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RESUMEN

En la actualidad, el uso de peliculas y coberturas comestibles no sélo se limita al
hecho de brindar proteccidn a los alimentos como barrera al intercambio de agua y
gases, sino que se perfila como vehiculo de diversos ingredientes funcionales de
caracter bioactivo. EIl uso de modelos bioldgicos como el gorgojo de arroz
constituye una manera facil, rapida y economica para la evaluacién in vivo de
diversos componentes de la dieta y hacer inferencias de caracter nutricional. Es
por ello, que se evalud la viabilidad de peliculas comestibles elaboradas con
almidones de yuca, batata y platano con un bioensayo sencillo que utiliza el
gorgojo de arroz (Sitophilus oryzae). De los tres almidones estudiados, el de
platano fue el que mantuvo la supervivencia mas elevada y ademas fue el Unico
que produjo un incremento de peso, por lo cual se seleccion6 como el polimero
definitivo para la incorporacion de acidos grasos omega-3 (Q2-3), inulina y
bifidobacterias; por ser el méas adecuado para satisfacer las demandas

nutricionales del mantenimiento de los insectos.

En relacion a las propiedades fisicas y mecéanicas evaluadas, la adicion de Q-3
produjo un aumento en el grosor, la capacidad de retencion de agua y flexibilidad
de las peliculas comestibles de almiddn de platano; mientras que la incorporacion
de inulina y bifidobacterias influyé disminuyendo la capacidad de retencion de
agua; pero incrementando la permeabilidad al vapor de agua, grosor, solubilidad
en agua y fuerza de puncion. Por ultimo, se puede mencionar que los resultados
de esta investigacion indican que las peliculas de almidon de platano sirven como
un medio de transferencia de bifidobacterias para al gorgojo de arroz, pues se

encontraron bifidobacterias viables en el insecto.

Vi
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I. INTRODUCCION

Aunque el concepto de alimentos funcionales fue introducido hace mucho tiempo
por Hipocrates y su lema: “dejad que el alimento sea tu medicina”, so6lo
recientemente, una gran cantidad de evidencias cientificas comenzaron a apoyar la
hipdtesis de que la dieta puede jugar un papel importante en la modulacién de
funciones fisiologicas en el organismo. Entre los compuestos nutricionales
reconocidos hasta el momento, ciertamente, los componentes de los alimentos
fermentados y prebioticos toman el centro de atencion debido a su larga tradicion

de uso seguro (Vasiljevic y col., 2008).

El aumento en la expectativa de vida de los individuos y el deseo de mejorar la
calidad y propiedades de los alimentos son factores que intervienen en la
investigacion y el desarrollo de alimentos funcionales. Es por ello que la adicion
de vitaminas, minerales y otros compuestos benéficos en los alimentos son objeto
de estudio con el fin de lograr, no s6lo un alimento atractivo al consumidor a nivel
sensorial, sino también nutritivo y que adicionalmente confiera beneficios
potenciales para la salud, contribuyendo a la reduccion del riesgo de ciertas

enfermedades (Tapia y Carmona, 2008).

Encontrar el vehiculo adecuado para la incorporacion o transferencia de
compuestos funcionales y bioactivos es un paso de suma importancia en la
elaboracion del producto final. Es por ello que se han investigado muchas
alternativas como son el uso de peliculas y coberturas comestibles, impregnacion
a vacio, enriquecimiento directo, etc. (Alzamora y col., 2005; Tapia y Carmona,

2008).
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Asi mismo, es de vital importancia corroborar la asimilacion de los compuestos
funcionales que formaran parte del alimento, ya que de ello depende el efecto que
pueden causar en el organismo del consumidor, lo que lleva a la busqueda de
nuevas formas de evaluar estas relaciones, los mecanismos de transferencia que
ocurren y sus potencialidades (Curtis y col, 2008). Una de las herramientas mas
importantes para evaluar la eficacia de utilizacion de los nutrientes son los

“biomarcadores” (Carmona Y col, 1999).

En las ultimas décadas del siglo XX se ha enfatizado el desarrollo de diferentes
modelos animales para estudiar problemas bioldgicos. En el campo nutricional
destaca el uso de ratas, ratones y pollos (Pellet, 1973, Millan y col. 1984). En un
esfuerzo por encontrar reemplazo a los animales utilizados tradicionalmente, se
encuentra el uso de insectos como el gorgojo de arroz (Sitophilus oryzae), el cual
constituye una nueva alternativa. EI empleo de este bioensayo tiene como ventajas
la corta duracion y el menor costo de los experimentos, debido a la poca cantidad
de alimento requerida y las pequefias poblaciones con las que se trabaja (entre 30

y 40 individuos) (Carmona y col., 1998).

En el presente trabajo se ha planteado una alternativa para la incorporacién de
compuestos funcionales en peliculas comestibles de almidon. Estas peliculas son
evaluadas mediante el estudio tradicional de sus propiedades mecanicas y se
incorpora ademas, la realizacion de un bioensayo utilizando como modelo animal
el gorgojo de arroz, a fin de estudiar el impacto nutricional, tanto de las peliculas
comestibles como de los compuestos funcionales incorporados: aceite omega-3,

inulina (prebiotico) y bifidobacterias (probidtico). Esto implica ademaés, dar
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continuidad al trabajo realizados por Rojas (2008) en el Laboratorio de Nuevas

Tecnologias del Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (ICTA) y de

Bioquimica Nutricional y Metabolismo, del Instituto de Biologia Experimental

(IBE).
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11. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Peliculas y coberturas comestibles

La utilizacion de peliculas se remonta a muchos afios atrés. Las cubiertas de cera
sobre frutas han sido usadas en China desde el siglo XII para mejorar la calidad de
las frutas y su preservacion (Gontard y col., 1996). En el siglo XIX la sacarosa fue
inicialmente aplicada como una cubierta comestible protectora sobre nueces,
almendras y avellanas para prevenir la oxidacion y rancidez durante su

almacenamiento (Debeaufort y col.,1998).

Numerosos trabajos se han realizado desde los afios 1930 en el campo de
coberturas. En un principio, frutas y vegetales como manzanas, peras, mangos,
durazno, guayaba, tomates, papas, zanahorias y algunas otras, se convirtieron en
el principal objeto de estudio. Fueron cubiertas con soluciones cuyos
componentes principales era la cera (especialmente carnalba) y la parafina,
adicionando compuestos como el &cido oleico y emulsificantes. Como principales
beneficios se obtuvo la disminucién de la pérdida de agua, un incremento en el
tiempo de vida dtil, una apariencia mas atractiva, reduccién de la tasa de
respiracion y retencion de la vitamina C. Mas tarde, alrededor de los afios 1950, se
desarrollaron coberturas a base de polisacaridos, principalmente para nueces,
frutas y almendras (Krochta y col., 1994). Hacia finales del afio 1960 y principio
de 1970, se comenzo el uso de polimeros sintéticos y derivados de polimeros
naturales para coberturas comestibles en frutas y vegetales. Entre los polimeros
utilizados se encuentran: lecitina hidrolizada, latex orgénico, copolimeros, etc.

(Krochta y col, 1994)

10
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Las peliculas generalmente son definidas como delgadas capas de materiales de
poliméricos que pueden ser consumidas y que proveen una barrera al transporte de
masa a través de alimentos frescos o0 manufacturados (Martin-Polo y col., 1992;
Han, 2005). Se habla de peliculas, cuando el material polimérico se vierte y deja
solidificar en una delgada capa y se estudia separado del sistema que va a recubrir.
De esa manera, se pueden investigar sus propiedades de manera aislada, las cuales
se podrian extrapolar al caso cuando se encuentren recubriendo una matriz

alimentaria.

En lo que respecta a las coberturas, Carrasco y colaboradores (2002) las definen
como capas delgadas de un material biopolimero (proteina o polisacarido como
una solucion hidrocoloide, 0 como una emulsion con lipidos), que son aplicadas
sobre la superficie de un alimento en adicién o reemplazo de la corteza natural,
comportandose principalmente como barreras que reducen la difusion de gases
(O, COy, vapor de agua), permitiendo de esta forma extender la vida util del

alimento.

Para la formacion de cubiertas y peliculas se necesita un componente capaz de

formar una matriz estructural con suficiente cohesion (Debeaufort y col., 1998).

En el campo de formacion de peliculas utilizando carbohidratos como base, se
encuentran gelano, alginato, almidon de maiz, almidén de papa, maltodextrina, y
metilcelulosa (Lee y col., 2004; Rhim, 2004; Garcia y col., 2000; Rojas 2007,

Diaz- Sobac y col., 2001; Turhan y col., 2001), s6lo por mencionar algunos.

11
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Los estudios que se han realizado utilizando almidon como base para fabricar
peliculas comestibles, incluyen diversas fuentes como maiz, fiame, papa, mapuey,
okenia y platano, gluten de trigo y proteina de soya (Garcia y col., 2000; Mali y

col., 2004; Rojas, 2007; Segovia, 2010; Romero-Bastidas, 2005), entre otras.

Las peliculas y coberturas pueden transportar compuestos activos, como
emulsificantes, antioxidantes, antimicrobianos, saborizantes y colorantes a fin de
mejorar la calidad de los alimentos, aunque estos aditivos interfieren en las
propiedades fisicas y mecanicas de las peliculas (Kester y Fennema, 1986;
Baldwin y col., 1995; 1997; Guilbert y col., 1996; Howard y Gonzéalez, 2001; Han
2002, 2003). Los emulsificantes son esenciales para la formacion de muchas
peliculas y coberturas a base de polisacaridos y proteinas que contienen particulas
de lipidos (Krochta, 2002). Los agentes antioxidantes y antimicrobianos pueden
ser incorporados en la solucion formadora de pelicula para desarrollar coberturas
0 empaques activos (Han, 2002, 2003). Estos proveen una funcion adicional al
sistema al proteger los productos alimenticios de la oxidacion y deterioro

microbiano, mejorando la calidad y seguridad del producto.

Se pueden afadir plastificantes u otros aditivos para modificar las propiedades
fisicas y/o funcionales de las peliculas y/o coberturas. EI mecanismo de formacion
del biopolimero incluye fuerzas intermoleculares como enlaces covalentes y/o

interacciones electrostaticas, hidrofobicas e idnicas (Han, 2005).

12
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Los plastificantes son elementos indispensables en la formulacion de peliculas y
coberturas. Son moléculas de bajo peso molecular incorporados a los materiales
que forman la pelicula. Estos son capaces de ubicarse entre las moléculas
poliméricas e interferir en la interaccién polimero-polimero, incrementando la
flexibilidad (Guillbert Gontard., 1996). La mayoria son muy hidrofilicos e
higroscdpicos, asi que pueden reaccionar con moléculas de agua y formar un gran
complejo hidrodinamico plastificante-agua. Los plastificantes mejoran la
flexibilidad y manejabilidad al incrementar el volumen libre y el espacio
intermolecular. Sin embargo, su uso presenta algunas desventajas, ya que afectan
la habilidad del sistema para atraer el agua y generalmente aumentan la
permeabilidad al oxigeno (McHugh y Krochta, 1994; Sothornvit y Krochta,

2000).

Otro de los componentes que se encuentran presente de manera frecuente en la
formulacion de peliculas comestibles son los lipidos. Debido a su relativa baja
polaridad, la principal funcién de las coberturas de lipidos es bloquear el
transporte de humedad (Kester y Fennema, 1986). Los acidos grasos y alcoholes
como formadores de pelicula carecen de integridad estructural en su forma libre.
Como resultado, estos requieren de una matriz estructural tal como un
polisacarido o una proteina. La permeabilidad al vapor de agua de las peliculas
con lipidos es mayor a medida que se incrementa su polaridad, el namero de
insaturaciones y ramificaciones o cuando el agua es absorbida en la porcion polar

de la pelicula (Baldwin y col., 1995).

13
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En cuanto a los lipidos utilizados para la elaboracion de peliculas estan: el acido
estedrico, acido palmitico, aceite de girasol, aceite de canola (Yang y Paulson,

2000; Garcia y col., 2000; Melian, 2006), por mencionar algunos.

Las peliculas y coberturas comestibles incrementan la calidad de los alimentos,
protegiéndolos del deterioro fisico, quimico y bacteriologico (Kester y Fennema,
1986). Su aplicacion puede mejorar la resistencia fisica, reducir el agrupamiento
de las particulas y mejorar las caracteristicas visuales y tactiles de la superficie de
los productos (Cuq y col., 1995; Cisneros-Zevallos y col., 1997, citado por Han,
2005). También pueden proteger los alimentos de la migracion de la humedad, el
crecimiento microbioldgico en la superficie, oxidacion de nutrientes, etc. (Kester
y Fennema, 1986), lo cual resulta en una prolongacion de la vida util del alimento.
Principalmente, las peliculas y coberturas funcionan como barreras en contra de
aceites, gases 0 vapores y ademas, como se menciond anteriormente sirven de
vehiculo para el transporte sustancias activas, como antioxidantes,

antimicrobianos, colores y sabores (Han, 2005).

Kester y Fennema (1986) mencionan cuales deben ser las propiedades funcionales
potenciales de los revestimientos y peliculas comestibles, destacandose entre
ellas: retardar la migracion de humedad, retardar el transporte de gases (O,, CO, y
etileno) y componentes volatiles que contribuyen con el flavor, retardar el
transporte de solutos, mejorar las propiedades mecénicas y de manejo del
alimento; ademéas de darle una mayor integridad a la estructura del alimento y

servir de vehiculo de aditivos en los alimentos.

14
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Las propiedades mecanicas de las peliculas y por ende, de las coberturas
comestibles, dependen en gran medida del tipo de material empleado en su
elaboracion y especialmente de su grado de cohesion, es decir, de la habilidad del
polimero para formar puentes moleculares numerosos y estables entre cadenas
poliméricas, los cuales impiden su separacion (Guilbert y Biquet, 1996). Las
propiedades de las coberturas dependen en gran medida de la composicién y
estructura de los ingredientes. Por lo tanto, la eleccion de las sustancias a emplear
y/o aditivos activos a afiadir estan totalmente relacionadas con la funcion para la
cual se desea utilizar la cobertura comestible, la naturaleza del alimento y el
método de aplicacion (Debeaufort y col., 1998). El grado de cohesion gobierna las
propiedades de barrera y las propiedades mecanicas de las coberturas. Una alta
capacidad de adhesién asegura una durabilidad larga del recubrimiento en la

superficie del alimento a ser recubierto.

Debido a que las peliculas y coberturas comestibles aparte de poder ser una
especie de empaque, también son un componente del alimento, por lo que deben
poseer buena dureza mecanica y capacidad de adhesion. Una pelicula o cubierta
comestible con unas buenas propiedades de barrera podrian resultar ineficientes si
sus propiedades mecanicas no permiten mantener la integridad de la pelicula

durante su manipulacion, empacado y proceso de transporte.

Las propiedades mecanicas y de barrera en peliculas y coberturas comestibles
generalmente son evaluadas a traves de pruebas de grosor, permeabilidad del
vapor de agua, solubilidad en agua, capacidad de retencion de agua, microscopia

electronica de barrido, prueba de puncién, fuerza de tencidn, porcentaje de
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elongacion y biodegradacion entre otras (Tapia y col., 2008; Romero-Bastidas y

col., 2005; Pareta y Edrisinghe, 2006; Yang y Paulson, 2000).

2.2. Almidon

El almidon es fuente de energia para muchos organismos, desde bacterias hasta
mamiferos. Ya que estd presente en muchas de las plantas comestibles, este
polisacarido también es importante en la dieta humana (Tovar y col., 1999). Uno
de los materiales poliméricos mas utilizados para la elaboracion de coberturas y
peliculas comestibles es el almidén. El almidén se almacena como granulos
discretos semi-cristalinos en las plantas superiores (Li y col., 2004). Consiste de
dos componentes principales: la amilosa, una molécula compuesta de unidades de
glucosa enlazadas por a 1—4 esencialmente lineal con pocas ramificaciones
(Slattery y col., 2000; Thitipraphunkul y col., 2003), representando entre 15-65%
y la amilopectina, formada por unidades de o 1—4 glucopiranosa con
ramificaciones de a 1—6 a intervalos aproximados de 20 unidades de
anhidroglucosa. La proporcién de amilosa y amilopectina depende del origen del
almidon y la posicidn exacta de la amilosa dentro del granulo no esta dilucidada
(Liy col., 2004; Mali y col., 2006; Marques y col., 2006; Buledn y col., 1998). La
preponderancia de amilosa en los almidones permite la formacion de geles fuertes
y la estructura ramificada de la amilopectina generalmente le imparte al gel

diferentes propiedades mecanicas (Mali y col., 2006)

Tanto los almidones nativos como los almidones modificados por métodos

quimicos, fisicos o enzimaticos tienen un numero enorme de aplicaciones en los

alimentos, entre las cuales se incluyen las siguientes: adhesivo, ligante,
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enturbiante, formador de peliculas, estabilizante de espumas, agente anti-
envejecimiento del pan, gelificante, glaseante, humectante, estabilizante,
texturizante y espesante (Garcia y col, 2000; Laurentin y Edwards, 2000; Romero-

Bastidas y col, 2005).

Las coberturas y peliculas a base de almidon pueden ser utilizadas en distintos
productos alimenticios debido a que son incoloras, inoloras, no tdxicas, sin sabor
y biodegradables (Pareta y col, 2005). También poseen una baja permeabilidad al
oxigeno, lo cual disminuye la tasa de oxidacién en los productos (Forsell y col,
2002). Otra ventaja de la utilizacion del almidén como base para la elaboracién de
coberturas y peliculas es que son economicas y de facil obtencion, ademas que
pueden ser modificados gquimicamente. lgualmente, durante la elaboracion de
peliculas y coberturas con almidones generalmente se adiciona glicerol como
agente plastificante. Los plastificantes disminuyen las interacciones entre las
cadenas de polimeros adyacentes incrementando la flexibilidad de la pelicula,
pero esto causa cambios significativos en las propiedades de barrera de la pelicula

(Garcia, 2000; Laohakunjit y col, 2004).

Las coberturas y peliculas a base de almidon son hidrofilicas (Forsell y col, 2002).
Esta caracteristica las hace idoneas para ser utilizadas en productos vegetales
frescos, ya que permite el movimiento del vapor de agua, evitando asi la
condensacion de la misma, que podria ser fuente potencial para el crecimiento de

microorganismos (Garcia y col, 1998).
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2.3. Platano

El platano tiene su origen en Asia meridional, siendo conocida en el Mediterraneo
desde el afio 650, crece extensamente en las zonas tropicales himedas y es un
alimento comun para mucha gente en paises en vias de desarrollo, asi como fruta
popular en todo el mundo. Los distintos cultivares del platano se consumen en la
etapa verde o mitad-madura como vehiculo almidonado, cocinado o maduro como
fruta (Englbergerc y col., 2006). El banano pertenece al género Musa de la familia
Musaceae y la mayor parte de las variedades existentes (diploide, triploide,
tetraploide) descienden de dos antepasados, M. acuminata y M. balbisiana

(Salunke, 1984).

El banano es una planta herbacea perenne gigante, con rizoma corto y tallo
aparente, que resulta de la union de las vainas foliares, conico y de 3,5-7,5 m de
altura, terminando en una corona de hojas muy grandes y dispuestas en forma de
espiral, de 2-4 m de largo y hasta de medio metro de ancho. Los platanos son
polimorficos, pudiendo contener de 5-20 manos, cada una con 2-20 frutos; siendo
de color amarillo verdoso, amarillo, amarillo-rojizo o rojo. Las cimas se insertan
en formas de espiral sobre el tallo floral, esta se compone de una espata y filas de
flores simples o dobles en sus axilas, las primeras filas flores de la planta es
hermafrodita, se le Illama manos y son las responsable del desarrollo de los
racimos, la primera parte de las manos, contiene las flores con un ovario en la
posicion inferior y estambres no funcionales reducidos denominados estaminodios
(Bakry y col., 2008). EI platano representa uno de los principales productos
alimenticios tropicales a nivel mundial. El cultivo de las muséceas comestibles en

Ameérica Latina representa una importancia especial y esto se debe a que no solo
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forman parte de la dieta de los habitantes, por su alto contenido de carbohidratos,
sino también por los beneficios econdmicos derivados de esta actividad que

genera fuentes de trabajo (Vuylsteke y Col., 1999).

2.4. Batata

El sitio exacto de origen de este tubérculo es incierto, sin embargo, existen
evidencias arqueoldgicas y genéticas que han permitido inferir que es de origen
americano, de un lugar ubicado entre México y Per( (Ramon-Avalos y col., 2008;
Gonzélez, 1992). Su nombre comun varia dependiendo del pais donde es
cultivada; en este sentido Montaldo (1992) y Pérez (2007) sefialan que es
conocido como camote (Per(, Ecuador), moniato (Cuba), batata (Venezuela,
Argentina y Puerto Rico) y “sweet potato” (Estados Unidos). Su nombre cientifico
es Ipomoea batatas y su clasificacion botanica segin Amayo y col. (2008) es la
siguiente:

Reino: Viridiplantae

Division: Magnoliofita

Subdivision: Angiospermae

Clase: Magnoliépsida

Orden: Solanales

Familia: Convolvulacea

Genero: Ipomoea

Especie: Ipomoea batatas (L) Lam.

Cabe mencionar que la mayoria de los autores sefialan simplemente que la batata

es una raiz, si bien es cierto cabe hacer la observacion que esta es un érgano de la
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planta que ha experimentado modificaciones, tales como acortamiento,
engrosamiento y que se caracteriza por contener grandes cantidades de material
nutritivo y, por lo tanto, es méas adecuado, desde el punto de vista botanico
[lamarlo tubérculo y como se origina de las modificaciones antes mencionada es

un tubérculos de origen radical (Lindorf y col., 1999)

2.5. Yuca

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es un importante cultivo que crece en las
regiones tropicales. Ocupa el cuarto lugar después del arroz, el trigo y el maiz
como fuente de carbohidratos complejos (Moorthy y Mathew, 1998). La yuca ha
sido el principal recurso alimenticio, no solo de la Amazonia, sino de los diversos
grupos étnicos de los llanos venezolanos y colombianos desde el segundo milenio
antes de Cristo (Moltado y col.,, 1996). De hecho, a la llegada de los
conquistadores espafioles a estas tierras, ya los aborigenes preparaban numerosos

platillos y bebidas a base de esta raiz (Gonzales y Pérez, 2003).

El almidon es el principal componente de la yuca, comprende aproximadamente
del 73,7 al 84,9% del peso seco de la raiz. (Rickard y col., 1991). Se extrae
facilmente de sus raices debido a que contienen bajos niveles de proteinas y
grasas. EIl almidon de yuca es de color blanco puro (Ceballos y col., 2007),
contiene entre 16 a 17% de amilosa y 83-84% de amilopectina (Gregorova y col.,
2006), 40 % de cristalinidad, buena claridad de pasta, baja temperatura de
gelatinizacion y buena estabilidad del gel, siendo una importante fuente de
almidon en algunas partes del mundo, como lo es en Brasil, con una elevada

produccion de este rubro (Mali y col, 2006).
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2.6. Acidos grasos omega-3

Los acidos grasos que son sintetizados por el cuerpo humano, se conocen como
acidos grasos no esenciales, debido a que no deben incorporarse en la dieta diaria.
Debido a que el organismo no puede producir todo tipo de acidos grasos, se
requiere que algunos provengan de la dieta diaria. Estos son los llamados acidos

grasos esenciales omega-3 y omega-6 (Moyad, 2005).

Estos son una serie de compuestos vitales para el organismo como son el &cido
araquidénico o AA y los acidos eicosapentaenoico 0 EPA y docosahexanoico o
DHA. El AA da origen a prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos, asociados
a procesos inflamatorios, alérgicos, formacion de trombos y vasoconstriccion.
Mientras que el EPA es precursor a su vez de prostanoides y leucotrienos de

efecto opuesto a los derivados del AA.

Las fuentes de acidos grasos omega-3 pueden ser vegetales (lino, soja, canola y
semillas de frutos secos como las nueces) o animales (especialmente pescados de
agua fria como el atin, salmoén o bacalao). En los primeros, encontramos omega-3
principalmente bajo forma de ALA mientras que los aceites de pescado son ricos
en EPA y DHA. Esto diferencia a las fuentes de omega-3 disponibles: en el
organismo la conversion de ALA a EPA y DHA no es el Unico proceso
metabolico en el que participa este precursor y en consecuencia no todo el aporte
dietario de ALA redundara en los acidos grasos de cadenas mas largas. Por esta
razon, aquellos alimentos que aporten directamente EPA y DHA ofreceran una
ventaja frente a los que solo aporte ALA como fuente de omega-3 ya que estaran

aportando AGE con disponibilidad inmediata. Esto explica que, a la hora de
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suministrar EPA y DHA en la dieta, se recurra a aceites de pescados y organismos
marinos frente a vegetales que pueden estar aportando omega-3 pero en forma de
ALA (Acufa, 2007). Estos acidos han sido considerados como una molestia en
alimentos ya que tiende a deteriorarlos por oxidarse facilmente. Sin embargo, se le
atribuyen muchos beneficios a su consumo. Las primeras claves sobre la
importancia de los omega-3 fueron aportadas por los trabajos realizados sobre
poblaciones esquimales y japoneses (Simopoulos, 2002) en las que la baja
incidencia de enfermedades cardiovasculares y autoinmunes se asociaba con una
ingesta alta de alimentos de origen marino ricos en acidos grasos poliinsaturados
omega-3. Estudios posteriores revelaron los efectos beneficiosos de los acidos
grasos esenciales en enfermedades coronarias, hipertension, artritis y
enfermedades autoinmunes, diabetes, cancer y asma. Las propiedades
inmunomoduladoras y anticancerigenas de los omega-3 se asociarian a una serie
de mecanismos: inhibicién de la sintesis de derivados del AA (prostaglandinas y
tromboxanos, mediadores de la inflamacion), inhibicion de la liberacion de
citoquinas y mediadores, efecto antioxidante a nivel de membranas celulares que,
sumado a la mejora de la fluidez de las membranas celulares, evitaria la oxidacién

y liberacion de enzimas precursoras de ciertos canceres (Larsson et al., 2004).

Una buena ingesta de omega-3 (Q2—3) ejerce un papel importante en el embarazo,
y es esencial para el propio desarrollo de las funciones de los ojos y el cerebro de
los infantes. Ademas, se ha demostrado la disminucion de enfermedades
coronarias y otras enfermedades cardiovasculares, incluyendo muertes repentinas
por ataques al corazon (Lee, 2005). La tendencia al consumo de alimentos que

contengan Q-3 se encuentra estatica o en decadencia, aunque hay una gran
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cantidad de personas que se beneficiarian del consumo de 2-3 en su dieta (Lee,
2005). Sin embargo, existe en el mercado una serie de productos como leche y
aceites vegetales con acidos grasos Q —3. En consecuencia, seria beneficioso
aumentar el numero de alimentos funcionales que contengan cantidades

fisiolégicamente considerables de Q-3 (Lee, 2005).

El potencial comercial de los alimentos funcionales que contienen Q-3
aparentemente se considera muy alto en relacion con otros compuestos bioactivos
alimenticios (Lee, 2005). Investigaciones anteriores han demostrado que existe
una gran oportunidad para incorporar Q—3 en varios sistemas alimenticios (Lee,

2005).

2.7. Probioticos

Existe evidencia cada vez mas creciente de que los alimentos funcionales tienen
efectos beneficiosos en el organismo, que van mas alld de los nutricionales
habituales, con efectos positivos sobre el estado de bienestar y la salud o la
reduccion del riesgo de enfermedad (Tojo y col., 2003). Dentro de los alimentos
funcionales han adquirido un papel relevante los probioticos y prebidticos como
ingredientes que ejercen funciones importantes en la prevencion y tratamiento de
enfermedades, regulacion del metabolismo y calidad de vida de nifios y
adolescentes. Los probidticos son definidos segun la FAO (2001), como
microorganismos vivos, que administrados en cantidades adecuadas confieren
beneficios a la salud del hospedador. Los componentes activos mas comunes de
los probidticos son las bacterias &cido lacticas, incluyendo bifidobacterias,

lactobacilos y enterococos (Holzapfel y Schillinger, 2002). ElI concepto de
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prebidtico ha cambiado a lo largo del tiempo, como se describe en la siguiente

Tabla 1.

Tabla 1. Descripcion y definiciones comunes de probidticos a lo largo de los afios
segun compilacion de Vasiljevic y col. (2008)

ARo

Descripcion

Fuente

1953

Los prebidticos son comunes en vegetales,
como las vitaminas, sustancias aromaticas, y
otras conectadas a procesos vitales.

Kollath*

1954

Prebidticos son lo opuesto a antibidtico.

Vergin*

1955

Efectos deletereos de los antibidticos pueden
ser prevenidos con prebi6ticos.

Kolb*

1965

Una  sustancia  secretada  por un
microorganismo que estimula el crecimiento
de otros.

Lilly y Stillwell*

1971

Extracto que estimula el crecimiento

microbiano.

Sperti*

1973

Compuesto que crea resistencia a infecciones
en el hospedador, pero no inhibe el
crecimiento de microorganismos in Vitro

Fujii y Cook*

1974

Organismos Yy sustancias que contribuyen al
balance microbiol6gico intestinal.

Parker*

1992

Suplemento alimenticio de microorganismos
vivos que beneficia a su hospedador
mejorando su balance microbioldgico.

Fuller*

1996

Cultivo viable de microorganismos vivos,
que aplicados a animales o hombres tienen
un efecto benéfico en el hospedador,
mejorando las propiedades de la microflora
intestinal

Hevenaar y Huisint veld*

1996

Microorganismos vivos cuya ingestion en
cierto nimero, brindan beneficios a la salud,
mas alla de la nutricion basica.

Salminen*

1999

Preparacion de células microbianas o
componentes de células microbiana que
tienen efecto benéfico en la salud del
hospedador

Schaafsma*

2001

Una preparacién o producto que contiene
microorganismos  viables en  ndmero
suficiente que modifica la microflora y
brinda beneficios a la salud del hospedador

Salmine, Ouwehand,
Benno y Lee*

2002

Microorganismos vivos que administrados en
cantidades adecuadas confieren beneficios a
la salud del hospedador

FAO

*citado por Vasiljevic y col. 2008
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Entre los beneficios producidos por los probioticos que sefialan Holzapfel y
Schillinger (2002), se tienen: disponibilidad de vitaminas y minerales, produccion
de enzimas importantes digestivas, estimulacion del sistema inmune, disminucion
del colesterol, mantenimiento de la mucosa, resistencia a la colonizacion y
adherencia. Hasta hace muy poco no existian reportes en la literatura relativos a la
adicion de probidticos con el objeto de disefiar peliculas y coberturas comestibles
funcionales. Tapia (2007) demostr6 la factibilidad de utilizar coberturas
comestibles sobre frutas frescas cortadas, realizadas a base de gelano y alginato

como vehiculo y soporte de probi6ticos viables.

La demanda del mercado nacional e internacional ha impulsado en los ultimos
afios una nueva linea de alimentos funcionales probidticos, que ademas de su
valor nutritivo intrinseco, ayudan a mantener el estado de salud general del
organismo y a la vez pueden tener un efecto benéfico adicional, terapéutico o
preventivo en el huésped. El uso de probioticos constituye un intento deliberado
de modificar la relacion con nuestro medio ambiente microbiano inmediato, de
forma que beneficie la salud humana. En los ultimos afios, se han estudiado varias
bacterias no patdgenas que sobreviven a la digestion acida y biliar. Entre los
agentes que se usan comunmente estan las bifidobacterias y los lactobacilos. Las
bifidobacterias son de especial interés, ya que constituyen las bacterias mas
numerosas en la flora de los bebés lactantes y posiblemente tienen una funcion en
la proteccion contra patogenos intestinales. Estos agentes probidticos se proponen
ahora como un enfoque practico en el manejo de varias condiciones
gastrointestinales y sistémicas incluyendo la intolerancia a la lactosa,

enfermedades diarréicas, alergias y prevencion de cancer, entre otros,
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(Klaenhammer, 2000). Una poblacion viable de bifidobacterias de 5 ciclos log
UFC/g en el producto final ha sido sefialada como el minimo terapéutico para

obtener los beneficios mencionados (Naidu y col., 1999).

2.7.1 Bifidobacterias

Las bifidobacterias (Figura 1) o bifidos constituyen una parte importante de la
flora natural de los animales de sangre caliente (Mitsouka, 1984). Estas bacterias
pertenecen a la familia Actinomyceteceae y se caracterizan por ser bacilos Gram-
positivos, inmdviles, no esporulados, anaerobios estrictos, catalasa negativo,
cuyos extremos por lo general muestran protuberancias y pueden o no tener una o
mas ramificaciones (Salminen, 1993). Las bifidobacterias generalmente son
mucho mas resistentes a pH bajos que otras bacterias. Debido a estas y muchas
otras cualidades, no es sorpresa que las bifidobacterias se hayan propuesto para el
uso como agentes del biocontrol en alimentos sin fermentar, incluyendo productos
de la fruta y vegetales con un minimo proceso y refrigeracién (Holzapfel y col.,

1998; Breidt, 1997).

Figura 1. Bifidobacterium lactis Bb12 (Maguifia, 2001)
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Bifidobacterium sp. posee ciertas caracteristicas peculiares necesarias para su
optimo crecimiento, las cuales restringen a ciertos medios con diferentes
componentes y que han sido modificados ligeramente para la enumeracion de las
bifidobacterias. Los medios de cultivo para bifidobacterias se caracterizan por
contener sustancias que disminuyen el potencial redox (por ejemplo, cisteina,
acido ascorbico 6 sulfito de sodio), antibioticos, una fuente de carbono, agentes
selectivos que inhiban el crecimiento de otras bacterias, y frecuentemente se
fortifican con sangre de caballo o sangre de oveja. Las condiciones de incubacion
son generalmente en anaerobiosis a 37-41°C, por un tiempo mayor a 48 horas

(Charteries y col, 1997).

2.8. Prebioticos

Los prebioticos son ingredientes alimentarios no digeribles, fundamentalmente
carbohidratos, y en menor medida proteinas, cuya fermentacion bacteriana en el
colon favorece el crecimiento selectivo y /o actividad de un ndmero limitado de
bacterias. La inulina y la oligofructosa tienen un efecto prebi6tico, estimulando

selectivamente el crecimiento de bifidobacterias en la flora colonica (Tojo, 2003).

Para que un sustrato sea considerado prebidtico debe cumplir con las siguientes
condiciones: no debe ser hidrolizado ni absorbido en el estomago ni en el intestino
delgado, es decir, no ser hidrolizado por la amilasa salival, el &cido clorhidrico del
estomago o la amilasa pancreética; debe estimular el crecimiento de las bacterias
comensales en forma selectiva y debe alterar la microflora hacia una composicion
maés saludable e inducir efectos benéficos en el huésped, tanto a nivel luminar

como sistémico (Gibson y col., 1995; Bengmarck, 1998; Marti del Moral, 2002).
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El consumo de prebidticos reduce el riesgo de contraer determinadas
enfermedades, incluyendo: supresion de diarreas asociadas a infecciones
intestinales, reduccién del riesgo de osteoporosis; pues la inulina favorece la
fijacién del calcio, aumentando la masa 0Osea; reduccion del riesgo de obesidad y
de contraer diabetes tipo 2; disminucion de la frecuencia de cancer de colon. La
ingestion de prebidticos es causa de la formacion de acidos organicos de cadena
corta en el colon, debido a la fermentacion de los mismos y esto ocasiona el
descenso del pH en la luz intestinal lo que aumenta la ionizacién de elementos
como el calcio y el magnesio, facilitando su absorcién por difusion pasiva. Otro
efecto de los prebidticos (oligofructanos derivados de la inulina), es la reduccién
de los niveles de triglicéridos, colesterol y lipoproteinas en suero. La
hipotrigliceremia es debida al descenso en plasma de lipoproteinas VLDL, debido
a su vez a que los oligofructosidos inhiben la capacidad de esterificacion del

palmitato hacia triacilgliceroles (Marquina y Santos, 2001).

2.8.1. Inulina

La inulina y los fructooligosacaridos estan ampliamente difundidos en el reino
vegetal y son usados por la industria alimentaria por sus propiedades tecnologicas
y nutricionales (como sustituyentes de grasas o de azucar, y como fibra dietética)
(Marti del Moral y col., 2002). La principal fuente industrial de estos compuestos
es la achicoria, cuya raiz es procesada en muchos paises del mundo. Tanto la
inulina como los fructooligosacaridos son procesados en la industria alimentaria y
transformados en fructanos (fructooligosacaridos, FOS) de cadena corta con un
grado de polimerizacion entre 2 y 10 (usualmente 5) como resultado de la

hidrolisis enzimatica parcial por la inulinasa (Santos y col., 2005). La inulina tiene
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la caracteristica y la ventaja adicional de que al ser mezclada y batida con agua da
lugar a la formacidn de una masa con caracteristicas visuales, gustativas y tactiles
similares a las de los triglicéridos, pero con un rendimiento energético por gramo
mucho menor (5,0 —7,5 kJ/g 6 1,2 —1,8 kcal/g para el prebiotico versus 38 ki/g 6 9
kcal/g para los triglicéridos); como resultado, esta mezcla de inulina y agua esta
siendo utilizada en la preparacion de alimentos con bajo contenido de energia y de

grasa (Brunser, 2005).

2.9. Simbioticos

Otra manera en la que pueden ser suministrados los prebidticos y probidticos es
un producto con la combinacion de ambos, lo cual se refiere a veces como efecto
simbiotico (Holzapfel y col., 2002). La implantacion de los prebioticos en el
tracto intestinal puede ofrecer ventajas en la supervivencia de los probi6ticos, ya
que su sustrato especifico esta disponible desde el momento de la ingestion (Tojo
y col., 2003). Aln esta poco estudiada esta combinacion, que podria aumentar la
supervivencia de las bacterias en su fase de transito intestinal y, por tanto,
aumentaria su potencialidad para desarrollar su funcion en el colon. Se ha descrito
un efecto sinérgico entre ambos, es decir, los prebioticos pueden estimular el
crecimiento de cepas especificas y por tanto contribuir a la instalacién de una
microflora bacteriana especifica con efectos beneficiosos para la salud
(Roberfroid, 2001). La composicion de la flora intestinal puede ser modificada
por la ingesta de alimentos suplementados con prebidticos, probidticos o ambos

(simbidticos) (Cagigas, 2002).
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2.10. El gorgojo de arroz (Sitophilus oryzae)

El gorgojo de arroz (Sitophilus oryzae) es un insecto de gran interés en el contexto
de este trabajo por su utilizacion en un bioensayo para predecir posibles
propiedades nutricionales de los compuestos que le son suministrados en la dieta.
Pertenece al orden Coleoptera y a la familia Curculionidae. En su aspecto externo
(Figura 2) presenta, la cabeza proyectada en forma de trompa y antenas acodadas
en forma de maza. Un protorax densamente cubierto de depresiones circulares:
presenta alas y vuela con gran facilidad. EI adulto mide de 2,5 a 3,5 mm vy el color
varia de café a negro. Los élitros (primer par de alas) presentan cuatro manchas de
color amarillento que son caracteristicas de la especie. Este insecto se alimenta de
cereales, tanto en el campo como en los almacenes. El adulto y las larvas se
alimentan vorazmente de los granos como trigo, maiz, arroz, sorgo, cebada, avena,
centeno. Ocasionalmente se han encontrado en productos molidos, aunque
dificilmente se multiplica en este medio. Se encuentra distribuido en todo el
mundo, especialmente en las zonas calidas, himedas, tropicales y subtropicales
(Velasquez y Trivelli, 1983). A continuacion su clasificacion taxondmica.

Phylum Artropoda.
Clase Insecta.
Orden Colebptera.

Familia Curculionidae.

Género Sitophilus

Especie Sitophilus oryzae

Figura 2. Gorgojo de arroz (FAO, 1983)
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Son buenos voladores y pueden infestar el grano desde el campo. La trompa del
macho es mas corta y rugosa, mientras que la de la hembra es ligeramente mas
larga, delgada y con menos ruposidades. Los adultos y larvas se alimentan
vorazmente de los granos de trigo, maiz, arroz, sorgo, cebada, avena y centeno.
Han sido encontrados en algunos granos de leguminosas (como garbanzos), mani,
tamarindo y productos industriales de consistencia dura como fideos y galletas

(FAO, 1983).

Las hembras horadan los granos y depositan en cada diminuta perforacion un
huevecillo, que posteriormente es cubierto con una secrecion, y su presencia es
inadvertida. Las larvas son carentes de patas, se alimentan, transforman en pupas
y finalmente en adultos, dentro del grano. Viven de 4 a 5 meses. La temperatura
Optima para el desarrollo es de 26 a 30° C y la humedad relativa de 70%. En estas

condiciones su ciclo biologico puede durar de 26 a 30 dias (FAO, 1983).

2.10.1. Aspectos fisiologicos de los insectos

Los requerimientos nutricionales de los insectos son similares a los de los
vertebrados (Vonk y col, 1984). No obstante, una notable excepcion es que los
insectos no tienen capacidad para la esterogénesis, por lo que son completamente
dependientes de la dieta como fuente de colesterol, el cual es usado para la sintesis
de membranas celulares y para la sintesis de la hormona esteroidea (20—

hidroecdisoma) (Law y col, 1989).
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2.10.1.1. Digestion del almidon en insectos

Cuando el almidon es introducido en la boca de los insectos, ocurre un
procesamiento mandibular (molienda y masticacién) que puede aumentar la
susceptibilidad de los granulos a la accion de las enzimas. Seguido de la accién
mandibular, los granulos pasan a la region del buche y el proventriculo, en donde
no se ha establecido bien si lo que sufre el granulo es un proceso de filtrado o una
abrasion que aumenta la susceptibilidad a la digestion de los granulos remanentes.
En el buche, las enzimas laminares presentes inician el desdoblamiento de los
granulos dafiados mecéanicamente, asi como también de los granulos intactos. Este
proceso puede ser facilitado por lipasas y/o detergentes del fluido laminar que
pueden remover y absorber cualquier material lipidico de la superficie del
granulo, capaz de interferir con la degradacion del mismo. Seguidamente, en el
intestino medio, el proceso enzimatico continla, hasta que la degradacién del
granulo es completa, o cuando los granulos parcialmente digeridos pasan a la
region del intestino posterior, donde posiblemente la accion de las enzimas cesa

(Baker y col, 1992).

2.11. Bioensayo con el gorgojo de arroz

Aunque entre grupos de la escala zoologica pueden existir diferencias
cuantitativas en sus requerimientos nutricionales, los nutrientes basicos son los
mismos Y las reacciones metabolicas esenciales que permiten su utilizacion se han
conservado. La similitud de los procesos biologicos entre las especies ha hecho
posible la implementacion de sistemas modelo. Para estudios nutricionales, las
ratas y ratones de laboratorio han tomado preeminencia. Menos frecuentes son los

trabajos que utilizan microorganismos, insectos o peces (Carmona y col., 1998).
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Para ser asimiladas, las biomoléculas complejas de la dieta (proteinas
carbohidratos y lipidos), deben ser hidrolizadas a sus bloques estructurales
constituyentes. En consecuencia, los procesos digestivos de los animales se basan
en la existencia de sistemas enzimaticos que catalizan reacciones similares. Desde
el punto de vista nutricional los requerimientos de los insectos y animales
superiores, incluyendo a los humanos, son semejantes. Igualmente, la digestion de
los alimentos se realiza extracelularmente en el tracto digestivo, hacia donde se

secretan proteasas, amilasas y lipasas (Carmona y col., 1998).

El uso de insectos en bioensayos nutricionales tiene como ventajas la corta
duracion y el menor costo de los experimentos (Carmona y col., 1998). El gorgojo
de arroz ha sido utilizado para evaluar la presencia de factores tdxicos en
alimentos y el valor nutritivo de la dieta. Combinando las ventajas de un ensayo in
vivo, con aquellas de un ensayo in vitro, lo que permite el desarrollo de
bioensayos rapidos, sencillos y econémicos donde se realizan determinaciones
simultaneas que podran conducir a resultados extrapolables a los humanos

(Carmona y col., 2001).

En estudios previos realizados por Rojas (2008), fueron evaluadas la toxicidad de
peliculas comestibles y la transferencia de bifidos a los insectos haciendo uso del
gorgojo de arroz como modelo biologico, permitiendo hacer una evaluacién in
vitro rapida, segura y economica. En esa investigacion se estudiaron peliculas a
base de almiddn de papa, alginato y gelano a las cuales se les adicionaron
bifidobacterias activas. Se determind que el almidén de papa resultdé una fuente

apta para mantener al microorganismo vivo, mostrando datos que reflejan
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supervivencia y variacion de peso comparables con el control positivo (arvejas
verdes peladas). Resultados similares fueron observados al adicionar a dichas
peliculas inulina, oligofructosa y/o bifidobacterias. Por el contrario, aquellas
peliculas formuladas a base de gelano y alginato, mostraron efectos deletéreos, es
decir, resultaron ser toxicas y ocasionando la muerte de la poblacion en pocos

dias.

Rojas (2008) concluyd en su investigacion, que parece existir una transferencia de
microorganismos desde las peliculas hacia los gorgojos, encontrandose la
aparicion de bifidobacterias al cabo de cinco dias de mantener a los insectos con
estas dietas. En aquellos casos donde se afiadieron solo las bifidobacterias la tasa
de mortalidad fue mayor a la encontrada en aquellos casos donde se afiadié el
microorganismo mas oligofructosa o inulina (elemento prebidtico). Esto permite
especular que al incluir el microorganismo y un sustrato o alimento, conlleva la
disminucion de la mortalidad de la bacteria, debido a que la misma se beneficia
del alimento y los utiliza para subsistir, en el caso contrario la mortalidad aumenta

por agotamiento de las reservas alimenticias (Rojas, 2008).

En este trabajo se plantea formular peliculas comestibles a base de almiddn,
realizarle los ensayos caracteristicos descritos en la literatura, e incluir el
bioensayo del gorgojo de arroz como una nueva determinacion de las propiedades
de una pelicula comestible que permita hacer una evaluacion in vitro rapida, que

eventualmente permitiria extrapolar sus resultados nutricionales a humanos.
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I11. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Desarrollar peliculas comestibles a base de un almidon seleccionado como matriz
polimérica, extraido de fuentes autoctonas e incorporando ingredientes prebioticos
(inulina), probidticos (bifidobacterias) y acidos grados omega-3; evaluando sus
propiedades mecanicas Yy fisicas e incorporando el bioensayo con el gorgojo de

arroz (Sitophilus oryzae) para evaluacién de propiedades nutricionales.

3.2. Objetivos especificos

# Realizar ensayos preliminares consistentes en la formulacion de peliculas
comestibles a base de almidon de yuca, almidon de platano y almidon de
batata, para seleccionar una de ellas que resulte apta para el desarrollo
adecuado del gorgojo de arroz.

# Extraer en el laboratorio el almidon de la materia prima seleccionada
(yuca, platano o batata), el cual constituira la matriz polimérica para la
formulacion de las peliculas comestibles, a las que se les afiadira
prebidticos (inulina), probioticos (bifidobacterias) y acidos grasos omega-
3.

# Determinar la concentracion adecuada de &cidos grasos omega-3 para la
formulacion de las peliculas comestibles.

# Evaluar algunas propiedades fisicas y mecanicas de las peliculas
desarrolladas: permeabilidad al vapor de agua, grosor, solubilidad en agua,

retencion de agua, Y resistencia a la puncion.

35



Ortiz Urquia Sabrina. Peliculas comestibles de almidén

# Realizar micrografias por Microscopia Electronica de Barrido (SEM) a
algunas de las peliculas obtenidas.

# Aplicar el bioensayo del gorgojo del arroz como modelo biologico
suministrandoles dietas a base de peliculas comestibles del almidon
seleccionado, enriquecidas con ingredientes prebidticos, probioticos y

omega-3.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Formacion de peliculas comestibles

Para la formacion y formulacion de la matriz polimérica de las peliculas
comestibles se requirid la preparacién de una solucién formadora de pelicula
investigando tres tipos distintos de matriz polimérica, y otros ingredientes, para

ser utilizados en la formulacién basica, los cuales se presentan a continuacion:

. Matriz polimérica: Almidén de platano (Musa paradisiaca), almidon de
yuca (Manihot esculenta) y almidon de batata (Ipomea batata) (en polvo, extraido
experimentalmente en el Laboratorio de Cereales, del Instituto de Ciencia y

Tecnologia de Alimentos (ICTA)).

. Plastificante: Glicerol grado comestible.
. Agente dispersante: Agua destilada.
. Ingrediente prebiotico: Inulina (Raftiline Gr., ORAFTI, Bélgica; Cenco-

Zotti, Caracas).

. Acidos grasos Omega-3: Acidos grasos de pescado (Now Foods. IL,
USA)
. Ingrediente probiotico: Bifidobacterium lactis Bbl2 (Laboratorios

Christian Hansen, Dinamarca).

La Tabla 2 presenta las diferentes formulaciones que fueron investigadas en este

trabajo.
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Tabla 2. Formulaciones con almiddn, glicerol, acidos grasos omega 3, inulina y
bifidobacterias viables investigadas para la obtencién de peliculas comestibles

Formulacién Ingredientes
1 Almidoén + glicerol (Pelicula base)
2 Pelicula base + omega-3
3 Pelicula base + omega-3 + inulina
4 Pelicula base + omega-3 + bifidobacterias
5 Pelicula base + omega-3 + inulina + bifidobacterias

4.2. Preparacion de las peliculas comestibles

4.2.1. Preparacion de la solucion formadora de pelicula (SFP)

Inicialmente, para cumplir con el primer objetivo planteado, se necesito
determinar cuél de los polimeros disponibles seria el mas adecuado para ser usado
con el gorgojo de arroz; que pudiera ser consumido y asimilado por los insectos y
no les causara ningun efecto toxico. Se investigaron los siguientes almidones: a)
Almidon de yuca, b) Almidon de platano y ¢) Almidon de batata, suministrados
por el Laboratorio de Granos, Raices y Tubérculos del Instituto de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos (ICTA) de la Facultad de Ciencias de la Universidad

Central de Venezuela.
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4.3. Ensayos preliminares para la seleccion de las formulaciones

Para la formulacion de las peliculas comestibles a ser evaluadas en este trabajo se
procedio a realizar el estudio de distintas concentraciones de cada uno de los
componentes a fin de elegir el tratamiento mas adecuado en funcion de los
objetivos propuestos. Para esto se eligio la formulacién adecuada basada en
ciertos aspectos cualitativos: 1) facilidad de ser despegada de la capsula sin
romperse, 2) flexibilidad y 3) manejabilidad, asi como mejor apariencia y
consistencia. En la Tabla 1 se muestran las diferentes formulaciones realizadas.
Las formulaciones seleccionadas fueron suministradas al gorgojo del arroz
(descripcion en apartado 4.17) y sobre la base de si resultaban o no toxicas al
insecto, se selecciono la fuente de almiddn para proceder a su extraccion).

Tabla 3. Formulaciones preliminares de las peliculas comestibles a base de

almidon de yuca, almidon de platano y almidon de batata para ser sometidas al
bioensayo del gorgojo del arroz.

Fuente de Almidon Concentracion Concentracion
de Almidoén de Glicerol
(%op/p) (%op/p)

Yuca (Manihot esculenta) 4 1

5 1,5
6 2
Platano (Musa paradisiaca) 4 1

5 1,5
6 2
Batata (Ipomea batata) 4 1

5 1,5
6 2

4.4. Extraccion y purificacion del almidon
Una vez seleccionado el almiddn a utilizar a través del bioensayo se procedio6 a su
extraccion, a fin de obtener la cantidad necesaria para la realizar los experimentos

restantes. Para la obtencion del almidon fue utilizada la metodologia descrita por
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Pérez y col., (1993). Los platanos verdes con grado de madurez 1, segun la escala
de Von Loesecke (1950), utilizados para la obtencion de almidon fueron
adquiridos en el mercado de Quinta Crespo, Caracas, Venezuela. Se lavaron,
pelaron y trocearon, la parte comestible se sumergié en una solucion de acido
citrico al 0.1% v/v para evitar su oxidacion y fue congelada. Posteriormente, se
procedio descongelar la pulpa y licuarla, con una licuadora (Oster, Caracas,
Venezuela). La mezcla obtenida se separd con ayuda de mallas de muselinas, y
luego fue centrifugada en centrifuga DAMON/IEC-Division Modelo CRV-5000
a 4000 r.p.m por espacio de 15 minutos y se descartd el sobrenadante. Esta
operacion se realizo 4 veces. El almidon obtenido por este procedimiento se
colocé en un deshidratador de bandeja (MITCHELL modelo 645159, USA) por

18 horas a 45°C, se moli6 y tamizé (serie de tamices ASMT).

A continuacidn se presenta la composicion proximal de los almidones empleados

en este estudio.
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Tabla 4. Composicion proximal de los almidones de platano, yuca y batata.

Platano Batata Yuca
% % %
(Silva, 2000) (Lopez, 2006) | (Gonzélez y Pérez, 2003)
Humedad 9,85+ 0,02 9,91 £ 0,073 1021 + 0,01
Ceniza 0,02 +£0,01 0,17 £ 0,0006 011+ 001
Proteina 0,69+£0,01 0,14 £ 0,001 ND
Fibra cruda 0,26 £ 0,01 0,45 + 0,027 0,28+ 0,01
Grasas 0,09 +0,01 0,09 £+ 0,005 0,12+ 0,04
AzUcares
ND 0,13 £ 0,0057 0,02+ 0,01
reductores
AzUcares no
1,8 x 10+ 0,0001 ND
ND
reductores
Los valores estan expresados en base seca, excepto la humedad.

ND: no detectado por el método

4.5. Procedimiento bésico para la preparacion de la solucién formadora de

pelicula

Para la preparacion de la solucion formadora de pelicula (SFP) bésica a partir de
almidon, este se mezcld con agua destilada y se calentd lentamente hasta
ebullicién (98 °C) con agitacion constante. Luego se adicioné el glicerol. Las
mezclas se dispersaron con un homogeneizador (Ultra-Turrax, T 25 basic, Ika®
Werke, USA.) a 18.000 r.p.m durante tres minutos (segun modificacion del

método de Romero-Bastidas, 2005).
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4.6. Preparacion de las formulaciones con acidos grasos omega-3

Para la obtencion de las formulaciones que contienen omega-3, a la SFP basica
seleccionada se adicionaron &cidos grasos, al 0,05 0,125 y 0,25% (p/p), las
concentraciones mas bajas fueron escogidas en concordancia con estudios previos

de Rojas-Grau y col. (2007).

4.7. Preparacion de las formulaciones con prebioticos.

Para la obtencion de las formulaciones con el ingrediente prebidtico, a la SFP
basica seleccionada se adiciond inulina al 1% (p/v), como lo describe Melian
®

(2006), y se dispers6 con un homogeneizador (Ultra-Turrax, T 25 basic, Ika

Werke, EE.UU.) a 18.000 r.p.m durante tres minutos.

4.8. Preparacion de las formulaciones con ingredientes probioticos.

Para la obtencion a partir de la SFP basica seleccionada, de las diferentes
formulaciones con ingredientes probidticos, se adicionaron a las mismas,
bifidobacterias activas al 1% (p/v) (Tapia y col., 2007), con una agitacion suave,

evitando la incorporacion de aire.

4.8.1. Obtencion del cultivo de Bifidobacterium sp

Previo a la adicion de los microorganismos a las diferentes formulaciones de las
peliculas, es necesario un proceso de activacion y crecimiento de los bifidos. Este
proceso les permite salir del periodo de latencia en que se encuentran, puesto que
el producto comercial son bacterias liofilizadas (Christian Hansen, Dinamarca)

que se mantienen congeladas.
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4.8.2. Activacion de la cepa Bifidobacterium lactis Bb 12

Para esta fase se prepararon 100 mL de caldo MRS (Man, Rugosa, Sharpe)
(Oxoid, Unipath Ltd., Basingstoke, R.U.), en esterilidad y se le agregé 1 g de
bifidobacterias liofilizadas, adicionando HCI-cisteina al 10 %. La preparacion se
incubé a 35-37 °C por 24 horas, en jarra Oxoid (HP11), con sobres de

anaerobiosis (Oxoid, Unipath Ltd, RU).

4.8.3. Crecimiento de la cepa de Bifidobacterium lactis Bb 12.

Pasadas las 24 horas se prepararon 900 mL de caldo MRS estéril, al cual se le
adiciond6 HCl-cisteina al 10 % y una solucion de antibiodticos (sulfato de
polimixina B, sulfato de kanamicina, propionato de sodio, cloruro de litio, acido
nalidixico, acetato de yodo y 2,3,5 cloruro de trifeniltetrazolio) (Sigma-Aldrich,
MO, EE.UU.). Los 100 mL de la preparacion que contenian las bifidobacterias
fueron agregados a estos 900 mL de caldo MRS, para luego incubar por 24 horas
a 35-37 °C. Finalizado este tiempo, este caldo con bifidobacterias activas en
crecimiento, fue centrifugado a 6000 r.p.m por 15 min a 5°. Se descart6 el
sobrenadante y el sedimento fue cosechado para incorporarlo asépticamente a las

SFP correspondientes.

4.9. Preparacion de formulaciones “simbioticas”.

Para la obtencion de formulaciones con ingredientes potencialmente simbioticos,
se adiciond inulina u oligofructosa al 1 % (p/v) a la SFP bésica seleccionada, se
dispersé con un homogeneizador (Ultra-Turrax, T 25 basic, Ika® Werke, EE.UU),
a 18.000 r.p.m durante tres minutos. A la solucién resultante se le adiciono 1 %

(p/v) de biomasa de bifidobacterias, obtenidas por centrifugacion de un cultivo en
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crecimiento activo, de la manera descrita con anterioridad. La incorporacion se

realizd asépticamente, con una agitacion suave, evitando la incorporacion de aire.

4.10. Obtencidn de las peliculas en placas.
La SFP obtenidas fueron vertidas en placas de petri de 5cm de diametro y secadas
a 45 °C, en estufa por 24 horas. Las SFP con probidticos y las SFP “simbidticas”

fueron secadas en incubadora refrigerada a 25 °C, por 48 horas.

4.11. Caracterizacion de las peliculas

4.12. Determinacion del grosor

El grosor de las peliculas se midi6 por triplicado con un micrometro digital
(Electronic Digital Micrometer Symmetry Especialidades, S.A) con una escala de
calibracion de 0-25 mm y de 0,001 mm de precision. Para ello se tomaron 5
medidas en diferentes posiciones seleccionadas al azar en cada pelicula y se

obtuvo un promedio de ellas.

4.13. Determinacion de la permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) se determin6 gravimétricamente a
25°C, utilizando una modificacion del método E96-93 de la ASTM (Tapia y col.,
2007). Se tomaron cépsulas de metilmetacrilato de 3 cm de diametro interno,
4,5cm de didmetro externo y 2cm de profundidad y se llenaron con 5 mL de agua
destilada. Asimismo se cortaron dos peliculas en forma circular de cada
formulacién y se colocaron sobre las capsulas. Luego se sellaron las capsulas con
una tapa que se ajustd a presion mediante una goma tipo O-ring, dejando un

espacio de 1 cm aproximadamente entre pelicula y agua, y se pesaron. Estas tapas
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son huecas de manera de dejar un area de la pelicula expuesta para el intercambio
de vapor de agua. El sistema formado por las capsulas, el agua y las peliculas se
colocé en desecadores sellados herméticamente, que contenian en el fondo una
solucion saturada de MgCl, (esta solucién saturada genera una humedad relativa
de 33 %). El peso de las capsulas fue registrado cada hora durante cuatro horas.
Estos puntos fueron utilizados para graficar la variacion de peso de la capsula en
funcién del tiempo. La pendiente de esta curva es la tasa de pérdida de agua, la
cual se estimoé mediante un analisis de regresion lineal, realizado con el programa
Microsoft® Office Excel 2003.

La velocidad de transmision del vapor de agua (VTVA) a través de las peliculas y
la permeabilidad al vapor de agua (PVA) fueron obtenidas segun la descripcion de
Kaya y Kaya (2000) y Chinnan y Park (1995), respectivamente, usando las

siguientes formulas:

VTVA = pendiente/area expuesta de la pelicula (g/cm?. seg)

PVA =L x VTVA (pi-pa)

Donde pa es la presion externa de la capsula y es igual a 1,046 kPa; pi es la
presion interna de la capsula y es igual a 3,17 kPa (Tapia y col, 2007); y L es el

grosor promedio de la pelicula en mm. La PVA se expres6 como g/ m- s- Pa.

4.14. Solubilidad en agua y capacidad de retencion de agua

La solubilidad en agua (SA) y la capacidad de retencion de agua (RA) de las
peliculas fue determinada de acuerdo al método de Gontard y col., (1992) y Rhim

(2004). Se escogieron al azar seis muestras de cada tipo de pelicula; tres de ellas

45



Ortiz Urquia Sabrina. Peliculas comestibles de almidén

se secaron a 105 °C por 24 horas para obtener la materia seca inicial. Las otras tres
muestras se colocaron individualmente en vasos de precipitado de 50 mL con 30
mL de agua destilada; los vasos de precipitado fueron sellados con parafilm y
colocados en una estufa de secado a 25 °C por 24 h, agitando ocasionalmente. Las
peliculas fueron retiradas cuidadosamente y lavadas suavemente con agua
destilada y colocadas en una mufla a 105 °C por 24 horas para determinar

finalmente la materia seca remanente (no solubilizada).

La siguiente formula se utiliz6 para determinar SA:

SA = (So - S) / So = g solidos solubles / g s6lidos totales

donde So es la materia seca inicial y S es la materia seca final (no solubilizada).
La capacidad de retencion de agua se determinar6 de acuerdo a Lee y col. (2004)
y Rhim (2004). Para ello, muestras de peliculas pre-pesadas (por triplicado)
fueron sumergidas en agua a 25 °C por 10 minutos, secadas suavemente con papel
absorbente por 1 min de manera de remover el agua superficial y asi determinar el
peso final de las muestras hinchadas. La RA fue expresada como la fraccion de

agua ganada (g) vs los sélidos totales en la pelicula (g).

4.15. Prueba de puncion

La resistencia de la pelicula a la puncién y deformacion, fue determinada con un
texturometro (Stable Micro Systems TA-XT2i, Surrey, UK). Se cortaron tres
discos de 4 cm de diametro de cada tipo de pelicula. Cada muestra fue montada

sobre cépsulas de metilmetacrilato. Se utiliz6 una sonda cilindrica y lisa (0,8cm),
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se movié perpendicularmente a una velocidad de 1mm/s hasta romper la pelicula.
La curva de la fuerza de deformacion, fue procesada con el software del equipo

para determinar la fuerza de deformacion y ruptura (YYang y Paulson, 2000).

4.16. Microscopia electréonica de barrido (MEB)

El estudio morfologico de la superficie y la distribucion de las sustancias, fueron
evaluadas con un microscopio electronico de barrido. Las muestras fueron
Ilevadas al Centro de Microscopia Electrénica "Dr. Mitsuo Ogura™ de la Facultad
de Ciencias de la Universidad Central de Venezuela para su preparacion. Las
muestras se cortaron con un bisturi y fueron sometidas a secado en punto critico
en un desecador en punto critico para SEM (HITACHI HCP2, 1976), las
secciones obtenidas fueron montadas en soportes de aluminio con cinta adhesiva y
sometidas a recubrimiento metalico con oro. Una vez preparada la muestra, fue
llevada al Centro de Microscopia Electrénica de la Facultad de Ingenieria
Metaldrgica y Ciencia de los Materiales para su analisis en el microscopio

electronico de barrido (Hitachi, S-2400, 1992).

4.17. Bioensayos con el gorgojo de arroz (Sitophilus oryzae)

El uso de este ensayo estd documentado como una herramienta poderosa para
evaluar efectos nutricionales (Carmona y col., 2001). Inicialmente los insectos son
cultivados y luego sometidos a experimentacion segun lo discutido por Carmona y

col (1993) y Carmona y Gémez-Sotillo (1998), como se describe a continuacion.
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4.17.1. Recoleccion y cultivo de gorgojos

Se emplearon gorgojos de arroz, Sitophilus oryzae, los cuales fueron cultivados en
arvejas (Pisum sativum) peladas, contenidos en envases cerrados, cubiertos con
una malla de poros finos, mantenidos a temperatura y humedad ambiental y al
resguardo de la luz. En cada experimento se utilizaron cohortes de individuos de
la misma edad, para ello, se infestaron lotes de 160g de arvejas con 100
individuos adultos, luego de 15 dias se eliminaron los padres y se espero la

emergencia de la generacion F1, que ocurrié aproximadamente en un mes.

4.17.2. Disefio experimental para el ensayo con el gorgojo de arroz

Se tomaron grupos de 30 individuos adultos provenientes de la F1. Estos se
mantuvieron en un frasco de vidrio con 2 g de alimento (en este caso peliculas
comestibles cortadas en trozos pequefios) por cada frasco. El tiempo de duracion
de la alimentacion con las distintas dietas fue de quince dias. Se mantuvo un
grupo en ayuno como control negativo y uno con arvejas como control positivo.
Cada dieta se ensayd por triplicado. Durante estos quince dias se midié la
supervivencia y la variacion de peso como una manera de evaluar la toxicidad de
estos ingredientes. Al finalizar los quince dias, se sacrificaron por congelacion los

insectos que sobrevivieron.

4.17.3. Determinacion de la supervivencia

Grupos de 30 individuos fueron alimentados con las diferentes peliculas, y se
Ilevo un registro interdiario del nimero de sobrevivientes. Al final de los quince
dias se promediaron los resultados de las diferentes réplicas y se aplico la

siguiente férmula:
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% de Supervivencia = (n° de sobrevivientes /n° total de individuos) x 100

4. 17.4. Determinacion de la variacion de peso

Se llevé un registro interdiario de los pesos totales de los individuos de las
diferentes réplicas. Este peso registrado se dividio entre la cantidad de individuos
sobrevivientes y se promedid los valores de las diferentes réplicas de una dieta
para obtener variacion promedio de peso por individuo. Se utiliz6 la siguiente

férmula;

% Var de Peso = peso promedio (del dia — inicial) x 100/peso promedio inicial

4. 18. Recuento de bifidobacterias en peliculas y en gorgojos

A muestras de peliculas con bifidobacterias y de insectos alimentados con este
tipo de peliculas, se le realizaron diluciones seriadas desde 10™ hasta 10
utilizando agua peptonada. Dada la condicion anaerébica de estos
microorganismos, tanto los gorgojos como las peliculas se homogeneizaron
manualmente, evitando la incorporacién de aire. Se sembré 1 mL en tubos de cara
plana Miller Pricket. A todos se les adicion6 agar MRS, 0,05 % HCL-cisteina y la
solucién de antibidticos descrita anteriormente, empleando una sobrecapa del
mismo medio, de acuerdo a Payne y col. (1999) y Arroyo y col. (1995). Tanto las
placas como los tubos fueron incubados en anaerobiosis a 37 °C por 24 horas. La
siembra y el contaje de unidades formadoras de colonias (UFC) se realizaron cada
dos dias durante el periodo de experimentacion. Se tomé un frasco con gorgojos y
peliculas por dia para cada dieta ensayada. Los resultados se expresaron como

Logso UFC/g.
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4. 19. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados con analisis de varianza (ANOVA) de una
via, utilizando el paquete estadistico Statistica version 9.0 para determinar los
efectos significativos de los &cidos grasos omega-3, inulina y bifidobacterias,
tanto en el bioensayo, como en espesor, PVA, SA, RA y fuerza de puncién de las
peliculas, para asi comparar las formulaciones seleccionadas. Se aplico la prueba
de comparacién de medias de Tukey (HSD) a un nivel de significancia de 0,05

para determinar las diferencias entre los tratamientos.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Ensayos preliminares para la seleccion de las formulaciones

De las formulaciones preliminares de peliculas comestibles sefialadas en la Tabla
1 se selecciono de cada almiddn (yuca, platano y batata) un tratamiento de manera
cualitativa que reuniese los siguientes criterios de seleccion: 1) facilidad de ser
despegada de la capsula sin romperse, 2) flexibilidad y 3) manejabilidad. En la
tabla se muestran las formulaciones seleccionadas:

Tabla 5 Formulaciones seleccionadas para la elaboracién de peliculas

Concentracion Concentracion Cantidad de
de Almidoén de Glicerol SFPen la
(%op/p) (Yop/p) capsula (mL)
Yuca 12
! 5 1
Platano 8
5 2
Batata 8
5 1

5.2. Seleccion de la pelicula base mediante el estudio de la supervivencia y
variacion de peso de gorgojos

Para la seleccion del almidon a ser usado, se realizd un estudio para determinar
cuél de las tres formulaciones de peliculas comestibles es apta para el desarrollo
adecuado del gorgojo de arroz (Sitophilus oryzae) a través de la determinacion de
supervivencia y variacion de peso. Los resultados encontrados se presentan en las

Figuras 3y 4.

Para evaluar la toxicidad de las peliculas sobre los insectos se trabajo con dos
grupos controles: uno alimentado con arvejas verdes peladas (control positivo) y

el otro sometido a ayuno (control negativo). La existencia de estos grupos
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controles esta apoyada por el hecho de que ellos nos van a permitir asegurar que el

ensayo se esta llevando de una manera adecuada y que no existen variables

externas que esten afectando el desarrollo del experimento (Rojas, 2008).
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Figura 3. Supervivencia de gorgojos de arroz alimentados con peliculas formuladas con almiddn

de platano, almiddn de yuca y almidén de batata

Las arvejas verdes han sido utilizadas como un alimento de alto valor nutricional

en los experimentos con el bioensayo ya que satisfacen adecuadamente todas las

necesidades nutricionales de estos insectos (Carmona y col, 1993 y 1998). La

Figura 3 muestra la supervivencia de los insectos mantenidos con las diferentes

dietas de almidon y los controles. Los individuos alimentados con arvejas

presentaron un comportamiento caracteristico (Carmona y col, 1998), donde la

supervivencia fue cercana al 100 %. En contraste, el grupo sometido a ayuno

presentd un porcentaje de mortalidad muy elevado, que se acentud a partir del

cuarto dia, con una supervivencia sélo de 9 % al finalizar el bioensayo. Estos

52



Ortiz Urquia Sabrina. Peliculas comestibles de almidén

resultados concuerdan con los estudios realizados en el area por Carmona y col.

(1998) y Lopez, (1999).

Las dietas suministradas con peliculas a base de almidon de platano, yuca y batata
no resultaron toxicas, ya que se define como una dieta toxica aquella cuya
supervivencia se encuentra por debajo de los individuos mantenidos en ayuno. Al
monitorear la supervivencia, todas las curvas presentaron un comportamiento que
se asemeja al control positivo, considerado como una dieta nutricionalmente
satisfactoria. Sin embargo, la dieta a base de almidon de yuca presentd una
mortalidad de 7 %, ligeramente superior al resto de los almidones o al grupo
control (100%), habiendo ademas diferencias estadisticamente significativas (p<

0,05) entre la pelicula de almiddn de yuca y el resto de las dietas.

Es posible que la pelicula de almidon de yuca disminuya la supervivencia del
gorgojo de arroz debido a la carencia proteica que presenta esta dieta. Segun
estudios realizados por Gonzélez y Pérez (2003) sobre la composicién proximal
del almidon de yuca empleado, no fueron detectadas proteinas crudas. En cambio,
tanto en el almidon de platano como en el de batata, la proteina si forma parte de
su composicion, siendo los valores de proteinas 0,69 y 0,14 % (Tabla 4) (Silva,
2000; Lopez, 2006) respectivamente. Entonces se tiene una tendencia clara, a
medida que aumenta el porcentaje de proteina en el almidon empleado para la
elaboracion de las peliculas, aumenta la tasa supervivencia. Esto se debe a que la
cantidad proteina para el gorgojo se encuentra entre 0,5 y 0,7% (L6pez, 1999).
Los insectos consumen y utilizan una amplia variedad de proteinas para sus

requerimientos nutricionales. De los 20 aminoacidos que comUnmente forman
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parte de la mayoria de las proteinas 10 de ellos no son sintetizados por los
insectos, por lo cual son aminoacidos esenciales (Resh y Cardé, 2003). De esta
manera, se evidencia como la ingesta de proteina en la dieta es importante para el
desarrollo adecuado del gorgojo de arroz y aun diferencias en pequefias cantidades

pueden ejercer un efecto importante en el desarrollo del individuo.

La Figura 4 muestra la variacion de peso de los insectos con las diferentes dietas.
Se observo que los individuos mantenidos en ayuno que presentaron una pérdida
de peso gradual, hasta alcanzar una pérdida del 93% al final del bioensayo, lo que
resulta caracteristico del grupo. Contrario a esto, se tiene a los individuos
alimentados con arvejas, en los cuales se produjo un aumento de peso de 7,8 %
con respecto al peso al inicio del experimento. En relacion a las dietas
suministradas a base de peliculas de almidon, el almidon de platano fue la dieta
gue promovid ganancia de peso (incremento de 7,9 %), incluso por encima de los

valores de aquellos individuos alimentados con arvejas (incremento de 7,8 %).
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Figura 4. Variacion de peso de gorgojos de arroz alimentados con peliculas formuladas con
almidon de platano, almidon de yuca y almidén de batata

Al igual gue en la seccién anterior, se hace notar como el aumento de la cantidad
de proteina en el almidon influye en la variacion de peso del insecto. Para las
peliculas de almiddn se puede ver una relacién entre la cantidad de proteina y el
aumento de peso, siendo en orden creciente de peso igual al contenido de proteina
en el almidon: pelicula de almidon de platano > pelicula de almidon de batata >
pelicula de almiddon de yuca (proteina cruda no detectada). Resultados similares
para este parametro fueron reportados por Carmona y col. (1998) para dietas a
base de almiddn de maiz, en este estudio cuando al almidon se adicionaba 2% de
caseina el incremento de peso resultaba superior que en la dieta de almidén sin en

ausencia de caseina, una proteina de alta calidad nutricional.
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Teniendo en consideracion que el almidén de platano fue el que mantuvo la
supervivencia mas elevada y ademas fue el Unico de los tres almidones estudiados
que produjo un incremento de peso, se selecciond como el polimero definitivo
para la incorporacion de &cidos grasos omega-3, inulina y bifidobacterias; por ser
el mas adecuado para satisfacer las demandas nutricionales del mantenimiento de

los insectos.

5.3. Incorporacion de lipidos en peliculas comestibles

Una vez determinado el carbohidrato ideal para la realizar el bioensayo con el
gorgojo de arroz, se procedio a agregar a las peliculas comestibles de almidon de
platano, uno de los elementos fisiolégicamente activos utilizados en este estudio,
acidos grasos omega-3. Ya que los lipidos se usan extensamente para mejorar la
PVA de las coberturas comestibles (Greener y Fennema, 1989), en este trabajo se
decidié incorporar acidos grasos omega-3 de manera de obtener una mejora

adicional de la PVA de las peliculas.

La incorporacion de acidos grasos esenciales no s6lo presenta ventajas a nivel
funcional en la matriz polimérica, su consumo a través de peliculas y/o coberturas
puede producir beneficios a la salud. Como ejemplo de ello pueden mencionarse
los &cidos grasos esenciales, de gran importancia, ya que al no ser sintetizados en
el organismo deben incorporase a través de la dieta. El omega-3 forma parte los
acidos grasos esenciales, se caracteriza por disminuir los niveles de colesterol y
triglicéridos (Piqué, 1986), ser econdémico y facil de adquirir por lo cual fue
seleccionado como uno de los compuestos para la formulacion de las peliculas.

De las tres concentraciones de acidos grasos estudiadas en peliculas de almidon de
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platano, se selecciono el tratamiento que contenia omega-3 al 0,125% por

presentar ausencia de acidos grasos al tacto y un aroma a pescado muy leve.

5.4. Caracterizacion de peliculas comestibles

5.4.1. Determinacion del grosor

La determinacion del grosor en peliculas comestibles es de gran importancia ya
que puede afectar algunas propiedades de barrera como la permeabilidad del
vapor de agua o a ciertos gases como oxigeno y didxido de carbono. En la Tabla
6 se muestran los valores obtenidos para este parametro.

Tabla 6. Algunos parametros fisicos de peliculas comestibles a base de almidon

de platano con adicion de &cidos grasos omega-3, pre y probiodticos en su
formulacion.

Formulacion de la | Grosor (mm) PVA SA RA
solucion (10°.g/m.s.Pa)
formadora de
pelicula
Pelicula base de | 0,155+0,005° | 5,00+0,07" | 0,18+0,004° | 1,65+ 0,03
almidén de
platano
Pelicula con Q-3 | 0,161 +0,003° 4,88 +0,03° 0,16 +0,009° | 0,84 + 0,04°
Pelicula con Q-3¢ | 0,163 +0,004° 6,25+ 0,06° | 0,22 +0,008®° | 0,90 +0,02°
inulina
Pelicula con Q-3y | 0,221 +0,004° | 13,0+0,03"° | 0,22+0,015° | 1,08+0,02°
bifidos
Pelicula con Q-3, | 0,228 + 0,004° 14,7 + 0,042 0,24 +0,013* | 1,02 +0,04°
bifidos e inulina

Los valores son la media + desviacion standard.

Letras diferentes en la misma columna expresan diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05)

Se pueden observar claramente tres tendencias al evaluar este parametro,
permitiendo dividir los resultados en tres grupos. El grupo 1 se encuentra formado

por la pelicula base de almidén de platano; el grupo 2 por peliculas con acidos

grasos omega-3 y este combinado con inulina; y el grupo tres por aquellas
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formulaciones que contienen bifidobacterias. La tendencia encontrada puede
resumirse de manera sencilla y en orden creciente de grosor como: grupo 1 <

grupo 2 < grupo 3.

Para el primer grupo, formado por la pelicula base de almidon de platano el valor
promedio fue de 0,155 £ 0,005 mm. Este es ligeramente superior al reportado en
trabajos previos por Romero-Bastidas y col. (2005), quienes obtuvieron un
espesor de 0,113 = 0,006 mm para peliculas a base del mismo almidon. Esta
diferencia puede ser atribuida principalmente a la temperatura y tiempo de secado
empleado por los autores para preparacion de la pelicula, siendo de 65 °C hasta
alcanzar peso constante. Secar las muestras hasta no obtener variaciones de peso
permite suponer que se ha extraido el agua casi en su totalidad, motivo por el cual
se obtienen peliculas mas delgadas. También es posible que la variedad de la
materia prima pueda influir en las diferencias sefialadas. Sin embargo, se

desconoce la variedad de platano empleada por Romero-Bastidas y col. (2005).

Existe una ligera, aungue significativa (p < 0,05) diferencia al comparar el grosor
de la pelicula base con la que contiene acidos grasos omega-3. ElI mismo
comportamiento fue encontrado en formulaciones a base de almidén de maiz a las
que se incorporé aceite de girasol (Garcia y col. 2000). Los acidos grasos, al ser
lipidos, tienen como principal funcion bloguear el transporte de humedad (Kester
y Fennema, 1986), lo cual puede disminuir la eficiencia en la extraccion de agua

durante la etapa de secado, generando asi una pelicula méas gruesa.
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En estudios realizados por Rojas (2008) con peliculas elaboradas a base de
almidon de papa fueron reportados valores de 0,16 + 0,02 mm y 0,25 £+ 0,03mm
para formulaciones con inulina e inulina y bifidobacterias respectivamente. Estos

valores son muy similares a los obtenidos en este trabajo.

Las peliculas pertenecientes al grupo 3 presentaron un espesor mucho mayor al
resto. Es claro al observar los componentes de las formulaciones que la causa
principal para este resultado es la incorporacion de bifidobacterias. La adicion de
bifidos probablemente induce un reordenamiento de las moléculas, con la
consecuente interaccion entre el agua y los demas componentes, que hacen que la
pelicula sea méas gruesa (Rojas, 2008). Asi mismo, la incorporacion de estos
microorganismos obliga a disminuir la temperatura de secado de las muestras,
disminuyendo la eficiencia en la extraccion de agua y generando peliculas mas

gruesas.

5.4.2. Permeabilidad del vapor de agua en peliculas comestibles

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) es una de las propiedades mas
importantes y estudiadas en las peliculas comestibles puesto que una de las
principales funciones de un empaque de alimentos es evitar o disminuir la
transferencia de humedad entre el alimento y el medio circundante, por lo tanto en

un empaque, es ideal que el valor PVA sea lo mas bajo posible (Segovia, 2010).

Uno de los mayores problemas que presentan las coberturas y peliculas

comestibles a base de almidon y glicerol es su alta permeabilidad al agua por la

naturaleza hidrofilica de dichas moléculas (Romero-Bastidas y col, 2005). La
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Tabla 6 muestra la PVA para obtenida en las diversas formulaciones planteadas
en este estudio. Para la pelicula base de almiddn de platano (Formulacién 1) se
obtuvo una permeabilidad de 5,00 x 10" g/m.s.Pa, la cual resulta similar a los
valores reportados por Romero-Bastidas y col. (2005) y Hernandez (2006) con 1,3

x 10" g/m.s.Pay 1,45 x 10™° g/m.s.Pa respectivamente.

Al determinar la permeabilidad de la pelicula con &cidos grasos omega-3
(Formulacion 2) se tiene que a pesar de haber disminuido el valor promedio con
respecto a la formulacion sin acidos grasos no hubo diferencias estadisticamente
significativas (p > 0,05) entre ambas. Es posible que por tener un mayor espesor la
pelicula con omega-3 influyera directamente en este parametro, ya que las
peliculas hidrofilicas como aquellas elaboradas a base de almidén presentan
efectos de grosor sobre la PVA. Como se muestra en la Tabla 6, a medida que
aumenta el grosor de las peliculas también lo hace la permeabilidad. McHugh y
col., (1993) en un estudio del efecto del grosor en la determinacion de la PVA en
peliculas hidrofilicas, determinaron que a mayor grosor de la pelicula aumenta la
resistencia a la transferencia de masa y en consecuencia la presion parcial de agua
en equilibrio en la superficie interna de la pelicula incrementa. De esta forma las
peliculas hidrofilicas exhiben un incremento en la permeabilidad al vapor de agua
a medida que aumenta su grosor, debido a la modificacion de las condiciones de
presion parcial de vapor de agua a que estd expuesta la parte interior de las
peliculas. Sin embargo, una pelicula pobre como barrera al vapor de agua también
tiene ventajas, ya que permite el movimiento del agua a traves de la pelicula,
evitando de esta forma la condensacion, que es una fuente potencial de deterioro

microbiano (Tapia, 2007).
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Las peliculas con bifidos en su composicion presentaron un incremento en la
permeabilidad en un orden de magnitud, para estas el grosor no es el unico
parametro que influye en la permeabilidad al vapor de agua, sino también la
adicion de los microorganismos mencionados. A pesar de ser pocos los estudios
que reportan la adicion de bifidos en peliculas y coberturas tanto Tapia y col.
(2007) como Rojas (2008) sefialan que las peliculas y coberturas con bifidos
resultan ser mas permeables al agua que las peliculas correspondientes pero sin
bifidos. Se infiere que la adicion de biomasa de probidticos a las coberturas causa
un incremento en el espaciamiento entre las cadenas de polimeros debido a la
inclusion de células bacterianas entre las cadenas, promoviendo la difusividad a

través de las coberturas, acelerando la transmision de agua (Tapia y col., 2007).

También se puede sefialar que la adicion de inulina es otro de los factores que
influy6 en el aumento de la permeabilidad en algunas formulaciones, lo cual se
hace notar al observar la Tabla 6. Las peliculas con el prebidtico presentan
valores de permeabilidad més elevados que las correspondientes sin la adicion del
mismo. Por lo tanto, al incluir un compuesto hidrofilico como la inulina en la

formulaciéon de peliculas comestibles aumenta la permeabilidad al vapor de agua.

5.4.3. Capacidad de retencién de agua y solubilidad
La solubilidad en peliculas comestibles es indicio de su integridad en un ambiente
acuoso, una solubilidad elevada indica baja resistencia al agua (Romero-Bastidas

y col., 2005).

La Tabla 6 presenta los valores de de la capacidad de retencion de agua (RA) g de

agua ganada / g de sdlidos totales), y solubilidad en agua (SA) (g de solidos
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soluble g/ g de solidos totales), de las formulaciones seleccionadas para peliculas
comestibles en este estudio (Tabla 6). Romero-Bastidas y col. (2005) encontraron
un valor de solubilidad de 0,23 para peliculas de 3% (p/v) de almiddon de platano y
1,5% (p/v) de glicerol, lo cual es comparable con los valores encontrados en el

presente trabajo (0,18).

La concentracion usada de &cidos grasos omega-3 (Q-3) no tuvo un efecto
significativo (p < 0,05) en SA. Igualmente Tapia (2007) al trabajar con peliculas
comestibles a base de otros polimeros tales como gelano y alginato no encontr6
variaciones en la solubilidad con el uso de aceite de girasol al 0,025% y 0,050%
(p/v).

En contraste, la adicion de inulina y bifidobacterias incrementd de forma
significativa la solubilidad de las peliculas, esto parece indicar que los pre y

probidticos empleados hacen menos resistentes las peliculas al agua.

La capacidad de retencion de agua (RA) es una de las propiedades de las peliculas
comestibles mas importantes que se estudia en aplicaciones farmaceuticas y de
alimentos, y a diferencia de la permeabilidad al agua, estd determinada por la
estructura quimica del polimero. La RA define la resistencia o tolerancia del
material al agua (Tapia, 2007), por lo tanto, un valor bajo de RA indica una alta

tolerancia al agua.

Los valores de RA fueron (1,65 - 0,84 g agua ganada/g solidos secos en la

pelicula) inferiores a los reportados por Tapia (2007) y Lee y col. (2004) en

peliculas de gelano, quienes publicaron valores de alrededor de 2,3 y 6
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respectivamente. Por otro lado, Segovia (2010) encontr6 para peliculas de
almidon de Mapuey al 5% y 2% de glicerol un valor de RA de 1,04. Sobre la base
de estos resultados, es posible inferir una adecuada tolerancia al agua de las

formulaciones seleccionadas para peliculas comestibles en este estudio.

En el presente trabajo la incorporacion de acidos grasos omega-3 influyo de
manera significativa (p >0,05) en la RA, disminuyendo los valores hasta casi un
50% para uno de los tratamientos (Formulacion 2), indicando que la adicion de
Q-3 hace que las peliculas de almiddn se platano sean mas estable en agua. La RA
ha sido empleada como una medida de la extension del entrecruzamiento en
peliculas de proteina a base de colageno (Lee y Lee, 2004), entonces, se puede
inferir que la inclusion de Q-3 promueve un mayor grado de entrecruzamiento en
las peliculas comestibles estudiadas. Por su parte, los elementos probidticos
incorporados también influyeron en este pardmetro, disminuyendo los valores de

RA en aquellas formulaciones en las que estaban presentes.

5.4.4. Determinacion de la fuerza de puncion

Aungue es muy importante determinar la fuerza necesaria para penetrar la pelicula
comestible, muy pocos estudios con almidén han reportado este parametro. Los
valores correspondientes de resistencia a la fuerza de puncion en las peliculas
comestibles estudiadas se muestran en la Tabla 7, oscilando entre 0,99 y 2,28N.
Las tendencias encontradas permiten dividir los resultados en dos grupos, incluso
a nivel de diferencias estadisticas. El primer grupo estad formado por la pelicula
base (Formulacion 1) y pelicula con acidos grasos omega-3 (Formulacién 2),
mientras que en el segundo grupo se encuentran las peliculas con pre y

probidticos (Formulaciones 3,4y 5).
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Tabla 7. Determinacion de la fuerza de puncion en peliculas comestibles

Formulacion Fuerza de Puncién (N)
Pelicula base 1,25
Pelicula con Q-3 0,99°
Pelicula con Q-3 e inulina 2,17°
Pelicula con Q-3 y bifidos 2,28°
Pelicula con Q-3, bifidos e inulina 2,242

Los valores son la media + desviacion standard.
Letras diferentes en la misma columna expresan diferencias estadisticamente significativas (p <
0,05)

Romero-Bastidas y col., (2005) reportaron una fuerza de puncion de
aproximadamente 4,1N para peliculas de almidon de platano al 3% (p/v) con 1,5%
(p/v) de glicerol. Este valor es superior al encontrado en el presente estudio. Sin
embargo, dicho comportamiento puede explicarse por el uso de una concentracién
de glicerol més elevada (2%). Tanto Gontanrd y col. (1993) como Mali y col.
(2004) al investigar peliculas de gluten y almidon de fiame respectivamente,
sefialan que al aumentar la concentracion de glicerol disminuye la fuerza de
puncién de manera significativa. Los plastificantes se afiaden a los polimeros para
reducir la fragilidad de las peliculas, ya que funcionan como separadores entre las
cadenas polimericas, aumentando la flexibilidad del polimero (Lai & Padua,

1998).

Otro aspecto que influye en la determinacion de este parametro es el espesor de
las peliculas. Mali y col., (2004) estudiaron las propiedades de barrera, mecanicas
y Opticas de peliculas plastificadas de almidén de fiame. Para ello, los
investigadores, evaluaron los efectos sobre estas propiedades en tres,

concentraciones diferentes de almidén (3,30, 3,65 y 4,00 % p/p) y glicerol (1,30,
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1,65 y 2,00 % p/p), obteniendo diversos espesores (0,07, 0,09 y 0,11 mm). A

medida que el grosor de las peliculas aumentd, también lo hizo la resistencia a la
fuerza de puncion. Este mismo comportamiento se evidencia en el presente

estudio.

En relacidn a la adicion de acidos grasos omega-3, se encontré que el lipido no
causo ningun efecto en la resistencia a la fuerza de puncién. Por lo tanto, se
infiere, que para ocasionar una disminucion significativa en la fuerza de puncion
deben utilizarse concentraciones mas altas de acidos grasos. Yang y Paulson
(2000), necesitaron concentraciones de acido palmitico superiores a 14,3% (base
seca) para observar diferencias significativas en cuanto a la disminucion de la

fuerza de puncion.

5.4.5. Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Una de las peliculas desarrolladas (Formulacion 4) fue examinada con MEB. La
Figura 5 presenta la morfologia al microscopio electrénico de barrido de la
muestra de pelicula. La MEB permite caracterizar la topografia de una muestra
utilizando los electrones secundarios producidos por la interaccion inelastica de
un haz de electrones primarios de alta energia con la muestra. Su gran
profundidad de campo hace que pueda observarse en foco los componentes de la
muestra contenida en dicha distancia (Urbina y col., 1997). A través de esta
técnica se pudo observar la morfologia de la muestra de pelicula comestible de

almidon de platano a las cuales se habia incorporado bifidobacterias activas.
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La micrografia obtenida permite observar una estructura uniforme (Figura 5a)

tanto en la superficie, como en la seccion transversal de la pelicula, confirmando
asi la uniformidad tanto de la emulsion formadora de pelicula (con Q-3 y
glicerol), como la de la solucién formadora de pelicula (SFP) con glicerol. Por su
parte, en la Figura 5(b) se pueden ver expuestas la cara superficial y de fractura,
mostrando en ambas la presencia de bifidobacterias activas, las cuales se

encuentran presentes de forma homogénea en la muestra.

Seccién
> Transversal

Superficie de
la Pelicula
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Figura 5. Micrografia electronica de barrido de una seccidn de pelicula comestible de almidén de
platano (5%), glicerol (2%), acidos grasos omega-3 (0,125%) y Bifidobacterium lactis Bb12 (1%).

La presencia de bifidobacterias activas puede ser observada de manera muy clara
en la Figura 5(c), lo que pareceria explicar los resultados de grosor, PVA, SA'y

RA que fueron discutidos en secciones anteriores.

5.5 Bioensayo del gorgojo de arroz

5.5.1. Superviencia de dietas a base de peliculas de almidon de platano con la
adicion de prebioticos, probidticos y acidos grasos omega-3

Una vez seleccionado el almidon de platano como el mas adecuado por las
razones previamente sefialadas, para llevar a cabo este estudio, se procedié a
alimentar los gorgojos con las formulaciones planteadas (Tabla 2) y asi poder

evaluar el efecto de sus componentes (&cidos grasos omega-3, inulina vy
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bifidobacterias) a través de la utilizacion de los biomarcadores supervivencia y

variacion de peso, para estimar la toxicidad de la dieta (Lopez, 1999).

La Figura 6 muestra que la supervivencia de los insectos se mantuvo similar para
los grupos evaluados hasta el cuarto dia del ensayo, después del cual aquellos
individuos mantenidos en ayuno (control negativo) comenzaron a morir
gradualmente, hasta alcanzar una mortalidad de 91 % en el séptimo dia. Por el
contrario, los individuos alimentados con arvejas solo presentaron una mortalidad
de 6 % al culminar en bioensayo. Resultados similares en la en los grupos control

del bioensayo son reportados por Lovera (2008) y Rojas (2008).

100 — . . .
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Figura 6. Supervivencia de gorgojos de arroz alimentados con peliculas de almidon de platano con
ingredientes prebidticos, probidticos y acidos grasos omega-3

En cuanto a las dietas proporcionadas a base de peliculas comestibles, aquella
formulada s6lo con almidon de platano (pelicula base) fue la que presentd el

mayor porcentaje de supervivencia (97 %), valor que se encuentra incluso por
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encima del control positivo (94 %), pero la diferencia no fue significativa. Los
gorgojos alimentados con las formulaciones con ingredientes prebioticos y
probidticos mostraron igualmente una alta tasa de supervivencia, motivo por el

cual fueron consideradas como dietas nutricionalmente satisfactorias.

Aunque el resto de las dietas a base de peliculas mostraron un comportamiento
similar, con una tasa de supervivencia de 96 % para las formulaciones 3, 4 y 5
(Tabla 2), existen diferencias significativas (p < 0,05) entre la pelicula base y
aquella que contiene sélo omega-3 (Formulacién 2), la cual ocasioné una
mortalidad de 8% en la poblacion. A pesar que este resultado no indique toxicidad
por parte de la pelicula, es interesante el hecho que desde el primer dia del ensayo
se observa una disminucion de la supervivencia de los insectos, lo cual sugiere
que los acidos grasos utilizados para el enriquecimiento de las peliculas influyen

de manera negativa, es decir, incrementando la mortalidad del gorgojo de arroz.

Los aceites de origen vegetal, son motivo de estudio, ya que su uso permite
controlar a este insecto, que como es sabido, representa una plaga para granos y
cereales (Lopez, 2008) Numerosos trabajos han comprobado con éxito, que
algunos aceites pueden controlar de manera efectiva el ataque del gorgojo de
arroz. Se pueden mencionar los estudios realizados por Salas (1984) con aceites
de mani, coco, oliva, ajonjoli, soya y ricino; todos ellos ocasionaron la mortalidad
del 100 % de la poblacion adulta de gorgojos de arroz en tan solo 3 horas después
de impregnar los granos de maiz con los aceites mencionados. Shaaya y col.
(1976) han afirmado que &cidos grasos de cadena larga causan una alta mortalidad

y sefialan que el contacto fisico de los adultos con los aceites no es la causa de la
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mortalidad observada; los aceites actuan como repelentes y los adultos de S.
oryzae mueren al no alimentarse. Soon y col. (2003) también comprobaron que
los aceites de canela, rabano picante y mostaza son muy eficaces contra este
insecto, siendo los vapores emanados por el aceite, el factor toxico mas
importante, ya que su accion se ejerce cuando penetran en el insecto a través de

las vias respiratorias.

Los estudios realizados por Salas (1984) y Soon y col. (2003) permiten relacionar
de alguna forma, la disminucion de la supervivencia de los gorgojos alimentados
con peliculas que contenian &cidos grasos omega-3. Por lo tanto, los &cidos grasos
omega-3 pudieran estar ocasionando un efecto similar al encontrado por estos
autores, es decir, es posible que este acido graso tenga un efecto deletéreo en el
gorgojo de arroz. Sin embargo, la toxicidad o no de los acidos grasos no puede ser
determinada en este estudio, en especial porque la cantidad utilizada fue muy baja

en comparacion con la dosis aplicada en los trabajos mencionados.

5.5.2. Variacion de peso del gorgojo de arroz con dietas a base de peliculas de
almidén de platano con la adicion de prebidticos, probioticos y acidos grasos
omega-3

Al estudiar los grupos control en el biomarcador variacion de peso (Figura 4) se
pudo observar un comportamiento similar al expuesto en la seccidn anterior. Por
una parte, el peso disminuyo de manera progresiva y acelerada desde el inicio del
ensayo en los insectos mantenidos bajo ayuno. Sin embargo, los individuos

alimentados con arvejas, presentaron aumento de peso de 3% con respecto al peso
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inicial de los insectos. Este mismo comportamiento fue encontrado por Lovera

(2008) y Rojas (2008) en estudios anteriores.

La poblacion que fue alimentada con pelicula base (Formulacion 1) mostré un
aumento de peso superior al del control positivo, aunque el analisis estadistico no
revel6 diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) entre ambas dietas.
Por su parte, las dietas con bifidobacterias ocasionaron un incremento de peso de
3 %, mientras que aquella que contenia sélo ingredientes prebidticos y acidos
grasos no hubo aumento al finalizar el bioensayo, sin embargo, no hay diferencias
estadisticamente significativas entre las tres dietas descritas. Igualmente, Rojas
(2008) al alimentar los insectos con peliculas de almidon de papa con pre y
probidticos encontré un aumento de peso en los grupos alimentados con dichas

dietas.
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Figura 7. Variacion de peso de gorgojos de arroz alimentados con peliculas formuladas con
almidén de platano con ingredientes prebiéticos, probioticos acidos grasos omega-3

En relacion a la dieta cuya pelicula contiene Unicamente acidos grasos omega-3
como ingrediente funcional, se encontr6é una disminucion de 11% del peso de los
individuos, lo que podria indicar que el consumo de esta pelicula es menor que el
resto y que ademas alguna manera la adicion de pre y probidticos disminuye el
efecto que ocasionan los &cidos grasos omega-3 en el gorgojo y confirma el efecto

repelente de los &cidos grasos sefialado por Shaaya y col. (1976).

Al tomar en cuenta los resultados obtenidos con el estudio de los biomarcadores
supervivencia y variacion de peso se puede sefialar que las peliculas de almiddn
de platano con ingredientes pre y probidticos permitié el crecimiento adecuado

del gorgojo de arroz.
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5.6. Recuento de bifidobacterias en peliculas y gorgojos

Como una forma aproximada de evaluar que los microorganismos administrados
por la dieta eran incorporados por el insecto, se planted la realizacién de un
recuento en placas de bifidobacterias, a través de la siembra de gorgojos

alimentados con estas dietas.

5.6.1. Bifidobacterias viables en peliculas comestibles

La Tabla 8 muestra que las poblaciones de bifidos permanecieron viables y
constantes durante el periodo de almacenamiento estudiado de 15 dias. La
sobrevivencia y mantenimiento de B. lactis Bb-12 en las peliculas comestibles

puede ser considerada como satisfactoria.

Tabla 8. Células viables de Bifidobacterium lactis Bb-12 en peliculas de almidon
y gorgojos de arroz alimentados con esas peliculas comestibles

Tiempo Log;0 UFC/g

(dias) PB PBI GB GBI
1 7,29 7,27 2,68 2,72
3 6,96 7,03 2,75 3,08
5 5,77 6,52 2,99 3,15
7 5,02 5,92 3,11 3,28
9 4,32 5,13 3,26 3,52
11 3,48 4,32 3,36 3,57
13 2,59 3,51 3,44 3,70
15 2,04 2,94 3,51 3,83

PB: pelicula con &cidos grasos omega-3 y bifidobacterias.

PBI: pelicula con &cidos grasos omega-3 bifidobacterias e inulina.

GB: gorgojos alimentados con peliculas con &cidos grasos omega-3 y bifidobacterias.

GBI: gorgojos alimentados con peliculas con &cidos grasos omega-3, bifidobacterias e inulina.

De acuerdo a estos resultados, se observa una disminuciéon en el nimero de
bifidobacterias viables de cinco ciclos logaritmicos durante el periodo de estudio.

Estos valores son comparables a los publicados por Rojas (2008) en peliculas de
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almidon de papa, cuya reduccion fue de aproximadamente un ciclo logaritmico

cada dos dias.

Al comparar las peliculas con y sin inulina se evidencia que la reduccion de
bifidobacterias viables en el tiempo, es un poco mas lenta al incorporar el
compuesto prebidtico en la pelicula. De esta forma, se puede inferir que al incluir
el microorganismo y su correspondiente sustrato de manera conjunta, se produce
una disminucidn en la tasa mortalidad. Resultados similares fueron reportados por
Rojas (2008) en peliculas de almidon de papa, al utilizar oligofructosa e inulina
como elementos prebioticos. El autor indica que la bacteria se beneficia del
alimento y los utiliza para subsistir; mientras que cuando solo se adiciona el
microorganismo, la tasa de mortalidad aumenta ocasionado por el agotamiento de

las reservas alimenticias.

5.6.2. Bifidobacterias viables en peliculas el gorgojo de arroz

Los resultados indican una trasferencia de bifidobacterias desde las peliculas hacia
los gorgojos, sustentando asi los estudios realizados en el area por Rojas (2008).
En la Tabla 8 se evidencia un aumento gradual del namero de bifidobacterias

viables en el gorgojo de arroz.

Al igual que en las peliculas comestibles, la adicion de inulina en conjunto con
bifidobacterias influyé en la viabilidad de los microorganismos. Este efecto que
podria decirse “simbidtico” beneficia al huésped mediante el aumento de la
sobrevivencia e implantacion de los microorganismos vivos de los alimentos en el

sistema gastrointestinal (Cagigas, 2002).
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Para conferir beneficios para la salud de los humanos, el recuento viable de

bifidobacterias en el momento del consumo debe ser de 10° UFC/g (Samona y
Robinson, 1991). La ingestion en numeros >10° células por gramo ha sido

recomendada para un alimento probidtico clasico como el yogurt (Kurman y

Rasic 1991).
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VI. CONCLUSIONES

1. Se formularon satisfactoriamente peliculas comestibles a base de
almidon de platano (5% p/v), yuca (5% p/v) y batata (5% p/v) con
glicerol como plastificante.

2. La cantidad de proteina en los almidones de platano, batata y yuca
influyo significativamente en la supervivencia y variacion de peso del
gorgojo.

3- Tomando en cuenta los biomarcadores supervivencia y variacion de
peso como indicadores de la toxicidad de la dieta del gorgojo de arroz,
fue seleccionado el almidon de platano como el polimero mas
adecuado para la incorporacion de los componentes funcionales:
prebidticos, probidticos y acidos grasos omega-3.

4. La adicion de acidos grasos omega-3, inulina y bifidobacterias influyd
significativamente, aumentando el grosor de las peliculas.

5. La adicion de acidos grasos omega-3 al 0,125% no influyé de manera
significativa en la permeabilidad al vapor de agua en peliculas de
almidén de platano. Sin embargo, la incorporacion tanto de inulina
como de bifidobacterias aumentaron la permeabilidad de las peliculas.

6. La incorporacion de inulina y bifidobacterias aumento la solubilidad
de las peliculas. Por el contrario, la adicion de acidos grasos omega-3
no produjo diferencias significativas en la medicion de este parametro.

7. La adicion de acidos grasos omega-3 disminuyd la capacidad de
retencion de agua de las peliculas, mientras que la incorporacion de

bifidobacterias e inulina ocasiond su disminucién.
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8. Los resultados de esta investigacion indican el potencial de las
peliculas de almidén de platano de servir como vehiculos para la
incorporacion de compuestos funcionales (acidos grasos omega-3 e
inulina) y bioactivos como los microorganismos benéficos, pues se
logré incorporar bifidobacterias viables en concentraciones alrededor
de 10" UFC/g.

9. Las peliculas de almidén de platano sirven como un medio de
transferencia de bifidobacterias para el gorgojo de arroz, pues se

encontraron bifidobacterias viables en el insecto.
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