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Resumen

Los materiales y alimentos que contienen elevados porcentajes de almidén sufren,
al ser procesados, cambios en sus propiedades reolégicas (textura). La textura es percibida
como uno de las propiedades que determinan la calidad del producto final (pan, tortilla,
almidones modificados, etc.). Esta esta relacionada con el tamafio de los granulos de
almidén, la composiciéon del almidén (contenido de amilosa y amilopectina), la interaccion
entre los granulos de almidon y otfras substancias presentes en el material (agua, lipidos,
proteinas, celulosa, etc.), y la consecuente interaccion entre los mismos granulos. La
carencia de una cuantificacion clara de estas interacciones es un problema afiejo, lo que ha
impedido la liberacién de la industria del almidén de su caracter artesanal, y establecer un
modelo que correlacione cuantitativamente a sus propiedades macroscépicas con sus
propiedades microscépicas. Las interacciones involucradas en la agregacién de los granulos
de almidon no son entendidas. El objetivo de este trabajo fue el estudio de las interacciones
granulo-granulo que producen la agregacion entre ellos. Las muestras utilizadas consistieron
de almidén de maiz grado reactivo mezclado con agua deshionizada (50% en peso base
himeda). Imagenes de agregados indicaron que los agentes responsables de la formacion
de los agregados son granulos gelatinizados. Se desarrollo un tratamiento térmico que
garantiz6 la homogeneidad en el cocimiento a lo largo de cada muestra, y un alto control de
la temperatura y tiempo de coccién. Esto permitié un estudio sistematico y cuantitativo del
efecto del tiempo y temperatura del tratamiento sobre la agregacion. La metodologia
desarrollada para cuantificar la agregacion empled solventes, dispersién de luz y analisis
multidimensional. A través de un estudio sistematico de la cinética de desagregacion, se
establecié que los agregados estan conformados en forma fractal: un grupo de almidones
forman un pequernio agregado (Clase 1), la union de varios de estos agregados forman un
agregado de mayor tamano (Clase 2) y asi sucesivamente, observandose hasta cinco clases
de agregados. Por otro lado, a través de un estudio de la cinética de agregacién se cuantificd
la energia de activacion de las reacciones quimicas involucradas en convertir al almidén en
un agente agregante.

Palabras Clave: Aimidén, Agregacion, Desagregacion, Distribucién de tamario de
particula, Dispersion de luz.



Abstract

Materials and foods containing a large percentage of starch undergo, changes in
their rheological properties (texture) when they are processed. Texture is perceived as
determinant regarding the quality of the final product (bread, tortilla, modified starch, etc.). It
is influenced by many factors, such as the size distribution of the starch granules, their
chemical composition, the interaction among the starch and other substances present in the
material (e.g. water, lipids, proteins, cellulose, etc.), and the inevitable interaction among the
granules themselves. The lack of a clear quantification of these interactions is an old issue,
and has prevented the starch industry to get rid of its craftsmen character, and to establish a
model capable of quantitatively correlate the macroscopic properties with their microscopic
properties of these materials. The objective of this work was the study of the granule-granule
interactions responsible for the aggregation among them. The samples consisted of maize
starch (reactive degree) mixed 1:1 with water. Images of aggregates indicated that the agent
responsible for the formation of the aggregates is gelatinized granules. The thermal treatment
employed guaranteed the homogeneity of the cooking degree all along the sample, and a
precise control of the cooking temperature and time. This allowed for a systematic and
quantitative study of the effect of time and temperature of the thermal treatment of the
aggregation. The methodology for the quantification of the aggregation (also developed for
this study) employed solvents, light dispersion, and multidimensional analysis. Through a
systematic study of the segregation kinetics, it was established that the aggregates are
conformed in a fractal-like structure: a few granules conform an aggregate (Class 1), the
union of various Class 1 aggregates conform another type of aggregate (Class 2), and so on,
observing up to five classes. Through a study of the aggregation kinetics, it was possible to
quantify the activation energy of the chemical reactions involved in the transformation of a
starch granule into an aggregating agent.

Key Words: starch, aggregation, desegregation, particle size distribution, light
scattering.
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1. Introduccion

1.1  Motivacion

El almidon cocido en agua posee diferentes propiedades reoldgicas (textura,
elasticidad, adhesividad): puede formar una masa suave, una masa chiclosa, o engrudo,
dependiendo del grado de interaccion entre los granulos de almidén y el agua, y de la
temperatura y tiempo de coccién. Las interacciones pueden ser de tipo polar o enlaces de H,
y dan lugar a la formacién de agregados que se definen como granulos de almidén que estan
fundidos juntos o deformados de tal manera que no hay un limite fisico separando las partes
del granulo. La necesidad de cuantificar la agregacién de granulos de almidén, surgié al
intentar correlacionar ésta con las propiedades fisicoquimicas (viscosidad relativa y
cristalinidad) y propiedades térmicas (temperatura de gelatinizacién, entalpia y capacidad
calorifica) de alimentos con alto contenido de almidon. Bajo la hipétesis de que las
propiedades reoldgicas y la agregacion de granulos de almidén son originadas por el mismo
tipo de cambios fisicoquimicos y estructurales, se propuso medir esta interaccion a través de
la cuantificacion de la agregacion de los granulos. Es importante resaltar que no existia en la
literatura reportes de métodos de cuantificacion de agregados, por lo que se desarrollé una

metodologia o protocolo.

La motivacién del trabajo fue entender el mecanismo de agregacién de granulos de
almidén para, en un futuro, desarrollar una técnica de caracterizacién que describa
cuantitativamente (en contraste con artesanal) cambios en las etapas iniciales de
elaboracién de productos de almidén. El grado de agregacién es medido por dispersién de
luz, técnica que es capaz de dar informacién en forma rapida y detallada de la distribucién de
tamafno de particula. Con ésta técnica y el protocolo desarrollado, se obtuvo informacion con
mas precision y reproducibilidad de la que se lograria con Tamizado y Analisis de Imagen.
En este trabajo se propone un procedimiento para medir la poblacién y tamafio de los
agregados de almidén, se demuestra también la correlacion y la sensibilidad de la
agregacion con los parametros de cocimiento, asi como el efecto del solvente utilizado en la
dispersion de las muestras de almidén cocidas en agua. Se propuso ademas un mecanismo
de agregacion y desagregacion, de granulos, de almidén, que reprodujo aceptablemente los
datos experimentales obtenidos, lo cual permiti6 obtener los tiempos de vida media, las



constantes de velocidad de reaccién y las energias de activaciéon para la agregacion de cada

Clase de agregado.

Las propiedades reolégicas y la agregacion de almidén se producen por el mismo
tipo de cambios fisicoquimicos y estructurales en los alimentos con altos contenidos de
almidéon. La cuantificacién de agregados de almidén permitirA medir con rapidez y precisién

los cambios en los alimentos con alto contenido de almidén.

1.2 El Almidon

1.21 Composicion quimica

El almidén sirve de reserva energética en el reino vegetal y se encuentra en
pequefios corpusculos discretos que reciben el nombre de granulos. El tamario y la forma del
granulo son caracteristicos de cada especie botanica. En un mismo cereal se distinguen
varios tipos de granulos; en general, los que se encuentran en la zona mas exterior del
endospermo son poliédricos, mientras que los del interior son redondos. Se ha reportado que
los granulos pequefios tienen una mayor solubilidad en agua y una alta capacidad de
absorcion de agua (Singhal y Kulkarni, 1988). Los almidones normales contienen alrededor
de un 25% de amilosa. Algunas variedades seleccionadas de maiz ricas en amilosa, llegan a
contener hasta un 85%, si bien las variedades habituales en el comercio contienen un
maximo de 65%. En consecuencia estos almidones son dificiles de gelatinizar, porque
algunos requieren temperaturas superiores a los 100°C. En el extremo contrario algunos
almidones estan constituidos exclusivamente por amilopectina. Estos son el maiz céreo, la

cebada cérea y el arroz céreo o glutinoso. Estos, en solucién dan lugar a pastas claras.



Cuadro 1.1 Propiedades de los componentes del almidén (Biliaderis et. al., 1991)

Propiedad Amilosa Amilopectina
Estructura molecular Esencialmente lineal Ramificada
Grado de polimerizacién 10° 10*a 10°
Complejo con yodo Azul (650 nm) Purpura (550 nm)
Afinidad de yodo 19-20 % 1%
Estabifidad en solucién acuosa Retrograda faciimente, Estable
Digestibilidad (%)
B-amilasa 70 55-60
B-amilasa y dextrinasa 100 100
Propiedades de pelicula fuerte Quebradiza

1.2.2 Estructura quimica del almidén

La amilosa esta formada por una cadena lineal de aproximadamente 500-6000
residuos de D-glucosa unidos por enlaces glucosidicos a- (1—4), repartidos en un nimero
de cadenas que va de 1 a 20. Cada cadena presenta un grado de polimerizacién promedio
de 500 unidades de glucosa (siendo el grado de polimerizacién el nimero de unidades de
glucosa que se encuentran unidas en una cadena). Sin embargo, se ha demostrado la
presencia de cierta cantidad de enlaces a-(1—»6) en esta macromolécula (Hood, 1982).
Dichas ramificaciones se encuentran de manera espaciada, lo que permite observar que la
amilosa se comporte como un polimero lineal. Las propiedades de la molécula de amilosa se
resumen en la Cuadro 1.1. Muchas de estas propiedades se pueden explicar en términos de
su habilidad para adoptar diferentes conformaciones moleculares. Debido a su caracter
lineal, la amilosa forma complejos con moléculas hidrofébicas como el yodo, los acidos
grasos o los hidrocarburos. El acomplejamiento de la amilosa con estas moléculas produce
un tipo de estructura helicoidal, formada con 6 unidades de glucosa por giro de la hélice. En
éste tipo de complejos los grupos hidrofilicos de la cadena se orientan hacia el exterior y los
hidrofébicos hacia el interior de la cavidad (Guilbot y Mercier, 1983).



Dependiendo de la fuente la amilopetina es el principal componente en la mayoria de los
almidones (entre 70-80%), alcanzando en ciertos casos niveles hasta de un 98-99% en los
almidones tipo ceroso o waxy. Debido a esto, la amilopectina es quizas el componente que
tiene mayor importancia en términos de las propiedades del almidon. En el Cuadro 1.1 se
resumen las principales propiedades de la amilopectina. Debido a que la estructura y
propiedades de la amilopectina contribuyen notablemente en la composicion y funcionalidad
del granulo, esta molécula ha sido estudiada ampliamente en términos de su tamafio
molecular, ramificacion y longitud de las cadenas internas y externas (Zobel, 1988; Thumn y
Burchard, 1985).

1.2.3 Cambios en el aimidén producidos por tratamiento térmico

El granulo de almidén esta organizado en una estructura anillada, con las moléculas
de amilopectina perpendiculares a los anillos y dirigidas hacia la superficie exterior del
granulo. Las moléculas de amilopectina se alinean a lo largo de un eje que se extiende
desde el hilo del granulo (el hilo es una hendidura que constituye el centro de nucleacion
alrededor del cual se desarrolla el granulo) hasta el exterior del mismo. Las regiones de
estas moléculas largas y ramificadas forman cristales. Los granulos son birrefringentes, es
decir, tienen dos indices de refraccién por lo cual cuando se irradian con luz polarizada
desarrollan la conocida "cruz de malta". Debido a la orientacidn regular de las regiones
amorfas y cristalinas. Las regiones amorfas o no-cristalinas contienen a las moléculas de
amilosa y secciones de moléculas de amilopectina que no estan en los cristales. Cuando el
granulo de almidon absorbe agua las areas amorfas se pueden mover mas libremente dentro
del granulo (Hoseney et al., 1986).

Los granulos de almidén son insolubles en agua fria, pero se hinchan cuando se
calientan en un medio acuoso. Inicialmente el hinchamiento es reversible y la birrefringencia
del granulo no se pierde. Sin embargo, cuando se alcanza cierta temperatura, el
hinchamiento llega a ser irreversible y la estructura del granulo se altera significativamente
(Lai y Kokini, 1991). Este proceso es conocido como gelatinizacion y la temperatura a la cual
ocurre se le conoce como temperatura de gelatinizacién. Cuando el granulo alcanza esta
temperatura pierde su birrefringencia, la amilosa se difunde hacia el agua y la amilopectina
queda dentro del granulo para finalmente perder su estructura. La amilosa fuera del granulo



forma una malla y produce un gel. En general la solubilizacién de las moléculas de almidén,
el hinchamiento e hidratacién y la pérdida de la estructura granular son colectivamente
definidos por el término gelatinizacién (Lund, 1984; Biliaderis, 1991a). Para una poblacion de
granulos la temperatura de gelatinizacién varia en un intervalo de 5 a 10°C. Esta variacion
indica que las fracciones del granulo muestran diferentes comportamientos de gelatinizacion.
Las temperaturas de gelatinizacion reportadas para algunos almidones son: papa: 55-66°C;
trigo: 52-63°C; maiz (con 25% de amilosa) 62-72°C, arroz 66-77°C y yuca 61-71°C (Guilbot y
Mercier, 1985).

El hinchamiento de los granulos de almidén que se presenta durante la
gelatinizacibn provoca que la viscosidad del medio se incremente. Las estructuras
moleculares de los constituyentes del almidén contribuyen al incremento en la viscosidad.
Inicialmente la gelatinizacién ocurre en las regiones del granulo mas accesibles que son las
amorfas. Conforme la temperatura se incrementa los enlaces de hidrégeno intermoleculares
que mantienen la integridad estructural de las regiones cristalinas se destruyen. Las
moléculas de agua solvatan los grupos hidroxilos liberados y el granulo continGa
hinchandose. Como consecuencia de una severa destruccion de los enlaces de hidrégeno, el
granulo se hidrata completamente y finalmente la malla micelar se separa y difunde dentro
del medio acuoso. Después de la destruccion de los granulos, la viscosidad disminuye. El
incremento de la viscosidad en las primeras etapas del calentamiento se debe
principalmente a la liberacién de la amilosa. En las ultimas etapas, el incremento continuo de
la viscosidad se debe a interacciones del material extragranular y al hinchamiento de los
granulos.

Se ha postulado (Biliaderis, 1991b) que son tres los procesos que constituyen el
fendbmeno de la gelatinizaciéon del almidén. Estos procesos estan basados en la
termodinamica de no-equilibrio:

e difusién de agua dentro de los granulos de almidén,
e un proceso de fundicién caracterizado por una transicién hélice-enrollamiento que es
facilitada por la hidratacion e

e hinchamiento del granulo como resultado de la desintegracidn de los cristales.



La gelatinizacién del almidén es un proceso obligado como un pretratamiento para
convertir el aimidén nativo a diferentes productos procesados como maltodextrinas, glucosa
y alcohol (Lee y Kim, 1990). Los geles obtenidos una vez que el almidén ha sufrido la
gelatinizacién presentan diversas propiedades las cuales van a depender del contenido de
amilosa, amilopectina (Leloup y col., 1990), % de humedad y de la temperatura y tiempo de

cocimiento.

En varios estudios se ha usado Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) para medir
el calor especifico del almidén durante el calentamiento. Noel y Ring (1992) evaluaron el
calor especifico como funcién de la temperatura y composicién del almidén y explicaron las
discontinuidades en términos de la transicion vitrea. Hwang (1999) uso DSC para medir el
calor especifico aparente y el calor de gelatinizacién de almidén de maiz (Eastman Kodak
Company, New Cork con 25% de amilosa) a diferentes temperaturas y con diferentes
contenidos de humedad. Hwang determiné el grado de gelatinizacién para cada muestra de
almidén midiendo el area bajo la curva de los termogramas de las muestras de almidén de
acuerdo a Lund (1981), asignando un grado de gelatinizacién (Dg) de cero para el granulo de
almidon sin tratamiento y un grado de gelatinizacion del 100% al porcentaje de humedad a la
cual ocurrié la gelatinizacion completa de la muestra (61.6%). La entalpia de la muestra

totaimente gelatinizada (AHt) se utilizo como referencia para determinar el grado de

gelatinizacion de las mezclas de almidén, con la siguiente ecuacion:

D _AHT -AHp

donde AH, es la entalpia requerida para gelatinizar la muestra con tratamiento previo.

Cuando la cantidad de agua es limitada, no ocurre una gelatinizacion completa en el
intervalo usual de temperatura; sin embargo, conforme la temperatura se incrementa los
granulos de almidén se vuelven progresivamente mas moviles y eventualmente las regiones
cristalinas se disuelven (Slade y Levine, 1991). Las propiedades termofisicas (temperaturas
de gelatinizacién, entalpias de transicién y capacidades calorificas) y de transporte de
materiales almidonosos son importantes en el andlisis de ingenieria y evaluacién de la
calidad del producto asociado con el procesamiento y almacenamiento de alimentos como

masa para pan, para tortillas, etc. La gelatinizaciébn del almidén es importante en los



procesos de: cocimiento, esterilizacién por calor, extrusion y deshidratacién que sufren los
alimentos con alto contenido de almidén.

El rango de temperatura de gelatinizacién de almidén de maiz normai (27 % de
amilosa) es de 62-72°C (Noel et al., 1992). Pflugfelder (1988) report6 que en el intervalo 62-
63°C el porcentaje de granulos gelatinizados (cuantificados por microscopia 6éptica

polarizada) semeja al correspondiente a masa de maiz para la fabricacién de tortilla.

1.3  Objetivo Principal

El Objetivo Principal de este estudio fue cuantificar el efecto de los parametros de los

tratamientos térmicos sobre la agregacion de los granulos.

Para lograr esta cuantificacién fue necesario atacar los siguientes objetivos

1.4 Objetivos Especificos
Objetivol Desarrollar un protocolo reproducible de preparacién de
muestras

La uniformidad de la temperatura de cocimiento es de especial importancia durante
el tratamiento térmico del almidén en condiciones limitadas de agua. Esto se debe a que los
granulos de almidén que se cuecen primero absorben el agua de sus alrededores, limitando
la disponibilidad de agua a los granulos ain crudos y exacerbando asi las diferencias en el
grado de coccion (Seccion 2.1y 2.1.2).

Objetivo2 Encontrar una técnica adecuada de cuantificacion de la
agregacion
Hasta antes de este estudio, la agregaciéon no habia sido una cantidad cuantificable,

por lo que hubo que definir el sistema que se habria de estudiar (Secciones 2.3 y 3.1).

Objetivo 3  Dilucidar la estructura y mecanismo de agregacién

Para cuantificar el efecto de los parametros de cocimiento sobre la agregacién, es
necesario primero definir qué aspectos de la agregacion se cuantificaran. Esta definicion es
imposible si no se conoce la estructura y mecanismo de formacién de los agregados
(Capitulo 4).



2. Metodologia

21 Preparacion de muestras
En esta seccion se describe las condiciones de preparacién de muestras que
comparten todos los experimentos realizados. Los detalles de cada experimento se

describen en la seccién correspondiente.

211 Almidén

Las muestras de almidon se prepararon a partir de un mismo lote de almidén de
maiz grado reactivo Sigma-Aldrich con aproximadamente 27% de amilosa y 73% de
amilopectina. El contenido del frasco se homogenizé y se conservé a temperatura ambiente
en un lugar seco durante el periodo que requirieron los experimentos. El contenido inicial de
humedad estimado por pérdida de peso en estufa fue del 10%. Las muestras consistieron de
2.00g de almidon mezclado con 1.6ml de agua a temperatura ambiente, resultando

muestras con contenido de humedad del 50%.

21.2 Cocimiento

Para minimizar gradientes de temperatura durante el cocimiento, la muestra de
almidén agua al 50%, se homogeneizo dentro de la bolsa, obteniéndose una masa. La masa
se extendi6é dentro de la bolsa de polietileno en forma de una pelicula delgada de 0.5mm de
espesor, 8cm de largo por 5 de alto. La bolsa se sellé y se sumergidé en un bafio a
temperaturas controladas de 60, 61.5, 63, 65, 67 y 69+ 0.1°C, los tiempos de coccién de las
muestras fueron de 0.5 a 30 minutos, dependiendo del objetivo del experimento, finalmente
las muestras fueron enfriadas dentro de un recipiente con agua a temperatura ambiente para

detener el cocimiento.

2.1.3 Dispersion

El total de la muestra cocida en agua se colocd en un baso de precipitado de 250 ml
con 90 mL de dispersante, se agité con un agitador magnético (de 2 cm de largo por 0.6 cm

de diametro) sobre un plato de agitaciéon. Para tener el agitador bien centrado y siempre en






2.3 Cuantificacion de agregados

Para la determinacion del tamafio de particula se empled la técnica de dispersion de
luz laser, usando un granulémetro comercial (Cilas 400). La dispersién asi obtenida se hizo
pasar por una malla No. 80 para retener particulas mayores que 500 pm (el tamafio de
particula que puede medir el granulémetro es de 0.03 a 500 micras) y después se colocé en
el depésito del granuldmetro con 400 mL de dispersante. El equipo se programé para agitar
la muestra antes y durante la medicién, hacer 20 mediciones del tamafio de particula,
mandar los datos al software y mostrar la distribucion de tamafio de particula.
Automaticamente el equipo tira la muestra y lava con el mismo solvente que con el que

realiz6é las mediciones.

2.4 Andlisis de la distribucion de tamaiio de particula

El analisis cuantitativo de las curvas obtenidas para las distribuciones de tamario de
particula fue realizado través de un programa AAnalyzer (Herrera-Goémez, A., 1998, Herrera-
Gomez, et al.,, 2001) capaz de efectuar una descomposicion en picos usando curvas
gaussianas, permitiendo variar la posicién y ancho (FWHM) de los picos. Como lo menciona
A. Herrera-Gémez, el andlisis simultaneo de los datos permite extraer una gran cantidad de
informacién, no visible en la primera distribuciéon. Al hacer el ajuste simultaneo de todas las
graficas se obtiene una Chi cuadrada que indica que tan bueno ha sido el ajuste.
Dependiendo de este valor se agregan o quitan picos, hasta que se obtienen Chi cuadrada
del orden de 0.0003-0.005. EIl programa calcula el area bajo cada uno de los picos con los
que se estan ajustando las diez graficas simultaneamente, y va buscando el centro que las

ajusta mejor.

Se analizé un minimo de tres muestras en cada uno de los tratamientos que se
realizaron (una vez eliminadas las muestras que estan por arriba o debajo del promedio, de
tal manera que para algunos experimentos se corrieron mas de cinco muestras) para el
estudio del almidén. Del analisis cuantitativo se obtienen graficas como la que se muestra en
la Figura 3.2. El area de cada gaussiana se normalizé, es decir se sumo el area de todos los
picos que ajustaron una distribucién de tamarfio de particula y el area de cada pico se dividio
entre el area total. Los datos de las areas normalizadas de cada muestra (tres o mas
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muestras) se promediaron obteniendo asi los datos experimentales que se muestran en las

graficas para el estudio de la cinética de desagregacién, y de agregacion.

2.5 Otras técnicas convencionales

251 Microscopia 6ptica

Se emplearon dos técnicas microscépicas: Microscopia Electrénica de Bajo Vacio
(ESEM) y Microscopia Optica. Las imagenes fueron preparadas dispersando 0.1 g de
muestra en 100 mL de dispersante. Para microscopia 6ptica la solucion se agité con un
agitador magnético durante 6 minutos, (para comparar los tamanos observados al
microscopio con las mediciones de distribuciéon de tamarfio de particula) y se colocaron dos
gotas en un portaobjetos. Las ampliaciones para la observaciéon fueron de 45 y 100x y las
imagenes se adquirieron con una camara fotografica comercial de 35mm marca Reflex. La
determinacién de birrefringencia se realizé6 en tres imagenes conteniendo alrededor de 80

granulos.

2.5.2 Microscopia electrénica

Para microscopia electronica la muestra se agité durante 1.5 min para conservar
agregados de mayor tamafo. Para la observacion se depositaron dos gotas en un
portaobjetos conductor y después de evaporar el solvente, se introdujeron a la camara de
bajo vacio del ESEM. Se eligieron valores bajos de vacio, energia y corriente para minimizar

las modificaciones en las muestras.

2.5.3 Calorimetria diferencial de barrido

Para encontrar el porcentaje de gelatinizacién maxima de la muestra de almidén
crudo con humedad de 50 % (base seca), se prepararon muestras pesando en capsulas de
aluminio dos miligramos de almidén crudo, llevando a humedad de 22.33-84.95 % (base
seca) adicionando agua deshionizada. Las capsulas de aluminio fueron selladas y la
Calorimetria Diferencial de Barrido se hizo usando un modelo Pyris | marca Perkin Elmer, el

intervalo de temperatura fue de 40 a 100°C con una velocidad de 5 °C/min.

Previo al andlisis, las muestras de 10mg de almidén/agua al 50% preparado y

cocido (Secciones 2.1 y 2.1.2) a diferentes temperaturas por 5 minutos fueron colocadas en
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capsulas de aluminio (Perkin-Elmer) y selladas herméticamente utilizando una prensa
mecanica. Se utilizé un calorimetro diferencial de barrido (Perkin Elmer Modelo Pyris )
conectado a una computadora para control y andlisis de datos. El intervalo utilizado fue de
40 a 100 °C con una velocidad de 5°C/min. Una vez alcanzada la temperatura final, el

sistema se enfrié hasta 40°C nuevamente para cargar la siguiente muestra.

El equipo fue calibrado con estandares de Indio y Zinc tanto para la temperatura de
fusién como para el area del pico correspondiente a la entalpia de fusion. Las muestras se
corrieron por duplicado y se utilizé6 una celda vacia para obtener la linea base de operacién.
El grado de gelatinizacién fue determinado midiendo el area bajo la curva de los
termogramas (Lund, 1981).

2.5.4 Analisis de la cinética de transformaciones

Las transformaciones que sufrieron los granulos de almidén al agregarse y
segregarse, fueron estudiadas a través de reacciones representadas por la ecuacion

estequiométrica o A+ B+ yC — AL. En gran nimero de sistemas, la velocidad de reaccién

esta dada por
d(A
co2t A klarEpEr

Donde k es la constante de velocidad de reaccién, la cual depende de la
temperatura, presién, del grado de dificultad para romper los enlaces quimicos existentes y
de crear condiciones de energia y geometria necesarias para formar otros nuevos, y del
transporte de las especies reaccionantes desde y hacia el sitio de la reaccion. En todos los
casos considerados, si la reaccién global consta de varias etapas en serie, la etapa mas
lenta de la serie es la que ejerce mayor influencia ya que controla la velocidad de la reaccion.
Un problema importante es determinar qué variables afectan a cada una de estas etapas y
en qué grado. SOlo cuando se conoce la magnitud de cada factor, se obtiene una
representacion clara del efecto de estas variables sobre la velocidad de reaccion y podemos
extrapolar estas velocidades a condiciones nuevas y diferentes.

El concepto de que la velocidad de reaccion quimica a una temperatura dada
depende de la concentracion fue generalizado por Guldberg y Waage en 1863. Ellos
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establecieron la Ley de Accién de Masas, la cual establece que la velocidad a la que se
produce una reaccién quimica es proporcional a la concentracién de cada uno de los
reactivos. Guldberg y Waage demostraron que el equilibrio quimico puede explicarse
cuantitativamente para una reaccién reversible suponiendo un equilibrio dinamico en el que
la velocidad de reaccién directa es igual a la velocidad inversa. En reacciones de una etapa,
la ley de accion de masas puede aplicarse directamente a las concentraciones de los
reactivos. Si la reaccion procede a través de una serie de etapas sucesivas, esta ley debe

aplicarse a cada etapa individual de la reaccion.

En sistemas macroscopicos, lejos del cero absoluto, la velocidad de una reaccion
depende de la temperatura (T) a través de la relacion de Arrhenius:

_Ea

Ec.22 k=4 eXP( RT)

Donde E; es energia de activacion de un mol de reaccién, R es la constante
universal de los gases, y A guarda la dependencia con el resto de las variables. Los valores
de E, tipicamente estan dentro del intervalo 50-200 KJ/mol.
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3. Estudio de los parametros de preparacion de las
muestras

Para definir el sistema a estudiar se realizaron los siguientes estudios preliminares

debido a que no existia ningtin protocolo reportado en ia literatura.

3.1 Efecto del liquido dispersante en la desagregacion

Las muestras preparadas (Seccion 2.1) se cocieron (Seccién 2.1.2) durante 5min a
temperatura de 65°C. Después de ser enfriadas se dispersaron (Secciéon 2.1.3) a
temperatura ambiente durante 6 minutos. Los dispersantes usados fueron: agua, glicerina,
etanol e isopropanol. El tiempo y temperatura utilizados en este estudio fueron escogidos
como resultado de los experimentos preliminares, porque son los que permitieron observar

diferencias significativas en todos los solventes.

En algunas disoluciones de electrolitos los iones pueden agruparse para formar
pares ibnicos

Ec. 3.1 AB 5> (a8 )(ac) — Ay +Blac)

Es decir agrupaciones de iones que si bien se mantienen en solucién no aportan la
misma carga que si estuvieran totalmente libres. La posibilidad de que se formen este tipo de
agrupaciones depende del solvente empleado. Para esto debe tenerse en cuenta que
cuando se tienen dos especies de carga opuesta en solucion existird una fuerza de atraccién
entre ellas, que es inversamente proporcional a un parametro termodinamico llamado
constante dieléctrica del medio. Es decir que a mayor constante dieléctrica menor sera
esta fuerza de atraccién y por lo tanto mayor la cantidad de iones libres. El agua es uno de
los solventes con constante dieléctrica mas alta, por lo tanto la mayoria de los sélidos idnicos
se disuelven y disocian completamente. A continuacion se muestran las constantes

dieléctricas de los solventes utilizados en este trabajo.
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Cuadro 3.1 Constantes dieléctricas de los solventes usados.

Solvente Férmula Constante Dieléctrica
Agua H,0 78.54
Glicerina (CH2)2(CH) (OH)s 42.5
Metanol CH3 OH 32.63
Etanol CH; CH, OH 24.3
Alcohol Isopropilico CHs; (CH, ), OH 20.1

Las muestras preparadas se cocieron durante 5 minutos a temperatura de 65°C,
después de ser enfriadas se dispersaron a temperatura ambiente durante 6 minutos. Los
dispersantes usados fueron: agua, glicerina, etanol e isopropanol. La Figura 3.1 muestra
imagenes de campo claro obtenidas por microscopia optica para suspensiones (preparadas
como se indica en la seccién 2.5) en agua, glicerina, etanol e isopropanol de almidén cocido
a 65°C por 5min.

Utilizando liquidos de distinta polaridad se encontré que las caracteristicas de
agregados varian considerablemente cuando se dispersan en liquidos de diferente constante

dieléctrica.
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Figura 3.1. Fotografias de microscopia Optica de almiddn cocido a 65°C dispersado en solventes

con distinta constante dieléctrica: a) agua b) glicerol ¢) etanol, d) isopropanol.

Las suspensiones en agua y glicerina mostraron principalmente granulos sencillos,
mientras que las suspensiones en etanol y en isopropanol mostraron ademas agregados de
diferentes tamafos. La Figura 3.2 muestra la distribucién de tamaro de particula para
muestras de almidén cocidas a 65°C y dispersadas en los solventes mencionados. La
ordenada representa la distribucion en volumen respecto al logaritmo del tamafio

(aV/d(logx)), mientras que la abscisa representa los didmetros efectivos. Para el agua y la

glicerina el pico predominante tuvo su maximo alrededor de 16uym, que corresponde al
tamafo de granulos individuales de almidén de maiz (DaSilva et al., 1997; Peterson y
Fuicher, 2001). También se observaron picos a menores tamafios que probablemente
correspondan a los corpusculos grasos presentes en los granos de almidén. Estos no fueron
observados cuando la muestra se dispersé en los alcoholes, debido posiblemente a que son
disueltos por estos liquidos. Para los dispersantes de menor constante dieléctrica que tienen

una fuerza de atraccibn mayor, (etanol e isopropanol) la mayor parte del volumen
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La Figura 3.4 muestra la distribucién de tamario de particula para almidén crudo
(9-30pm) dispersado a temperatura ambiente en agua y etanol. Se observd un ligero
corrimiento hacia tamarios mas grandes de la muestra de almid6n dispersada en agua. Este
cambio probablemente no es real y sea debido a la diferencia en indice de refraccion entre el

agua y el alcohol.

3.2 Reproducibilidad

El muestreo apropiado de polvos requiere de un protocolo elaborado, ya que la
fuerza de gravedad causa la segregacion del polvo por tamarios [Hirshfeld y Rapaport,
1997]. A través de homogeneizar a los polvos de manera apropiada, y de cocerlos
uniformemente, fue posible obtener resultados altamente reproducibles. Esto permitié
observar tendencias claras de las distribuciones al variar las condiciones experimentales. La
Figura 3.5 muestra el rango de valores del volumen relativo de muestras preparadas en dias
diferentes bajo las mismas condiciones. Mediciones con resultados similares se realizaron

para otras combinaciones de temperatura de cocimiento y de solvente.
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Figura 3.5. Intervalo de valores de la distribucién para muestras preparadas en diferentes dias

bajo las mismas condiciones (69°C, dispersion en agua), mostrando |la
reproducibilidad en las mediciones.
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3.3 Efecto de la temperatura de cocimiento

Las muestras de almid6én se prepararon (Secciéon 2.1), y cocieron (Seccién 2.1.2),
durante § minutos a temperaturas de 60, 63, 65, 67 y 69 + 0.1°C. Después de ser enfriadas
se dispersaron (Seccién 2.1.3) a temperatura ambiente durante 6min. Los dispersantes

usados fuero: etanol y agua.

Las correspondientes distribuciones de tamario de particula obtenidas al dispersar
las muestras en agua se muestran en la Figura 3.6. Las distribuciones mostraron un pico
predominante que corresponde al granulo sencillo de almidén, (alrededor de 15um). Las
muestras cocidas a 60°C mostraron una distribucion similar a la muestra cruda, pero con un
pequefio cambio en la posicion del maximo Conforme la temperatura de cocimiento se
incrementd, el centro del pico correspondiente al granulo sencillo de almidén cambi6é a
tamarios mas grandes y su altura disminuy6. Agregados mas grandes comenzaron a

aparecer para temperaturas de cocimiento de 67°C y mayores.

Las distribuciones correspondientes a las muestras dispersadas en etanol se
muestran en la Figura 3.7. La tendencia del pico correspondiente al granulo sencilio de
almidon fue bastante similar al observado en agua, pero su altura disminuyé mas rapido
conforme se incrementé la temperatura de cocimiento. La presencia de material con tamarios
mayores de 40um se observaron alrededor de 63°C. A la temperatura mas alta (69°C) el pico
predominante se situé alrededor de 200um. Para temperaturas de cocimiento de 63°C y
mayores, el pico correspondiente al granulo sencillo de almidén fue mas pequeio que el
correspondiente a los agregados. La distribucién de tamano para las muestras dispersadas

en etanol mostré una marcada dependencia con la temperatura de cocimiento (Figura 3.7).
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3.4 Efecto de las sales durante la dispersion

Las muestras preparadas (Seccién 2.1.1) y cocidas (Seccién 2.1.2) a 63°C, se
dispersaron 6 minutos (Seccion 2.1.3) a temperatura ambiente en 90 ml de alcohol etilico
con diferentes concentraciones de sales, las sales utilizadas fueron: CaCl, (0.018, 0.036,
0.054, 0.144 mol/L de etanol) y NaCl (0.018 y 0.375 mol/L de etanol), para el NaCl se
probaron dos tiempos de dispersion, 6 y 60 minutos. Para cada concentracién y tiempo de
dispersion se realizaron un minimo de tres muestras. En las distribuciones de tamario de
particula obtenidas para las diferentes concentraciones de CaCl, no se observan cambios
significativos en la Figura 3.8, lo mismo se observa en las distintas concentraciones de NaCl,

Figura 3.9a, donde aun las muestras que tuvieron un mayor tiempo de dispersion no

muestran diferencias significativas, (Figura 3.9 b).

Dispersado en:
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—_ 0.036 mol/I
© 0.054 mol/I
=)
2 044 0.144 mol/|
o
=
©
Q
('
c 0.2
]
£
=2
o
>

0.0
1 10 100
Tamarnio de Particula (um)
Figura 3.8. Distribucion de tamafio de particula para muestras de almidén cocidas a 63°C y

dispersadas 6 minutos en soluciones con diferentes concentraciones de CaCl,.
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Figura 3.13.  Porcentaje de granulos que no presentan cruz de malta.

3.6 Efecto del tiempo de coccidén

Para realizar este estudio se escogio la temperatura de 63°C porque permite un
rango mas amplio de tiempos de coccién donde todavia es posible dispersar la muestra. En
la Figura 3.14 se muestra la distribucién de tamario de particula para muestras de almidon
cocido a 63°C durante diferentes tiempos (0.5-30 minutos), observandose un aumento en el
tamafio de los agregados conforme aumenta el tiempo de coccién. A 0.5 minutos tenemos
principalmente el pico que corresponde al granulo sencillo de almidén y empieza a aparecer
un segundo pico. De 1 a 9 minutos de coccién se observan dos picos bien definidos el que
corresponde al granulo sencillo de almidén tiene una disminuciéon aproximadamente del 50%
en el primer minuto de coccion, y después va disminuyendo de manera mas lenta a partir de
los 3 minutos de coccion, mientras que el segundo pico tiene su maximo al minuto de
coccion y a partir de los tres minutos comienza a disminuir haciéndose mas ancho. Por

tltimo vemos la aparicioén de un tercer pico aproximadamente a los 30 minutos de coccion.
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4. Estudio de la Desagregacion

Los agregados son formados durante el proceso de cocimiento con agua limitada,
por lo que su mecanismo no puede ser directamente seguido. Como una primera
aproximacién se estudi6 la cinética de desagregacion de agregados con el tiempo de
dispersion, para caracterizar la estabilidad de los agregados formados. La presencia de
agregados ya ha sido reportado en la bibliografia usando ESEM y microscopia 6ptica,
[Farmakis et al., 2000]; [Gallant et al., 1997].

Las muestras de almidén se cocieron durante 5 minutos a temperaturas de 61.5, 63,
65, y 67 + 0.1°C y se dispersaron en etanol a temperatura ambiente, los tiempos de
dispersion fueron de 1.5, 4, 6, 15, 60, 150, 210 y 390 minutos.

411 Clases de agregados

En las curvas de distribucion tamafio de particula es posible distinguir picos y
hombros bien definidos que sugieren la existencia de varias Clases de agregados de
granulos de almidén, dependiendo de su forma y nimero de granulos que participan en el
agregado (Figura 3.2). Observaciones de estos agregados se hicieron (Seccion 2.5.2)
usando ESEM y microscopia éptica (Seccion 2.5.1). La (Figura 4.1) muestra imagenes
ESEM de menor y mayor acercamiento de agregados de almidén formados a temperaturas
de coccién de 65°C y dispersados en etanol. La Figura 4.1a muestra imagenes de menor
acercamiento de agregados de almidén de diferentes tamarios y sugiere la formacién de
agregados de tamafos caracteristicos. Esta observacion fue hecha en muchas otras
imagenes microscopicas a diferentes acercamientos (no mostradas aqui). La Figura 4.1b
muestra una imagen de mayor acercamiento formada por algunos granulos de almidén. Los
granulos individuales muestran dos formas: esférica e irregular. La forma esférica
corresponde a granulos no gelatinizados, mientras que la irregular “sugiere™ que el granulo
ha tenido una gelatinizacién parcial. La estructura formada por granulos aglutinados
alrededor de un granulo gelatinizado forma una primera Clase de agregados (tamafo de
agregado), mientras que la segunda Clase esta formada por uniones de los primeros
agregados entre si. El granulo marcado como “2” en la Figura 4.2a es un ejemplo de un
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granulo gelatinizado actuando como enlace entre un agregado de primer Clase y otros
granulos.

El namero de sitios de interaccion entre dos granulos esta relacionado a la superficie
de contacto que a su vez depende de la capacidad de deformaciéon de los granulos (la
deformaciéon que sufren es ocasionada por el grado de gelatinizacion que ha sufrido el
almidén durante el tratamiento térmico, las cadenas de amilosa se salen del granulo, y éste
va perdiendo su estructura cristalina). El papel aglutinante de los granulos gelatinizados no
s6lo se debe a su mayor nimero de puntos de interaccion, sino a que adquieren una mayor
capacidad de deformacién y pueden interaccionar con otros granulos a través de un area

mayor (Figura 4.1b).

41.2 Papel de los granulos gelatinizados

Para esclarecer el papel de los granulos gelatinizados en la formacion de los
agregados subsecuentes se hicieron una serie de observaciones con microscopia 6ptica. La
Figura 4.2 muestra un agregado de almidén bajo campo brillante y bajo luz polarizada. El
tamarfio y las fronteras de cada granulo pueden ser identificadas. Se observan granulos
cuyas fronteras no han sido deformadas. El granulo marcado con el nimero “2” actia como
granulo aglutinante de granulos alrededor del granulo “1” y del otro lado del granulo “2”. En la
Figura 4.2b, se observa un mapa de los diferentes grados de birrefringencia de un agregado.
Los granulos “1” y “2" no mostraron birrefringencia, mientras los demas mostraron distintos
grados de birrefringencia, indicando que: o estan parcialimente o no estan gelatinizados. Esta
imagen sugiere que los agregados se forman alrededor de granulos gelatinizados. Una
posible explicacién del origen de diferentes Clases de agregado surgi6é al observar el papel
que juegan los granulos gelatinizados en la formaciéon de los agregados. Mientras que la
mayor parte de los granulos en la periferia del agregado mostrado en la Figura 4.2b
manifestaron birrefringencia, el granulo aglutinante (marcado como “1") no mostré
birrefringencia.
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Figura 4.1. a) Imagen ESEM de almidén cocido a 65°C y dispersado en etanol. Es posible
observar, ademas de los granulos individuales, agregados de dos Clases diferentes.

b) Papel de un granulo pequefio en la aglutinacién de cuatro granulos pequerios.

Considerando que las muestras se cocieron con agua limitada en forma
empaquetada, es probable que los agregados se formen alrededor de aquellos granulos con

un mayor grado de gelatinizacioén.

Figura 4.2. Imagen de un agregado obtenida con un microscopio 6ptico en a) campo normal y b)

con luz polarizada.

La competencia por el agua durante el proceso de gelatinizacién hace menos
probable que dos granulos adyacentes logren gelatinizacién. Un granulo gelatinizado puede
ser rodeado por un nimero limitado de granulos parcialmente o no gelatinizados, formando
agregados de tamarfios caracteristicos. Es importante enfatizar que los granulos
gelatinizados tienen mayor facilidad de deformarse, lo cual permite una mayor area de
contacto con otros granulos, formando asi agregados mas estables. Este mecanismo puede

explicar la formacion de clases de agregados de distintos tamafios.
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iguales. L.a destrucciéon de los mayores no se reflejé en el incremento en la poblacion del
granulo sencillo de almidén. Si no que el material formé parte de otra clase de agregado.
Esto sugiere que la destruccion de agregados de mayor tamaiio no es por
desmoronamiento gradual al liberar granulos sencillos, sino por fracturas de los

agregados de mayor tamano a favor de agregados mas pequeiios.

421 Cinética de desagregacién

La Figura 4.4 muestra un estudio sistematico de la influencia del tiempo de
dispersiéon en la poblacion de agregados de almidén cocidos a diferentes temperaturas y
dispersados en etanol. La cinética de desagregacién aport6 informacién valiosa para explicar
el mecanismo de agregacion. Un aumento en el tiempo de dispersion provocod la
desaparicién de los agregados mas grandes y un crecimiento continuo de la poblacién de
granulos individuales. Los tiempos usados van desde 1.5 hasta 390 minutos. A los cuatro
minutos de dispersién, se observaron claramente dos poblaciones de tamarios de agregados
para la temperatura de coccién 61.5°C Figura 4.4a. Con el incremento en el tiempo de
dispersién, el volumen de los picos correspondientes a los tamarios mas grandes disminuy6 ,
mientras que la de los otros tamarfos de agregados se increment6. Alrededor de los 150
minutos de dispersion se observé solo un tamafo de agregado para la temperatura de
61.5°C. A temperaturas mayores (Figura 4.4b, c,) se requirieron tiempos de 390 min (para las
temperaturas de 63 y 65°C) y mayores de 390 minutos (para 67°C), para tener una sola

poblacién de tamarfio de granulo alrededor de las 18 pm.
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gaussiana se le asigno un tamano. Asi la Clase 0 corresponde al granulo sencillo de
almidén, la Clase 1 al primer agregado, la Clase 2 al segundo agregado, etc. El Cuadro 4.1

muestra los diametros aproximados de cada Clase de agregado.

Cuadro 4.1 Diametros aproximados de fas distintas clases de agregados.

Clase 0 Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4 Clase 5
9-20 um 20-30 um 30-50 um 50-90 pm 90-130 um  130-190 pm ,

El ajuste a todas las curvas usando estas distribuciones corresponde a las lineas
continuas de la Figura 4.4. El andlisis de la cinética de desagregacién para muestras cocidas
a distintas temperaturas exigié conjuntos de picos practicamente idénticos entre si, indicando
que las mismas Clases de agregados existen en muestras cocidas a las distintas
temperaturas en el intervalo considerado.

44 Estructura de los agregados
Los tamarios representativos (T ) de los picos mostrados en la Figura 4.5a fueron
graficados en funcion del numero de Clase (Figura 4.5b). Fue interesante observar un

comportamiento sumamente regular y, mas auan, una dependencia de tipo exponencial

(T =18.1x1.6", donde n es la clase de agregado). El tamafo representativo de cada
agregado fue 1.6 veces el del anterior en una estructura tipo fractal. Como 1.6% ~ 4, el
volumen representativo de cada Clase de agregado fue aproximadamente cuatro veces el

volumen del anterior. Esto sugiere agregados de forma tetraédrica.
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7 son el tiempo de vida medio de los agregados. En estas ecuaciones estan
implicitas varias hipétesis sobre el mecanismo de desagregacion:

e El fraccionamiento de los agregados es de caracter aleatorio. La velocidad de fractura
es proporcional al nimero de agregados sin contener efectos de envejecimiento, es
decir, que no se desagregan debido a los prolongados tiempos de dispersion.

e La disgregacion es a través de fracturas, de manera que la poblacién de los
agregados de Clase i es alimentada sélo por la disgregacién de los agregados de
Clase i +1.

e Una vez fracturados los agregados, estos no se vuelven a formar. Una probabilidad
finita de reconformacién de agregados se habria visto reflejada en una distribucién en
equilibrio donde conviven varias clases de agregados, y no en la desagregacién Gltima
encontrada a largos tiempos de agitacion. La ausencia de reconformacién se debe a
que el alcohol es capaz de interaccionar con las superficies expuestas.

El sistema de ecuaciones diferenciales Ec. 4.1 fue resuelto analiticamente y se
encontraron los valores de los tiempos de vida media (1) que mejor reprodujeron el
comportamiento de la poblacion de los agregados mostrados en la Figura 4.6. El modelo
clases de agregados. Para las muestras cocidas a 63°C, cinco clases estuvieron presentes al
principio del proceso de desagregacion, y el granulo sencillo (Clase 0) no tuvo inicialmente
una poblacién muy grande. El agregado de Clase 4 se disolvid rapidamente. A los 20
minutos de agitacién los agregados de Clase 5 no estuvieron presentes. Los agregados de
Clase 3 tuvieron escaso incremento y fueron disueltos por agitacién a tiempos alrededor de
20-30 minutos. Es interesante notar que durante este intervalo de tiempo (0-20 min.)
poblaciones de agregados Clase 0, 1, y 2 permanecieron constantes. Con tiempos de
agitacion mayores los agregados de Clase 2 comenzaron a disolverse, seguidos por los de
Clase 1, mientras la poblacién de granulo sencillo siguié incrementandose. La distribucion

final, consisti6 como en el caso de la temperatura de 61.5°C, de granulos sencillos de
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gelatinizacion (si el grado de gelatinizacion se incrementa se deshace el granulo y por lo
tanto se deshacen los agregados), sino que el efecto principal radic6 en el nimero de
granulos gelatinizados. El incremento en la temperatura aumento la probabilidad de que un
granulo no gelatinizado fuera vecino de méas de un granulo gelatinizado, dando lugar a la
creacién de agregados de mayor tamario. Considerando que el tiempo de vida media de los
agregados de Clase 5 dependi6 del numero promedio de granulos gelatinizados que los
aglutinan, es explicable que el tiempo de vida de estos agregados haya mostrado una

dependencia mas fuerte con la temperatura de cocimiento (Figura 4.7).
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5. Efecto de la temperatura de dispersion

Las muestras preparadas (Seccién 2.1), se cocieron (Secciéon 2.1.2), durante 5
minutos a 63 + 0.1°C. Con este tratamiento térmico la muestra de almidén ya formé las cinco
clases de agregados, y se asemeja mas a las condiciones de los almidones de algunos
alimentos como la masa para tortillas. Las muestras se dispersaron (Seccion 2.1.2). en
etanol durante: 4, 6, 15, 60, 120, 210, y 390 minutos. Las temperaturas de dispersion y
medicién en el granulémetro fueron seleccionadas sobre la base de las temperaturas que el

granulémetro permitié, y correspondieron a 10, 25, 30, 40 y 50°C.

5.1 Comportamiento

En la Figura 5.1a se muestra la distribucién de tamafio de particula para las
muestras tratadas (Seccion 2.1.2.5), en ella se observo una clara tendencia a incrementar el
volumen relativo de la poblacién de los agregados de tamafrio intermedio, con el incremento

de temperatura, asi como la disminucién de los agregados de Clase 0.

La Figura 5.1b muestra las distribuciones de tamafio de particula para las distintas
clases de agregados obtenidas de la deconvolucion de las distribuciones de tamafio de
particula mostradas en La Figura 5.1a, dispersadas y medidas a 40 y 50°C. Es importante
notar que el aumento de la temperatura de dispersién no favorecié la formacion de
agregddos de mayor tamario, sino un aumento de area de los agregados de Clase 2, a

expensas de los agregados de Clase 1y 3 (Figura 5.1b).
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el mismo comportamiento, a los 4 minutos de coccién se observaron dos picos en la
distribucion de tamario de particula, el correspondiente a la Clase 0 y otro que tiene un rango
de tamarios de 20-200um, mientras que a 390 minutos de dispersiéon solo se tienen
agregados de Clase 0 y un pequefio hombro con tamarios de particula entre 20 40um. En la
Figura 5.3 se observa que la agitacién causé la desaparicion de los agregados de mayor
tamario y un crecimiento continuo de la poblacién de granulos individuales. Los agregados
de Clase 1 tienen su maximo aproximadamente a los 210 minutos de dispersion como se
observa en la Figura 5.4a. mientras que los agregados de Clase 2 se mantienen constantes
aproximadamente hasta los 60 minutos de dispersion (Figura 5.4b) a partir de los cuales
comienzan a disminuir. Los agregados de Clase 3 y 4 tienen una disminucién continua
conforme aumenta el tiempo de dispersion y practicamente no se tienen diferencias

significativas para las distintas temperaturas de dispersién (Figura 5.3c, d).
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6. Cinética de Agregacion

6.1 Obtencion de las concentraciones iniciales de las distintas clases
de agregados

Las muestras de almidon se prepararon (Seccion 2.1), se cocieron (Seccién 2.1.2)
durante 2, 3, 5, 6 y 7 minutos a temperatura de 61.5+ 0.1°C y durante 0.5, 2, 3, 5,6y 7
minutos a temperaturas de 63, 65, 67 y 69 + 0.1°C. Después de ser enfriadas se
dispersaron (Seccién 2.1.2) a temperatura ambiente durante 2, 4, 6, 15 y 60 minutos en

etanol.

Para obtener las constantes de velocidad de las distintas clases de agregados se
necesitan las concentraciones iniciales (es decir a tiempo cero de dispersion) de las distintas
clases de agregados. Las concentraciones iniciales no se pueden medir experimentalmente
a ese tiempo porque es indispensable dispersar la muestra para medir la distribucién de
tamafio de particula. Estos datos se obtuvieron extrapolando los datos obtenidos de la
cinética de desagregacion (Seccién 4.2.1) para cada temperatura (61.5, 63, 65 y 67°C) y
tiempo de coccién (0.5, 2, 3, 4, 5, 6, y 7 minutos). Es decir para cada temperatura se realiz6
un barrido de 0.5-7 minutos de coccidn, y para cada tiempo de coccién se hizo un barrido de
tiempos de dispersion de la muestra en el intervalo de 1-60 minutos. Realizandose un total
de 168 experimentos, sin contar las repeticiones que se llevaron a cabo (un minimo de tres
para cada muestra).

Para el estudio de la cinética de agregacion, la deconvolucion de las distribuciones
de tamarfo de particula se hizo tomando las distribuciones de tamaro de particula obtenidas
de muestras cocidas 7 minutos a temperaturas de 67, 65 y 63°C y dispersadas como se
indica en la Seccién 2.1, las ultimas tres distribuciones de tamano de particula se obtuvieron
de muestras cocidas 7, 5 y 2 min, a temperatura de 61.5°C y dispersadas 1 h, 15 min y 4 min
respectivamente. Se escogieron estos tiempos y temperaturas de cocimiento para hacer un
barrido completo de los tamafios que se forman durante el cocimiento de las muestras y

escoger el centro de cada agregado que represente mejor al mismo tiempo a todas las
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temperaturas estudiadas. Con estas distribuciones de tamario de particula se obtuvo el mejor

ajuste para todas las temperaturas y tiempos de coccién.

Como se mostré en la Seccion 3.3 la temperatura de coccién afectéd el tamario de
los agregados de almidén, influencia debida al grado de gelatinizacion (Seccion 3.4) que
alcanz6 la muestra, pequefias variaciones en la temperatura y tiempo de cocciéon dan como
resultado distribuciones de tamafio de particula diferentes, debido al grado de gelatinizacion.
La cinética de agregaciéon permitié proponer un mecanismo de reaccién para la agregacion
de granulos de almidén. Conforme se incrementd el tiempo de coccion para cada una de las
temperaturas estudiadas fueron apareciendo agregados de mayor tamafo, mientras la
poblacion de granulo sencillo de almidén se vio fuertemente afectada por el tiempo y la
temperatura de coccion. La Figura 6.1 muestra la influencia del tiempo de coccién en la
poblacion de agregados de almidén cocidos a diferentes temperaturas y dispersados 6
minutos a temperatura ambiente en etanol. Los tiempos usados van de 0.5 hasta 7 minutos.
A temperatura de 61.5°C no se mostré la grafica de distribucién de tamario de particula para
0.5 minutos de coccién porque no se observé diferencia significativa entre ésta distribucion y
la obtenida para el almidon crudo. A ésta temperatura se observaron dos picos claramente
definidos a partir de los dos minutos de coccién, y a partir de los 6 minutos comenzé a

aparecer un pico alrededor de 100 um (Figura 6.1a), este mismo pico se observd también a

partir de 3 minutos de coccién a temperatura de 63°C (Figura 6.1b). En la Figura 6.1c se
observé como éste pico aparece a los dos minutos de coccién y la aparicién de un pico
alrededor de 200 zm a partir de los 7 minutos de coccién. Este pico se observé claramente

desde los 2 minutos de coccién a temperatura de 67°C Figura 6.1d.
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El sistema de ecuaciones que nos representa éste mecanismo de reacciones

quimicas en serie es:

ditc oltl=—k1C olr]3c ol1]

4 ko ol o]k coliPe ]
Ec. 6.1 %Cz[f]=k1C1[t]3Co[f]~k2 ColfPPc o]

g;c slt]=k o Colt]>C ole]-k 3 € 3[1]3C o[]

d

Scald=kgcqldPel]

Como se observa en los ajustes (Figura 6.2), para la temperatura de 61.5 y 63°C se
obtiene una buena aproximacion. Cuando la coccién se hace a temperaturas mayores se
tiene problemas para reproducir el comportamiento de los agregados principaimente en
tiempos cortos.

En el caso de 67°C es aun mas rapida la desaparicion del granulo sencillo de
almidén, alcanzando una concentracién constante practicamente al minuto de coccién. Esto
sugiere que el agua juega un papel importante. A altas temperaturas el agua reacciona
rapidamente con el almidén produciendo granulos gelatinizados que forman el agregado
Clase 1, el cual a su vez reacciona con otros dos agregados de Clase 1 y otro granulo
gelatinizado para formar el agregado Clase 3 , y asi sucesivamente, hasta que se llega al
agregado Clase 5. A mayor temperatura estas reacciones se efectian mas rapidamente de
tal manera que el agua disponible se termina rapidamente, como en el caso de 67°C.
Aproximadamente a los 4 minutos de coccién los agregados de Clase 1, 2 y 3 alcanzan el
equilibrio.

El sistema de ecuaciones Ec. 6.1 se resolvi6 numéricamente, encontrandose los
valores de las constantes de velocidad para cada reaccién. La solucién al sistema de
ecuaciones propuesto estd representada en lineas continuas en la Figura 6.2, donde se
observa que el ajuste propuesto reproduce bien los agregados de Clase 1, 3, 4 y 5, pero no
los de Clase 2.
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Las constantes de velocidad de reaccion calculadas con el sistema de ecuaciones
propuesto para la temperatura de 61.5°C se muestran en el Cuadro 6.1, la reaccién que
determina la velocidad total es la de formacion del agregado de Clase 3, pues su constante

de velocidad es la mas baja.

El Cuadro 6.1 muestra también los coeficientes de correlacién para la dependencia

de la velocidad de reaccion con la temperatura.

Las constantes de velocidad de reaccion calculadas para la temperatura de 63°C
muestran tendencia a favorecer la formacion rapida de agregados de Clase 4. Pero la
velocidad de reaccion depende de la formacién de agregados de Clase 3. Aunque la
constante de velocidad de los agregados de Clase 4 es grande, estos no se forman hasta
que se han forman los agregados de Clase 3, como lo muestran los datos experimentales
Figura 6.1b.

Las constantes de velocidad de reaccién calculadas para la temperatura de 65°C
favorece la formacién rapida de agregados de Clase4. En este caso la reaccién
determinante es la de formacion del agregado Clase 2. La constante de velocidad de los
agregados de Clase 4 es mayor que la de formacion de agregados de Clase 5, sin embargo
éstos no aparecen hasta que se forman los de Clase 4 (Figura 6.1c).

La constante de velocidad de reaccion para agregados Clase 1 es muy grande. Es
el doble de la de formacién de agregados de Clase 2. La reaccion que determina la velocidad
de toda la reaccion es la de formacién del agregado de Clase 5.

Las constantes de velocidad de reaccién y sus correspondientes energias de
activaciéon calculadas para cada temperatura se muestran en la Cuadro 6.1, donde se
observa que todas las constantes de velocidad aumentan al aumentar la temperatura de
coccion.
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La energia que se obtuvo para la formacién de un mol de agregados del Clase 1,2 6
3 es aproximadamente la misma: 162,8 Kcal, que es del orden de la reportada por Freitas, et
al., (2002). Freitas llevé a cavo un estudio de gelatinizacién de almidén cassava (con 24.2%
de amilosa y 69.6% de humedad) obteniendo una energia de activacion de

aproximadamente E, = 100 Kcal/mol con la ecuacion de Arrhenius.

La energia de formacién de un mol de enlaces de hidrégeno del Tipo O----- H-0-
es del orden de 3 a 8 Kcal/mol. Dividiendo estas energias obtenemos un total 20 enlaces de
hidrégeno, que posiblemente sean los necesarios para desencadenar la formaciéon de

agregados de Clase 1,2 0 3.
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7. Trabajo Futuro

La cinética de desagregacion que se realizd para estudiar el efecto de la
temperatura de dispersién mostré que sélo a una temperatura de 30°C de dispersion, se
tiene un maximo para el tiempo de vida media para los agregados de Clase 3. Para estudiar

éste comportamiento es necesario elaborar un disefio experimental.

Con el método desarrollado a través de la distribucion de tamarfio de particula se
encontré la energia de activacion de los distintos tipos de agregados (Cuadro 6.1) que se
forman durante la coccion de los almidones. Esta investigacién es completamente nueva, por
lo que en la literatura no se cuenta con ninguna referencia al respecto. Se sugiere utilizar la
Calorimetria Diferencial de Barrido para obtener la energia de gelatinizacién de cada Clase
de agregado. Dependiendo de la temperatura y tiempo de cocimiento (Figura 6.2) se
coceran muestras que tengan solo agregados de Clase 1; muestras que solo tengan
agregados de Clase 1y 2; solo agregados Clase 1, 2 y 3, y asi hasta tener muestras con los
cinco Clases de agregados. La energia de gelatinizacién de los agregados Clase 2 se
obtendrian por diferencia entre las muestras que soélo tienen agregados Clase 1 y las que
tienen Clase 1 y 2, y de igual manera se obtendran las energias de gelatinizacién de los
agregados Clase 3,4y 5.

Hasta el momento se han efectuado estudios en un sistema modelo idealizado. Se
emplearon materiales de grado analitico, almidén y condiciones controladas de laboratorio.
Para poder aproximar los resultados obtenidos y emplear la experiencia adquirida en un
sistema mas real es necesario efectuar una variacion del modelo incluyendo proteinas y
lipidos. Estudiar el efecto en la distribucién de tamafo de particula cuando al modelo le
adicionamos un porcentaje de proteinas y lipidos semejante al que contienen algunos
alimentos como la masa para tortillas de maiz.
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8. Conclusiones

Se propuso un protocolo de coccion y dispersion de las muestras que permitié utilizar la
dispersién de luz para obtener en forma reproducible la dependencia de la agregacion
de granulos de almidén con los parametros de cocimiento, asi como el efecto del
solvente utilizado para hacer la dispersion de las muestras. La agregacion disminuyé al
utilizar dispersantes liquidos de alta polaridad. Se encontré que la agregacion es
sumamente sensible al grado de cocimiento cuando la muestra se dispersa en etanol,

mientras que al dispersarse en agua los agregados se deshacen.

El tamafio de los granulos de almidon cocido aumenta cuando son dispersados en

agua, mientras que al dispersarse en etanol su tamafio no cambia.

La agregacién de granulos puede ser explicada a través de la formacion de clases de
agregados. Dependiendo de la temperatura y tiempo de coccién vamos a tener por
ejemplo para la temperatura de 61.5°C, solo dos tamaros de agregado en comparacion

con los cinco tamarios que tenemos cuando la temperatura es de 67°C.

El grado de gelatinizacion de los granulos individuales promueve la formaciéon de
agregados de distintas clases de tamano. Es decir, la agregacién se ve favorecida

cuando el nimero de granulos gelatinizados aumenta.

La descomposicion de los agregados se da a través de fracturas, obteniéndose
agregados de menor tamafio. Se observé un comportamiento sumamente regular entre

el nimero de agregado y su tamafio, mas aln, una dependencia de tipo exponencial

(T ~18.1x1.6", donde n es la clase de agregado). El tamario representativo de cada

agregado fue 1.6 veces al del anterior en una estructura tipo fractal.

La cinética de desagregacién puede ser explicada a través de un modelo de
destruccion aleatoria con tiempos de vida media bien definidos para las distintas clases
de agregados.

En el estudio de la temperatura de medicién y dispersion se observé una clara
tendencia de incremento de la poblacion de agregados con el incremento de
temperatura, asi como la disminucién de tamafio del pico correspondiente al granulo
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10.

11.

12.

13.

sencillo de almidén.

Se encontré que el intervalo de tiempos de cocimiento tiene su maximo alrededor de 7
minutos a una temperatura de 63°, pues a tiempos mayores de cocimiento el granulo
de almidén se deshace y en consecuencia se presenta la disminucién de los agregados

de mayor tamainio.

La cinética de agregacién pudo ser explicada a través de un mecanismo de cinco

reacciones en serie irrereversibles.

La formacién de las distintas clases de agregados se modelo considerando que el
agregado de Clase 1. se forma por la unién de un grénulo de almid6n gelatinizado y
tres granulos de almidén, los agregados de Clase 2, se formaron por la unioén entre un
granulo gelatinizado y tres agregados de Clase 1, de igual manera se forman los
agregados de Clase 3, 4 y 5. La energia de activacion para los agregados de Clase 1,
2 y 3 es aproximadamente la misma. Debido a que el granulo gelatinizado acttia como

agente agregante.

A partir del mecanismo de reaccion propuesto se planteé un sistema de ecuaciones
diferenciales no homogéneas, que se resolvi6 numéricamente mediante un programa
de Matematica. Lo que permiti6 reproducir los datos experimentales de manera
aceptable, y obtener las constantes de velocidad para cada reaccién. Las energias de
activacion de las distintas clases de agregados fueron calculadas, y se encontré que se
requiere aproximadamente de 162 Kcal/mol para formar agregados de Clase 1, 2 y 3.
Debido probablemente a que el granulo de almidén actia como agente agregante. Y de
la mitad de la energia requerida para estos agregados, para el caso de agregados de
Clase 4.

162 Kcal/mol equivalen a un enlace covalente H-O, o0 a 20 enlaces de Hidrégeno que
son los que posiblemente sean necesarios para desencadenar la formacion de
agregados de Clase 1, 2 o 3. Sin embargo es necesario hacer mas investigaciéon para
saber el significado de esta energia de activacion.
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Abstract

This paper focuses on the aggregation of starch granules. The starch was cooked in a limiting amount of water and dispersed in different
solvents. The size of the resulting aggregates was measured using light scattering. The solvents employed in this study (water, glycerol,
ethanol, and 2-propanol) dispersed the aggregates to different degrees and resulted in different size distributions for the starch aggregates. It
was observed that the size distribution of the cooked starch dispersed in the less polar solvents showed a higher representation of larger
aggregates. Higher cooking temperatures resulted in larger aggregates. The methodology here presented proved to be a reproducible and
practical way to study aggregation of starch. © 2002 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.

Keywords: Starch; Aggregation; Size distribution; Cluster; Swelling

1. Introduction

Many starch-based foods have characteristic rheological
properties (resilience, elasticity, mouthfeel, etc.) that are
perceived by the consumer as important determinants of
the food quality. Some, at least, of those properties are
closely correlated with the sizes of the particles constituting
the finished food product or the material.(dough) from
which it derives, and the type and degree of interaction
among them. The particles considered in this study were,
on one hand, the biologically formed starch granules and, on
the other, large aggregates formed from several starch gran-
ules during the processing of the food.

Khan, Des Rosiers, Rooney, Morgan, and Sweat (1982)
developed a methodology to measure Particle Size Index of
masa for preparation of tortilla that correlated well with the
quality of the masas prepared under different conditions. It
appears that the macroscopic cohesiveness of the material,
perceived as texture or mouthfeel by the consumer, also
dictates, at the microscopic level, the degree of aggregation
of the fundamental starch granules. Therefore, the develop-
ment of rapid and simple methodologies for the determina-
tion of particle size distribution in dough-like materials
holds out considerable promise for the food industry, as

* Corresponding author. Tel.: +52-442-211-9904; fax: +52-442-211-
9937.
E-mail address: alberto@ciateq.mx (A. Herrera-Gémez).

such methodologies might permit to perform in-line testing
that could predict the quality of the final product.

Studies related to the size distribution of the solid parti-
cles in different types of flour or masa have been carried out
for some time (see e.g. Gomez, Waniska, & Rooney, 1991;
Pflugfelder, Rooney, & Waniska, 1988; Sahai, Buendia, &
Jackson, 2001). Recently they have become more conveni-
ent and, above all, they provide more detailed information,
with the advent of laser-light dispersion granulometers. This
type of equipment is capable of fast evaluation of the size
distribution in a wide range (from under 1 pm to 2 mm) of
solid particles dispersed in liquids or in air, (see e.g.
Devaux, Le Deschault de Monredon, Guibert, Novales, &
Abelcassis, 1998). These granulometers conveniently
output the size of the particles in terms of volume propor-
tions, i.e. the graphs presented by the instrument dijrectly
reflect the volume, and hence, by approximating to constant
density, the mass of the material that has a given size
(expressed as particle diameter).

We are carrying out a research program on the degree of
aggregation between starch granules in masa, with a view of
correlating such data-with the organoleptic qualities of the
final product (e.g. tortilla, bread, etc.) originating from masa
prepared under different conditions. The determination of
the particle size distribution is performed by laser-light
dispersion granulometry. This requires disaggregating the
solid materials of interest (e.g. bread dough or nixtamalized
com flour) in a suitable dispersing liquid. The disag-
gregation protocol should be such that the short-range

0144-8617/02/3 - sce front matter © 2002 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.
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Fig. 1. Starch cooked at 65 °C and dispersed with different solvents: (a) water, (b) glycerol, (c) ethanol, and (d) 2-propanol. All microphotographs are on the

same scale.

significant presence of larger aggregates, containing dozens
of granules.

Fig. 2 shows the distribution of particle size of the starch
sampies with 50% of moisture content, cooked at 65 °C and
then dispersed in the different solvents, as determined by
light scattering. In the particle size distributions the y-axis
represents the population of particles of a determined size
weighted for volume, while the x-axis represents the effec-
tive diameter of the particles. In the cases of water and
glycerol, the predominant peak was centered on a particle
size of around 15-17 pm, which corresponds to the size of
single maize starch granules. Some smaller particles were

1.0 } | —8— Glycerot ~ E
o Waler

*
< Ethaw! a.
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10 100
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Fig. 2. Size distribution of starch cooked at 65 °C and dispersed in different
solvents, as determined through light scattering. The higher-polarity
solvents were more cfficient in destroying the hggrcgatcs and in dispersing
the cooked starch down to the starch granule constituenis. The aggregates
present in the samples dispersed in alcohol were constituted from cluster
classes with defined sizes.

also observed in water (a shoulder around 1.6 pm) and with
glycerol (a shoulder centered around 5 pm). These could
correspond to oil and protein bodies present in maize grains.

Very different distributions were observed for ethanol and
2-propanol. While particles with a size around 18 pm were
still clearly evident as a shoulder, the distribution maxima
occurred at 75 and 90 pm for ethanol and 2-propanol,
respectively. For these two solvents, a significant amount
of material up to sizes of 250 pm was present, while parti-
cles smaller than 7 pm could not be observed; it is possible
that the alcohols dissolved oil bodies and protein bodies.
These distributions were consistent with the microscopic
observations: essential absence of larger particles for
glycerol and water, and aggregates of significant size in
2-propanol and ethanol.

Cooking of maize starch at 65 °C in the presence of a
limiting amount of water resulted in a significant degree
of aggregation between the starch granules. While glycerol
and water were able to disaggregate the agglomerates prac-
tically down to single granules, when 2-propanol or ethanol
were employed these aggregates were retained, at least
partially.

By comparing the effect of the different dispersing
solvents, we observed a qualitative correlation between
the presence of large aggregates and a low polarity of the
solvent molecules. The dielectric constants of the liquids
used in this study are: water, D = 78.54; glycerol, D =
42.5; ethanol, D = 24.3; 2-propano}, D = 18.3. The use of
the low-polarity solvents (ethanol and 2-propanol) as disper-
sants resulted in a reduced population of single starch gran-
ules in favor of larger aggregates. This trend was more
pronounced for the alcohol with the lower polarity, viz.
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Fig. 6. Typical decomposition of the size distribution in different particle
classes. Particles of type (a) may be oil and protein bodies that were
dissolved by alcohol. The single granules are represented by the particles
of type (b). Particles of types (c)—~(e) are granule clusters. Water was able to
destroy the small clusters represented by (c).

peaks corresponding to the aggregates, but it was still
present up to the highest temperature used.

3.4. Detailed analysis

From the raw data it was possible to distinguish clear
peaks, which probably corresponded to different cluster
classes. Detailed analysis reinforced this interpretation.
The distributions were decomposed in a set of gaussian
peaks. Fig. 6 shows the typical size distribution of samples
dispersed in water and ethanol together with the peaks
employed in the decomposition of these curves. An attempt
was made to fit the experimental distributions with the least
number of peaks that could reproduce the experimental data.
The peaks are labeled (a) through (e); with (b) representing
the single starch granules. Peaks (a;) and (a,) probably
correspond to oil and protein bodies and will be referred
to as corpuscles. Peaks (c), (d), and (e) correspond to aggre-
gates of granules of different size. They will be referred to as
first, second, and third cluster class, respectively. In both
figures, the continuous line passing through the experimen-
tal data corresponds to the calculated curve (sum of the
peaks). Similar cluster classes were found in samples
dispersed in both water and ethanol. It is interesting to
observe that peak (c) was not necessary to fit the data of
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Fig. 7. Centroid and FWHM for the peak corresponding to single granules
as a function of cooking temperature. The size increase of the granules
dispersed in water was due to the extra swelling undergone by cooked
starch granules when extra water was available. This water absorption
occurred even at room temperature. In contrast, the cooked granules
dispersed in alcohol did not show any size increase. The difference in
size for the water and alcohol cases at the lower temperatures is not real.
It is originated from imprecise values for the optical constant of cooked
starch that were fed into the light scattering analyzer.

the dispersion in water, which suggests that water is able to
destroy the first clusters.

Fig. 7 shows the centroid and the full width at half maxi-
mum (FWHM) of the single-granule peak as a function of
the cooking temperature for dispersions in both water and

- ethanol. FWHM is given here simply as a measure of the

spread in the particle sizes subsumed under a given peak in
the deconvolution: the larger the FWHM of a peak, the
broader is the distribution of the particles represented in
that peak. In the case of the samples dispersed in water,
the centroid position shifted from 14 pm at 25°C to
23 pm at 69 °C, and the FWHM increased from 9.5 pm at
25 °C to 22 pum at 69 °C. This behavior suggests that starch
granules originally cooked with limited access to water
continue to swell when more water becomes available,
even at room temperature.

The behavior of the population of the different aggregate
classes for samples dispersed in ethanol showed a clear
tendency: as the cooking temperature increased, the frac-
tional population of the smaller clusters decreased in favor
of larger-size cluster classes. Fig. 8 shows the population of
the size classes of the aggregates as a function of the cook-
ing temperature. At 25°C about 80% of the population
corresponded to single granules. This population decreased
steadily with increasing cooking temperature and repre-
sented less than 10% of the whole population for samples
cooked at 69 °C. The corpuscles showed the same trend,
starting at about 10% at 25 °C, and then practically vanish-
ing above 65 °C, though this is most likely due to dissolu-
tion. All of the three cluster types were initially absent and
started to appear at 60, 63, and 65 °C, respectively. After
their first appearance and an initial increase in their popula-
tion at the lower cooking temperatures, the small clusters
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Abstract

Through a systematic study of the kinetics of thé destruction of aggregates
of starch granules, it was possible to elucidate some details of the
mechanism of their formation. The cooking of the starch, which was done
with limited amount of water (1:1) to imitate the conditions of starch foods,
induced the formation of aggregates of different sizes. These were
dispersed in ethylene and agitated for different periods, provoking their
desegregation. The size diétribution, and its dependence with time, was
measured by means of laser light scattering. It was found that the
aggregates are built in a fractal-class geometry: a group of starch granules
form a small aggregate, then groups of the latter build into larger ones,
and so on, observing up to five scales, depending on the cooking degree.
The aggregates are held together by gelatinized granules that show no
cross of malt. The formation of the aggregate classes can be explained by
a random granule popping at different points of the sample, with a lower

probability of dual gelatinization of neighbor granules.

l. Introduction

Despite the high degree of sophistication of the food industry, that based on starch still
contains an important handcraft component. An area that requires attention is the
prediction of the properties of starch product from those of the material along the

production process [1]. This class of prediction could be possible only after



understanding the interactions and the structural changes undergone by the raw
material. In the initial stages of the process of production, the starch-starch interactions
are responsible for the formation of aggregates, and they determine the consistency of
the dough [2, 3]. The aggregation of starch granules determines the rheological
properties of starch dough, which are in turn determinative to the properties of the final
product. Under this tenor, a fast characterization of the degree and class of aggregation
could be employed as a tool to predict, in line, the quality of the starch product. To
understand the nature of the aggregates, we measure the kinetics of their
desegregation. This study shined some light into the way granules organize within the
aggregate, and on the way the latter are built. This is the second of a series of studies
toward the development of an in-line characterization technique based on the

aggregation of starch granules.

Previous studies in this field have concentrated on the distribution of size of the
individual granules [4, 5, 6, 7] and of grits [8, 9]. They demonstrated, by applying similar
processes on starch samples differing on their granule size distribution, that the size
distribution of the granules had a strong influence on the properties of the final product.
The present study is focused on the kinetics of the desegregation and on the
aggregation mechanism of granules caused by wet thermal treatments. We were able to
obtain fast and detailed information about the aggregation by the use of laser light
dispersion [10]. An important part of the study was the use of a sample preparation
protocol that provided adequate reproducibility [11]. In this way, it was possible to
achieve greater precision and reproducibility than through sieve and Image Analysis

[12, 13, 14]). We also demonstrated the correlation and sensibility of the aggregation



with the cooking parameters and proposed a mechanism for the formation of

aggregates.

I Materials and Methods

A. Sample preparation

The sample preparation protocol is reported in our previous publication on the same
issue [11]. Unmodified maize starch (23% amylose, 77% amylopectine, Sigma-Aldrich,
USA) were mixed with deionized water to obtain a dough with 50% dry matter and 50%
water. Small amounts (2g) were sealed in polyethylene bags and cooked for five
minutes in a controlled bath to temperatures of 61.5, 63, 65, and 67°C, and chilled
immediately (by dipping into water) to room temperature to stop the cooking process.
Under these conditions, the percentage of granules gelatinized between 62 and 63°C,
‘resembled that of corn dough for the production of tortilla (20%, as quantified by

polarized light microscopy [15]).
B. Quantification of aggregates

The determination of the particle size distribution was done with a commercial
granulometer (Cilas 1640, France) based on light scattering. A laser illuminates a region
where the particles are suspended, and an arrangement of photocells provides the
angular dependence of the scattered light. By assuming a spherical shape of the
particles (granules and granule aggregates), and through the appropriate theory (Mie
Theory and some of its approximations [16]), the dispersion patterns were transformed

into particle size distributions. When the particles are not spherical, the results should



be interpreted through effective diameters that depend on the details of the geometry of

the particles [17].

The samples were fed into the granulometer by suspending 0.90g of the cooked sample
in 30mL of ethanol and agitated for different periods, from 1.5min to 10h. As discussed
elsewhere [11], ethanol was chosen as the solvent because it retains the aggregation
structure for enough time to be observed. These dispersions were filtered with a sieve
number 80 that retained particles larger that 500um, and then placed in the
granulometer deposit that contained 400mL of ethanol. The particle concentration was
optimized accordingly to the indications of the granulometer manufacturer (Cilas 1640,

France).

The distributions were analyzed simultaneously with an algorithm that allowed
multidimensional parameter optimization [18]. By a simultaneous analysis of the data it
was possible to discriminate features hidden in one set of data but apparent in others

(11, 19].
C. Light and electron microscopy

Two microscopic techniques, environmental scanning electronic microscopy (ESEM,
Phillips, Nederlands) and polarized light microscopy (Zeiss, Germany), were employed.
The optical images were obtained from a couple of drops of a solution of O.fg of sample
suspended in 100mL of ethanol and agitated for 6min. The determination of the
birefringence was carried out in three images containing around 80 granules each. For
ESEM, the sample was agitated for only 1.5min to retain larger aggregates. Two drops

were placed in a conducting slide and, after evaporating the solvent, placed in the



ESEM chamber. Low values for vacuum and electron beam were elected to minimize

the modifications in the samples.
D. Differential scanning calorimetry

Gelatinization was followed by differential scanning calorimetry (DSC) with a
commercial equipment (Perkin Elmer model Pyris I, USA). 20mg of cooked starch were
placed and sealed in aluminum capsules. The temperature was raised from 40 to 100°C
at a rate of 5°C/min. The gelatinization enthalpy (DG) was determined from the area
under the peak in the thermograms, and normalized to the enthalpy associated to a raw

sample.

ll. Results and Discussion

A. Gluing together granules into aggregates

As previously reported, the particle size distribution curves of maize starch cooked in
limited amount of water show well defined peaks and shoulders that suggest the
existence of a set of aggregate size classes [11]. Evidence of the formation of starch
aggregates of characteristic sizes have been reported previously in other starch
systems [20]. Microscopic observations of these samples have been performed using
ESEM and Light Microscopy. Figure 1a shows ESEM images at low maghiﬁcation of
starch aggregates formed at cooking temperatures of 65°C and dispersed in ethanol.
This particular image shows three types of particles: individual granules, small
aggregates, and larger aggregates. This observation was also made in many other
micrbscopic images at different magnifications (not shown). The high magnification
image (Figure 1b) shows an aggregate formed by a few starch granules. The individual
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granules exhibit two distinct shapes: either spherical or with an irregular shape. The
spherical shape suggests that the granule is not gelatinized, while the irregular shape

suggests that the granule has been gelatinized, at least partially.

In order to clarify the role of gelatinized granules in the formation of aggregates a series
of light microscopic observations-were made. Figure 2 shows a starch aggregate in
bright field and under crossed polarization light. The size and boundaries of each
granule can be identified. Granules in the boundary seem to be not deformed. The
granule pointed with the number “2" appears to glue the granules glued around the
granule marked as "1”, to the granules on the other side of granule “2". Figure 2b
revealed t.he birefringence of the different granules. Granules “1” and “2" show no
birefringence, and have to be considered gelatinized, while other granules show
different degrees of birefringence, indicating that they are not or only partially
gelatinized [21]. This image suggests that aggregates form around gelatinized granules.
Since prior to cooking the moisture is limited, the probability of fully gelatinizing two
adjacent starch granules is low. A fully gelatinized granule can be surrounded only by a
limited number of partially or non-gelatinized granules, giving rise to aggregates of a
characteristic dimension. This type of aggregates, consisting of 2 to 5 granules glued to
a gelatinized granule, will be called Class 1. It is important to emphasize that the
gelatinized granule can be more easily deformed, which allows a larger contact area to
the other granules, thus forming more stable aggregates. This mechanism can explain
the formation of a class of aggregate containing few granules, and could correspond to

the small aggregates shown in Figure 2a. Aggregates of larger sizes could be explained



in terms of Class 1 aggregates glued together, and could correspond to the larger

aggregates shown in Figure 2a. These will be called Class 2 aggregates.

It is not clear that a starch granule has to be fully gelatinized in order to glue other
granules together, as partially gelatinized granules having their surface gelatinized
should also be able to glue to non-gelatinized granules. As a first approach we can
consider only fully gelatinized granules responsible for the aggregation mechanism [22].
This mechanism is also consistent with the observation of different aggregate sizes for
different cooking temperatures: at low cooking temperatures the fraction of gelatinized
granules is small and only Class 1 aggregates can be formed. With increasing cooking
temperature the gelatinized fraction increases and more complex aggregates can be

formed.
B. Disintegration of the aggregates

The aggregates are formed during the cooking process in a packed configuration with
limited moisture, and therefore cannot be directly observed. To be observed, they had
to be dispersed; ethanol was chosen as the dispersant for reasons explained elsewhere
(11]. To characterize the stability of the aggregates dispersed in ethanol, we studied the
kinetic of their disintegration caused by agitation. Figure 3 shows the size distribution of
a sample cooked at 65°C and dispersed in ethanol using two different dispersing times.
For 1.5min, a larger relative volume can be observed for sizes larger than about 150
pum, compared to a dispersion time of 6min The difference between these two curves is
labeled “volume lost”. For sizes between 50 and 80 ym an increment in volume can be
observed with the increase in dispersion time (labeled “volume gained” in Figure 3). The

two volumes are approximately equal. The destruction of the latter was not reflected into



the increase of the population of single starch granules. Instead, most of that material
became part of another class of aggregates. This strongly suggested that the
destruction of the large aggregates is no by crumbling into single granules, but through

large fractures in favor of smaller aggregates.

The kinetics of disintegration contributed valuable information to explain the aggregation
mechanism. The agitation caused gradual disappearance of the aggregates in favor of
single granules. Figure 4 shows the influence of the dispersion time in the population of
starch aggregates cooked at different temperatures and disperéed in ethanol. The times
used range from 1.5 up to 390min. After dispersing the 61.5°C sample for 4min, two
clear peaks could be observed (Figure 4a). With increasing dispersion time the height of
the peak with the larger sizes decreased continuously, while the other peak increased.
At around 150min of dispersion only one peak could be distinguished. At the longest

time used (390min of agitation) only a peak centered around 18 pm remained.

For a cooking temperature of 63°C (Figure 4.b) the initial size distribution (at 1.5min
dispersion) was centered at sizes around 50pum. Up to dispersion times of 15min, the
changes on the distribution were not very appreciable. This apparent lack of evolution is
very interesting, and is qualitative and quantitatively explained later in Section E. At
60min of dispersion the distribution started to change: the shoulder around 15um
increased its relative volume, while the population with sizes between 30 and 80um
decreased. This process was almost completed at 150min of dispersion. Longer
dispersion times did not practically influence the distribution. The final distribution,

again, consisted of a single peak around 18um.



For the cooking temperature of 65°C the changes on the distribution were apparent only
after 60min of agitation. This phenomenon is-also explained in Section E. The most
pronounced changes happened between 150min and 210min of dispersion, reaching a
final distribution similar to the other previous cases. For these first three cooking

temperatures the final distribution reached at 390min is practically the same.

For the cooking temperature of 67°C the initial distribution was more complex: an
important population with sizes about 200 pm appeared. In this case., a transition to a
distribution centered around 60-80 pm was observed (between 6 and 15min). This
distribution remained stable for a certain period of time and for times longer than
240min moved to another distribution. For larger periods (390min), the distribution
differed form the final distribution for the other temperatures. It is possible that in this
case, even longer times were needed to reach a distribution similar to the previous

cases.
C. Protocol of analysis of the size distribution of aggregates

These phenomena suggested a methodology to obtain the information that is
manifested in the structure of the curves of distribution of aggregates size. Under this
outline, the curves were described by representative peaks of the different classes of
aggregates (Figure 5a). It is important to mention that, although theses distribution
could be fitted better with a ad-hoc set of peaks, the demand that the same group of
peaks adjusted all the data in Figure 4, for all temperatures, imposed much stricter
conditions on the acceptaﬁle values of the parameters. The minimum set required is
shown in Figure 5a. The fitting to all the curves using these peaks corresponds to the

continuous lines of Figure 4. The analysis of the kinetics of disintegration for samples
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cooked at different temperatures demanded practically identical groups of peaks,
indicating that the same class of aggregates existed in samples cooked to the different

temperatures in the range considered.
D.  Structure of the aggregates

The representative diameters ( T') of the peaks shown in Figure 5a are plotted as a

function of the class number (Figure o.b). It was interesting to observe a regular

geometrical behavior (T ~18.1x1.6", where n is the aggregate class number). This
behavior indicated that the (representative) diameter of Class n aggregates was 1.6
times larger than the diameter of Class 1 - 1 aggregates. As this applies to all classes,
the overall structure resembled a fractal system. It should be noticed that 1.6% is

approximately equal to 4. This means that the (representative) volume of Class n

some to form others accumulated evidence in this direction.
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E. Quantitative study of the kinetics of the destruction of the aggregates

Figure 6 shows the progression of the population of each aggregate class and the
single starch granule for samples cooked at different temperatures (61.5°C, 63°C, 65°C

and 67°C) as a function of the dispersion time in ethanol.

In Figure 6a (61.5°C) only three classes (0, 1 and 2) are present. Class 2 aggregates
decreases their population continuously with time; Class 1 aggregates first increases
their population to then decrease for times longer than 60min. In contrast, the single
starch granule population continuously increased. The final distribution consisted of
100% single starch granules. It was interesting to observe that the population of Class 1
aggregates first increased. Again, this suggests that Class 2 aggregates does not break
down to single starch granules in one step, but break first in Class 1 aggregates. This
observation was useful for proposing a model that could describe the evolution of each

population at the expenses of others, in a set of differential equations:

dV0= V4 dV2=—V2+V3 dV4=_V4+V5
(1) dt 7 dt T2 73 dt T4 75

dV1=—V1+V2 dV3=—V3+V4 dV5=—-V5

dt 7 T2 dt 73 74 dt s

Where Vi is the volume fraction of the i-th population (O=single starch granule, 1=
aggregate Class 1, and so on), and 7 its mean lifetime. This model was established
under rather simple assumptions:

e The destruction of the aggregates is .of a random character. The fracturé speed is

proportional to the number of aggregétes without containing agihg effects.
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e The desegregation take place through fractures, so that tf;e population of the class
aggregates /is only fed by the disintegration of the aggregates of Class / +1.

e Once fractured the éggregates, they are not formed again. A finite probability of
reformation of the aggregates would have been reflected in a distribution where
several classes of aggregates cohabit, and not in the complete desegregation at

long times of agitation.

The system of djfferential equations (1) was analytically solved and the values of 7 that
best reproduced the behavior were obtained (Figure 7). The model also applied to the
more complex situations where more classes of aggregates were present. For the
samples cooked at 63°C, five classes were present; the single granules (Class 0) did
not represent the largest population at the beginning of the segregation process.
Class 4 aggregates were destroyed after 20min of agitation. The population of Class 3
aggregates slightly increased around 20-30min to then decrease for larger agitation
times. The apparent lack of changes within the first 15min can now be understood. The
destruction of Class 4 aggregates feed the population of aggregates Class 3, and
maintained its population roughly constant. Similar phenomena occurred with
aggregates Class 2 and 1. The lifetime of Class 1 aggregates was large enough to
prevent an appreciable increase in Class 0 aggregates (single granules). The final

distribution consisted, as in the case of 61 .5°C, only of single starch granules.

A similar picture can be observed for the cooking temperature of 65°C, where all six
populations were present. The apparent lack of evolution within- the first 60min is
explained similarly. Class 5 aggregates did disappear, but its concentration was initially

small enough to be appreciated from the distribution curves of Figure 4c. Their
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disappearance feed the population of Class 4 aggregates and prevented it from
decreasing; although slightly, it even increased. The final distribution consisted mainly
of single starch granules, although it contained a éontributions of Class 1 gggregates.
For the highest cooking temperature (67°C, Figure 6.d), the starting distribution mainly
consisted of large aggregates (Class 5). This, together with an small value of their
lifetime, made the changes on the distribution appafent from the beginning (Figure 4c).
The final population distribution contained aggregates of different classes, as well as

single starch granules.

The life time of the aggregates of smaller size. did not change drastically with the
cooking temperature (see Figure 7). This can also be observed directly in Figure 4,
which shows that Class 1 aggregates lasted long for all the considered temperatures.
This indicated that the increase in the temperature in the considered range did nét
radically change the gluing capability of gelatinized granules, but rather the main effect

resided in the number of granules gelatinized.

The increment in the temperature increased the population of gelatinized granules,
giving place to the conformation of larger aggregates. However, sticking together
various Class 1 aggregates to conform a Class 2 aggregate, required more powerful
gluing. Thus, the lifetime of Class 2 aggregates was expected to exhibit an stronger
dependence with the gelatinization degree, and, therefore, on the cooking temperature.

This also applies to larger aggregates (see Figure 7).

F. DSC observations

Figure 8 shows the thermograms of samples cooked at 60°C, 63°C, 65°C and 67°C

together with a thermogram of a raw sample. All of them, including the 67°C sample,
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showed an endothermic peak between 65°C and 80°C. The degree of gelatinization was
- determine from the enthalpy under the curve, and normalized to the raw sarﬁple. The
samiples studied swiped half the range of gelatinization, and remained far away from

melting processes.

IV. Conclusions

The starch aggregates were glued together by gelatinized granules. The cooking
process of starch in a packed configuration with limited water, resulted in random
popping of granules and in the formation of aggregate‘ classes in a fractal-type .
geometry. The destruction of the aggregates had effect through large fractures in favor
of aggregates of smaller size, and not through the crumbling into single granules. The
kinetics of desegregation could be explained through a model of random destruction
with well defined life times for each aggregate class. The relative independence of the
life time of the first class of aggregates indicated that cooking at higher temperatures
was reflected in an increased number of gelatinized granules (those granules gluing
together the aggregates), rather that in a higher degree of gelatinization of these

granules.
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That neighboring granules exhibit different degrees of gelatinization, even though
they were exposed to similar conditions, is caused by the limitation on the
moisture. If a granules begin its gelatinization process, it will rapidly absorb the
water surrounding it, and will prevent close by granules to gelatinize.

This presumption will be tested in future work by comparing the activation energy
of the chemical reaction that causes a granule to become an aggregation agent, to
the activation energy of the chemical reactions involved in the gelatinization
process. Although the gelatinization process is not understood in detail, it has been
established that it involves a migration of amylose from inside the granule. Partially
released amylose could serve as a sticking point to other surrounding granules. If
this is correct, then the reactions for both processes (glue and gelatinization) would
be the same (Carlos Gomez Aldapa, private communication).
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