betalainas di-
ferente en la pulpa, cascaray peciolo de la fruta. Slatnar et al.
(2015) estudiaron frutos de coloramarillo y rojo, y en aquellos
de color rojo encontraron que, del contenido total de beta-
lainas, la betanina representa el 64.31 2 69.11% en la cascara,
0.6721.02% enlapulpayo.4720.61% en el peciolo. En la cas-
cara se presenta un mayor contenido de betanina, comparado
con las otras partes de la fruta. Entre los diferentes cultivares,
seencontro que algunas betacianinas especificas se encuentran
en mayor o menor concentracion en hojas, peciolos y pulpa,
dependiendo del cultivar. Al encontrar estas variaciones, se
hace la sugerencia de trabajar en conjunto con las diferentes
partes del betabel, para la produccién de pigmentos.

Por otro lado, Georgiev et al. (2010) encontraron que el
contenido de betalainas del betabel puede ser mayor a 39.76
pg/g, porlo que se considera una fuente excepcional de com-
puestos antioxidantes.

3.3. Pitaya

La pitaya roja (Stenocereus griseus) es una fruta producida por
una plantadelafamilia de las cactaceas (Ochoa-Velascoy Gue-
rrero-Beltran, 2013). Es originaria de México, principalmente
de las regiones aridas y semi-aridas del rio Balsas y el Valle de

Tehuacan (Garcia-Cruz, Valle-Guadarrama, Salinas-Moreno y
Joaquin-Cruz, 2013). La fruta es una baya poliespermatica de
forma globosa u ovoide, con espinas; su pulpa puede ser de color
amarillo-anaranjado, rojo o purpura, color caracteristico otorgado
por las betalainas. Dependiendo del color del fruto, ya sea con
mas tendencia hacia el amarillo o hacia el rojo, sera la concen-
tracion de los compuestos betalainicos; entre mas rojo el fruto,
mas contenido de betacianinasy entre masamarillo, mas con-
tenido de betaxantinas (Garcia-Cruz et al., 2012).

Garcia-Cruz et al. (2012) reportanvalores de 199.06 mg/100
g de muestra seca de betacianinas, 147.61 mg/100 g de mues-
traseca de betaxantinasy 347.30 mg/100 g de muestra seca de
betalainas totales, para pitaya roja; y 37.6 mg/100 g de muestra
seca de betacianinas, 177.37 mg/100 g de muestra seca de be-
taxantinas y 215.04 mg/100 g de muestra seca de betalainas
totales, para pitaya naranja. Ademas, Rodriguez-Sanchez, Cruz
y Barragan-Huerta (2016) reportan valores de betalainas totales
de 243.6 mg/100 g para pitaya amarilla, siendo las betaxanti-
nas las responsables del 899/ de las betalainas. Por otro lado,
Wu et al. (2006) reportan valores para betalainas totales de
10.3 mg/100 g de pulpa, en pitaya roja, asimismo, que la casca-
ra de la pitaya roja, con un mayor contenido de betacianinas
comparado con la pulpa, presenta una mayor actividad an-
tioxidante. Al comparar los datos reportados por estos autores,
se observan diferencias importantes, las cuales pueden deberse
a las distintas procedencias y variedades de la fruta, asi como
al método de determinacion implementado, tal y como mues-
tran Pérez-Loredo, Hernandez-Dey Barragan-Huerta (2017), al
encontrar diferentes concentraciones de betalainas al aplicar
diversos pretratamientos a Ia pulpa. Por otro lado, se realizé
una clasificacion de pobres, buenas y excelentes fuentes de
betalainasalos frutos de treinta cactaceas de diversos géneros
y los resultados indican que el género Stenocereus de la va-
riedad stellatus, proveniente de Puebla, México, se situd en la
clasificacion de «buenay fuente de pigmentos (Pérez-Loredo,
Garcia-Ochoay Barragan-Huerta, 2016).

3.4.Tuna

La tuna (Opuntia ficus-indica), fruta del nopal perteneciente
a la familia de las cactaceas, se caracteriza por tener distintos
colores con tonalidades purpura, roja, anaranjada, amarilla,
blanca, verde y rosa (Saenz, 2006; Ochoa-Velasco y Guerrero,
2010). El fruto tiene una cdscara gruesa, espinosa y con una
pulpaabundante en semillas. El fruto maduro es una baya oval
con diametro de entre 5.5y 7 cm, con una longitud de 5a 11
cm, y un peso variable entre 43y 220 g; su temporada de reco-
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leccion es en torno a los meses de julio y septiembre (Gutie-
rrez, 2014). Entre las betacianinas encontradas en la tuna, esta
principalmente la betaninay en menores niveles la isobetanina,
y entre las betaxantinas se encuentra la indicaxantina.

En estudios recientes, se ha encontrado que el contenido
de betacianinas (expresadas como betanina) y betaxantinas
(expresadas como indicaxantina) es de 28.09 mg/100 gy 9.96
mg/100 g, respectivamente, en tuna roja (Saenz, Tapia, Chavez
y Robert, 2009). Por otro lado, Aquino et al. (2012) reportaron
las concentraciones de betalainas de siete variedades de tuna,
concluyendo que el contenido de betanina en las diferentes
variedades es mas bajo que los reportados para pitaya roja.
Aquino et al. (2012) reportan resultados del contenido de be-
taninas en lavariedad Apastillada, con unvaloralrededor de 27
mg/100 g, el cual se asemeja a los valores reportados por Saenz
et al. (2009). Ademas, los valores reportados por Aquino et al.
(2012) muestran una alta variabilidad del contenido de beta-
lainas dependiendo de las variedades, al igual que en la pitaya.

3.5 Pitahaya
La pitahaya (Hylocereus undaus Haw.) es una cactacea nativa
de América, la cual se adapta facilmente al medio en el que
se encuentra. El fruto alcanza su mayor aceptacion sensorial
entre los 25y 31 dias después del periodo de floracion (Cen-
turion, Solis, Saucedo, Baez y Sauri, 2008). La problematica se
encuentra en que la vida til de los frutos es muy corta, cuan-
do éstos son lo suficientemente maduros para ser cosechados.
Osuna et al. (2011) definen como madurez inicial, media y
completa, cuando el angulo de matizse encuentraen 31.8,15.6
y 8.3, respectivamente, indicando colores rojo-naranja, rojo y
rojo-purpura, respectivamente. En un estudio llevado a cabo
con esta fruta, Ochoa-Velasco et al. (2012) observaron una ma-
yor actividad antioxidante en pitahaya de color rojo, seguida
por la pitahaya de color rosa 'y después por la de color blanco,
correspondientes a160.8, 124.5y 58.9 mg de Trolox/100 mL de
muestra, respectivamente. Las betalainas tienen estructuras
de compuestos fenélicosy no fendlicos, los cuales son respon-
sables de proporcionar la mayor capacidad antioxidante en
estas frutas, sobre aquellos compuestos no betalainicos. De-
bido a que las betalainas son las responsables de dar color rojo
(betaninas) y amarillo (betaxantinas), las pitahayas rojasvan a
poseer una mayor capacidad antioxidante sobre aquellas que
son de color rosay color blanco, siendo las de color blanco las
que tienen menor contenido de betalainasy, porende, menor
capacidad antioxidante.

Las betacianinas son responsables de la coloracion caracte-
ristica de la cascara de la pitahaya. La sintesis de estos compuestos
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es activada por la alta disponibilidad de azucares y presencia
de luz, entre otros factores, lo cual explica el por qué, confor-
me va madurando la fruta, va cambiando de color, hasta al-
canzar aquel correspondiente al rojo (Centurién et al.,, 2008).
Priatni y Pradita (2015) estudiaron la cascara de pitahaya
(Hylocereus polyrhizus) y reportan valores del contenido de
betacianinas de 515.20 pg/100 gy 491.16 pg/100 g, extraidas
con metanol y agua, respectivamente. Por otro lado, Faridah,
Holinestiy Syukri (2015) reportan un contenido de 73 mg/100
g de betalainas totales en cascara de pitahaya. Asi mismo, Mello
et al. (2015) reportan un contenido de betalainas totales de
101 mg/100 g en cascara de pitahaya.

4. Usos de las betalainas en alimentos

Hasta ahora, Ias tnicas betalainas usadas en alimentos son las
disponibles en forma de extractos concentrados o liofilizados
de betabel. Estas se utilizan en la industria alimentaria, para
modificar el color correspondiente a los aditivos denominados
E-162. Estos aditivos son aquellos que han pasado controles de
seguridad, aprobados para suuso en laUnién Europeay perte-
necen ala categoria de colorantes rojos. Se encuentran en yogu-
res, cremas, helados, salchichas, jamén cocido, galletas, dulces
y jugos. La concentracion requerida de pigmento puro para
obtener el tono adecuado es relativamente pequefia, ya que
raramente se exceden los 50 mg por kilogramo de betanina
(Manoharan, Ramasamy, Naresh, Dhanalashmiy Balakrishnan,
2012). El problema que presentan las betalainas provenientes
de raiz de betabel es que imparten sabor a tierra, debido a la
presencia de geosminas (compuestos que producen ciertos
microorganismos del suelo) (Garcia et al., 2011).

Conclusiones y comentarios finales
Debido a su capacidad para impartir color, a su origen natural
y asu potencial como antioxidantes, las betalainas han cobra-
do interés entre los investigadoresy laindustria de alimentos.
Hastael momento, las betalainas provenientes del betabel son
las mas estudiadas y han sido las inicas usadas como coloran-
tes en productos alimenticios, pero tienen el inconveniente de
que afectan el sabor de los alimentos en los que se adicionan.
Otros productos como el amaranto y los frutos de algu-
nas cactaceas, son buenas fuentes de estos pigmentos, por lo
que constituyen una alternativa al betabel; y aunque ya han sido
considerados por algunos investigadores, el estudio de la ob-
tencion y las caracteristicas de sus betalainas en forma mas
amplia y profunda, asi como el de la aplicacion de éstas en



productosalimenticios, representa un area de oportunidad en
lainvestigacion sobre colorantes naturales.
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RESUMEN

La coacervacion compleja es una técnica que involucra la atraccion electrostatica entre dos
biopolimeros de cargas opuestas que se encuentran rodeando a un compuesto de interés, que
puede ser de naturaleza lipidica. Esta es considerada como un método simple y de bajo cos-
to, el cual produce microcapsulas con una superficie delgaday alto contenido de aceite, con
excelentes caracteristicas de liberacion controlada del compuesto y resistencia al calor. Esta
técnica hasido empleada con el fin de aumentar la vida atil de ingredientes funcionales, tales
como sabores y acidos grasos poliinsaturados, otorgando la liberacion controlada de éstosy
permitiendo un procesamiento alternativo de los alimentos. El objetivo de esta revision es
presentar cdmo se lleva a cabo el proceso de coacervacion compleja; ademas de discutir los
factores criticos que promueven su estabilidad.

Palabras clave: coacervacion compleja, aceites, proteinas, polisacaridos, encapsulacion.

ABSTRACT

Complex coacervation is a technique involving the electrostatic attraction between two op-
positely charged biopolymers that surround a compound of interest, which may be lipid in
nature. It is considered as a simple and low cost method, which produces microcapsules with
a thin surface and high content of oil, with excellent characteristics of controlled release of
the compound and resistance to the heat. This technique has been used to increase the shelf
life of functional ingredients, such as flavors and polyunsaturated fatty acids, providing con-
trolled release of these, and allowing alternative food processing. The objective of this review
is to present how the process of complex coacervation is carried out; in addition to discussing
critical factors that promote its stability.

Keywords: complex coacervation, oils, proteins, polysaccharides, encapsulation.
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Introduccion

La microencapsulacion es un método en el cual un material de
interés es rodeado por una pared de revestimiento para formar
pequefias capsulas. Esta ha sido ampliamente utilizada para
una variedad de aplicaciones alimenticias tales como el en-
mascaramiento del olor, prolongar los efectos organolépticos
del sabor u otros marcadores sensoriales, y Ia proteccion dein-
gredientes de alimentos que son quimicamente inestables en
condiciones de almacenamiento (temperatura, humedad, oxi-
geno, etc.) (Yeo, Bellas, Firestone, Langer y Kohane, 2005; Bakry
et al, 2016). Una de las técnicas de microencapsulacion apli-
cadas a alimentos es la coacervacion compleja que involucra
la atraccion electrostatica entre dos biopolimeros de cargas
opuestas. La gelatina, especialmente el tipo A, como cation y
goma de acacia como anion son los encapsulantes mas comunes
ampliamente utilizados en alimentos por esta técnica (Tam-
jidi, Nasirpour y Shahedi, 2012). Esta técnica se ha utilizado
para encapsular, proteger y suministrar ingredientes funcio-
nales, tales como sabores y acidos grasos poliinsaturados, con
el fin de aumentar su vida util en diferentes condiciones de
almacenamiento, permitiendo un procesamiento alternativo
de los alimentos, enmascarando el sabor o permitiendo la li-
beracion controlada de los ingredientes encapsulados (Yan y
Zhang, 2014). No obstante, las propiedades de las capsulas fi-
nales son muy sensibles a parametros como la estructura, el
peso moleculary ladensidad de carga de las proteinasy los po-
lisacaridos utilizados como agentes encapsulantes; asimismo,
los ingredientes contenidos en la capsula también juegan un
papel importante en |a estabilidad de éstas. Por, lo anterior se
contintan haciendo estudios sobre la aplicacion de esta téc-
nica en alimentos (Thies, 2016). El objetivo de esta revisién es
presentar como se lleva a cabo el proceso de coacervacion
compleja, ademas de discutir los factores criticos que promue-
ven su estabilidad.

REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Coacervacion compleja

En el afio de 1929, Bungenberg de Jong y Kruyt introducen el
término coacervacién y son considerados como los pioneros en
investigar el fendmeno ocurrido entre un sistema gelatina-go-
ma arabiga (Bungenberg De Jong y Kruyt, 1929; Yan y Zhang,

2014). Posteriormente, la coacervacion compleja hassido estu-
diaday aplicada a diversos ambitos, siendo el primer producto,
el papel para copiar libre de carbén. En la industria de alimen-
tos se han estudiado diversas posibilidades de aplicacidn, por
ejemplo, en la proteccidon de compuestos (aditivos, nutrientes,
volatiles, vitaminas, minerales, acidos grasos poliinsaturados),
paraaumentarsuvida til, para enmascarar el sabor o propiciar
la liberacidn controlada de componentes encapsulados (Yan
y Zhang, 2014). Esta técnica también se ha utilizado para en-
capsular aceites esenciales y se han hecho estudios sobre la
encapsulacion de clavo, hierbabuena, naranja dulce, alcanfor,
lavanda, ajo, entre otros (Bakry et al., 2016).

1.1. Principios y ventajas

La coacervacion compleja consiste en la union de dos biopo-
limeros de cargas opuestas que se unen para formar una pared
que encapsula un material de interés. De acuerdo a la IUPAC
(2014), 1a coacervacion se define como la separacién de un sis-
tema coloidal en dos partes liquidas; dandose la coacervacion
compleja con la interaccion de dos biopolimeros (proteina y
polisacarido) de cargas opuestas interactuando en un medio
acuoso. Lo anterior da como resultado dos fases liquidas inmis-
cibles, una pobre en polimerosy otra fase rica en éstos, también
conocida como coacervado (Yan y Zhang, 2014; Thies, 2016).
Entre los materiales encapsulados por esta técnica se encuen-
tran los aceites comestibles, debido a que son quimicamente
inestables y susceptibles a deteriorarse especialmente cuando
son expuestosa condicionesambientales como oxigeno, hume-
dady calor; por lo que se ha buscado mantener sus propiedades
biolégicas y funcionales mediante la microencapsulacién. Esta
técnica produce microcapsulas estables con una superficie del-
gada y alto contenido de aceite. Asimismo, poseen excelentes
caracteristicas de liberacion controlada y resistencia al calor.
Ademas, este método es considerado como simple, de bajo cos-
to, sin uso de disolventes, y reproducible para la obtenciéon de
aceites microencapsulados; por lo que podria ser usado en Ia
industria (Yany Zhang, 2014; Bakry et al,, 2016).

1.2. Proceso de encapsulacion por coacervacion
compleja

La coacervacion compleja consta de tres pasos: formacion de
laemulsion, formacidn del coacervado, formacion de la pared
o endurecimiento (figura 1).

23



» Formacion de la emulsion. En este paso, el aceite comestible
o material a encapsular es adicionado a una solucidn rica en
biopolimeros, a una temperatura porarriba del punto de gela-
ciony un pH mayor al punto isoeléctrico de la proteina usada
como agente encapsulante, manteniéndose en constante agi-
tacion para obtener el tamafio de gota deseado (Yan y Zhang,
2014; Bakry et al, 2016). Por ejemplo, en el caso de un coacervado
formado por gelatina-goma arabiga, inicialmente el material a
encapsular (aceite comestible) es mezclado con una solucion de
gelatina hasta alcanzar la homogeneizacién, manteniendo Ia
temperatura por arriba del punto de gelacion (50°C). A la mez-
cla anterior, se le adiciona la goma arabiga y se mezcla hasta
alcanzar lahomogeneizacion (figura 1).

» Formacion del coacervado. El pH es ajustado por debajo del
punto isoeléctrico de la proteina para iniciar las interaccio-
nes electrostaticas entre los polimeros de cargas opuestas en
donde Ia proteina posee una carga positiva y el polisacarido
una carga negativa. Como resultado las gotas de Ia fase dis-
persa se aglomeran y propician la separacién de fases (Yan y
Zhang, 2014; Bakry et al,, 2016). Por ejemplo, en un coacervado
formado por gelatina-gomaarabiga, el pH es ajustado alrededor
de 4.0 para propiciar las cargas opuestas entre la proteina y el
polisacarido.

» Formacion de la pared / endurecimiento. La temperatura
del sistemaesdisminuida lentamente por debajo del punto de
gelacion de la proteina, generalmente alcanzando tempera-
turas de refrigeracion, dando lugar a la formacion de la pared,
debido a la acumulacién de Ia fase rica en polimeros alrede-
dor del material de interés. Posteriormente, el endurecimiento
puede lograrse mediante el entrecruzamiento que se discutira
mas adelante (Yan y Zhang, 2014; Bakry et al,, 2016).

EL Goma arabiga e @
0O 0O Juste de p
0:020,0 -
OO OO Enfriamiento

Gelatina

Formacion del Formacion
coacervado  de la pared

Formacion de la
emulsion

Fig. 1. Etapas de la coacervacion compleja usando gelatina
y goma arabiga
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2. Factores criticos en la coacervacion compleja

La coacervacion es altamente sensible a muchos factores, ta-
les como el tipo de material a encapsulary su concentracion,
como ocurre con los aceites comestibles, la naturaleza de las
proteinas y los polisacaridos usados como agentes encapsu-
lantes, debido a la fuerza idnica requerida para que ocurra la
atraccion de cargas opuestas entre estos biopolimeros (Yan y
Zhang, 2014; Thies, 2016).

2.1. Tipo de compuesto lipidico y su concentracion

La adsorcidn en la fase oleosa puede modificar la eficiencia
de la coacervacion, siendo factores importantes la naturale-
za del compuesto lipidico y la concentracién de éste. Prata 'y
Grosso (2015) estudiaron aceites de diferentes caracteristicas
(vegetal, mineraly esencial) encontrando distintas eficiencias
de encapsulacidn, rendimiento de coacervacion y caracteris-
ticas morfoldgicas, siendo el aceite esencial el que presentd
la mejor estabilidad y la mayor eficiencia de encapsulacion,
debido a los compuestos hidrofilicos presentes en éste que
pueden actuar como tensoactivos. Por otra parte, a bajas con-
centraciones de aceite comestible existen microcapsulas con-
teniendo menos material en el nicleo debido a que hay un ex-
ceso de material encapsulante. Al aumentar la concentracion
de aceite comestible, la cantidad de éste en el nicleo de las
microcapsulas aumenta. No obstante, a altas concentraciones
de aceite comestible y bajas proporciones de agentes encap-
sulantes, se reduce la cantidad de aceite encapsulado debido a
la disminucion de la formacion de coacervados. Se ha demos-
trado que a concentraciones de aceite de pescado por debajo
del 306 y mayores al 1090, se disminuye la cantidad de aceite
encapsulado (Tamjidi et al,, 2012).

2.2. Agentes encapsulantes

Los agentes encapsulantes son de gran interés en la industria
de alimentos, ya que éstos deben cumplir con regulaciones es-
trictas y no repercutir en el costo del producto final (Gouin,
2004; Kralovec, Zhang, Zhang y Barrow, 2012). Asimismo, éstos
afectan la estabilidad de las capsulas, la eficiencia del pro-
ceso y el grado de proteccion de los ingredientes encapsula-
dos (Nesterenko, Alric, Silvestre y Durrieu, 2013). Los agentes
encapsulantes mas empleados en la aplicacion de alimentos
para la coacervacion compleja son las proteinas y los polisa-
caridos, debido a que son productos naturalesy relativamente
baratos. Ademas, su combinacion es propicia para la forma-
cion de coacervados (Souza, Rojas, Melo, Gaspar y Lins, 2013;
Bakry et al., 2016).



2.2.1. Proteinas

Las proteinas son polimeros cuyas estructuras dependen de la
secuencia de aminoacidos presentes. Es indispensable tomar
en cuenta sus caracteristicas eléctricas debido a las interac-
ciones electrostaticas necesarias para llevar a cabo la coacer-
vacion. Las proteinas presentan carga positiva por debajo de
su punto isolétrico (PI), carga neutra en el Pl, y carga negativa
porarribadel PI (YanyZhang, 2014). Algunos ejemplos de pro-
teinas usadas en la coacervacion complejason las siguientes:

» Gelatina. Aquellas extraidas de piel y huesos de mamiferos
han sido las mas utilizadas en el proceso de coacervacién, de-
bido a su excelente capacidad emulsionante, capacidad geli-
ficante y su alta actividad de entrecruzamiento a través de su
grupo amino primario (Yan y Zhang, 2014; Thies, 2016). Las ge-
latinas formadas por hidrélisis acida de colageno se clasifican
como tipo A; mientras que las gelatinas formadas por hidrélisis
alcalina se clasifican como tipo B. Para las primeras, su Pl se
encuentra generalmente entre 8-9, mientras que, para las se-
gundas, su Pl esta entre 4-5. Aunque ambos tipos de gelatinas
producen coacervados adecuados para la formacion de micro-
capsulas, las gelatinas de tipo A son las mas utilizadas (Thies,
2007). Sin embargo, la gelatina tiene algunas limitaciones, en-
tre las cuales se encuentran: no ser aceptada para su consumo
por parte de la poblacion vegetariana, no ser adecuada para
productos Kosher y no tener un perfil sensorial ideal para to-
das las aplicaciones (Kralovec et al., 2012).

» Proteinas de origen vegetal. El uso de proteinas vegetales
como materiales encapsulantes es el reflejo de la actual ten-
dencia de los consumidores debido a la creciente preocupa-
cion por la seguridad de los productos derivados de animales.
En aplicaciones alimentarias, se sabe que las proteinas vege-
tales son menos alergénicas en comparacion con las proteinas
derivadas de animales (Nesterenko et al,, 2013). Entre las pro-
teinas vegetales utilizadas como material encapsulante en la
microencapsulacion, se encuentran principalmente aislados
de proteina de soya, aislados de proteina de chicharo, protei-
nas de cereales, y recientemente se han estudiado aislados
de proteina de linaza y chia (Nesterenko et al,, 2013; Kaushik,
Dowling, McKnight, Barrow y Adhikari, 2016; Timilsena, Wang,
Adhikari y Adhikari, 2016). Aunque las proteinas de origen ve-
getal han demostrado ser efectivas para el proceso de coacer-
vacién compleja, poseen algunas limitaciones, como su costo
de extraccién para obtener proteinas de alta calidad o Ia baja
solubilidad de algunas de éstas (Nesterenko et al,, 2013).

2.2.2. Polisacaridos

Los polisacaridos difieren uno de otro quimicamente en nu-
mero, secuencia y tipo de unidades presentes en su cadena.
Lo anterior les confiere diferentes propiedades funcionales,
tales como solubilidad, espesamiento, gelificacion, capaci-
dad de retencién de agua, emulsificacion, etc. Al igual que las
proteinas, para los polisacaridos se deben de tomar en cuenta
sus propiedades eléctricas al momento de seleccionarlas para
ser usadas en la coacervacion compleja. La carga eléctrica de
los polisacaridos depende de la naturaleza de los grupos iéni-
cospresentesen lacadena. Los polisacaridosanidnicos poseen
una carga neutra a valores de pH por debajo de su valor de
pKa, volviéndose negativa en valores por arriba de su pKa. Por
otra parte, los polisacaridos catidnicos tienen una carga neutra
avalores de pH por encima de su valor de pKa pero una carga
positiva por debajo de éste (Yany Zhang, 2014). Los polisacari-
dos son cominmente usados junto con proteinas para formar
coacervados, debido a que poseen varios grupos carboxilo car-
gados negativamente que pueden interactuar con los grupos
catidnicos presentes en las proteinas. El quitosano es una ex-
cepcion, ya que contiene grupos amino en su cadena, permi-
tiéndole formar coacervados mediante el uso de polisacaridos
que posean grupos aniénicos (Thies, 2016).

» Goma arabiga. La goma arabiga es un polisacarido deriva-
do de los exudados de arboles de |a especie Acacia senegaly
Acacia seyal. Esta se compone en su mayor parte de B-(1-3)
galactopiranosa que se encuentra altamente ramificada con
B-(1-6) galactopiranosa con terminaciones de arabinosa y
acido glucoronico (Xiao, Li, Zhu, Zhou y Niu, 2013; Yan y Zhang,
2014). La goma arabiga es el polisacarido mas usado a nivel in-
dustrial debido a su buena solubilidad y baja viscosidad (Yan
y Zhang, 2014). Esta junto con la gelatina son los biopolimeros
mas usados para llevar a cabo la coacervacion compleja debi-
do a que en condiciones acuosas la goma arabiga posee una
carga negativa, mientras que la gelatinaa un pH menor de 4.75
posee una carga positiva (Xiao, Li, Zhu, Zhou y Niu, 2015). Asi-
mismo, la goma arabiga es aquella cuyo mecanismo ha sido
mas estudiado comparado con otros polisacaridos. Aunque
existen estudios que caracterizan la estructura y propiedades
de otros polisacaridos, Ia base de datos disponible no es tan
extensa como la de la gomaarabiga (Thies, 2016).

» Quitosano. Es un polisacarido lineal catiénico compuesto

principalmente de B(1-4) glucosamina unidas a N-acetylglu-
cosamina. Suvalor de pKa se encuentra entre 5.5y 6.5, en éste
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sus grupos amino se encuentran protonados otorgandole a la
molécula una carga positiva. Por lo tanto, para llevara cabo la
coacervacién compleja es necesario disminuir el pH por de-
bajo de 6.5 y asociarlo con una proteina (gelatina tipo B, por
ejemplo) para lograr la formacion del coacervado (Xiao et al,
2013; Thies, 2016).

3. Estabilidad y eficiencia de encapsulacion de
los coacervados

La estabilidad de los coacervados esta determinada por fac-
tores como la estructura, el tamafioy distribucion de las cap-
sulas, la realizacion del entrecruzamiento y la eficiencia de
encapsulacion.

3.1. Estructura

La estructura de los coacervados es influenciada por la velo-
cidad de homogeneizacion durante el proceso de emulsifi-
cacién. Dependiendo de ésta se pueden obtener microcap-
sulas con un solo nucleo o nucleos multiples. Normalmente,
las microcapsulas con un solo nucleo son obtenidas median-
te laaplicacion de velocidades bajas de homogeneizacién. Al
aumentar la velocidad de homogeneizacion se obtienen gotas
mas pequefas de la fase dispersa, incrementando su area
superficial y propiciando la formacién de nucleos multiples
contenidos dentro de una sola microcapsula. Los coacerva-
dos con nucleos multiples poseen una mayor resistencia al ca-
lory propiedades de liberacion retardada debido a que son
mas dificiles de romper por completo, respecto a las capsulas
con un solo nucleo (Yeo et al.,, 2005; Yan y Zhang, 2014; Prata
y Grosso, 2015).

3.2. Tamano y distribucion de las capsulas

El tamafio y la distribucién de las capsulas afectan la textura y
las propiedades sensoriales de los alimentos, siendo las capsulas
de mayor tamafio indeseables en la mayoria de los casos (Yan
y Zhang, 2014). El diametro de los coacervados puede variar de
nanometros a micrdmetros dependiendo de las condiciones de
operacion para su preparacion (Schmitt y Turgeon, 2011; Prata
y Grosso, 2015). La concentracion de los agentes encapsulantes
durante la emulsificacion esta relacionada con el tamafio de los
coacervados. Se ha observado que el incremento de la concen-
tracion de proteina causa el aumento del tamafio de la micro-
capsula, mientras que el incremento de la concentracion del
polisacarido provoca la disminucién del tamafio de la microcap-
sula (Tamjidi et al, 2012; Yan y Zhang, 2014).
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3.3. Entrecruzamiento

Las paredes de las microcapsulas formadas por los coacerva-
dos son usualmente inestables a altas temperaturas y de baja
resistencia mecanica, debido a la naturaleza ionica de la inte-
raccion entre los biopolimeros; por lo que es recomendable
su estabilizacion mediante el entrecruzamiento (Yan y Zhang,
2014). La estabilizacion mediante el entrecruzamiento qui-
mico con glutaraldehido ha sido la mas empleada. En ésta el
glutaraldehido reacciona con los grupos amino primarios de
la proteina formando enlaces quimicos en el gel del coacer-
vado que aumentan la resistencia del gel y previenen la fusion
del gel debido al calor. No obstante, existe una preocupacion
en el uso de este compuesto debido a sus efectos genotoxicos
y mutagénicos (Speit, Neuss, Schutz, Frohler-Keller y Schmid,
2008; Thies, 2016). Debido a lo anterior, se han buscado otras
alternativas para lograr el entrecruzamiento, una de ellas es
emplear compuestos fendlicos como el acido tanico. Este en-
coge rapidamente las paredes de los coacervados reduciendo
el contenido de agua presente, aunque posee la desventaja de
reaccionar rapidamente con la proteina, lo que dificulta un
control preciso en el proceso de formacién (Thies, 2007). Asi-
mismo, este compuesto es propenso a la decoloracion y tiene
un sabor caracteristico, lo que limita su uso en alimentos (Yan
y Zhang, 2014). Otra alternativa es el uso de enzimas, siendo
la mas utilizada la transglutaminasa. Esta enzima cataliza la
formacion de enlaces entre el grupo e-amino de la lisina y el
grupo y-carboxamida de la glutamina, resultando en la for-
macion de enlacesintra e intermoleculares de e-(y-glutamyl)
lisina (Dutray Ferreira, 2010; Yan y Zhang, 2014). Se ha demos-
trado que esta enzima es efectiva en la formacién de coacer-
vados empleado gelatina o proteina de origen vegetal, otor-
gandoles mayor resistenciaal calor (Lv, Yang, Li, Zhangy Abbas,
2014; Xiao et al,, 2015; Timilsena et al,, 2016).

3.4. Eficiencia de la encapsulacion

La eficiencia de la encapsulacion es un indicador para evaluar
la calidad de los productos encapsulados. Esta se define como la
relacion que existe entre el peso del material de interés en-
capsuladoy la cantidad total de material de interés alimentado.
En lo referente a aceites esenciales, la eficiencia de encapsu-
lacidn se determina con base en el porcentaje de aceite no
encapsulado. Este es un parametro clave en la calidad de los
microencapsulados debido a que el aceite no encapsulado,
cuando se trata de uno comestible, es propenso a desarrollar
rancidez, lo que limita lavida de anaquel del producto. Las mi-



crocapsulas obtenidas por coacervacion compleja poseen un
menor porcentaje de aceite no encapsulado y un mayor con-
tenido de aceite encapsulado comparado con el secado por
atomizacion. Asimismo, posee una eficiencia de encapsula-
cion por arriba del 999% (Kralovec et al., 2012; Yan y Zhang,
2014; Bakry et al., 2016).

4. Aplicaciones en alimentos

Los productos alimenticios fabricados por coacervacion com-
pleja disponibles en el mercado son muy limitados. La ONC
(Ocean Nutrition Canada) ha logrado microencapsular aceite
de pescado mediante la coacervacion compleja emplean-
do gelatina-polisacarido y producirlo a nivel industrial bajo
el nombre de Powderloc™ (Yan y Zhang, 2014). Asimismo, se
contintan haciendo estudios sobre las posibles aplicaciones
de la coacervaciéon compleja en alimentos. Dima, Cotarlet,
Alexe y Dima (2014) encontraron que la encapsulacion de acei-
te esencial de Pimenta dioica mediante la combinacién de
quitosano/k-carragenina es viable y posiblemente aplicable
para productos carnicos. Qv, Zeng y Jiang (2011) encapsula-
ron luteina mediante gelatina/goma arabiga, otorgandole a
este carotenoide una mayor resistencia a la luz, temperatura
y humedad. Asimismo, observaron un aumento en |a estabi-
lidad del producto encapsulado durante el almacenamiento
por 30 dias, en donde el porcentaje de retencion de luteina
fue de 92.869% a 4°C y 90.16% a 25°C. Kralovec et al. (2012)
sefialan que coacervados realizados con proteina de suero
y goma arabiga, presentan una mayor estabilidad después
de ser tratados con ultrapasteurizacion; ademas de una mejor
calidad sensorial en productos lacteos respecto a coacerva-
dos realizados con gelatina. Wang, Adhikari y Barrow (2014)
emplearon gelatina/hexametafosfato de sodio para encap-
sular aceite de atdn para retardar la oxidacion de los aceites
omega-3, obteniendo unaeficiencia de encapsulacion del 88.030%
y una estabilidad oxidativay térmica (Rancimat) de 40.16 horas.
Calderon, Pedroza, Escalona, Pedraza y Ponce (2017) lograron
encapsular una mezcla de nisina y extracto de cascara de agua-
cate como antimicrobiano y antioxidante, respectivamente,
empleando colageno/alginatoy colageno/pectina.

En la actualidad, la mayoria de los estudios sobre coacer-
vacién compleja aplicada en alimentos se ha centrado en la
obtencion de los coacervados y el estudio de sus caracteristi-
cas, quedando pendiente su aplicacion en diversos productos
alimenticios.

Conclusiones

La coacervacion compleja es una posible alternativa de mi-
croenpasulacion en la industria alimentaria debido a las ven-
tajas que presentan los productos obtenidos, por ejemplo, re-
sistencia al calor y liberacion controlada de los ingredientes
encapsulados, a partir de un método simpley de bajo costo. En
la actualidad, se siguen haciendo estudios sobre los posibles
agentes encapsulantesaaplicar en esta técnica para que cum-
plan con los requerimientos exigidos por los consumidores.
Asimismo, en el ambito alimenticio, esta tecnologia continta
explorandose debido a que muchasde susaplicaciones poten-
cialesadn son desconocidas.
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Paraprobioticos y su aplicacion en alimentos
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RESUMEN

Los paraprobidticos son células de microorganismos probiéticos inactivadas, las cuales con-
fieren beneficiosalasalud del huésped que las consume; entre éstos se encuentran: reduccion
de sintomas en trastornos inmunoldgicos y gastrointestinales y control de alergias. Estos be-
neficios han sido observados tanto en animales como en humanos. Se han utilizado diferentes
cepas probidticas para la produccién de paraprobidticos, mediante diversos métodos de in-
activacion como tratamientos térmicos, altas presiones, sonicacion e irradiacién ultravioleta.
El uso de los paraprobidticos en alimentos es un tema actual y relevante, ya que su aplicacion
puede presentar diversas ventajas, asi como desafios.

Palabras clave: paraprobioticos, métodos de inactivacion, beneficiosy aplicacion.

ABSTRACT

Paraprobioticsare inactivated cells of probiotic microorganisms, which confera benefit to the
health of the consumer host, within which are: reduction of symptoms in immunological and
gastrointestinal disorders, control of allergies, among others, these benefits have been observed
inanimalsand humans. Different probiotic strains have been used for the production of para-
probiotics, using several inactivation methods such as thermal treatments, high pressures,
sonication and ultraviolet irradiation. The use of paraprobioticsisa current and relevant topic
since their applications can present various advantages as well as challenges.

Keywords: paraprobiotics, inactivation methods, benefitsand application.
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Introduccion

Enlos ultimosafios se haintroducido el término «paraprobioti-
cos», que se refiere alas células microbianas probiéticas no via-
bles (intactas o rotas) o extractos crudos de células que, cuando
seadministran o consumen en cantidadesadecuadas, producen
un beneficio a las salud del huésped (Sawada et al,, 2015). Son
microorganismos que perdieron por completo suviabilidad des-
pués de la exposicion a factores que alteran sus estructuras ce-
lulares, por laaplicacion de algiin método de inactivacion como
tratamientos térmicos, altas presiones, irradiacion ultravioleta o
sonicacion (de Almada, Almada, Martinezy Sant’Ana, 2016).

El estudio de estos agentes para la ciencia e industria de ali-
mentos es de gran importancia, debido a que distintas inves-
tigaciones indican que los paraprobioticos podrian brindar di-
versos beneficiosalasalud de los consumidores. Ademas su uso
representa ventajas con respecto al de los probiéticos, como
una menor interaccion (o nula) con los demas componentes
del alimento; la posibilidad de agregar los paraprobiéticos an-
tes del tratamiento térmico de los alimentos; su incorporacion
en una mayor variedad de productos; el que su adicién no im-
plique que los alimentos en los que se agregan tengan que estar
refrigerados; entre otras (Ishikawa et al, 2010; Sawada et al., 2015).

El propdsito de este trabajo es realizar una compilacion so-
bre los paraprobidticos, su produccién, los beneficios que el
consumo de éstos produce al huésped, asi como su uso y posi-
blesaplicaciones en alimentos.

Revision Bibliografica
1. Paraprobioticos

1.1 Definicion

La definicion de la FAO/WHO (2002) de probidticos inicamente
incluye a los microorganismos vivos, que al ser administrados
en cantidades adecuadas, confieren un beneficio al huésped.
Sin embargo, se ha reportado que las células no viables (intac-
tas o rotas), también proveen beneficios al huésped (Adams,
2010; Ananta y Knorr, 2009). A estas células se les ha nombrado
«paraprobioticosy, y se han definido como las células inactiva-
das o fracciones de células microbianas que al ser administra-
das en cantidades adecuadas, confieren un beneficio al hués-
ped (Taverniti y Guglielmetti, 2011). También son llamados en
la literatura como «probidticos inactivados» o «probiéticos
fantasmasy, los cuales son microorganismos que perdieron por
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completo su viabilidad después de sufrir alteraciones en sus
estructuras celulares (fragmentacion de filamentos del ADN,
ruptura de membrana o dafio mecanico a la pared celular),
debido a la aplicacion de algin método de inactivacion (de
Almada et al., 2016).

Los paraprobiéticos contienen fragmentos, a los cuales se
les asigna la expresion «fragmentos de células probidticas» o
PCF (por sus siglas en inglés); entre los que se encuentran los
acidos teicoicos, nucledtidos, componentes de ADN y/o ARN.
Incluso algunos de estos fragmentos son estructuras con fun-
ciones fisioldgicas, tales como pared celular de péptido-gluca-
nos (Shigwedha etal., 2014).

Hasta el momento se han realizado investigaciones sobre los
paraprobidticos, en las que se han utilizado alrededor de 60
diferentes cepas de probidticos para la produccion de para-
probidticos, asi como distintos géneros de microorganismos,
destacando como el mas estudiado el género Lactobacillus, se-
guido por el género Bifidobacterium (Tabla ).

1.2. Importancia

Como se muestraen latablal, los beneficios de los paraprobiéticos
a lasalud del huésped han sido observados en varias investigacio-
nes. En su mayoria se han realizado pruebas in vitro, asi como in
vivo en ratas, ratones e incluso en peces y cerdos, pero también,
aunque en menor nimero, en algunos grupos de humanos.

En los estudios revisados se ha observado que los probioti-
cos, paraprobidticos y PCF son modificadores de diversas res-
puestas bioldgicas en el huésped, contribuyendo en la reduccion
de sintomas de diversos trastornos inmunolégicos, como en
inflamaciones de bajo grado; trastornos neuro-psiquiatricos
como el Alzheimer, depresion cronica, pérdida leve de memoria
y declive cognitivo general; trastornos ortopédicos tales como
sindromes generales de fatiga musculary dolor crénico; desor-
denes respiratorios como bronquitis, sinusitis; trastornos meta-
balicos como en la diabetes; ciertos trastornos cardiovasculares;
enfermedades intestinales tales como enfermedad celiaca y
cancer de colon. También se piensa que pueden ayudarala mo-
dulacion del sistema inmunoldgico; la actividad antiinflamato-
ria contra colitis; la reduccién de caries; el alivio de sintomas de
diarrea cronica; la mejora en sintomas alérgicos; la reduccion
de colesterol; la suspension del aumento de peso corporal; el
alivio o eliminacion de estrefiimiento; el incremento de la ad-
hesion de las células intestinales (lo que inhibe a patdgenos);
entre otros (Shigwedha, Sichel, Jia, Al-Shura, y Zhang 2015).

Asimismo, Shigwedha et al. (2014) mencionan que existe
evidencia clinica sobre la influencia en la salud del huésped de



Tabla I. Investigaciones sobre paraprobidticos, métodos de inactivacion y beneficios observados

Microorganismo/ Producto

Método de
inactivacion

Condiciones de
inactivacion

Beneficios

Referencias

Bacillus amyloliquefaciens
FPTB16Y Bacillus subtilis
FPTB13

Tratamiento
térmico

600C durante2 h

Estimulacién de las respuestas
inmunes de la célula (in vitro)

Kamilya, Baruah,
Sangma, Chowdhury
Pal (2015)*

y

Bifidobacterium Tratamiento 100 °Cdurante 30 min Actividad anti-inflamatoria Imaoka et al. (2008)*
brevisYakult (BbrY) y térmico contra colitis ulcerosa (UC)
Bifidobacterium bifidum observada en células obtenidas
Yakult (BbiY) de pacientes diagnosticados con
ucC(in vitro)
Bifidobacterium longum Sonicacion Sonicacién durante 5 min  Reduccién de colesterol, Shin et al. (2010)*

SPM1207

suspension del aumento de peso
corporal y alivio o eliminacién del
estreflimiento en ratas

Capsulas conteniendo
Lactobacillus LB (Lacteol
Fort, France)

Tratamiento para la diarrea en
humanos con sindrome de colon
irritable

Tarrerias et al. (2011)*

Capsulas de Lactobacillus
acidophilusLB

Tratamiento
térmico

Alivio de sintomas de diarrea
crénica (reduccion de
movimientos intestinales, dolor
y distenciéon abdominal; mejora
de la consistencia de las heces

y sensacion de evacuacion
incompleta) en humanos

Xiao et al. (2002)*

Capsulas de Lactobacillus
paracasei 33

Tratamiento
térmico

700C durante 30 min

Mejora del bienestar de la salud
y reduccién de los sintomas en
humanos con rinitis alérgica

Pengy Hsu (2005)*

Suplemento dietético con
Bacillus pumilus SEs

Tratamiento
térmico

95 0C durante 60 min

Supresion de bacterias patégenas
en lamicrobiota intestinal de
peces

Yang, Xia, Ye, Zouy
Sun (2014)*

Dieta suplementada con
Lactobacillus delbriieckii
subsp. lactis CECT 287y
Bacillus subtilis CECT 35

Tratamiento
térmico

600Cdurante1h

Efecto inmuno-estimulante local
y sistémico en peces

Salinas et al. (2008)*

Dieta suplementada con
Lactobacillus paracasei
DSMZ16671

Tratamiento
térmico

Pasterizacién con
calentamiento
prolongado a 80 0C

Reduccion de las caries, debido a
lainhibicion de la colonizacion
de Streptococcus mutansen
placas dentales de ratas

Tanzer et al. (2010)*
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Tabla I. Investigaciones sobre paraprobiéticos, métodos de inactivacion y beneficios observados (continuacion)

Microorganismo/ Producto ~ Método de Condiciones de Beneficios Referencias
inactivacion inactivacion

Dieta suplementada con Tratamiento 950C durante 60 min Induccion de laactivacion de Sun, Xia, Yang, Wangy

Psychrobacter sp. SE6 térmico lainmunidad en lamucosa Zou (2014)*

intestinal en peces

Enterococcus faecalisFK-23  Tratamiento - Alivio de sintomas nasales, Zhu et al. (2012)*
térmico reduccion de la eosinofilia nasal y
aumento de las células CD4* CD25*
en modelo de rinitis alérgicaen

ratones

Enterococcus faecalisYM-73  Tratamiento 6o°Cdurante 3o min; 80  Actividad inmuno-moduladora Ou et al. (2011)*
y Lactobacillus salivarius térmico oCdurante 20 min; 950C  en células (Caco-2) (in vitro)
AP-32 durante 5 miny 100 °C

durante 5 min
Enterococcus faecium JWS Tratamiento 1100Cdurante 15 min Propiedad inmuno-moduladora  Choi, Shin, Leey Lee
833 térmico (invitro) (2012)*
Leche fermentada, con Tratamiento 95 0C durante 30s Regulacion de la funcidn Sawada et al. (2015)*
Lactobacillus gasseriCP2305  térmico intestinal en humanos con

tendenciaal estrefiimiento

Lactobacillus fermentum Tratamiento 80 0Cdurante 30 min Exclusion de enteropatégenos Grzeskowiak, Collado,
VET9A, Lactobacillus térmico (Ehrlichia canis, Salmonella Beasley y Salminen
plantarumVET14A,y enterica serovar Typhimurium (2014)*
Lactobacillus rhamnosus y Clostridium perfringens) en la
VET16A mucosidad intestinal de perros

(invitro)
Lactobacillus acidophilus Tratamiento 100 0C durante 30 min Inhibicion de Salmonella Lin, Yu, Lin, Hwangy
(LAPs, LAF1Y LAH7) térmico porinmuno-modulacion de Tsen (2007)*

macrofagos activados en ratones

Lactobacillus acidophilus Tratamiento 100 °C durante 15 min Modulacién de la respuesta Chuang et al. (2007)*
A2, Lactobacillus gasseriAsy  térmico inmune (in vitro)
Lactobacillus salivarius A6

Lactobacillus brevisSBC8803  Tratamiento 121 0Cdurante 20 min Mejora de las lesionesinducidas ~ Segawa, Wakita,
térmico porel etanoly laacumulacién de  Hiratay Watari
grasa hepatica en ratones (2008)*
Lactobacillus brevis SBC8803  Tratamiento 121 0Cdurante 20 min Reduccion de lainflamacion Ueno et al. (2011)*
térmico intestinal y mejoria de los dafios

intestinales en ratones con colitis
(ensayos in vitro e in vivo)

Lactobacillus caseiCRL431  Tratamiento 800C durante 30 min Inmuno-modulacion del sistema  Villena, Barbieri,
térmico inmunoldgico respiratorio en Salva, Herreray
ratones Alvarez (2009)*
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Tabla . Investigaciones sobre paraprobiéticos, métodos de inactivacion y beneficios observados (continuacion)

Condicionesde Beneficios Referencias

inactivacion

Método de
inactivacion

Microorganismo/
Producto

Lactobacillus caseiShirota  Tratamiento 100 9C durante 30 min; Shida et al. (1998); Lim,

térmico

950C durante 30 min

Inhibicion de la produccion de IgE
inducida por alérgenos, posible
papel en la prevencion de la
alergia mediada por IgE (in vitro)
3 Efecto inmuno-moduladoren
ratones con modelo de alergia,
posible papel en la prevencion de
alergias respiratorias

Li, Huang, Lee, Leey Chua
(2009)*

Lactobacillus caseiZhang
(Le2)

Tratamiento
térmico

700C durante 30 min

Efecto sobre el sistemainmune
en los macréfagos (in vitro), que
sugiere su uso contra infecciones
virales

Wang, Xie, Wang, Li, Sun,
ZhangyZhang (2013)*

Lactobacillus gasseri Tratamiento 750Cdurante 60 min Supresion de la acumulacion Sashihara et al. (2008)*
OLL2809 térmico peritoneal de eosinofilos,

que conduce a una mejoria

de sintomas alérgicos (rinitis

alérgica) en ratones
Lactobacillus gasseri Tratamiento 900C durante 5 min Mejora de lainmunidad por Kawase, He, Miyazawa,
TMCo356 térmico células en ratones, lo que lleva Kubota, Yoda y Hiramatsu

alamejora de las defensas (2012b)*

naturales contra lasinfecciones

respiratorias
Lactobacillus gasseri Tratamiento 700Cdurantezomino  Efectoinmuno-modulador (in Miyazawa, He, Kawase,
TMCo356 térmico g00C durante 5 min vitro) Kubota, Yoday Hiramatsu

(2011)*

Lactobacillus gasseri
TMCo356-70y TMC0356-90

Tratamiento
térmico

700Cdurante 3o miny
g00C durante 5 min

Proteccion contra infeccién por
elvirus de lainfluenza H1N1 por
estimulacion de las respuestas
inmunoldgicas respiratorias e
intestinales en ratones

Kawase, He, Kubota, Yoda,
Miyazawa y Hiramatsu
(20122)"

Lactobacillus paracasei
IMPC2.1y Lactobacillus
rhamnosus GG

Tratamiento
térmico

950Cdurante1h

Efecto proapoptoticoy
antiproliferativo en células de
cancer de colony gastrico (in
vitro)

Orlando, Refolo, Messa,
Amati, Lavermicocca,
Guerra, y Russo (2012)*

Lactobacillus pentosus
b240

Tratamiento
térmico

121 9Cdurante 15 min

Supresion de neumonia inducida
por S. pneumoniae, mejora de
las respuestas de los tejidos
inflamatoriosy la reduccién de
los dafios del tejido respiratorio
en ratones

Tanaka et al. (2011)*

Lactobacillus plantarum
06CC2

Tratamiento
térmico

Hervirdurante1 h

Alivio de los sintomas de
influenza en ratones debido al
efecto inmuno-modulador

Takeda et al. (2011)"

Lactobacillus plantarum
b240

Tratamiento
térmico

121 9Cdurante 15 min

Prevencion de infeccion por S.
Typhimurium en ratones

Ishikawa et al. (2010)*
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Tabla I. Investigaciones sobre paraprobiéticos, métodos de inactivacion y beneficios observados (continuacion)

Microorganismo/
Producto

Método de
inactivacion

Condiciones de
inactivacion

Beneficios

Referencias

Lactobacillus plantarum
KTCT3104 Yy Lactobacillus
curvatus KTC13767

Tratamiento
térmico

100 9C durante 30 min

Atenuacion de lainflamacion de
las vias respiratorias mediante
modulacién de lainmunidad
intestinal en ratones

Hong, Kim, Choy Kim,
(2010)*

Lactobacillus plantarum
L-137

Tratamiento
térmico

700C durante 10 min

Proteccién contrainfeccién por
virus de gripe en ratones debido a
lamejorade lainmunidad innata
del tracto respiratorio

Maeda et al. (2009)*

Lactobacillus plantarum
L-137

Tratamiento
térmico

8o0C durante 20 min

Mejora de laactividad inmuno-
moduladora in vitroe in vivo (en
ratones)

Fujiki, Hirose,
Yamamotoy
Murosaki (2012)*

Lactobacillus plantarum
MYL26

Tratamiento
térmico

650C durante 30 min

Atenuacion de lainflamacion en
células Caco-2(in vitro)

Chiuetal (2013)*

Lactobacillus reuteri

Tratamiento
térmicoe
irradiacion gamma

80 0C durante 20 min;
fuente de cobalto 60
durante 20 ha8.05 Gy/
min

Efecto inhibitorio sobre dolor
visceral en ratas

Kamiya et al. (2006)*

Lactobacillus rhamnosus GG

Tratamiento
térmico

80 0C durante 20 min

Accién inmuno-moduladora (in
vitro). Reduccion del nivel de
mediadores proinflamatorios

y aumento de marcadores
antiinflamatorios inducidos por
lipopolisacaridos de E. colien
ratas

Bloise, Torricelli,
Novembri, Borges,
Carrarelli, Reisy
Petraglia, (2010); Li,
Russell, Douglas-
Escobar, Hauser,
Lopezy Neu (2009)*

Lactobacillus rhamnosus GG

uv

UV durante 20 min; UV
durante 5 min

Mejora de la respuestainmune
in vitro; Modulacion de la
inflamacidon de las células Caco-2
por reduccion de la produccién
de interleucina-8 (in vitro)

Van Hoffen et al.
(2010); Lopez, Li,
Kataria, Russelly Neu,
(2008)*

Lactobacillus rhamnosus
HNoo1

uv

Atenuacion de la gravedad de
enterocolitis necrotizante en
lechones prematurosy ratones
recién nacidos

Good et al. (2014)*

Lactobacillus sakeiprobio 65

Tratamiento
térmico

121 9C durante 15 min

Efecto inhibidor sobre
inflamacion y lesiones cutaneas,
dermatitis atopica en ratonesy la
activacion in vitro de mastocitos

Kim, Park, Park, Park,
Kimy Pyo (2013)*

Lactobacillus salivarius
Eq191

Tratamiento
térmico

950C durante 1h

Efecto protector sobre las células
epitelialesintestinales (actividad
antiinflamatoria) por inhibicion
de lasecrecién deinterleucina-8
(invitro)

Oh, Jeun, Lee, Chuny
Kim (2012)*
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Tabla I. Investigaciones sobre paraprobioticos, métodos de inactivacion y beneficios observados (continuacion)

Microorganismo/ Producto

Método de
inactivacion

Condiciones de
inactivacion

Beneficios

Referencias

Lactobacillus lactis G50

Tratamiento
térmico

100 0C durante 30 min

Mejora de lainmunidad intestinal
y lasupresion del crecimiento

de H2S productora de bacterias
entéricas en ratones

Kimoto-Nira,
Mizumachi, Okamoto,
Sasaki y Kurisaki
(2009)*

Lactobacillus lactis subsp.

cremoris H61

Tratamiento
térmico

100 0C durante 30 min

Potencial para suspender
efectos relacionados con

el envejecimiento (efecto
antienvejecimiento) en ratones

Kimoto-Nira, Suzuki,
Kobayashi, Sasaki,
Kurisaki y Mizumachi
(2007)*

Leuconostoc mesenteroides

1RM3

Tratamiento
térmico

100 0C durante 10 min

Prevencién de lainvasion de

L. monocytogenes e infeccion
entero-gastrica en células Caco-2
en ratones e in vitro

Nakamura, Kuda, An,
Kanno, Takahashiy
Kimura (2012)*

Saccharomyces boulardii

Tratamiento

121 0Cdurante 15 min

Mantenimiento de laintegridad

Generoso et al.

térmico intestinal y modulacién del (2011)*
sistemainmune de ratones
«Sachet» que contiene el - - Mejora de laabsorcion de lactosa  Rampengan,

microorganismo probiético

inactivado (Dialac)

ennifios

Manoppoy Warouw
(2010)*

Leche descremada,
suplementada con
Lactobacillus rhamnosus
HNoo1

Tratamiento
térmico

100 °C durante 15 min

Mejora en el sistemainmune en
ratones

Gilly Rutherfurd
(2001)*

Suplemento con

Lactobacillus acidophilus LB

(sachet)

Tratamiento
térmico

Beneficioso en el tratamiento de
nifios diagnosticados con diarrea
inducida por rotavirus

Lie'vin-Le Moal,
Sarrazin-Davilay
Servin (2007)*

Suplementacion con

Tratamiento

85-100 0C durante 10 min

Tratamiento de la diarrea por

Kaila, Isolauri,

Lactobacillus casei GG térmico rotavirus en nifios Saxelin, Arvilommiy
Vesikari (1995)*
Suplemento de Lactobacillus UV UV durante 30 min Prevencion de enterocolitis Awad et al. (2010)*

acidophilus GG

necrosantey sepsisen recién
nacidos

Suplemento de Lactobacillus

paracasei K71

Tratamiento
térmico

Efectos beneficiosos sobre
sintomas de dermatitis atépica en
humanos

Moroi et al. (2011)*

Tabletas de Lactobacillus
gasseriOLL2809

Tratamiento
térmico

750C durante 60 min

Reduccion de sintomasen
humanos con alta predisposicion
aalergias debido a la modulacién
sistémica del sistema
inmunoldgico

Gotoh et al. (2009)*
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Tabla I. Investigaciones sobre paraprobidticos, métodos de inactivacion y beneficios observados (continuacién)

Condiciones de
inactivacion

Método de
inactivacion

Microorganismo/ Producto

Beneficios Referencias

Tratamiento
térmico

Tabletas de Lactobacillus
pentosus b240

121 9C durante 15 min

Reduccion de laincidencia de
frio por efecto inmuno-protector,
efecto observado en humanos

Shinkai et al. (2013)*

Tratamiento
térmico

Yogur con bacterias

acido lacticas (Mix-BAL)
(Lactobacillus bulgaricus,
Streptococcus thermophilus
y Lactobacillus acidophilus)

650C durante 60 min

Zeng, Jiang, Zhuy Chu
(2015)*

Papel protector en la disfuncién
de la barrera epitelial intestinal
inducida por citoquinas
proinflamatorias in vitro

Suplemento alimenticio - -
Delpro®y formulacién
inmunoreguladora

West, Roberts, Sichel
y Sichel (2013)

Disminucion de sintomas
gastrointestinales en nifios con
autismo

Lactobacillus rhamnosusV - -

Prevenciény tratamiento de
enfermedades infecciosas,
alergias comunes (alergia
alimentaria, bronquitis, fiebre
del henoyasma), hepatitis C,
fatiga cronicay fibromialgia en
humanos

Pidgorskyy,
Shynkarenko-Sichel,
Timoshoky Spivak
(2008)

las células inactivadas de Lactobacillus rhamnosus V, las cuales
son efectivas en la prevenciony tratamiento de enfermedades
infecciosas, asi como de alergias, fatiga y fibromialgia.

1.3. Métodos de obtencion de paraprobioticos

Existen diferentes métodos de inactivacion de células micro-
bianas, los cuales han sido utilizados por los investigadores
paralaobtenciéon de paraprobioticos, entre los que se encuen-
tran los tratamientos térmicos; también han sido utilizadas
la irradiacion ultravioleta, las altas presiones y la sonicacion
(Anantay Knorr, 2009; Chiu et al,, 2013; de Almada et al., 2016).
Estos métodos causan la inactivacion de los microorganismos
por diferentes mecanismos. Es muy importante resaltar que
el método de inactivacion utilizado para producir parapro-
bidticos, debe ser capaz de retener los beneficios a la salud
proporcionados por el microorganismo probidtico (Raz y Ra-
chmilewitz, 2005). En |a tabla | se muestran los métodos de
inactivacion utilizados sobre diferentes microorganismos, asi
como las condiciones en las que se llevd a cabo la inactiva-
cion de los mismos, y los beneficios observados en el huésped.
Se puede observar, que el tratamiento térmico es el método
de produccion de paraprobidticos mas utilizado y estudiado,
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mientras que la irradiacion ultravioleta, seguida de la sonica-
cién, son los menos usados.

Una vez aplicado el método de inactivacion elegido, se
emplean diferentes técnicas para determinar la viabilidad de
las bacterias. Un ejemplo de éstas es poner en contacto a las
bacterias con un colorante fluorescente (por ejemplo: SYTO 9,
SYTOX o similares) que permea a la membrana celular, permi-
tiendo identificar a las bacterias vivas por una fluorescencia
verde. También puede usarse yoduro de propidio, el cual no
permea la membrana celular, lo que permite identificar a las
células comprometidas con una fluorescencia roja. Otra téc-
nica utilizada es el recuento de células viables en placa (Razy
Rachmilewitz, 2005).

1.3.1. Tratamiento térmico

El tratamiento térmico es el método mas utilizado para inac-
tivar microorganismos, el cual consiste en aplicar calor duran-
te cierto periodo de tiempo. Este mecanismo de inactivacion
afecta a la mayor parte de la estructura celular, ya que impli-
cadafio ala membrana celular, pérdida de ionesy nutrientes,
agregacion de ribosomas, ruptura de los filamentos de ADN,
inactivacion de enzimas, asi como coagulacién de proteinas.



Se hareportado que, en la produccion de paraprobiéticos, este
método de inactivacion aumenta la rugosidad y aspereza de la
célula, lo que influye en las propiedades inmuno-modulado-
ras de la célula microbiana (Ou, Lin, Tsaiy Lin, 2011).

En latablalse puede observar la diversidad de tratamien-
tos térmicos que se han aplicado para inactivar a los probiéti-
cos. Algunos de ellos incluyen condiciones de pasterizacion
(temperaturas menoresa 100 °C) mientras que otros usan con-
diciones de esterilizacion comercial (temperaturas mayores a
100 °C); los tiempos de tratamiento varian y esto seguramente
depende de la matrizo medio en el que se encuentran suspen-
didos los probiéticos.

Ou et al. (2011) observaron en ratones, que las propieda-
des inmuno-moduladoras de las bacterias acido lacticas (BAL)
probidticas, cultivadas en caldo de MRS, sometidas a diferen-
tes temperaturas durante distintos tiempos (60 °C, 30 min; 80
0C, 20 min; 95 °C, 5 min y 100 9C, 5 min), dependen de la cepa
evaluada. Por otro lado, se observo que existe una relacién
entre el aumento de la rugosidad y la aspereza de la célula,
y la reduccion de los efectos benéficos para la salud propor-
cionados por los paraprobidticos. Ademas, las condiciones del
tratamiento térmico para la inactivacion del probiético, tam-
bién afectan la capacidad de adhesiéon de los microrganismos
en la mucosa intestinal del huésped, la cual es importante en
muchos de los efectos probidticos que promueven la salud; a
temperaturas mas altas de inactivacion de los probiéticos, la
capacidad de adhesion disminuye, pero las propiedades in-
muno-moduladoras no se ven afectadas (Ou et al,, 2011).

Ananta y Knorr (2009) mencionan que la inactivacion de
Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 es distinta cuando ésta
se realiza a diferentes temperaturas. En su estudio mostraron
que en los tratamientos térmicos aplicados a 60 9C, no existe
una degradacion de la membrana citoplasmatica de la célula,
aunque si hubo inactivacién; mientras que a temperaturas mas
altas si existe esta degradacion. Por lo que la temperatura in-
fluye directamente en las propiedades de los paraprobidticos;
al aplicarse mayores temperaturas para la inactivacion de la
célula, existe un aumento en la degradacion de éstay una dis-
minucion de los beneficios observados en el huésped.

1.3.2. Irradiacion ultravioleta

Lairradiacion ultravioleta es ampliamente utilizada para des-
infectar agua y alimentos, ya que da lugar a la inactivacion de
bacterias patégenas como Listeria monocytogenes, Salmo-
nella, Staphylococcus aureusy Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis, las cuales pueden estar en estos productos

y afectar sus caracteristicas organolépticas del productos e
incluso la salud del consumidor (Franz, Specht, Cho, Graefy
Stahl, 2009); también ha sido utilizada para la produccién de
paraprobioticos (Good et al., 2014).

La inactivacion de células probioticas con este método,
implica la formacién de foto-productos en el ADN, asi como
la generacion del dimero de pirimidina, que se forma entre
moléculas de pirimidina adyacentes en la misma cadena de
ADN, interrumpiendo los procesos de transcripcién y traduccion
de ADN, lo que conduce a la mutagénesisy a la muerte celular;
también dalugaraladesnaturalizacion de las proteinas (Franz
et al., 2009; Brimpa, Sfika y Vantarakis, 2013).

Las condiciones reportadas en la literatura para la pro-
duccidn de paraprobiéticos (tabla 1), varian desde los 5 hasta
los 30 minutos de exposicion a la irradiacion ultravioleta; sin
embargo, no se menciona el efecto que tiene la variacion del
tiempo de exposicidn a las radiaciones ultravioletas, con los
beneficios del paraprobiético en la salud del huésped al que
se leadministra.

Como un ejemplo, puede mencionarse un estudio en el
que se inactivo Lactobacillus acidophilus exponiendo las cé-
lulas de este microorganismo a radiacion ultravioleta durante
30 minutos. Posteriormente, las células fueron suministradas
aneonatos con enterocolitis, observandose que la incidencia
de esta enfermedad disminuyo (Awad et al., 2010).

En otro estudio, Good et al. (2014) utilizaron irradiacion
ultravioleta (condiciones no especificadas), para inactivar las
células de Lactobacillus rhamnosus HNoo1. Estos investiga-
dores observaron que al administrar las células inactivadas a
lechones prematurosy ratones neonatos, la gravedad de la en-
terocolitis necrotizante disminuyo, mejorando la morfologia
macroscdpica de la mucosa, asi como la respuesta de citoqui-
nas en esta ultima.

1.3.3. Altas presiones

Este método de inactivacion consiste en que el producto, en
este caso los probidticos, es sometido a niveles altos de pre-
sion hidrostatica, (100 a 1000 MPa), de forma continua du-
rante cierto periodo de tiempo (Herrero y Avila, 2016). Lo que
ocurre en el microorganismo sometido a altas presiones y
contribuye a su inactivacion, es dafio a la membrana celular,
desnaturalizacion de las proteinas, disminucion del pH intra-
celular, pérdida de solutos, inactivacion de enzimas, asi como
cambios en los ribosomas y nucledtidos de la célula (de Alma-
da et al, 2016). No se encontr¢ en |a literatura evidencia de si
existe unarelacion entre laaplicacion de diferentes presiones
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y los beneficios de los paraprobiéticos a la salud del huésped
que los consume.

En el estudio de Ananta y Knorr (2009) se comparan dos
métodos de inactivacion, tratamiento térmico y altas pre-
siones, sobre Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 para la
produccion de paraprobidticos, mediante un analisis de cito-
metria de flujo. Estos investigadores observaron que con pre-
siones de 400 MPa o mayores es posible inactivar las células
de dicha bacteria. Ademas, demostraron que los tratamientos
a 400 MPa para este microorganismo no son letales, mientras
que los tratamientos a 600 MPa inactivaron el microorganis-
mo mas de siete ciclos logaritmicos (Anantay Knorr, 2009).

1.3.4. Sonicacion
La sonicacién es un método fisico que consiste en someter
al microorganismo suspendido en un medio liquido a ondas
sénicas; cuando una onda sdnica se encuentra con el medio
liquido, crea regiones sonicas de compresion y expansion. De-
bido a este cambio, comienza una formacién de cavidadesy se
generan burbujas de gas en el medio. Se alcanza un punto en
el que |a energia ultrasonica proporcionada no es suficiente
pararetenerlafasevaporen laburbuja,y se produce unaconden-
sacion. Las moléculas condensadas chocan, creando ondas de
choque. Los cambios de presién resultantes son el principal
efecto de inactivacion de los microorganismos (Piyasena, Mo-
hareb y McKellar, 2003). Este método de inactivacion produce
en el microorganismo larupturade la pared celular, dafio de la
membrana celulary en el ADN (de Almada et al., 2016).
Aunque hasta el momento este método de inactivacion
para microorganismos probidticos no ha sido muy utilizado,
de acuerdo al trabajo de Shin et al. (2010), realizado en ratas,
las células de Bifidobacterium longum SPM1207 aisladas de
adultos coreanos, inactivadas por sonicacion (condiciones no
especificadas) durante 5 minutos, tienen potencial para ser
usadas para generar paraprobidticos como un agente reduc-
tor de colesterol sérico. Por otro lado, sugieren que esta cepa
inactivada puede contribuir a evitar el aumento de peso cor-
poral y a aliviar o eliminar el estrefiimiento, lo cual debe ser
estudiado masa fondo (Shin et al., 2010).

2. Aplicacion de paraprobidticos en alimentos

Actualmente existen en el mercado suplementos alimenti-
cios paraprobidticos como «Del-Immune V®y, fabricado por
Pure Research Products, LLC, Boulder, Colorado, EE.UU., es un
suplemento alimenticio para el apoyo inmediato del sistema
inmune que contiene Lactobacillus rhamnosusV lisado. Otro
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ejemplo es CytoFlora®, el cual contiene paredes celulares de
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lacto-
bacillus rhamnosus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
salivarius, Lactobacillus casei, Lactobacillus reuteri, Lacto-
bacillus sporogenes, Bifidobacterium bifidum, Bifidobac-
terium infantis, Bifidobacterium longum y Streptococcus
thermophilus (Shigwedha et al, 2014). No se encontraron
ejemplos de alimentos a los que se les haya agregado parapro-
bidticos como tal.

2.1. Uso potencial de paraprobidticos en alimentos
de Almada et al. (2016) mencionan que la presencia de mi-
croorganismos probidticos en diferentes tipos de productos
alimenticios, tiene algunas limitaciones, como el garantizar
la supervivencia de estos microorganismos durante la vida de
anaquel de alimentos que pueden ser un sustrato estresan-
te para el microorganismo. También la adicion de probidticos
a alimentos debe hacerse después de haber sido sometidos a
tratamientos térmicos, para asegurar la supervivencia de los
microorganismos probidticos, lo que incrementa las posi-
bilidades de una contaminacién del alimento. Por lo que la
aplicacion de paraprobidticos en alimentos puede brindar al-
gunas ventajas en comparacion con lade probidticos como una
menor interaccion (o nula) con los componentes del alimen-
to, lo que puede aumentar la vida util del mismo; agregar los
paraprobidticos antes de someter al alimentos a tratamiento
térmico; la aplicacién en una mayor variedad de productos;
asi como facilitar el almacenamientoy la transportacion (Ishi-
kawa et al,, 2010).

2.2. Desafios de la aplicacion de paraprobiéticos

en alimentos

Segun de Almada et al. (2016), los principales desafios para la
aplicacion de paraprobioticos en alimentos es la seleccion de
las cepas de probidticos, para la generacion de paraprobidti-
cos, de acuerdo al beneficio a la salud del huésped que se es-
pera. También es importante mencionar que, a pesar de que
se han utilizado diferentes métodos para la inactivacion de
probidticos, es necesario estudiar con mayor profundidad si
es que todos los métodos de inactivacion son apropiados para
todas las especies/cepas; lainfluencia de los métodos de inac-
tivacion y sus condiciones, sobre la estabilidad y efectividad
de los beneficios que los paraprobidticos otorgan al huésped;
y el uso potencial en diferentes tipos de alimentos. Por otro
lado, otro desafio es determinar la presentacion en la que los
paraprobioticos son comercializados y adicionados a los ali-



mentos. También debe considerase la propuesta, revision y
aprobacién de normas que regulen el uso de los paraprobio-
ticos en alimentos.

2.1 Conclusiones y comentarios finales

Hasta el momento se han realizado varias investigaciones
sobre los paraprobiéticos de diferentes cepas de microorga-
nismos probioticos y sobre los métodos de inactivacion para
obtenerlos, asi como sobre los diferentes beneficios que el
consumo de éstos produce al huésped. Sin embargo, el usoy
aplicacion de los paraprobiéticos en losalimentos es una gran
area de oportunidad para los investigadores, ya que no hay
informacion reportada sobre su incorporacion en alimentos,
aun cuando éstos ya son utilizados en la industria farmacéuti-
cay se comercializan como suplementos alimenticios.
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