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RESUMEN

El almidon puede presentar cambios estructurales cuando se somete a tratamiento:
quimico, enzimatico o térmico. Debido a las caracteristicas del proceso, durante la
extrusion se llevan a cabo reacciones entre los componentes del almidon y otras
sustancias (intrinsecas o extrinsecas), como el acomplejamiento de lipidos con la
amilosa denominado almidon resistente tipo V. En el presente trabajo, se procesaron
tres diferentes tipos de almidén con tres diferentes lipidos (aceite de maiz, acido
estedrico y acido oleico) a diferentes concentraciones (0, 5 y 10%) con el fin de
observar los cambios estructurales de los componentes. Los resultados observados
en calorimetria de barrido diferencial y difraccion de rayos X, mostraron que el acido
estearico y oléico tuvieron mayor capacidad de formar almidon resistente tipo V,
mientras que utilizando aceite de maiz no se observé un aumento en los niveles de
almiddn resistente tipo V. Ademas, a través de microscopia electrénica de barrido y
perfil de viscosidad, se observé un efecto protector del acido estearico sobre la
superficie de los granulos, confiriéndoles la incapacidad de absorber agua,
resultando en una considerable disminucién de los picos maximos de viscosidad con
respecto a los otros tratamientos. Por otro lado, las muestras tratadas con &cido
oleico y aceite de maiz presentaron efectos sobre la morfologia y viscosidad maxima
bastante similares entre si. La extrusion posee potencial de ser utilizado como
método de obtencion de almidon resistente tipo V, por lo que, son necesarios
estudios de optimizacién de proceso y aplicacion en el area alimenticia.



1. ANTECEDENTES

1.1 Generalidades del almidén

El almidén es un polisacarido de reserva encontrado en plantas, tallos, raices,
semillas y frutas entre otras plantas superiores. Es un polisacarido muy importante y
abundante en la naturaleza. Se encuentra en forma de granulos simples, los cuales
pueden variar sus caracteristicas quimicas y fisicas (como tamafo, forma,
temperatura de gelatinizacion, entre otras) segun su procedencia botéanica (Bertoft,
2017).

El almidén esta compuesto por unidades de glucosa, las cuales a su vez estan
entrelazadas entre si para formar una mezcla de dos polimeros: amilosa y
amilopectina. Las unidades de glucopiranosil estan unidas casi en su totalidad por a-
D-(1-4)-glucosidicas. Por un lado, la amilosa se ha considerado histéricamente como
un polimero lineal debido a sus caracteristicas. Sin embargo, actualmente se sabe
gue en la estructura de la amilosa existen una cierta cantidad de ramificaciones que
implican enlaces a-D-(1-6)-glucosidicos en sus puntos de ramificacion. Por otro lado,
la amilopectina es un polimero de alto peso molecular, y a diferencia de la amilosa
este es altamente ramificado. El polimero ontiene entre un 5y 6 % de enlaces a-D-
(1-6)-glucosidicas en los puntos de ramificacion. Se sabe que el granulo es
parcialmente cristalino mostrando un patron de difraccién a los rayos X (Food and
Agriculture Organization of the United Nations, 1999; Bertoft, 2017).

Los granulos de almidon tienen diferentes tamafios y su morfologia varia en formas
como ovalada, elipsoidal, esférica, entre otras, esto depende de la fuente (tipo de
cereal) (Figura 1). La relacion de amilosa:amilopectina varia segun la procedencia o
naturaleza de la fuente de almidén (Cuadro 1), lo cual tiene impacto significativo en
las propiedades del granulo, asi como en las propiedades fisicoquimicas y
funcionales del almidén (Du y col., 2014). Los almidones de alto contenido de
amilosa permiten obtener geles mas firmes y en forma rapida. Ademas, estos

almidones son mas resistentes a la coccidn debido a la estructura cristalina. Solo hay
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hinchazén a temperatura elevada y si se mantiene moderada no hay gran aumento
de la viscosidad. Los almidones ricos en amilosa se utilizan para preparar peliculas
comestibles (recubrimiento de pildoras farmacéuticas). Los almidones que tienen
concentraciones inferiores al 23% de amilosa dan una elevada viscosidad y aun en

frio retrogradan muy poco (Diaz, 2010).

Figura 1. Micrografias de los granulos de diferentes tipos de almidén. (A) Frijol pinto

(B) frijol rojo (C) frijol negro (D) frijol Navy (E) maiz (F) papa (Duy col., 2014).

Sin embargo, existen modificaciones genéticas que permiten la obtencién de
variedades tipo “waxy” (de maiz ceroso) que contienen 100% de amilopectina. Los
almidones de maiz ceroso y altos en amilosa tienen numerosas aplicaciones tanto
en la industria de alimentos como en otras areas. Los almidones cerosos son
utilizados en la industria de alimentos como emulsificadores, espesantes y
estabilizadores de congelacion-descongelaciéon. Su aplicacion industrial es como
aditivo en el proceso de fabricacion de papel y textiles (Beckles & Thitisaksakul,
2014a, 2014b).

El almidon de alta amilosa es utilizado en productos donde se desea obtener geles
muy firmes, y tener pérdida de agua, como en algunas variedades de dulces.



También, es utilizado para la formacion de peliculas o recubrimientos, debido a su
fragilidad son utilizados en almidones que fritos o rebozados, incluidos productos
congelados que deben ser recalentados en el microondas, por mencionar algunas

de sus multiples aplicaciones (Kramer, 2009).

Cuadro 1. Diametro de granulo y contenido de amilosa en almidon obtenido de
diferentes fuentes.
Media del

diametro del

Fuente de Tamano de Contenido de

almidén distribucion de amilosa (%)

particula (um)

granulo (um)

Maiz 5.0-45.7 16.3+0.1 315+11
Frijol pinto 10.0-60.3 26.0+0.1 32.0+0.6
Frijol rojo 11.5-60.3 27.4+0.2 324+0.9
Frijol negro 10.0 - 60.3 253%0.1 45.4 +0.8
Frijol Navy 10.0-60.3 26.6+0.1 43.2+14

(Duy col., 2014)

La Figura 2 muestra la formacion del almidén en la semilla desde sus componentes
basicos de amilosa y amilopectina iniciando en las cadenas iniciales (estructura nivel
1) hasta la estructura final en el endospermo (estructura nivel 6). Las estructuras nivel
3y 4 muestran las capas laminares con lamina amorfa y lamina cristalina que forman
el granulo. La mayoria de los puntos de ramificacion estan situados en las lamelas
amorfas, mientras que las cadenas externas estan presentes en las laminas

cristalinas que forman hélices dobles (Gous y Fox, 2017).

El almidon es la principal fuente de carbohidratos digeribles en la dieta humana. La
glucosa, producto de la digestion de almidon, juega un papel importante en la energia
del metabolismo. Es sabido que los alimentos con cantidades similares de almidén
pueden inducir diferentes niveles de glucosa e insulina postprandial en sangre

después del consumo (Patel y col., 2014).
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Figura 2. Niveles estructurales del almidén en un grano de cereal. Tomado con

modificaciones de Gous y Fox, (2017).

El Cuadro 2 muestra la composicién de diferentes granulos de almidones nativos. La
cantidad de agua absorbida por los granulos de almidén depende de la humedad
relativa y la temperatura de la atmosfera del sitio de almacenamiento (Swinkels,
1985).

Cuadro 2. Composicion promedio de los granulos de almidén de diferentes fuentes.

Componentes del Almidon de  Almidén de Almidon Almidon de  Almidén de

almidon papa maiz de trigo tapioca maiz ceroso

(% base seca)

Humedad en 65% 19 13 13 13 13
HRy 20°C
Lipidos 0.05 0.7 0.8 0.1 0.15
Proteinas 0.06 0.35 0.4 0.1 0.25
Cenizas 0.4 0.1 0.2 0.2 0.1
Fosforo 0.08 0.02 0.06 0.01 0.01
Cantidad de Bajo Relativa- Relati- Bajo Medio
sustancias de mente alto vamente
sabor y color alto

(Swinkels, 1985)



El almidon de cereales contiene moléculas lipidicas en su estructura en la forma de
fosfolipidos y acidos grasos libres, los cuales estan asociados a la fraccion de
amilosa. La presencia de complejos de lipidos en los granulos de almidon se observa
como un nucleo hidrofébico situado en el interior de las cadenas de amilosa. El
almidon contiene aproximadamente 0.6% de proteina asociada con la molécula. Los
lipidos y las proteinas en los granulos de almidon pueden aumentar su funcionalidad.
Por ejemplo, en trigo, la proteina asociada a sus granulos es de interés debido a que
esta relacionada con una mayor dureza de grano. El almidon también contiene
relativas pequefias cantidades (<0.4%) de minerales (calcio, magnesio, fosforo,

potasio y sodio) (Alcazar-Alay y Meireles, 2015).

La absorcion de agua y consecuente hinchazén del granulo de almidon contribuye a
la separacion de la fase amilopectina-amilosay la pérdida de su cristalinidad. Cuando
las moléculas de almidén son calentadas en exceso en solucion acuosa, la estructura
semicristalina se rompe y las moléculas de agua se asocian por puentes de
hidrogeno a los grupos hidroxil expuestos de las moléculas de amilosa y
amilopectina. Esta asociacion causa hinchamiento e incrementa el tamafio y

solubilidad del granulo (Kadam y col., 2015).

En alimentos, las funciones del almidon como agente estructural radican en su
introduccién durante el proceso de manufactura. Se utiliza principalmente como
modificador de textura, viscosidad, adhesion, retencion de agua, formacion de agua
y peliculas. En las formulaciones de la industria de panificacion, el almidon es uno
de los componentes responsables de la estructura y propiedades de los productos
finales. Otros procesos industriales incluyen almidén en pequefias cantidades como
un aditivo alimentario o un agente espesante y gelificante (Alcazar-Alay y Meireles,
2015).

El carbohidrato de reserva de las plantas, se utiliza a menudo en forma granular vy,
por lo tanto, se incluye en la industria de la confiteria como un polvo de moldeo para
las diversas formas de dulces, que pueden ser reutilizadas muchas veces. El almidon

también se utiliza en la preparacion de diversos tipos de pasta en la preparaciéon de



fideos y los destinados a extrusion y en la formulacion de alimentos instantaneos y

alimentos fritos (Alcazar-Alay y Meireles, 2015).

1.1.1 Amilosa

La amilosa es un polimero lineal conformado casi enteramente por enlaces a-1,4 en
sus unidades D-glucopiranosil, sin embargo, tiene algunos enlaces a-1,6, estos
representan menos del 1% (Figura 3). La localizacion de la amilosa no se ha definido
con exactitud, aunque se sabe que forma una estructura de hélice, teniéndose tres
principales posibilidades de distribucién en el granulo de almidén: 1) laminillas
amorfas, 2) anillos de crecimiento amorgo 6 3) interdistribuido o co-cristalizado con
moléculas de amilopectina.. El contenido de amilosa varia con la fuente botanica del
almidon y es afectado por las condiciones del clima y suelo durante el desarrollo del
grano (Abas, 2012).

Los almidones con alto contenido de amilosa, se utilizan como peliculas comestibles,
dulces y bioplasticos. También tienen beneficios para la salud debido a su baja
digestibilidad, por lo que es ideal como un sistema de administracion de farmaco de
colon (Beckles & Thitisaksakul, 2014a, 2014b).

CH,OH CH,OH CH.OH

Figura 3. Estructura lineal elemental de amilosa (Melo y Cuamatzi, 2006).

La amilosa es una estructura lineal que forma dobles hélices con seis residuos de
glucosa por vuelta. Esta doble hélice consiste en dos cadenas de amilosa enrolladas
paralelamente entre si. El interior de esta doble hélice posee un caracter hidrofébico
el cual le confiere la capacidad de formar complejos con otros compuestos como
acidos, alcoholes, lipidos, emulsificantes y yodo, si estos se encuentran presentes
durante la gelatinizacion. Este tipo de acomplejamiento da como resultado un patrén
de difraccion llamado “tipo V” (Ernd, 2002).
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1.1.2 Amilopectina

La amilopectina se compone de unidades glucopiranosil unidas con enlaces a-1,4,
altamente ramificados (aproximadamente 5 a 6% de sus unidades) con enlaces a-
1,6 (Figura 4). Cadenas individuales pueden variar de entre 10 a 100 unidades de
glucosa. La amilopectina es el componente principal en la mayoria de las variedades
de almidon constituyendo aproximadamente el 75% de los granulos. En el interior del
granulo de almidoén, las moléculas de amilopectina estan organizadas radialmente,
de manera que los extremos libres no reductores apuntan hacia la periferia. Los pares
de cadenas adyacentes dentro de clusters de amilopectina forman hélices dobles
gue se agrupan en arreglos organizados, dando lugar a capas concéntricas,
cristalinas (lamelas) dentro del granulo. Estas lamelas se alternan con las lamelas
amorfas formadas por las regiones de la molécula de amilopectina que contienen los
puntos de ramificacion (Figura 5). La organizacion lamelar se repite con una
periodicidad de 9 a 10 nm. Esta estructura semicristalina constituye la mayor parte
de la matriz del granulo de almidén y esta altamente conservada en los almidones

de plantas superiores (Zeeman y col., 2010).

CH,0H

OH H OH H OH

Figura 4. Estructura elemental de la amilopectina (Melo y Cuamatzi, 2006).
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Estructura interna del anillo de crecimiento’
del granulo de almidén,

Figura 5. Acomodo interno de las moléculas de amilosa en el granulo de almidén.

Tomada con modificaciones de Zeeman y col., (2010).

El arreglo semicristalino puede ser definido por dos arreglos diferentes de la
amilopectina: tipo A y tipo B. Las diferencias entre los cristales tipo A y B estan
relacionadas al empaquetamiento de dobles hélices en la celda unidad y la cantidad
de moléculas de agua que estabilizan estas hélices. En la estructura tipo A, el
empaquetamiento es monoclinico con cuatro moléculas de agua por celda unidad.
En contraste, la estructura tipo B tiene un empaquetamiento hexagonal, lo cual da
lugar a un canal interior que puede albergar alrededor de 36 moléculas de agua por
celda unidad. La estructura cristalina del granulo de almidén esta determinada por la
longitud de las cadenas entre las ramificaciones de las moléculas de amilopectina.
Si tiene una longitud menor que 19.7 de unidades de anhidroglucosa, el granulo
mostrara un patrén tipo A, mientras que si esta cadena es incrementada a 21.6
unidades, mostrara un patron tipo B. Para valores intermedios se describe un patrén

tipo C, el cual es una mezcla de ambos patrones (Vazquez y col., 2012).
1.2 Propiedades del almidén
1.2.1 Gelatinizacion

Una propiedad que tiene el almidon es la facilidad de hidratarse cuando se somete a

agua fria, la cual, al ser calentada provoca un hinchamiento en el granulo que
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provoca la ruptura de éste, exponiendo las cadenas de amilosa y amilopectina y
produciendo una suspension viscosa. Para que esta serie de cambios se lleve a cabo
se necesita llevar dicho almidén a lo que se le conoce como “temperatura de
gelatinizacion”, en donde el granulo pierde su estructura ordenada. Esta temperatura
variara segun el origen del almidon, misma temperatura que tendrd un intervalo de
accion de aproximadamente 10°C. La entalpia de gelatinizacion puede relacionarse
con la pérdida o ganancia de orden molecular y la temperatura de gelatinizacion es
considerado un parametro de grado de cristalinidad, por lo que los parametros
térmicos pueden dar una idea del grado de ordenamiento en la estructura de un
determinado almiddn, y con ello también ser considerado segun sus caracteristicas
como aditivo segun las necesidades de los productos, considerandose estos

parametros (Singh-Gujral y col., 2013).

La gelatinizacién tiene un papel importante en la digestibilidad del almidon ya que en
su forma nativa este se ha encontrado que es mas resistente al ataque enzimatico,
mientras que, en su forma gelatinizada, es mas susceptible al atagque enzimatico que
su forma nativa y retrogradada al encontrarse el interior de los granulos mas

expuestos (Wang y Copeland, 2013).

En el Cuadro 3 se muestran propiedades térmicas de los almidones segun su origen
botanico (Gil, 2010). La temperatura inicial de gelatinizacion es la temperatura a partir
de la cual comienzan a hincharse y romperse los primeros granulos, la temperatura
pico es la temperatura a la cual el 50% de los granulos han sido destruidos debido al
colapso de su estructura y absorcion de agua, el punto final es el punto en donde
gelatinizado la totalidad de granulos y el almidon ha perdido su birrefringencia. La
variable R es el rango promedio de temperatura durante la cual ocurre todo el
proceso de gelatinizacion, mientras que AH es el diferencial de entalpia del proceso
el cudl se relaciona a la cantidad de energia para llevar a cabo la gelatinizacion (Coral
y col., 2009).



Cuadro 3. Propiedades térmicas de gelatinizacion de almidon obtenido de diversas

fuentes.
Muestra de To (°C) Tp (°C) Tc (°C) R (°C) AHI/(J/g)
almidén
Papa 59.0+0.6 & 63.6+0.6 | 69.5+0.6 10.5 16.1+1.0
Maiz 66.1 +0.2 71.0+0.3 75.8+0.6 9.7 12.8+0.3
Frijol pinto 67.6 +0.6 73.6 +0.5 79.7+1.0 121 14.3+0.8
Frijol rojo 65.7+ 0.7 72.8+0.1 80.2+1.6 14.5 149+0.5
Frijol negro | 64.4+0.4 72.0+0.8 79.0+0.7 14.6 13.1+1.0
Frijol Navy 63.8+0.1 71.7+0.3 79.1+0.1 15.3 140 =0.1

(Duy col., 2014)
1.2.2 Retrogradacion

La retrogradacion del almidon es la re-asociacion o la recristalizacion de los
polisacaridos en el almidon gelatinizado, es decir, amilosa y amilopectina, haciendo
que el liguido se gelifigue. Cuando el almidon nativo se calienta y se disuelve en
agua, se pierde la estructura cristalina de las moléculas de amilosa y amilopectina y
se hidratan para formar una solucién viscosa. Si la solucion viscosa se enfria o se
deja a una temperatura mas baja durante un periodo suficientemente largo, las
moléculas lineales, la amilosa y las partes lineales de las moléculas de amilopectina
retrogradan y se reorganizan de nuevo a una estructura mas cristalina. Las cadenas
lineales se colocan paralelas y forman puentes de hidrogeno. La retrogradacion trae
consigo cambios de textura y sabor, ademas de que disminuye la digestibilidad del
almidon. La retrogradacion del almidon se ve afectada por la temperatura de
almacenamiento, composiciones tales como el contenido de agua, azucares, lipidos,
sales y enzimas (Wangy col., 2016). La retrogradacion del almidén estd acompafada
usualmente de cambios fisicos, como el incremento de la viscosidad y turbidez de la
pasta, formacion de gel, exudacion de agua e incremento en el grado de cristalinidad
en la aparicion de polimorfos cristalinos tipo B. El rearreglo y asociacion de cadenas

cortas de amilopectina puede resultar en la formacién de algunos polimorfos tipo B.
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Las cadenas de amilosa dispersas forman asociaciones de doble hélice de 40 a 70
unidades de glucosa mediante puentes de hidrégeno. En almidones no cerosos, es
decir, con considerable contenido de amilosa, la retrogradacion resulta en la
transformacion de la pasta del almidon en un gel firme formado por redes
tridimensionales de amilosa. Las pastas de almidones cerosos (con niveles muy
bajos de amilopectina) forman un gel muy débil, el cual contiene agregados de
amilosa, pero no una red tridimensional (Wang y col.,, 2015). La formacion de
estructuras ordenadas como las dobles hélices y/o cristales como producto de la
retrogradacion incrementa la resistencia del almidon a la hidrdlisis enzimaticas
(Wang y col., 2015).

1.3 Digestibilidad del almidon

El almidon es fuente de energia para el organismo y se utiliza para diferentes
funciones metabdlicas. La digestion del almidon inicia con la hidrdlisis del granulo por
las enzimas digestivas a moléculas mas simples como la glucosa a través de varios
pasos. La a-amilasa salival actia muy eficazmente sobre el almidén, pero se degrada
facilmente en el medio &cido del estbmago y, por tanto, juega un papel secundario
en el proceso de digestion del almidén. La mayor parte de la hidrdlisis del almidén es
llevada a cabo por la amilasa pancreatica, que se libera en el intestino delgado a
través del conducto pancreético. La a-amilasa cataliza la hidrdlisis de a-(1-4) enlaces
glucosidicos en amilosa y amilopectina de almidén. Los productos de hidrélisis final
de la digestiéon con amilosa son principalmente maltosa y maltotriosa (Dhital y col.,
2015). Los resultados obtenidos del analisis del contenido intestinal de seres
humanos sugieren que los productos de hidrdlisis de la amilopectina consisten
principalmente en dextrinas u oligosacéaridos ramificados. Estos productos se
difunden del lumen intestinal hacia el borde cepillo del intestino delgado, en donde
enzimas especificas como oligosacaridasas y disacaridasas descomponen estos
sacaridos en glucosa. La glucosa se absorbe a través de la membrana intestinal y se
transporta via vena porta hacia el higado. El higado mantiene los niveles de glucosa
en sangre convirtiendo la glucosa en glucosa-6-fosfato y glucégeno serviran como
sustratos para procesos metabdlicos intracelulares (Brennan, 2005).
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El proceso y grado de hidrolisis del almiddn in vitro e in vivo esta significativamente
influenciado por las caracteristicas del almidon y la composicion de la matriz

alimentaria (Singh y col., 2010).
1.3.1 Factores que afectan la digestibilidad del almidén

La estructura del almidon es un factor que afecta su digestibilidad. El almidon posee
un ordenamiento complejo que da lugar a una estructura semicristalina debido al

empaquetamiento de las lamelas de amilopectina.

Dicho arreglo influye de manera importante en la digestion del almidon en sus
diversas etapas: en primer lugar, la difusién de las enzimas hacia el sustrato se ve
afectada por el impacto de la porosidad de éste; ademas, la absorcién de la enzima
en el sustrato y el evento hidrolitico en si mismo también se ven influenciados por la
estructura del almidén. Las interacciones del almidon con la fibra, proteina y otros
componentes pueden impedir la difusién y la absorcion efectiva de las enzimas. El
tamafo de particula de almidon también tiene un papel importante en la hidrdlisis ya
que se ha observado que los granulos mas pequefios tienen una mayor

susceptibilidad a la accién enzimatica (Lehmann y Robin, 2007).

Entre otros diversos factores que pueden afectar la digestibilidad enzimética del
almidon y la respuesta glucémica, también se dispone de informes sobre los efectos
de la viscosidad de la matriz alimenticia. La textura fisica del alimento puede afectar
la digestion del almidén y la absorcién de los productos de la hidrélisis (Grajales-
Garcia, 2010).

Los arreglos cristalinos tipo A o tipo B tienen una influencia marcada en la
digestibilidad. Se ha reportado que el arreglo tipo A es mas susceptible a la hidrélisis
gue el arreglo tipo B. Los almidones que presentan un arreglo tipo A tienen dobles
hélices mas cortas y muestran mayor cantidad de almidén rapidamente digerible y
almidon lentamente digerible, comparando con el arreglo tipo B, que presenta un alto

contenido de almidon resistente (Lehmann y Robin, 2007).
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Ademas, durante el proceso de gelatinizacion las cadenas de amilosa pueden formar
complejos con los &cidos grasos, que pueden afectar la digestibilidad del almidén.
Durante el procesamiento de alimentos, la amilosa retrograda mas rapidamente que
la amilopectina, lo cual también afecta la digestion del almidén (Tharanathan y
Mahadevamma, 2003).

La industria estd utilizando una amplia gama de técnicas para procesar diversos
materiales alimenticios. El procesamiento conduce a una alteracion de la estructura
alimenticia y también influye en las caracteristicas nutricionales de los alimentos,
incluyendo la digestibilidad del almidén. Cuando las moléculas de almidon se
calientan en exceso de agua, la estructura cristalina se rompe y las moléculas de
agua se unen por enlaces de hidrogeno a los grupos hidroxilo expuestos de amilosa
y amilopectina, lo que provoca un aumento en el hinchamiento y la solubilidad de los
granulos. Por lo tanto, la actividad del agua o la disponibilidad de agua es un factor
importante que determina el grado de digestibilidad del almidén a través de la

hidrolisis enzimatica (Singh y col., 2010).
1.4 indice glucémico

El indice glucémico mide la manera en que los alimentos con carbohidratos, al ser
consumidos, elevan la cantidad de glucosa en sangre. Esto se lleva a cabo realizando
la comparacion con un alimento de referencia que puede ser glucosa o pan blanco.
Un alimento con un alto indice glucémico eleva los niveles de glucosa en sangre mas

que un alimento con un indice glucémico medio o bajo (Soriano, 2006).

En el Cuadro 4 se muestra el impacto en indice glucémico en almidones con diferente

cantidad de almidén resistente.
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Cuadro 4. Efecto del tratamiento en el indice glucémico de almidén y almidén

resistente.
Alimento Almidén (%o en  Almidon resistente indice
peso en b.s) (% en peso en b.s) glucémico
Papas horneadas 94 <1
93
Pan blanco 88 1 70
Frijoles negros 60 5 30
cocidos
Frijoles pintos 61 5 39
cocidos
% en peso en b.s= porcentaje en peso en base seca. (Croshy, 2015)

1.5 Almiddn resistente

El “almidon resistente” difiere del almidén de digestion rapida (tal como el almidén de
maiz Argo) ya que este tipo de almidon no es digerido totalmente en el intestino
delgado siendo capaz de resistir procesos fisicos/enzimaticos de degradacion, y
llegando intacto al intestino grueso donde sirve como agente prebidtico para las
bacterias intestinales, lo que resulta en un aumento en la produccién de acidos
grasos de cadena corta. Otros tipos de almidones de facil digestion y azlcares mas
simples son digeridos por enzimas en el intestino delgado y son convertidos en
glucosa, lo cual dispara los niveles de glucosa en la sangre considerablemente.
Como se menciono, el consumo de almidon resistente tiene un impacto significativo
en la formacion de acidos grasos de cadena corta ya que pueden modular la
microbiota intestinal, la cual metaboliza eficientemente el almidon resistente
produciendo estos acidos. Los acidos grasos de cadena corta son el combustible
mas importante para el color y ejercen accion trofica sobre el intestino delgado y
colon. Existen tres principales funciones de los &cidos grasos de cadena corta:

prevencion de la atrofia del tracto gastrointestinal secundaria a la nutricién parenteral,
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promocion de la cicatrizacion de heridas a nivel intestinal, y prevencion de la

translocacién bacteriana a nivel intestinal (Mora, 2002).

Ademas, el almidén resistente se caracteriza por tener bajos niveles de indice
glucémico, reduccion de respuesta a la insulina, saciedad y contenido calérico, por
lo que sus caracteristicas lo hacen atractivo en su consumo para prevenir
enfermedades asociadas con la dislipidemia y para el desarrollo de nuevas dietas

para el tratamiento de diabetes tipo 2 y enfermedades del corazén (Higgins, 2004).

1.5.1 Beneficios a la salud del almidon resistente

Debido a su resistencia a la digestion, el almidon resistente (AR) puede incrementar
la produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) por la fermentacion
microbioldgica en el colon. Los principales AGCC son el acido acético, propionico y
butirico los cuales sirven como fuente de energia para las células epiteliales
colonicas y como mensajeros quimicos para el tejido adiposo. Se ha demostrado que
estos acidos poseen accion antiinflamatoria y con efecto antiproliferativo en células
del colon, previniendo el cancer de colon, obesidad y resistencia a la insulina (Yuan
y col., 2016).

Se han llevado a cabo estudios del efecto antidiabético de alimentos con altos
contenidos de AR como Cao y col., (2007) reportaron que el consumo de arroz con
13.82% de AR puede controlar diabetes y reducir glucosa en sangre, mejorando el

metabolismo de lipidos en comparacion al arroz normal con 2.59% de AR.

Del mismo modo se ha observado que el consumo de arroz rico en almidén resistente
y selenio mostr6 un efecto antidiabético considerable en ratones. Estos mostraron
menores niveles de glucosa en sangre que los controles diabéticos. Ademas de
menores niveles de lipidos séricos y niveles de insulina. Llegando a la conclusién de
gue una terapia nutricional de arroz rico en selenio y almidon resistente podria servir

como auxiliar en el control de la diabetes tipo 2 (Yuan y col., 2016).
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Estudios similares sugieren que las disminuciones en los niveles de glucosa en
sangre de ratas diabéticas alimentadas con AR se regulan a través de la alteracion
de los niveles de expresion de los genes relacionados con el metabolismo de la
glucosa y la mejora de la disfuncion pancreatica. Dado que las dietas de bajo indice
glucémico y el aumento del consumo de alimentos que contienen fibra reducen el
riesgo de enfermedades relacionadas con la obesidad como diabetes vy
enfermedades cardiovasculares. Sustituir el almidon altamente digerible por almidén
resistente es beneficioso para el control del peso y glucosa en la sangre (Suny col.,
2017).

1.5.2 Tipos de almidon resistente

Dentro de los almidones resistentes existen 5 diferentes formas las cuales se
clasifican en tipo I, Il, lll, IV y V (Sajilata y col., 2006).

Tipo |: Representa aquellos almidones que son resistentes debido a que son
fisicamente inaccesibles, se encuentra como granos parcialmente molidos o algunos
tipos de almidones procesados. Es resistente al calor y es parte de una gran variedad

de alimentos.

Tipo II: Es aquel almidon resistente a la digestion enzimatica. Su estructura compacta
impide la accesibilidad de las enzimas y varias amilasas. El almidén tipo | y Il se

digieren muy lenta e incompletamente en el intestino delgado.

Tipo lll: Representa la fraccion mayoritaria de almiddn resistente y es principalmente
de amilosa retrogradada formada durante el enfriamiento de almidén gelatinizado.
Por lo que los alimentos han sido calentados con humedad contienen este tipo de
almidon. Este tipo de almidon es completamente resistente a la digestion por
amilasas pancreéticas.

Tipo IV: Son almidones resistentes que se forman a partir de nuevos enlaces
quimicos distintos de a-1,4 y a-1,6. Estos almidones modificados pueden ser

obtenidos por diversos tratamientos quimicos (Sajilata y col., 2006).
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Tipo V: Derivan de la interaccion de &cidos grasos o alcoholes de cadena larga con

las dobles hélices de amilosa para formar un complejo cristalino.
1.5.3 Almidon resistente tipo V

Las estructuras cristalinas tipo V estan formadas por hélices simples con una
molécula acomplejante dentro de éstas. Dichas hélices estan enrolladas sobre si
mismas con seis residuos de glucosil por vuelta. Las moléculas acomplejantes
reemplazan las moléculas de agua iniciales en el canal de la hélice y
subsecuentemente son atrapadas en el interior de la nueva hélice simple formada,
uniéndose al interior hidrofébico de la hélice de amilosa (Figura 6). La hélice-V puede
existir con o sin la molécula acomplejada después de su formacion inicial (Erno,
2002).

Los lipidos que han mostrado formar complejos helicoidales con amilosa incluyen

acidos grasos libres, monoglicéridos, fosfolipidos y alcoholes de cadena larga.

Hélice de amilosa

Cadena hidrofobica

Figura 6. llustracién esquematica de la interaccion molecular lipido-amilosa (Obiro y
col., 2012).

La formacién del complejo lipido-amilosa trae consigo modificaciones funcionales en
el almidon, tales como propiedades de pasta, retrogradacion, capacidad de absorcion

de aceite y agua, solubilidad, capacidad de hinchamiento, y viscosidad (Ernd, 2002).
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1.5.3.1 Estructura del almidon resistente tipo V

Los cristales tipo V pueden ocurrir en un estado seco o himedo, designados como
Va y Vh, respectivamente. La amilosa Vh esta estructurada como una hélice simple
conformada por seis unidades de glucosa por vuelta y es estabilizada por una intensa
red de enlaces de hidrégeno entre moléculas de agua intrinsecas y grupos hidroxil
adyacentes en la superficie exterior de la hélice. Estos enlaces de hidrégeno dentro
de la hélice de amilosa han demostrado que ocurren entre moléculas de agua y los
oxigenos 02, 03, O5 y 06 de los residuos de glucosil en una estructura polimérica
de V-amilosa. El diametro de la hélice de V-amilosa esta determinada por el agente
acomplejante, en el caso de los acidos grasos libres y alcoholes lineales, se
determind que son seis residuos de glucosil por vuelta, 7 residuos por vuelta en el
caso de compuestos alquilo ramificados, y ocho residuos para compuestos mas
grandes. A estos se les refiere como V6, V7 y V8-amilosa, respectivamente (Obiro y
col., 2012). Por lo tanto, la cabeza polar actia como un "corcho" después de la

introduccion helicoidal de la cadena alifatica (Erno, 2002).

Como se menciond anteriormente, los complejos de V-amilosa pueden ocurrir de
manera anhidra (Va) o de manera hidratada (Vn), dando como resultado dando

diferentes patrones de difraccion de rayos X ) (Erno, 2002; Obiro y col., 2012)

1.5.3.2 Tipos de almidon resistente tipo V

El complejo V-amilosa puede ser clasificado como tipo | y tipo I, dependiendo de la
temperatura de fusion de la estructura cristalina. El tipo | generalmente tiene una
temperatura de fusion de entre 94 y 104°C, mientras que el tipo Il tiene una
temperatura mas elevada, entre los 115y 121°C. Los complejos tipo | consisten en
estructuras parcialmente ordenadas sin regiones cristalinas distinguibles, mientras
gue los complejos de amilosa-V tipo Il estan aparentemente compuestos por
estructuras cristalinas/semicristalinas distintas. El complejo tipo Il puede ser
subdividido en tipo llay lIb. Las dos difieren ligeramente en el grado de cristalinidad

o la perfeccién de sus dominios ordenados. Los complejos tipo lla tienen un punto
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de fusion aproximado de 115°C y el tipo Ilb cerca de los 121°C (Panyoo y
Emmambux, 2016).

1.5.3.3 Estabilidad térmica del complejo lipido-amilosa

Como se ha mencionado los complejos lipido-amilosa exhiben una transicion térmica
a altas temperaturas, aproximadamente a 100°C en exceso de agua, lo cual se
interpreta como la disociacion del complejo. Sin embargo, esta transicion es
termorreversible, es decir, el complejo es capaz de reformarse una vez que se ha
enfriado el sistema. La temperatura de transicion, y, por lo tanto, la estabilidad
térmica del complejo, esta determinada por las propiedades del lipido acomplejado.
Las propiedades de dicho lipido influencian la temperatura de transicién, por ejemplo,
la longitud de la cadena, el grado de insaturacién, y otros factores como el contenido
de agua. Se ha encontrado que la estabilidad térmica incrementa conforme aumenta
la longitud de la cadena del acido graso y disminuye con el incremento de
insaturaciones. Esto se puede relacionar a la cantidad de enlaces de H que pueden

ocurrir dentro de la hélice para estabilizarse (Erno, 2002).

1.5.4 Preparacion de almidon resistente mediante tratamiento térmico

Se ha observado que ciertos tratamientos térmicos tienen impacto en la formacion
de almidones resistentes; es el caso de la coccién a vapor, donde se observé que
los almidones aislados de varias leguminosas que eran calentadas al vapor eran
ricos en almidones resistentes, mientras que en los frijoles crudos no se observo un
contenido significativo (Tovar y Melito, 1996). Esto sugiere que la retrogradacion es
la principal responsable de la disminucion de la digestibilidad. Se ha reportado que
tanto el vapor prolongado como el calentamiento a presion en seco disminuyen de 2
a 3% el contenido de almidén digerible (estimado enzimaticamente) de frijoles
enteros, lo que indica que estos tratamientos pueden inducir la formacion de otros

tipos de almidén indigerible (Sajilata y col., 2006).

Un tratamiento que aumenta el contenido de almiddn resistente, es el horneado. En

un estudio realizado para evaluar el efecto de la coccién sobre la formacion de
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almiddn resistente, se horned plan blanco y se dividié en 3 fracciones (miga, corteza
interna y corteza externa). Se encontrd que los niveles de almidén eran mas altos en
masa y mas bajos en corteza exterior después de hornear durante 35 min. Los
niveles de almidén resistente fueron los mas bajos en masa y mas altos en miga
después de hornear durante 35 min. Un producto horneado a baja temperatura y
largo tiempo contenia cantidades significativamente mayores de RS que el pan
horneado en condiciones normales (Lilieberg y col., 1996). El nivel mas alto de RS
se observo en el pan horneado de larga duracién basado en harina de cebada con

alto contenido de amilosa (Tharanathan y Tharanathan 2001; Sajilata y col., 2006).

1.6 Principios de la extrusion

La extrusion es comunmente definida como un proceso termomecénico, en el cual
los materiales son fisica y quimicamente transformados debido al estrés mecanico y
térmico generado por los tornillos rotando y el sistema de calentamiento, y después
siendo expulsado y formado, ejerciendo una presion sobre él a través de un dado.
La extrusion es un proceso continuo en combinacion de multiples operaciones
unitarias como el transporte, compresion, mezclado, plastificado, derretimiento,
cocimiento, desnaturalizacion, fragmentacion, texturizacion, formado, extrusion

reactiva, separacion, entre otros (Azad, 2016).

1.6.1 Usos de la extrusion

Una de las areas de aplicacién comun es el procesamiento de cereales en el cual se
utiliza la tecnologia de extrusion para convertir las harinas de cereales amasando,
cocinando / plastificando, formando y estructurando a productos alimenticios listos
para comer, e ingredientes funcionales. En el caso de los cereales para el desayuno.
y los refrigerios, la alta temperatura y la presion durante la coccion de la masa a base
de almidon y la alta caida de presion en la matriz del extrusor provocan una
evaporacion del agua en la salida de la matriz. Esta evaporacién conduce a la
formacion de particulas (nucleacion) y al crecimiento dentro de la masa y es
responsable de la expansion significativa del producto que resulta en sus

propiedades sensoriales especificas, es decir, sabor, crujido, crujiente y "sensacion
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en la boca" (Horvat y col., 2013). Otra area de aplicacidn Unica es el procesamiento
de proteinas, en el que las proteinas a base de plantas o productos lacteos se
extruyen y luego se texturizan / estructuran para producir analogos o sustitutos de
carne y productos lacteos. En aplicaciones de encapsulacion, el extrusor se utiliza
para mezclar y dispersar liquidos en matrices basadas en polisacaridos altamente
viscosos, como el almidon. Los sistemas de administracion basados en lipidos que
contienen los bioactivos o aceites aromaticos se dispersan en los polisacaridos, que
se plastifican por el calor y la cizalladura proporcionados por el extrusor. Al pasar y
salir de la matriz del extrusor, la dispersion se conforma y solidifica al enfriar y
evaporar el agua, lo que lleva a la matriz de polisacarido a un estado vitreo,
restringiendo la difusién molecular y mejorando la estabilidad del producto (Azad,
2016).

También se ha utilizado la extrusion como medio de obtencion de almidon resistente,
debido a su capacidad térmica. Se han encontrado indicios de la formacién del
complejo tipo V al afiadirse lipidos a almidén de maiz con 10% de goma guar, y 2%
de &cido diacetil tartarico y acido citrico. Dichos almidones fueron extruidos en un
extrusor de doble tornillo con 18% de humedad, a 150°C y con 180 rpm. Los
resultados de difraccion de rayos X mostraron la formacion de un patrén de difraccion

tipo V, caracteristico del complejo lipido-amilosa (Adamu, 2001).
1.7 Microestructura de almidones por DRX (difraccién de rayos X)

Dado que la estructura del almidon es un factor importante que afecta su
digestibilidad, se han desarrollado diferentes técnicas para medir ésta propiedad. La
difraccion de rayos X es una técnica que consiste en bombardear un material con
electrones de alta energia. Esta energia, tiene origen en la interaccion de electrones
incidentes con los electrones de las capas internas de los atomos; una colision
expulsa un electron y un electron de mayor energia desciende a la vacante, emitiendo
el exceso de energia como un fotdn de rayos X, dichos fotones son medidos a travées

de un detector que traduce dichas sefales en forma de picos.
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Esta técnica puede utilizarse para obtener informacion estructural de materiales, ya
que los patrones de difraccibn son caracteristicos para determinados tipos de

materiales con propiedades semicristalinas o cristalinas (Cortés y col., 2006).

Chen y col. (2006) estudiaron la microestructura y morfologia de diferentes tipos de
almidén de maiz con diferente contenido de amilosa/amilopectina utilizando
difraccion de rayos X. El almidon estudiado mostré estar compuesto principalmente
por dos tipos de estructuras cristalinas (tipo Ay B). En donde el tipo A se encuentra
principalmente en almidones de cereales como el maiz, trigo y arroz. Y el tipo B
encontrado en tubérculos, frutos y tallos como almidones de papa y platano. Se
encontré una estructura tipo C conformada por una combinacion del tipo Ay B en

frijol.

En la Figura 7 se observan diferentes patrones de difraccion caracteristicos en
almidén ceroso y normal (con 0 y 23% de amilosa respectivamente) tipicos de tipo A
con picos marcados en 15°, 17 y 23° con un doblete grande entre ellos. Mientras que
los almidones G50 Y G80 (almidon de maiz con 50 y 80% de amilosa,
respectivamente) tienen un pico de difraccién grande alrededor de 16°C y picos mas
pequefios en 18, 20 y 22°, ademas de un pico adicional a 4°. Estos ultimos patrones

son caracteristicos de almidoén tipo B (Chen y col., 2006).

Maiz ceroso

MN\MJ\,——"
|

GBD

Densidad

Figura 7. Patrones de difraccion de rayos X de almidones con diferentes contenidos

de amilosa/amilopectina (Chen, 2006).
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Del mismo modo Han y col. (2007) y Martinez y col. (2007) encontraron en estructura
del almidon tipo A picos pronunciados en 14, 16.9, 17.6 y 22.9°. Los picos con mayor
intensidad se atribuyen a un nivel mayor de cristalinidad, mientras que los picos
débiles bajo nivel de cristalinidad en los granulos. Estos patrones variaran del tipo de
almidon segun sus diferencias estructurales como la longitud de las cadenas de la
red de amilopectina, densidad de empaquetamiento en los granulos, y la presencia

de agua (Han y col., 2007; Martinez y col., 2007).

* Tipo A: La longitud de las cadenas de amilopectinas es de 23 a 29 unidades de
glucosa. El puente de hidrégeno entre los grupos hidroxil de las cadenas de
amilopectina da paso a la formacion de una estructura de doble hélice. Las cadenas
lineales de amilosa se empaquetan con las cadenas lineales externas de

amilopectina a través de puentes de hidrogeno. Comun en cereales.

* Tipo B: La longitud de las cadenas de amilopectina es de 30 a 44 unidades de

glucosa con agua difundida internamente. Comun en papa y platano.

* Tipo C: La longitud de las cadenas de amilopectina es de 26 a 29 unidades de
glucosa, se considera una combinacion de la estructura tipo A y B. Comun en

chicharos y frijoles.

Otros estudios han encontrado que las regiones amorfas contienen principalmente
amilosa y amilopectina menos ordenada. Cada region semicristalina esté

conformada por zonas amorfas y cristalinas (Sajilata, y col., 2006).

Otra de las diferencias entre el almidon tipo A y B radica en la cantidad de agua y en
la manera en que se empaqueta en los cristales. Se ha reportado que almidones
libres de amilosa estan negativamente correlacionados con la cristalinidad relativa
(Imberty y col., 1991).

Como se menciond anteriormente se ha encontrado que la cristalinidad también
depende de la longitud de la cadena de amilopectina. Es sabido ademas que la
amilopectina es el componente cristalino mas abundante en los granulos de almidon.

Sin embargo no se ha encontrado una diferencia clara entre el grado de cristalinidad

23



y la relaciéon amilosa:amilopectina. Por otro lado, y Singh y col., (2007a) atribuyen la
diferencia en cristalinidad en almidones de arroz a las diferencias proporciones de
amilosa, y a la longitud de las cadenas de amilopectina (Vandamme y col., 2002;
Singh y col. 2007a, 2007b).

Tester y col. (2000) reportan que, en almidones con alto contenido de amilosa,
pueden contribuir al grado de cristalinidad, sin embargo, se cree que la naturaleza
cristalina en almidones con altos contenidos de amilopectina es debido al
entrelazamiento de las cadenas externas de la amilopectina en forma de doble hélice.
Lo cual se relaciona con regiones ordenadas del espacio llamados “lamelas
cristalinas”. Las hélices dobles dan lugar a patrones geométricos tridimensionales.
Este acomodamiento de &tomos posee las caracteristicas necesarias para
interactuar con las ondas electromagnéticas de los rayos X y producir los patrones
de difraccion caracteristicos (Tester y col., 2004).

Las estructuras cristalinas estan basadas en la doble hélice formada por las
moléculas de amilopectina. En la estructura tipo A, las ramificaciones de amilopectina
son cortas (grado de polimerizacion de 6-15) y unidas por enlaces a-1.6. En la
estructura tipo B, las cadenas de glucosa son mas polimerizadas y pueden actuar
como bases donde las ramificaciones son de la forma Tipo A (Alcazar-Alay y
Meireles, 2015).

Tipo-A
Tipo-A
Tipo-V

Tipo-A

TipoV
Tipo-A

Intensidad

10 i 15 ' 20 ' 25 2Th'eta (°)I

Figura 8. Patrones de difraccion tipo Ay V. Tomado con modificaciones de Sparla 'y
col. (2014).
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También se ha identificado un patron de difraccion llamado patron tipo V, el cual esta
relacionado a complejos de caréacter cristalino formados por el acomplejamiento de
acidos grasos libres, alcoholes de cadena larga, yodo, entre otras moléculas. Este
patron de difraccion se caracteriza por tener picos pronunciados cerca de 13°y 20°,
siendo facilmente diferenciado en comparacion a los otros dos patrones como se

puede observar en la Figura 8 (Sparla y col., 2014).
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2. HIPOTESIS

Se puede obtener almidon resistente tipo V mediante de adicién de lipidos a

diferentes variedades de almidon, usando el proceso de extrusion como reactor.
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3. OBJETIVOS

3.10BJETIVO GENERAL

Determinar los cambios estructurales de tres variedades de almidén adicionado de
diferentes lipidos sometidos a extrusion y correlacionar con la formacion de almidon

resistente tipo V.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la formacién de complejo lipido-amilosa mediante calorimetria de barrido
diferencial en muestras de diferentes fuentes de almidon extrudidas con tres tipos de
lipidos afadidos.

Evaluar el efecto de la formacion del complejo amilosa-lipidos en el perfil de

viscosidad de almidones extrudidos.

Determinar los cambios estructurales de tres diferentes fuentes de almidén

extrudidos con diferentes lipidos afiadidos.
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4. METODOLOGIA
4.1 MATERIALES

Se utilizaron almidones nativos de maiz, papa (Holland Starch Union ®) y arroz.

Ademas, se utilizaron tres acidos grasos: acido oléico (C18:1) “La Guadalupana ®”,

acido estearico (C18:0) “La Guadalupana ®” y aceite de maiz comercial “Cristal ®”.

4.2 METODOS

4.2.1 Elaboracion de muestras

Para la elaboracion del experimento se utilizaron tres lipidos diferentes: &acido
estearico, acido oléico y aceite de maiz comercial puro. Cada uno de estos lipidos

fue evaluado a 5y 10% (p/p).

Para las muestras de &cido oléico y aceite de maiz se elaboraron a partir de 120 g
de almidon de maiz a los cuales se les afiadi6 el 5 0 10% del peso segun el &cido
correspondiente, y posteriormente se homogenizé con una batidora de mano (Black
& Decker, Ergo 5) durante 5 minutos. Después, se agreg6 una cantidad de agua
necesaria para lograr una humedad aproximada del 35% y se homogenizé durante 5

minutos.

Las muestras de acido estedrico se realizaron pesando la cantidad de acido graso
en un vaso de precipitados y se agregé la mitad de la cantidad de agua
correspondiente para lograr una humedad aproximada del 35% en la muestra. Esta
mezcla fue calentada hasta lograr la completa fusién del acido graso. Se agregdé
rapidamente a los 120 g de almidén de maiz y se homogenizé con una batidora
durante 5 min. Se agrego la segunda parte de agua a la mezcla y se homogenizo

durante 5 minutos.

El control (almidon de maiz con 0% de lipidos agregados) y cada muestra fue

elaborada por duplicado.
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Las muestras fueron guardadas en bolsas herméticas en condiciones ambiente

dejandose reposar durante 12 horas antes de su procesamiento.
4.2.2 Procesamiento de muestras por extrusion

Se alimenté manualmente cada muestra al extrusor (Tecnologia desarrollada en
CICATA-IPN, Qro., solicitud de patente MX/a/2007/016262) de tornillo simple y se
hizo salir a través de un dado con forma circular de aproximadamente 5 mm de
didmetro, utilizando una temperatura de precalentamiento de 85°C y una temperatura
de salida de 95°C con una frecuencia de 15 rpm. Posteriormente las muestras fueron
secadas en un horno Excalibur de 5 rejillas a 40°C durante 24 h, molidas y tamizadas
con una malla #60. Las muestras fueron guardadas a condiciones ambiente lejos de

la luz solar y etiqguetadas para sus posteriores determinaciones.

4.2.3 Determinacion de las propiedades térmicas

Los andlisis de calorimetria diferencial de barrido se realizaron de acuerdo a la

técnica descrita por Ma y col. (2017) con algunas modificaciones.

Previamente, se determind el contenido de humedad de las mezclas colocando 3 g
de muestra procesada en un horno (Binder FD 53-UL) a 110°C durante 3 h. Se

calculé la pérdida de agua por diferencia de peso.

Una vez que se midi6 el contenido de humedad, se pesaron 0.5 g de cada muestra
en una bolsa hermética, y se agregé la cantidad de agua necesaria para alcanzar
una humedad del 60%. La muestra se dejé reposar por 30 min antes de realizar las

mediciones.

Se utilizé un calorimetro Mettler Toledo, modelo DSC 1 Star System pesando 10 mg
de muestra en un crisol de aluminio. Las determinaciones se realizaron a una
temperatura de 30 a 130°C con una tasa de incremento de 10°C/min A partir del
termograma que proporcioné el software del equipo, se calculd la temperatura inicial
(To), temperatura pico (Tp), temperatura final (Te) y el cambio de entalpia (AE), tanto

de gelatinizacion como de la interaccion amilosa-lipidos.
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4.2 .4 Perfil de viscosidad

Para la determinacion de la viscosidad se utiliz6 un reémetro Anton Paar modelo
MCR 101 siguiendo la técnica descrita por Zhou y col. (2016) con ciertas
modificaciones. Brevemente se pesaron 1.5 g de muestra en la celda del reémetro y
se agrego 19.5 mL de agua destilada. Se realiz6 un andlisis de viscosidad con una
rampa de temperatura de 50 a 93°C manteniéndola constante a esta temperatura por
6 minutos y posteriormente descendiendo hasta los 50°C. A partir de los perfiles de
viscosidad se obtuvieron la viscosidad minima, viscosidad maxima, viscosidad final

y temperatura de pasta.

4.2.5 Difraccion de rayos X

Las muestras fueron analizadas en base a la técnica descrita por Wang y col. (2016),
utilizando un difractémetro UIV usando la configuracion de Bragg Brentano (BB) y

usando un detector de centelleo a una velocidad de 0.5°/min en un rango de 5 a 50°.

4.2.6 Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

Las muestras fueron caracterizadas en base a la técnica descrita por Sukhija y col.
(2016), usando un espectrofotometro FTIR (Perkin Elmer, Spectrum Two) con ATR
(Attenuated Total Reflectance). La transmitancia fue medida en un rango de nimero
de onda de 600 a 4000 cm™.

4.2.7 Microscopia electronica de barrido (SEM)

En andlisis morfologico de los granulos se llevo a cabo segun lo descrito por Sukhija
y col. (2016), utilizando un microscopio electronico de barrido (Jeol, JISM-6060 LV).
La muestra se depositd sobre un portamuestras con una cita de doble cara adherida
y fue recubierta con oro. Se examinaron las muestras con un voltaje de aceleraciéon

de 10 Kv a diferentes aumentos.
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4.3 DISENO EXPERIMENTAL
4.3.1 Andlisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando un modelo de andlisis de varianza (ANOVA), y por
una comparacion de medias con la prueba de Tukey (a= 0.05) usando el software
estadistico MiniTab 2017.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Determinacion de las propiedades térmicas

La calorimetria de diferencial de barrido (DSC por sus siglas en inglés) es una técnica
en la cual se monitorea el flujo de calor hacia una muestra respecto al tiempo o se
modifica la temperatura bajo una atmésfera especifica, utilizando un material de
referencia. Los termogramas obtenidos en DSC permiten el analisis y obtencion de
datos de transiciones exotérmicas o endotérmicas (de primer o segundo orden),
obteniendo la temperatura, asi como el diferencial de entalpia de estas transiciones
(Groenewoud, 2001). En el Cuadro 5 se muestran los resultados de las propiedades
térmicas del almidon de maiz, papa y arroz sometidos a proceso de extrusion y

adicionados de diferentes acidos grasos.

Cuadro 5. Propiedades térmicas del almidon extrudido adicionado con diferentes

acidos grasos.

Condiciones de proceso Calorimetria diferencial de barrido
Gelatinizacion Interaccion amilosa-lipidos

Almidén Acido Concentracién To Tp Te AE | To Tp Te (°C) AE
graso (%) (C) | (°CQ) | (°C) | (J/g) | (°C) () (J/9)

Nativo NA 66.91 | 72.91 | 79.63 | 3.85 - - - -
Extrudido 0 715 | 78.95 | 88,53 | 1.29 | 98.52 | 106.19 | 112.03 0.34
Acido 5 69.24 | 76.23 85.3 1.31 | 100.59 | 109.95 | 116.34 0.82
\% esj[eérico 10 67.78 | 75.08 | 85.09 | 1.77 | 99.53 | 109.32 | 115.87 1.06
= Acido 5 72.88 | 79.53 | 87.53 | 1.15 | 99.52 | 106.23 | 112.08 0.48
oleico 10 72.65 | 79.96 | 88.88 | 1.34 96.2 106.49 | 112.81 0.88
Aceite de 5 69.11 | 76.29 | 84.98 | 1.77 ND ND ND ND
maiz 10 70.72 | 77.34 | 86.48 | 1.47 ND ND ND ND

Nativo NA 61.02 | 63.9 67.53 | 2.10 - - - -
Extrudido 0 45.96 | 59.48 70 1.77 ND ND ND ND
Acido 5 ND ND ND ND ND ND ND ND
o estearico 10 ND ND ND ND ND ND ND ND
& Acido 5 41.61 | 50.84 | 65.65 | 0.96 | 101.74 | 106.6 | 110.33 0.14
oleico 10 41.54 52 67.3 154 | 9556 | 105.94 | 112.95 0.9
Aceite de 5 42.16 | 54.32 67.8 1.37 ND ND ND ND
maiz 10 46.9 | 58.02 | 67.36 | 0.59 ND ND ND ND

Nativo NA 63.44 | 68.84 | 7541 | 1.74 - - - -
Extrudido 0 70.34 | 75.96 | 84.27 | 1.57 | 113.33 | 11591 | 121.72 0.99
Acido 5 ND ND ND ND 95.37 | 105.08 | 111.76 0.7
E estearico 10 ND ND ND ND | 100.02 | 106.1 | 109.98 0.48
Z Acido 5 69.87 | 74.3 | 79.72 | 0.63 | 105.58 | 107.26 | 111.42 0.14
oleico 10 70.58 | 76.8 83.95 | 0.96 ND ND ND ND
Aceite de 5 69.98 | 75.62 | 83.57 | 1.25 ND ND ND ND
maiz 10 70.67 | 75.96 | 83.02 | 1.24 ND ND ND ND
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Las entalpias de gelatinizacién observadas en los tres almidones extrudidos sin
lipidos afiadidos demostraron ser de menor magnitud en relacion a su respectivo
almidon nativo sin extrudir, estos valores van de 3.85, 2.10 y 1.74 J/g hasta 1.29,
1.77, 1.57 Jlg para maiz, papa y arroz, respectivamente. Esto debido a que durante
el proceso de extrusion el granulo es dafiado estructuralmente, por efecto del calory
el trabajo mecéanico aplicado, de modo que modifica sus propiedades, al romperse
enlaces intermoleculares (Moscicki y col., 2013). La entalpia de una transicion (en
este caso, de la gelatinizacion) esta relacionada con la cantidad de energia requerida
para lograr ésta, por lo que una reduccion de magnitud en el diferencial de entalpia
sugiere que se ha requerido una menor cantidad de energia para lograr la transicion,
como es el caso de los almidones extrudidos con respecto al almidon nativo pues, al
ser extrudidos, los granulos han sido parcialmente gelatinizados, requiriendo un
menor trabajo calorifico para completar dicha transicion (Sandoval-Aldana y col.,
2004).

Se observa que la temperatura inicial (To), pico (Tp) y final (Tr) de gelatinizacién en
todas las muestras de maiz y arroz extrudidas sin lipidos afiadidos se incrementaron
en relacion al almidon nativo (desde To= 66.91, Tp= 72.91, T= 79.63 °C hasta To=
71.5, Tp=78.95, Tr= 88.53 °C en almidén de maiz y desde To= 63.44, Tp= 68.84, Tt=
75.41 °C hasta To=70.34, Tp= 75.96, T+=84.27 °C en almiddn de arroz; mientras que,
en el almidéon de papa, disminuyeron dichas temperaturas (a excepcion de la
temperatura final) desde To= 61.02, Tp= 63.9, Ti= 67.53 ° C hasta To= 45.96, Tp=
59.48, Ti= 70 °C. Este comportamiento se atribuye a que la temperatura de
gelatinizacion esta influenciada por factores intrinsecos como el contenido de
amilosa, distribucion de las cadenas de amilopectina, complejos lipido-amilosa y
grado de cristalinidad (Ma y col., 2017). Se ha reportado que los parametros de To,
Tp, Try AE estan influenciados por la arquitectura molecular de la region cristalina
(Bao y Bergman, 2018). Dicha cristalinidad intrinseca de los granulos puede ser
alterada y disminuida durante la gelatinizacion a través del proceso de extrusion

hacia un estado mas amorfo (Ye y col., 2017).
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La adicion de &cidos grasos (acido estearico, &cido oléico y aceite de maiz comercial)
a diferentes concentraciones (5 y 10%) mostré un aumento en las To, Tp, y Trcon
respecto el almidén nativo en las tres variedades de almidén utilizados. Sin embargo,
también se observo una ligera disminucion de estas variables respuesta en casi
todas las muestras de dichos almidones con respecto al almidén extrudido sin lipidos
afnadidos. Este fendmeno puede atribuirse a dos razones: la primera es que los
acidos grasos afadidos al tener un caracter hidrofilico en su grupo carboxilico, son
capaces de impedir la difusion del agua dentro de los granulos, que, durante el
proceso de extrusion, limita la capacidad de estos de absorber agua y gelatinizar
(Aytunga y col., 2014). Por tanto, la gelatinizacion y destruccion del granulo
disminuyen (y con ello su arreglo cristalino) en comparaciéon con la muestra sin
lipidos, la cual, fisicoquimicamente, estaria mas vulnerable a la modificacion de
cristalinidad, trayendo consigo una mayor modificacion en las To, Tp,y Tt con respecto
al almidon nativo. La segunda razoén, es debido a la formacién de complejos de
amilosa con acidos grasos, pues, estos complejos lipidicos podrian actuar como
agentes de reticulacion en un sistema de almidon. Se ha reportado que la formacion
de dichos complejos tiene la capacidad de modificar, tanto las caracteristicas
funcionales del almidén como su capacidad de formar pasta, de retrogradacion y de

absorcion de agua, solubilidad y gelatinizacion (Panyoo y Emmambux, 2016).

Por otro lado, las entalpias de gelatinizacién de las muestras con acidos grasos
fueron de menor magnitud con respecto al almidon nativo, como ya se mencioné
anteriormente, debido a los cambios estructurales del almidon durante la extrusion,
sin embargo, con respecto a las muestras sin lipidos afiadidos no se observa un
efecto claro sobre este parametro. La literatura reporta, que un aumento en la
entalpia en muestras de almidon con lipidos, se atribuye a los requerimientos
energéticos que tiene el lipido al formar parte de la muestra (Okumus y col., 2018).
Por otro lado, también se ha reportado que la disminucion de la entalpia de
gelatinizacion en muestras con acidos grasos agregados es resultado de reacciones
de gelatinizacion (endotérmicas) y formacibn de complejos lipido-amilosa

(exotérmicas) llevadas a cabo al mismo tiempo (Aytunga y col., 2014).
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La mayoria de los tratamientos de almidon con 4cidos grasos afadidos presentaron
dos endotermas, una se atribuye a la gelatinizacién y la otra a la disociacion del
complejo lipido-amilosa (Aytunga y col., 2014; Okumus y col., 2018; Reddy y col.,
2018). Se ha reportado en analisis calorimétricos de almidones gelatinizados, que,
durante largos periodos de calentamiento (6 a 24 h, a 90°C) en presencia de acidos
grasos, se presenta la formacion de tres endotermas localizados entre 63-67 °C, 97-
115 °Cy 112-135 °C, siendo asignadas a la gelatinizacion, disociaciéon de complejo
lipido-amilosa tipo I, y disociacion de complejo lipido-amilosa tipo Il, respectivamente
(Reddyy col., 2018). En el presente trabajo no se observo la formacion de una tercera
endoterma a la temperatura caracteristica de la disociacién lipido-amilosa tipo Il. Esto
se puede atribuir a que se requieren tiempos de reaccidbn mas prolongados y/o
temperaturas mas elevadas, pues los tiempos de reaccidon en el extrusor pudieran
ser demasiado cortos para lograr una considerable cantidad de complejos capaces
de ser detectados (Gelders y col., 2004; Reddy y col., 2018).

Las muestras tratadas con acidos grasos libres (acido estearico y oléico)
presentaron, casi en su totalidad, curvas de disociacion del complejo lipido-amilosa
en una temperatura de 98 + 1.66, 98.65 + 4.36 y 100.32 £ 5.11 °C para maiz, papay
arroz, respectivamente. Debido al rango de temperatura en el que aparece este
endoterma se deduce que se trata de la formacién del complejo lipido-amilosa tipo |
(Reddy y col., 2018).

De manera general las entalpias de disociacion del complejo lipido-amilosa en las
muestras de almidén de maiz fueron mayores conforme aumenté la concentracion
del lipido agregado, sin embargo, no se observa una tendencia al comparar las

entalpias de un mismo acido graso en un almidén con otro.

Todas las muestras de almidon tratadas con aceite de maiz comercial no presentaron
la endoterma caracteristica de la disociacion del complejo lipido-amilosa propio del
almidon resistente tipo V. La causa de esto puede deberse a que el aceite de maiz
posee una estructura mas compleja que la de los &cidos grasos libres, pues los

acidos grasos de este aceite se encuentran dentro de micelas, como triacilglicéridos
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(tres acidos grasos unidos a una molécula de glicerol), lo cual podria impedir que los
acidos grasos de estos se asocien dentro de las estructuras helicoidales de la
amilosa. Los acidos grasos libres, al no presentar este impedimento estérico, poseen

una mayor probabilidad de llevar a cabo la formacion de este complejo (Kelley, 1993).

En las muestras de papa tratadas con &cido estearico no se logré observar una curva
de gelatinizacion ya que ésta estaba superpuesta con la curva de punto de fusion de

dicho acido graso el cual fue medido experimentalmente en un rango de 55-68°C.

El almidén de maiz y arroz extrudido sin adicién de lipidos presenta endotermas
caracteristicas del acomplejamiento lipido-amilosa ya que por si mismos, estos
almidones poseen acidos grasos intrinsecos los cuales, bajo un tratamiento térmico
adecuado, pueden dar lugar a la formacion del complejo lipido-amilosa. Por otro lado,
el almidon de papa no contiene cantidades considerables de lipidos, por lo que la
formacion de complejo lipido-amilosa se vuelve menos probable de que ocurra
(Yuryev y col., 2004).

5.2 Perfil de viscosidad

En el Cuadro 6 y la Figura 9 se muestran los resultados obtenidos del perfil de
viscosidad de los almidones extrudidos adicionados con diferentes acidos grasos.

Se observé un efecto significativo (p<0.05) del efecto de la extrusion en la viscosidad
maxima. En las tres variedades de almidén se aprecia una disminucién de la
viscosidad maxima al ser extrudidas sin adicién de lipidos con respecto al almidon
nativo, desde 973 + 13.29, 5499.5 + 78.48, 1523 + 26.87 cP hasta 220.3 + 13.29,
1425 + 24.04, 850 + 26.87 cP para maiz, papa, arroz respectivamente. Lo anterior se
puede atribuir al tratamiento térmico y trabajo mecanico (cizallamiento) al que se ven
sometidos los granulos de almiddn durante la extrusion, lo que irrumpe la integridad
estructural, causando la destruccion de enlaces de hidrégeno inter e
intramoleculares, dificultando su capacidad de absorber agua y, por tanto, de
gelatinizar (Ye y col., 2017). Por lo que, bajas viscosidades, particularmente del pico

maximo, es una caracteristica de los almidones extruidos, que corresponde con los
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resultados obtenidos, en los cuales se podria decir que ha ocurrido una hidrolisis
parcial de los granulos durante la extrusion. Se ha demostrado que las propiedades
de pasta que presenta un almidon extruido, es dependiente de las condiciones a las
cuales se lleva a cabo este proceso. Tales condiciones, como la humedad de la
muestra, temperatura y tiempo de procesamiento tienen una influencia significante
en las propiedades de los almidones. Altas humedades y temperaturas favorecen
altas viscosidades debido a que, por un lado, una mayor temperatura provoca una
mayor ruptura en los enlaces que forman la estructura del almidén y por otro, una
mayor cantidad de humedad, es decir, agua, incrementa la cantidad de esta que
puede entrar a la estructura del granulo, favoreciendo la gelatinizacién y viscosidad,

siendo entonces, un efecto sinérgico entre ambas variables (Ye y col., 2017).
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Cuadro 6. Efecto del tipo de lipido en el perfil de viscosidad de almidones extrudidos.

ona one dae proceso Pe ade dad
Almidén Acido graso Concentracion Visc max. (cP) Visc min. (cP) Visc final (cP) T(°C) de pasta
(%)
Nativo NA 973 +£13.29F 6.36 +£0.18 © 941.9+5.65FC 73.93 £ 0.00 EFab
Extrudido 0 220.3 +8.76 ' 10.25 + 1.05 Cab 220.3 + 8.76 JKbe 73.03 £ 1,19EF.Gab
Acido 5 32.69 + 0.62 Kd 9.84 + 0.52 Cab 32.16 + 0.25 Md 70.11 £ 0.04 C*
% ) estearico 10 29.19 + 2.41 Kd 11.49 £ 0.52 BC2 29.19 + 2.41 Md 71.58 +2.10Fcab
3 Acido oleico 5 266.6 + 20.08 '7P 8.1 +1.81C2ab 196.9 + 23.75 IKiLe 75.38 £ 0.33F2
10 276.8 +8.48 7P 7.48 £0.10 ©P 214 + 24.46 IKbe 75.34 £ 0.30F2
Aceite de maiz 5 324.35+1.76'2 8.24 + 0.71 Cab 324.35+ 1.76 72 72.00 +1.18 F-Gab
10 259 + 18.80 Ibc 7.83 £0.05 P 259 + 18.80 kP 71.98 + 0.06 F-Gab
Nativo NA 5499.5 + 78.48 A 6.73+£0.25¢ 2189 +5.654 66.4 + 0.02 H:e
Extrudido 0 1425 + 24.04 CDb 24.09 £ 6.82 A2 1425 + 24.04 ©Pb 57.09 + 0.04'¢
Acido 5 1742.5 + 47.37 B2 9.54 + 0.07 &P 1725.5 + 47.37 B2 64.16 £ 0.07 "
g estearico 10 160.8 + 96.32 JKd 9.22 +0.36 ©P 157.5 £ 101 KtMd 90.35 + 1.49FC2
s Acido oleico 5 1322.5 + 23.33 PEb 8.75+ 0.35 P 1322.5 + 23.33 PEb 84.47 +0.01 BCh
10 997 + 62.29 F° 8.23 + 0.56CP 964.1 + 77.56 F°¢ 87.19 +.0.00 Bab
Aceite de maiz 5 1224.5 + 26.16 EP° 12.79 + 2.85 BCab 1224.5 + 26.16 EP 57.59 +2.01'd
10 1319.5 + 71.41 DED 18.66 + 3.55 ABab 1319.5 + 71.41PEb 57.52+0.31'd
Nativo NA 1523 +26.87 © 6.63 + 0.60 © 1523 +26.87 € 71 +0.04 FCf
Extrudido 0 850 +15.41FG2 11.85 + 0.74B¢2 850 + 15.41FCGHa 72.66 +0.01 BEFCc
Acido 5 63.19 + 9.85 Ke 11.57 + 0.49BCab 57.33 £ 7.58 -Me 80.22 +0.02P*
é‘ estearico 10 69.05 + 7.20 ke 9.35 + (.82 Cab 60.35 + 6.83 LMe 82.78 + 0.00 ©P2
< Acido oleico 5 740.5 + 30.90 GHed 8.65 +0.15 ©P 740.5 + 30.90 Hled 71.62 + 0.89 F-cd
10 811.5 +20.01 GHab 8.97 £ 0.16 ©ab 811.5 + 20.01¢H!ab 71.39 £ 0.00 F.Ge
Aceite de maiz 5 779.6 + 11.31 GHbc 9.62 + 0.86 C2aP 779.6 +11.31 Hlbe 70.52 + 0.06 ©9
10 686.75 + 13.78 Hd 10.276 + 1,27 Cab 686.75 + 13.78 'd 70.51 +0.03¢9

Los subindices en mayuscula representan la distribucion en grupos de la comparacién de muestras entre dicha variable
y todos los almidones, mientras que los subindices en minusculas representan la distribucion de grupos de la

comparacion de dicha variable entre muestras del mismo almidén
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Figura 9. Perfil de viscosidad de almidones extrudidos adicionados con diferentes acidos grasos.



Las muestras de los almidones tratadas con &cido estearico a 5y 10% presentaron
viscosidades méximas considerablemente mas bajas (a excepcion de la muestra de
papa con 5% de acido estearico) en comparacion con el almidon tratado sin lipidos
y el almidon nativo (p<0.05), como se puede observar en el Cuadro 6. Esto puede
deberse a la presencia de acido esteérico en la superficie de los granulos, observada
utilizando SEM (Figura 13) , lo que sugiere que el acido esteéarico no se ha difundido
en el interior de la matriz granular durante el procesamiento, si no que la ha
recubierto, lo que explicaria un incremento una hidrofobicidad de los granulos que
impide la absorcion de agua al interior de estos, y llevar a cabo la hinchazon y
posterior gelatinizacion (Aytunga y col., 2014, 2011; Panyoo y Emmambux, 2016).
Resultados similares fueron reportados por D’Silva y col. (2011). Por otro lado, la
mayoria las viscosidades maximas de las muestras tratadas con acido oleico y aceite
de maiz no presentaron diferencia significativa entre si (p>0.05), asi como respecto
al almidon extrudido, sin embargo, se observo una alteracion del comportamiento de

dichas curvas con respecto a las muestras control.

Como se menciond anteriormente, el almidon de papa procesado con 5% de &cido
estedarico no presenté un comportamiento en su perfil de viscosidad similar al resto
de muestras. Esto podria deberse a que el granulo de almidon de papa posee un
diametro (<70 um), méas grande que los otros dos almidones (< 20 um, y <5 um, para
maiz y arroz, respectivamente), lo cual dificultaria la capacidad del acido estearico (a
esa concentracion) de recubrir areas superficiales tan elevadas para impedir el
acceso de agua al interior de la matriz granular. Sin embargo, a concentracién de
10%, fue suficiente para recubrir una mayor area superficial de los granulos de

almidon (segun lo observado en SEM).

Las viscosidades minimas de los tres almidones procesados sin adicion de lipidos y
las muestras sin procesar (almidon nativo) no presentaron diferencias significativas
entre si, salvo la muestra de papa extrudida, la cual increment6 su viscosidad desde
6.73 £ 0.25 hasta 24.09 + 6.82 cP.
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Ademas, se observé una disminucién significativa en la viscosidad final de las
muestras procesadas sin adicion de lipidos con respecto al almidon nativo (sin
procesar), que van desde 941.9 + 5.65 a 220.3 £ 8.76 cP en almidon de maiz, 2189
+5.65 a 1425 + 24.04 cP en almidon de papay de 1523 + 26.87 hasta 686.75 + 13.78
cP en almidon de arroz. Esta disminucion es debida a que, como se menciond
anteriormente, la extrusion pregelatiniza el almidon, impidiendo en gran medida la

capacidad de este de volver a gelatinizar.

Las viscosidades finales de las muestras de los tres almidones procesados con los
dos acidos grasos y el aceite de maiz presentaron comportamientos en el perfil de
viscosidad diferentes dependiendo lipido en cada determinado almidén, no obstante,
no en todas las muestras se aprecia una diferencia significativa entre las dos

concentraciones de un 4cido graso en un mismo almidon.

Se ha reportado que la cantidad de amilosa de un almiddn tiene impacto sobre la
viscosidad final debido a que durante la fase de enfriamiento del almidén gelatinizado
se lleva a cabo el proceso de gelificacion, formando un gel. El proceso de gelificacion
es un proceso en el cual se forma un sistema coloidal, elastico, tridimensional y de
dos fases, una fase soélida continua de polimeros de amilosa y otra fase liquida
dispersa (Vaclavik y Christian, 2007). La gelificacion ocurre debido a la formacion de
asociaciones intra- e inter- moleculares entre moléculas de amilosa que forman una
red tridimensional capaz de retener agua en su interior. Juhasz y Salg6 (2008)
reportan un incremento en la viscosidad final a un valor maximo cuando el contenido
de amilosa fue elevado de 0 a 27% en el almidén, mientras que conforme se va
elevando la concentracion de amilosa ocurrié un drastico decrecimiento hasta llegar
a 70% de amilosa donde la viscosidad final adquirié su valor minimo. Esto sugiere
gue el comportamiento que adquirieron las muestras al final de la medicién
(viscosidad final) estaria influenciada por la cantidad de amilosa disponible capaz de

formar la red de enlaces entre estos polimeros, que posteriormente formara el gel.

La temperatura de pasta en los tres almidones extrudidos tuvo comportamientos

diferentes en relacion al almidén nativo. En el almidon de maiz dicha temperatura se

41



mantuvo estadisticamente igual, 73.93 = 0.00°C antes de extrudir y 73.03 + 1.19°C
después de extrudir, en el almidon de papa disminuy6 significativamente de 66.4 +
0.02°C antes de extrudir, hasta 57.09 £ 0.04°C después de extrudir y en el almidén
de arroz aumentd de 71.0 £ 0.04 a 72.66 £ 0.01°C antes y después de extrudir,

respectivamente.

La temperatura de pasta en las muestras de almidén de maiz tratadas con los lipidos
en ambas concentraciones (5 y 10%), mostraron ser estadisticamente iguales a las

temperaturas de pasta de la muestra sin acidos grasos.

En el almidon de papa se aprecia que la muestra tratada con 5% de acido estearico
tiene una temperatura de pasta estadisticamente igual a la del almidon nativo (66.4
+ 0.02 y 64.16 + 0.07 °C, respectivamente), este fenomeno puede deberse a que
debido a la temperatura de fusion determinada por DSC (55-68°C) el acido esteérico
puede haber actuado como plastificante, protegiendo los granulos durante el
procesamiento. Por otro lado, el incremento en la concentracion a 10% de dicho acido
graso en ese almidén mostrd un incremento considerable hasta los 90.35 + 1.49°C.
En las muestras de almidén de papa tratadas con acido oléico a concentracion de 5
y 10%, las temperaturas de pasta permanecieron significativamente iguales (84.47
+0.01 y 87.19 £ 0.00 cP, respectivamente), fenbmeno que se observé de misma
manera en las muestras de dicho almidén con aceite de maiz siendo los valores de

57.59 + 2.01 para la muestra al 5% y 57.52 + 0.31, para la muestra al 10%.

Del mismo modo, se observo un incremento significativo en la temperatura de pasta
de las muestras de almidén de arroz con acido estearico al 5% (80.22 +0.02 cP) y
10% (82.78 + 0.00 cP) con respecto al almidén extrudido (72.66 +0.01 cP), mientras
gue las muestras de aceite de maiz permanecieron significativamente iguales en
ambas concentraciones de 5% y 10% (70.52 = 0.06 y 70.51 = 0.03 Cp),
respectivamente. De manera general se observa que un incremento en la
concentracion de acido estearico tuvo un impacto significativo en la temperatura de

pasta del almidon de papa y arroz en comparacién a los otros dos lipidos,
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probablemente debido al requerimiento energético que tiene el acido esteérico para

pasar de estado sélido a liquido, el cual es mayor.

Las condiciones y caracteristicas fisicas de los lipidos tienen un efecto sobre el
comportamiento en el perfil de viscosidad de los almidones. La adicién de lipidos
liquidos a temperatura ambiente puede exhibir un efecto lubricante dentro del
extrusor (Colonna y Mercier, 1983). Este fenbmeno se ha observado que es mas
notorio en extrusores de tornillo simple ya que ocurre una reduccion de friccion en el
material (Bhatnagar y Hanna, 1996). Este efecto lubricante que tienen los acidos
grasos liquidos se ha observado que es capaz de reducir la energia mecanica de
cizallamiento aplicada sobre el material, lo que significa un dafio menor provocado
por este factor. Contrario a la utilizacion de &cidos grasos soélidos, estos aumentan la
friccion entre el material, el tornillo y las paredes internas del extrusor que provocaria
aun mas dafo mecanico (llo y col., 2000). Esto pudo observarse durante el proceso
de extrusién del material, pues las muestras con acido estearico presentaron una
mayor dificultad para fluir durante la alimentacién y el dado, lo que podria impactar

en el tiempo de coccidn dentro del extrusor, y un trabajo mecanico mas extenso.

La gelatinizacién tiene un papel importante en la formacién del complejo lipido-
amilosa, ya que durante este proceso ocurre una desestabilizacion de las zonas
amorfas del almidon cuando estas absorben agua en presencia de calor. Lo que
provoca la hinchazon y ruptura del granulo de almidén, a través de la cual ocurre una
lixiviacion de amilosa de los granulos. Dicha amilosa filtrada es entonces, capaz de
formar complejos con acidos grasos, alcoholes lineales, o surfactantes (Okumus y
col., 2018).

5.3 Difraccion de rayos X (DRX)

La difraccion de rayos X (XRD, por sus siglas en inglés) es una técnica Optica que
permite obtener informacion estructural de un material haciendo incidir un haz de
fotones de alta energia (rayos X) sobre este, dichos fotones interactian con los
atomos que forman una red tridimensional ordenada dentro de un solido, dando como

resultado un patron de difraccion que puede ser alterado al ser modificada dicha
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estructura cristalina (o semicristalina). El almidén posee un arreglo semicristalino en
su estructura y patrones de difraccion definidos, los cuales pueden ser observados

por esta técnica (Nakamura, 2015).

Los resultados obtenidos del andlisis de rayos X de almidones nativos, extrudidos

con y sin lipidos afiadidos se muestran en la Figura 10.

En las muestras de almidon de maiz y arroz nativo se observaron picos pronunciados
cercade 2(8)=15°,17°, y 23° (Figura 10). Dichos picos corresponden al tipico patron
de difraccion de una estructura tipo A (Han y col., 2013). Por otro lado, las muestras
de papa mostraron picos intensos alrededor de 2(8)= 5.6°, 15.2°,17.2° y 22.5°,
sefales caracteristicas de un patron de difraccion tipo B (Figura 10) (Manek y col.,
2012; Reddy y col., 2018).

El efecto de la extrusion sobre el grado de cristalinidad se puede observar como una
disminucién en la intensidad relativa de los picos de los patrones caracteristicos
obtenidos de los tres almidones extrudidos con respecto al almidon nativo. En el
almidon de maiz y arroz, las intensidades relativas de los picos caracteristicos del
patrén tipo A (15°, 17° y 23°) disminuyeron al aplicarse la extrusion, fenémeno que
también se observa en el almidén de papa extrudido sin lipidos en comparacion al
almidén nativo, en cuyo patrén se hace mas notoria esta diferencia en los picos
cercanos a 5.66°, 17.2° y 22.5°. Esta disminucién en el patrén del arreglo
semicristalino del almidon puede ser debido a que, durante la gelatinizacion en el
extrusor, el agua se difunde dentro del granulo, el cual se hincha debido a la
hidratacion de la fase amorfa, la cual es favorecida por los enlaces de hidrégeno
debiles de esta area. El proceso se extiende a la region cristalina, causando la
pérdida de orden molecular y consecuentemente, de cristalinidad (Alcazar-Alay y

Meireles, 2015). Resultados similares fueron reportados por Wang y col. (2016).
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Figura Figura 10Difraccion de rayos X de almidones extruidos adicionados de diferentes acidos grasos.



En las muestras de los tres almidones a las que se afiadié acido esteérico y acido
oléico se observaron dos picos nuevos en 2(0)= 13° y 20°, siendo el dltimo, el méas
evidente. Estas sefiales se atribuyen a la modificacion estructural del almidén al
formarse un patrén tipo V, el cual esta asociado a la formacion del complejo lipido-
amilosa (Derycke y col., 2005; Wang y col., 2016; Reddy y col., 2018). Estos picos
fueron observados en menor medida en el control (almidon extrudido) y en las
muestras con aceite de maiz comercial practicamente no fueron alteradas con
respecto al almidon extrudido sin lipidos. Estos resultados concuerdan con lo
observado con los datos obtenidos en las pruebas calorimétricas, en donde las
muestras tratadas con acidos grasos libres (oléico y esteérico) presentaron mayores
indicios de la formacion del complejo lipido-amilosa, mientras que las muestras
tratadas con aceite de maiz no presentaron evidencia detectable de la formacién de
dicho complejo. La aparicion de nuevos picos sugiere que a pesar de que la
estructura semicristalina del almidén ha sido colapsada debido a la extrusion (que se
puede observar por la disminucién en la intensidad de las sefiales tipicas del almidon
nativo correspondiente), también se han formado nuevas estructuras cristalinas
durante ésta, sugiriendo que se ha logrado formar un complejo cristalino lipido-

amilosa.

Raphaelides y col. (2010) reportaron que bajo ciertas condiciones de extrusion de
almidon de maiz (>100°C) el patron tipo A del almidon nativo de maiz puede ser
ligeramente transformado hacia un patron tipo V debido al acomplejamiento natural
de los lipidos y amilosa. Dicho efecto resultd mas notorio al agregar acidos grasos
(acido miristico y palmitico). Ademas, se observo que a temperaturas de extrusion
entre 100 y 140°C se presentaba una mezcla de los patrones A y V, mientras que a
temperaturas ain mas altas (160°C) se observaron Unicamente patrones tipo V. Lo
gue sugiere que la temperatura (asi como la presencia de &cidos grasos libres
extrinsecos) es un factor importante en la formacion del patron tipo V. Resultados
similares fueron observados por Becker y col. (2001) reportan una transicion del

patrén de difraccién tipo A hacia un patrén tipo V conforme el tiempo de coccién
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aumentaba a una temperatura de trabajo de 140°C. Dicho fendmeno se le atribuy6 a

la cristalizacion del complejo lipido-amilosa.

A pesar de que las condiciones de temperatura utilizadas durante el presente estudio
no fueron tan elevadas como en los estudios mencionados anteriormente, se pueden
apreciar indicios de una transicioén en los patrones de difraccion tipo Ay B, hacia un
patron tipo V, mostrando la modificacion de las sefiales caracteristicas del patron de
difraccion de cada almidon. Resultados similares fueron encontrados por Reddy y
col. (2018) donde del mismo modo se observo una combinacion de patrones tipo A
y B con el patrdn tipo V asociada al complejo lipido-amilosa al gelatinizar almidén de
maiz de alto nivel de amilosa con acido esteéarico a 90°C de 6 a 24 horas bajo

agitacion constante.

En las muestras de almidon de maiz tratadas con acido esteérico se observa un
aumento en la intensidad de los picos caracteristicos de la estructura tipo V con el
aumento de la concentracién del acido antes mencionado (10%), mientras que las
muestras tratadas con acido oléico y aceite de maiz no se observa una diferencia en
ambas concentraciones. En el almidén de papa también se observa un incremento
en la intensidad de las sefales de la estructura tipo V con el aumento en la
concentracion de acido estearico (10%), ademas, también se observa este fenémeno
en las muestras a las que se les afiadié acido oléico, mientras que, no se observo un
cambio en intensidad de las muestras con aceite de maiz. En las muestras de
almidén de arroz utilizando &cido estearico se observé una mayor intensidad a
concentracion de 5%, mientras que utilizando acido oléico se observo un incremento
en la intensidad al aumentar la concentracién a 10%. De mismo modo que los otros
dos almidones, no se observo diferencia en la intensidad de dichas sefales al variar

la concentracion de aceite de maiz.

En todos los almidones tratados con acido estearico se observan picos pronunciados
alrededor de 6.5°, 21.5° y 23.8° los cuales corresponden al arreglo cristalino que
posee el acido estearico al encontrarse en estado sdlido a temperatura ambiente
(Cheny col., 2017).
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5.4 Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

La espectroscopia infrarroja es una técnica que permite la identificacion de grupos
funcionales de una muestra cuando se hace incidir energia en un rango de radiacion
infrarroja, dicha energia puede pasar sin interactuar con las moléculas, mientras que
el resto interactla con éstas y es absorbida, provocando la vibracion de los enlaces
entre los &tomos de distintos grupos funcionales, los cuales, absorben energia de un
numero de onda especifico. El principio de la técnica es la ley de Beer-Lambert, en
donde, la proporcion de intensidad absorbida con respecto a la intensidad total que
ingresa al material esta relacionada con la concentracion de moléculas absorbentes.
Considerando las interacciones en un orden de rango local, esta técnica se ha
utilizado para describir la organizacion y la estructura del almidon. Se ha demostrado
que el espectro FT-IR del almidén es sensible a los cambios en la estructura a nivel

molecular (Sacithraa y col., 2013).

En la Figura 11 se muestran los resultados de FT-IR, en donde se aprecia en todas
las muestras de los tres almidones la aparicion de dos nuevos picos bastante
pronunciados con respecto a los almidones nativos y extruidos sin acido graso
afiadido. Estas nuevas sefiales se ubican alrededor de 1705 cm™ y 2845 cm,
correspondientes a la vibracion del grupo carbonilo y a la vibracion asimétrica de los

grupos CHs y CH: de los &cidos grasos, respectivamente (Wang y col., 2016).

La banda presente cerca de 1645 cm! esta relacionada con la vibraciéon asimétrica
de enlaces de hidrogeno en moléculas de agua absorbidas en las regiones amorfas,
esta banda también en los almidones con y sin extrudir (Sukhija y col., 2015; Dankar
y col., 2018).

La banda con mayor intensidad que abarca la region de aproximadamente entre 3000
y 3700 cm corresponde a la vibraciéon del enlace O-H, el cual proviene de las

moléculas de glucosa y acidos grasos anadidos (Deeyai y col., 2012).
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Figura 11. Espectroscopia de infrarrojo de almidones extrudidos adicionados de diferentes acidos grasos.



En la region de 800 y 1500 cm™ no se aprecia la aparicion de nuevas bandas ni
cambios considerables; a esta zona se le atribuye principalmente por vibracion de
las moléculas de glucosa (region de huella digital). Las tres principales bandas entre
1000 y 1250 cm* son atribuidos a la vibracién de las uniones C-O-C y C-O-H de los

enlaces glucosidicos (Bernardino-Nicanor y col., 2017).

Se ha observado en estudios anteriores que la intensidad de la banda cerca de 1022
cm? aumenta al gelatinizar un almidén (pérdida de estructuras ordenadas) y
disminuye cuando el almiddn gelatinizado es retrogradado (reordenacién). Mientras
gue se ha observado que la intensidad de la banda a 1047 cm! se caracteriza por el
comportamiento opuesto, es decir, disminuye durante la gelatinizacion y aumenta
durante la retrogradacion (Sevenou y col., 2002). Las bandas con longitud de 1022
cm? y 1047 cm? son caracteristicas de las estructuras amorfas y cristalinas del
almidén, respectivamente. Por lo tanto, la proporcién de 1047 cm/ 1022 cm™ se ha
utilizado anteriormente para expresar la cantidad de dominios cristalinos ordenados
a dominios amorfos en almidones (Liu y col., 2009; Kaur y col., 2016; Bernardino-

Nicanor y col., 2017).

En casi todas las muestras de los tres almidones se observa un aumento o
disminucién de la intensidad de estas sefiales (1022 cm™ y 1047 cm™) con respecto
a la muestra extrudida sin lipidos y el almidon nativo. Esto puede deberse a que
durante el proceso de extrusion y después de este, ocurre la gelatinizacion y posterior
retrogradacion de las muestras, lo cual dependera de otros factores y variables de
proceso que quizd no se estan tomando en cuenta como temperatura de
almacenamiento, efecto de los lipidos y su concentracion en la retrogradacion en

muestras extrudidas, entre otras.

En todas las muestras de los tres almidones extrudidos sin lipidos se observa que el
pico alrededor de 1022 cm se vuelve ligeramente mas definido. Dicho efecto se
hace mas evidente al agregar acido oléico y acido estearico, mientras que con aceite
de maiz se vuelve menos notorio. La concentracién no parece tener un efecto notorio

sobre la definicion de esta sefal.
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La vibracion cerca de 1160 cm es asignada a vibraciones de enlaces glucosidico C-
O-C y todo el anillo de glucosa que puede estar presente en diferentes modos de
vibracion. El pico en la zona de 925 cm™ que se observa en todas las muestras de
los tres almidones esta asociado a la vibracién del enlace glucosidico a 1-4 (Deeyai
y col., 2012; Dankar y col., 2018).

Se ha reportado que una banda en 1715 cm estd atribuido a la formacion del
complejo lipido-amilosa (Marinopoulou y col., 2016). Sin embargo, en los espectros
obtenidos no se observa dicha banda, ya que se presume que el pico del grupo
carbonilo al ser demasiado grande y estar tan cercana a esta sefial (alrededor de
1700 cm?) han sido transpuestas. Para lograr observar una mejor separacion de
ambas sefiales se sugiere la medicion de las muestras en un espectrofotbmetro

infrarrojo de mayor resolucion.

5.5 Microscopia electronica de barrido (SEM)

El microscopio electrénico de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) es un
instrumento que se basa en hacer incidir un haz de electrones de alta energia para
generar sefiales en la superficie de muestras soélidas. Estas sefales revelan
informacion morfologica externa, y puede ayudar al andlisis de composicion quimica

y estructural (cristalinidad) de las muestras (Liu y col. 2009).

Las microestructuras de los almidones nativos se muestran en la Figura 12. Estos
mostraron una integridad en su estructura, al no presentar rupturas o fisuras.
Ademas, se observaron tamafios de granulos <70 pm, <20 um, <5 um para los
almidones de papa, maiz, y arroz, respectivamente. Ademas de presentar diferentes
tamafos también presentaron diferentes formas del granulo, debido a la fuente
botanica de cada almidén (Ma y col., 2016). Estudios sugieren que el tamafio de
granulo tiene un efecto sobre las propiedades fisicoquimicas, como la gelatinizaciéon
y paste, susceptibilidad enzimatica, cristalinidad y solubilidad (Lindeboom y col.,
2004).
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Al aplicarse el tratamiento de extrusion a los almidones nativos se observé una
destruccion de los granulos debido a las altas temperaturas, presion, humedad, y
trabajo mecénico (cizallamiento) al que es sometido el granulo durante la extrusion,
provocando asi la fusion de los granulos de almidon para formar una matriz
conformada por granulos aglomerados (Limén-Valenzuela, 2016). Dicho fenémeno

puede observarse en la Figura 12.

Almidén Nativo Extrudido

Maiz

18

Arroz

Papa

Figura 12. Microestructura de almidones nativos y extrudidos sin adicién de lipidos.
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En las muestras de almidon de maiz tratadas con &acido estearico se aprecia que
dicho &cido graso fue capaz de recubrir la superficie de los granulos, siendo

visiblemente mas evidente a alta concentracién (10%) (Figura 13).

Acido Concentracién

graso

Acido

estearico

B8 1@dm

Acido
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Xz, 588 18xm:
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de maiz | M= . P 1

g

A

Figura 13. Microscopia electronica de barrido de almidén de maiz adicionado de

diferentes acidos grasos.

Esta capa, debido a sus caracteristicas quimicas, le confirié al almidén propiedades
hidrofébicas que impidieron que el agua ingresara a la matriz granular y estos

pudieran absorber agua y posteriormente hincharse y gelatinizar. Teniendo entonces,
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el &cido estearico una funcién protectora sobre los granulos, lo cual explicaria los
fenomenos del perfil de viscosidad encontrados en las muestras de cada almidon
tratadas con &acido estearico (Raphaelides y Georgiadis, 2006; Wang, 2018).
Resultados similares fueron observados por D’Silva y col. (2011), utilizando almidon
de maiz con &cido esteérico a diferentes concentraciones (de 0.25 a 4% en base

seca) y manteniendose a 50°C por 30 min.

Acido Concentracién
graso 5% 10%

Acido

estearico

Acido

oléico

Aceite de
maiz

Figura 14. Microscopia electrénica de barrido de almidon de arroz adicionado de

diferentes acidos grasos.
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En general en todas las muestras tratadas con acido oléico y aceite de maiz se
observan resultados similares. Se aprecia el dafio en la morfologia e integridad de
los granulos producto del procesamiento en el extrusor. Ademas, en las muestras de
arroz con acido estearico se observo la presencia de cristales de acido estearico
distribuidos de manera mas o menos homogénea (Figura 14) lo que concuerda

también con lo observado en las muestras de maiz con dicho acido graso.
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Figura 15. Microscopia electrénica de barrido de almidén de papa adicionado de
diferentes acidos grasos.
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Las muestras de los tres almidones con acido oléico y aceite de maiz presentaron
comportamientos similares en la morfologia de los granulos, siendo estos
parcialmente destruidos e integrados a una matriz granular derivada de la fusion de
los granulos (Figura 15), sin embargo, como se menciond, también se logra apreciar
algunos granulos con cierta integridad morfoldgica, que explica la capacidad de
gelatinizar que estos presentaron en sus respectivos perfiles de viscosidad.

La integridad morfolégica puede deberse a diversas causas como por ejemplo el
efecto protector que pudieran tener los acidos grasos durante la extrusor, asi como
el efecto lubricante que se ha mencionado anteriormente, el cual lograria reducir de
manera importante el dafio fisico causado por fuerza de cizalla dentro del extrusor
(Bhatnagar y Hanna, 1996).
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6. CONCLUSIONES

La técnica de extrusion es viable para la formacion del complejo lipido-amilosa
(almiddn resistente tipo V) en muestras de almidén con acidos grasos libres (acido
estearico y &acido oléico), dichos complejos fueron identificados mediante su
endoterma de disociacidn caracteristico (To cercana a 100°C) y confirmados por los
andlisis de difraccion de rayos X, encontrandose el patron de difraccion caracteristico
(2(8)= 13° y 20°) de la estructura con caracter cristalino resultante al asociarse los

lipidos con las estructuras helicoidales de la amilosa (patrén de difraccion tipo V).

La energia aplicada por el extrusor fue capaz de modificar estructuralmente al
granulo de almidén, siendo afectadas principalmente las zonas semicristalinas
conformadas por nanoclusters de amilopectina (lamelas semicristalinas), las cuales
fueron parcialmente desordenadas tomando un caracter mas amorfo y cuyo efecto
fue observado en la difraccién de rayos X como una disminucion en la intensidad de

sus sefiales caracteristicas del respectivo almidén nativo.

La muestra de maiz con acido estearico al 10% mostré un endoterma de disociacion
més grande (1.06 J/g) que también se relaciona con mayor cantidad de complejo

formado.

La presencia de &cido estearico mostré un efecto protector sobre la superficie de los
granulos, confiriéndoles un caracter hidrofébico, lo cual provocd una disminucion

significativa del pico maximo de viscosidad.

El almidén de papa mostré una mayor dificultad de formar el complejo lipido-amilosa
bajo las condiciones a las que se trabajo, segun los datos obtenidos en DSC y DRX.
Mientras que el almidén de maiz y arroz mostraron una mayor facilidad y tendencia

de formar dicho complejo.

Las muestras tratadas con acido oléico y aceite de maiz mostraron caracteristicas
similares en la morfologia de los granulos, asi como en el comportamiento en su
viscosidad méaxima segun el perfil de viscosidad de estas. Esto se presume, es

debido a que la integridad morfologica de los granulos esta estrechamente
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relacionada con el trabajo térmico-mecénico que se aplique sobre estos. Dado que
ambos lipidos poseen caracteristicas fisicas similares (liquidos a temperatura
ambiente) estos pudieron tener un efecto lubricante dentro del extrusor. Contrario a
las muestras con acido estearico, donde dicho acido graso se encuentra en estado
solido a temperatura ambiente, pudiendo tener un impacto mecanico mas severo por
fuerzas de friccion, que se veria reflejado en una diferencia en la morfologia de sus

granulos con respecto a los otros dos lipidos.

En las muestras de los tres almidones extrudidas con aceite de maiz, no se logré
identificar evidencia de la formacion de dicho complejo, que se presume es debido al
impedimento estérico que posee, siendo incapaz de introducirse en la zona

hidrofébica interior de la hélice de amilosa.

La extrusion demostré tener potencial como método de produccién de almidén
resistente tipo 5 en diferentes variedades de almiddn utilizando acidos grasos libres,

por lo que se sugieren estudios aplicados en el area de produccién de alimentos.
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