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Resumen

RESUMEN

Almidon aislado a partir de platano (Musa paradisiaca L) fue utilizado para ser modificado
dualmente mediante un proceso continuo (entrecruzamiento y carboximetilacion) y fueron
evaluadas sus propiedades térmicas, morfoldgicas y estructurales. El almidon entrecruzado
carboximetilado (AMEC) presentd un grado de sustitucion (GS) de grupos carboximetilos
de 0.168%. EI contenido de humedad y cenizas encontrado en el AMEC fue
significativamente mayor (17.69% y 43.82%, respectivamente) comparado con el
observado para el almidén nativo (8.42% y 0.09%, respectivamente), el aumento en el
contenido de humedad puede deberse a la introduccion de grupos carboximetilos
(CH,COONa) que incrementan el caracter hidrofilico del almiddén, con respecto al
contenido alto de cenizas puede atribuirse a la inclusion de moléculas de sodio (Na) en la
estructura quimica del almidon. EI AN mostré un espectro de absorcion de IR
caracteristico, observando las bandas correspondientes a los enlaces O-H (3600-3000 cm™),
C-H (2929 cm™), agua adsorbida (1640 cm™) y la regién conocida como la huella dactilar
(400 a 1250 cm™). Por otro lado en el espectro de absorcién de IR del AMEC se observo
una nueva sefial a los 1426 cm™, que corresponde a la presencia de grupos carboximetilos,
lo que indica que la modificacion se llevo a cabo. La modificacion fue corroborada por
BCRMN, los espectros mostraron un pico a 100.7 ppm (entrecruzamientos) y 176.77 ppm
(carboximetilacion). EI AN presentd un patrén de difraccion tipo A, mientras que el AMEC
presentd disminucién en su cristalinidad, esto provocado principalmente por la introduccion
de grupos pendantes voluminosos (CH,COONa) que interrumpen el orden molecular de los
componentes del almidon. Las propiedades térmicas (Tq y AHg) del AN fueron también
afectadas con la modificacion dual realizada, observandose un aumento en la Tg y valor de
la AH. Este aumento se debe principalmente a la introduccion de enlaces cruzados que
inhiben la fusion de los cristales y hacen que se necesiten de mas energia para
desestabilizar el sistema (AH). Por lo tanto podemos concluir que la modificacion dual del

almidon fue llevada a cabo exitosamente.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

El almidon constituye una de las mas importantes acumulaciones de materia seca en los
sistemas de las plantas después de la celulosa y la quitina (Tharanathan, 2005). Se
encuentra formado por una mezcla de dos homopolisacaridos de diferente estructura, la
amilosa (polisacérido lineal) y amilopectina (polisacarido ramificado). Las moléculas de
amilosa se encuentran constituidas por cadenas compuestas de residuos de glucosa unidas
por enlaces covalentes. La amilopectina presenta una estructura mas complicada con

cadenas ramificadas y su contenido va del 30 al 100%.

El almidén no solo es la principal fuente alimenticia de los humanos, si no también se
considera como una fuente renovable que puede ser utilizada en muchas aplicaciones
industriales. El almidén es comunmente aislado de cereales (arroz, trigo, maiz), tubérculos
(papa, camote) y leguminosas (frijol, chicharos) (Singh et al., 2007). Sin embargo en
México la produccién de cereales no es suficiente, ya que es utilizado para alimentacion
animal y uso industrial, por esta razon estos granos tiene que ser importados para satisfacer
la demanda en el pais. Por lo que ha sido necesario buscar fuentes alternativas o no
convencionales que sirvan como materia prima para el aislamiento del almidon. En nuestra
region el platano macho (Musa paradisiaca L.) representa una fuente potencial para el
aislamiento del almidén ya que en estado verde o inmaduro contiene aproximadamente
70%.

Con el uso de los almidones nativos se encontraron algunos inconvenientes debido a las
condiciones del proceso (ejemplo: temperatura, pH, presion, esfuerzo cortante, etc.) los
cuales limitan sus usos en diversas aplicaciones industriales. Estos inconvenientes pueden
ser superados por modificaciones, utilizando métodos quimicos, fisicos y/o enzimaticos
(Fleche, 1990).




Introduccion

Los métodos mas comunes para modificar las propiedades del almidon son los métodos
quimicos, es decir, el tratamiento del almidon nativo con reactivos quimicos especificos.
Dentro de esta definicion se incluyen la oxidacién, eterificacion, esterificacion,
entrecruzamiento, sustitucion, etc. Dentro de los métodos empleados para la modificacion
quimica de los almidones se han propuesto las modificaciones quimicas duales, las cuales
son combinaciones de sustituciones y entrecruzamientos, en donde ya se ha demostrado que
proveen de estabilidad al almidén contra condiciones &cidas, degradaciones térmicas,
mecanicas y el retraso en la retrogradacion durante el almacenamiento (Jane, 1997,
Wurzburg 1986a, 1986b).

El objetivo del presente trabajo fue realizar la modificacion quimica dual (entrecruzamiento
y carboximetilacion) del almidén de platano con epiclorhidrina y cloroacetato de sodio en
reaccion continua, caracterizando quimicamente el material obtenido y evaluando sus

propiedades térmicas, morfoldgicas y estructurales.
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2. ASPECTOS TEORICOS

2.1 El Platano

El platano es un término general que involucra un nimero de especies o hibridos del género
Musa de la familia Musaceae. Casi todos los cultivos de platanos comestibles surgieron a
partir de dos especies diploides, Musa acuminata y Musa balbisiana, las cuales son nativas
del sureste de Asia. El platano se considera una de las principales fuentes de energia para
las personas y el cuarto cultivo alimentario mas importante del mundo, después del arroz,
trigo y maiz (Robinson, 1996; Stover and Simmonds, 1987). Es un fruto climatérico, lo que
significa que una vez que se corta del &rbol, inicia un proceso de maduracién acelerado,
ocasionando que cada afo se pierda del 30 al 50% de la cosecha (FAOSTAT 2001).

Los principales paises productores de platano en el 2010 fueron India (23, 204,800 Ton),
Filipinas (8, 687,624 Ton), China (8, 042,702 Ton), representando a su vez el 25.6%, 9.2%
y el 9% del total de la produccion mundial. El cultivo de platano tiene una produccion
mundial de aproximadamente 90, 643,750 toneladas. México ocupa el octavo lugar con una
produccion de 2, 159,280 toneladas, con un 2.4% del total mundial (FAOSTAT, 2010). En
México, el principal tipo de platano producido es el enano gigante (1, 322,556.79 Ton), el
segundo es el platano Macho (332, 242.43 Ton) y el tercero es el platano Tabasco (159,
662.4 Ton). Los principales estados productores de platano macho en México son Chiapas
(165,650 Ton), Veracruz (48,291 Ton), Tabasco (37,996 Ton) y Oaxaca (35,107 Ton)
(SIAP-SAGARPA, 2010).

Debido a su alto contenido de almidon (70% en base seca) el platano es procesado para
obtener este polisacarido, con el interés de ofrecer una posible fuente importante no
convencional con aplicaciones en la industria de alimentos, entre otras. Esto representa una
alternativa tecnoldgica para el aprovechamiento de este recurso sub-utilizado (Waliszewski
et al., 2003; Manrique-Quevedo et al., 2007).

~3~
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Algunos estudios acerca del aislamiento del almidén de platano a nivel laboratorio y su
caracterizacion, han sugerido que pueden tener caracteristicas fisicoquimicas y funcionales
interesantes (Faisant et al., 1995; Bello-Pérez et al., 1998 y 1999). Flores-Gorosquera et al.,
(2004) desarrollaron la metodologia para el aislamiento de almidén a partir de platano a

nivel planta piloto, reportando un rendimiento de 71% y 91% de pureza.

2.2 Almidon

2.2.1 Aspectos generales del almidén

El almiddn es el principal polisacarido de reserva sintetizado por las plantas superiores. Es
un componente importante de un gran nimero de productos agricolas como los cereales
(maiz, trigo, arroz, cebada) en los cuales el contenido de almidon es del 30-80%,
leguminosas (frijoles, chicharos, habas) con 25-50%, tubérculos (papa, yuca) con 60-90%,
y algunos frutos en estado fisiologico inmaduro (mango, platano) los cuales pueden
contener hasta un 70% en base seca de este carbohidrato (Bello-Pérez et al., 1999; Thomas
and Atwell, 1999). En México, la principal fuente de obtencion del almidén ha sido el
maiz; sin embargo, actualmente se ha dado atencion a la extraccion de este polisacarido de
fuentes no convencionales como son el amaranto, la yuca, el sorgo y frutos en estado
inmaduro, en los cuales el almidén constituye el segundo componente en importancia
después del agua. En este sentido, diversos grupos de investigadores han buscado fuentes
alternas para la obtencion de almiddn a bajo costo de produccion (Bello-Pérez et al., 1999).
Es importante mencionar que la funcionalidad del almidon depende del contenido de
amilosa y amilopectina, de la estructura quimica y tamafio molecular, asi como de sus
propiedades y de los otros componentes presentes en los granulos de almidon (proteinas y
lipidos). Los granulos de almidon se encuentran en la naturaleza organizados en particulas
muy pequefias cuya morfologia, composicion quimica y arreglo relativo de las

macromoléculas en estado sélido son caracteristicas especiales de cada especie.
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El didmetro de particula es una de las caracteristicas que mas afectan a las propiedades
funcionales de los granulos de almidon. Se ha reportado que los granulos pequefios
presentan mayor solubilidad y una alta capacidad de adsorcion de agua (Singhal and
Kulkarni, 1988). Los granulos de almidén pueden presentar diversas formas: enlongados,
esféricos o aplanados con un surco longitudinal, como es el caso del trigo, la cebada y el
centeno (Donald, 2001; Smith, 2001). El tamafio de los granulos de almidén va de 0.1 a
100 pum. Los granulos mas grandes que se han reportado son del almidédn de papa (15 a 100
pum) (Lineback, 1984) y los mas pequefios en el amaranto, los cuales van de 0.8 um a 2.5
pum) (Paredes-L6pez et al., 1989).

2.2.2 Almidoén de platano

El almidon de platano tiene una mayor estabilidad que otros almidones en estado nativo,
ademas de presentar comparablemente una baja solubilidad y poder de hinchamiento, lo
que refleja una estructura fuertemente organizada (Zhang et al., 2005). La funcionalidad de
los almidones es dependiente de la proporcién de sus componentes (amilosa y
amilopectina), tamafio molecular y estructura, las propiedades de los granulos del almidén
y su composicion quimica (lipidos, cenizas, humedad y proteinas). La composicion quimica
del almidon de platano macho se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion quimica del almiddn de platano macho (Musa paradisiaca L.)

Determinacion quimica Contenido (%)
Lipidos 1.85+£0.11
Proteinas” 2.06 +0.15
Cenizas 1.89 +0.12
Humedad 8.30+1.70
Almidon total 91.20+1.20

Zamudio-Flores et al., 2010
®Promedio de cinco repeticiones + desviacion estandar
°N x 5.85
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En general los granulos de almidén de platano “macho” (Musa paradisiaca L.) pueden
presentar forma ovales, elipsoidales o irregulares alargadas con un tamafio promedio de
entre 20 a 50 um (Figura 1) (Carmona-Garcia et al., 2009). Se ha reportado que los
granulos pequefios pueden adsorber una mayor cantidad de agua que los granulos grandes
debido a la mayor area de contacto (Millan-Testa et al., 2005), otorgando a los almidones

modificados la posibilidad de actuar como adsorbentes de metales en solucidn acuosa.

Figura 1. Micrografia electrénica de barrido del almidon de platano.
(Carmona-Garcia et al., 2009)

2.2.3 Composicién quimica del almidon

Desde el punto de vista quimico, el almidon esta compuesto principalmente por dos
polisacaridos similares: la amilosa y la amilopectina. Adicionalmente, tienen otros
constituyentes, tales como proteinas de 0.05% en tubérculos hasta un 5.0% cereales, lipidos
desde 0.1% en tubérculos hasta un 1.0% en cereales y cenizas desde 0.1% a 3.0% (Guilbot
and Mercier, 1985). La proporciéon amilosa y amilopectina depende del origen del almidén.
La mayoria de los almidones presenta del 20-25% de amilosa y son considerados como
almidones ‘“normales”. Sin embargo existen algunos en los cuales la amilosa es casi

inexistente (< 1% p/p) y son llamados almidones cerosos o “waxy” (BeMiller and Huber,
2007).
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2.2.3.1 Amilosa

La amilosa es un polimero esencialmente lineal, formado por unidades de la D-

glucopiranosa (Figura 2), unidas por enlaces a(1-4) (Thomas and Atwell, 1999).

Figura 2. Unidad a-D-glucopiranosa (Baker, 1968)

Debido al acoplamiento axial-ecuatorial de las unidades D-glucopiranosa, le permite a la
molécula mantener una estructura helicoidal, la cual se forma con seis unidades por giro de
la hélice (Figura 3), generando un interior hidrofébico/lipofilico que contiene solamente
atomos de hidrogeno, colocandose en el exterior del espiral los grupos hidroxilos (BeMiller
and Whistler, 1996).

La amilosa tiene una peso molecular entre 1x10° y 1x10° Daltones (Da), aproximadamente
un grado de polimerizacion (GP) de 324-4920 con alrededor de entre 9 a 20 puntos de
ramificacion, equivalentes de 3 a 11 cadenas por molécula (MacAllister, 1979; Gallant and
Bouchet, 1986; Tester et al., 2004)




Aspectos Tedricos

Figura 3. Estructura quimica de la Amilosa. (Whistler and Daniel, 1984)

2.2.3.2 Amilopectina

La amilopectina es un polimero compuesto por la unién de unidades de oa-D-glucopiranosa
mediante enlaces a(1-4), y puntos de ramificacion con uniones a(1-6), cada 20 a 25

unidades (Figura 4).

Es mayor que la amilosa, con una peso molecular entre 1x10” y 1x10° Daltones (Da). Estas
variaciones dependen del origen botanico, asi como de las condiciones de separacion de la

amilosa y la amilopectina (Gallant and Bouchet, 1986; Bello-Pérez et al., 2002).

Esta molécula es altamente ramificada y ademas de los enlaces a(1-4) que representan (92—
96%), estan presentes enlaces glucosidicos a(1-6), en una proporcion del 4 al 5%. EI GP se
encuentra tipicamente dentro del intervalo de 9,600 a 15900 monomeros de glucosa
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Figura 4. Estructura molecular de la amilopectina. (Whistler and Daniel, 1984)

La amilopectina esta asociada con las regiones cristalinas del granulo de almidén, la cual se
compone por tres tipos de cadenas denominadas como cadenas A, B y C; que difieren en el
empaquetamiento de la doble hélice de la estructura (Singh et al., 2007). Las moléculas se
orientan radialmente formando el granulo de almidon, el radio incrementa haciendo que el
namero de uniones aumente, llenando el espacio para la formacion de regiones concéntricas
alternando la estructura amorfa cristalina, por lo que el almidon es considerado

semicristalino.

2.2.4 Cristalinidad del almidon

El almidon (principalmente las cadenas externas de la amilopectina) forma dobles hélices,
con modelos de estructura ordenada que son entidades cristalinas, presentando dos tipos de
patrones de difraccion de rayos X: el tipo “A”, tiene picos de mayor intensidad de

difraccion para los angulos 260 =15y 23, este patron es tipico de los almidones de cereales.
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El tipo “B”, tiene picos de mayor intensidad de difraccion para los angulos 260 = 5.6, 15y
24, y se ha encontrado en almidones de tubérculos y altos en amilosa. Actualmente se
considera un tercer tipo “C”, que es una mezcla de los tipos A y B, pero con mas

inclinacion a la del tipo A (Figura 5) (Parker and Ring, 2001).

Figura 5. Patrones de difraccion de rayos X de almidones: Tipo A, By C.
(Bogracheva et al., 1999)

El arreglo de estas dobles heélices dentro de la estructura polimorfica tipo A (Figura 6a), es
relativamente compacta, con un bajo contenido de agua (4 a 8 moléculas de agua por
hélice, es imposible removerlas sin una completa destruccién de la estructura cristalina)
proporcionando una celda unitaria monoclinica. EI polimorfismo tipo B (Figura 6b) tiene su
estructura mas abierta, por lo tanto hay mayor contenido de agua, haciéndola una hélice
hidratada (36 moléculas de agua por hélice) con una celda unitaria del tipo hexagonal
(Pérez and Imberty, 2000)

~ 10 ~



Aspectos Tedricos

Figura 6. Celda unitaria (seccién marcada) y arreglo de las dobles hélices:
a) Tipo A (monoclinica), b) Tipo B (hexagonal) (Galliard, 1987)

2.3 Almidones modificados

El almidon y sus derivados son materiales econdmicos y seguros para la preparacion de
adsorbentes, que pueden ser utilizados para eliminar contaminantes presentes en el agua,
debido a sus propiedades como estabilidad quimica y alta reactividad, como resultado de la
presencia de grupos hidroxilos en la cadena polimérica quimicamente reactivos. Sin
embargo, es sabido que la naturaleza hidrofilica del almidon es el mayor obstaculo que
limita seriamente el desarrollo de materiales a partir de este polisacarido (Thomas and
Atwell, 1999).
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La modificacién quimica ha sido propuesta como una via para resolver este problema y
producir materiales resistentes al agua. Las modificaciones consideran la introduccion de
alteraciones en la estructura del almidon, de tal manera que su comportamiento sea
predecible y controlable. Por lo tanto, los derivados de almidon modificados son el
producto del rompimiento de enlaces glucosidicos (modificacion acida), formacion de
nuevos grupos funcionales (formacion de grupos carbonilo durante la oxidacién) o
sustitucion de grupos radicales libres (por eterificacion, esterificacion o enlazamiento de

cadenas moleculares por reacciones de entrecruzamiento) (Thomas and Atwell, 1999).

Las modificaciones quimicas pueden llevarse a cabo de tres diferentes maneras (Singh et
al., 2007):

e En suspensidn, el almidén es suspendido en agua, la reaccion quimica se lleva a
cabo en un medio acuoso hasta obtener las propiedades requeridas. Posteriormente
se filtra, lava y se deja secar a temperatura ambiente.

e En pasta, el almidon es gelatinizado con reactantes quimicos, en pequefias
cantidades de agua; la pasta se agita, y cuando la reaccién se termina, el almidén
se deja secar a temperatura ambiente.

e En estado solido, el almidon es humectado con reactantes quimicos en soluciones

acuosas, se deja secar, y finalmente se hace reaccionar a una alta temperatura.

Una cantidad importante de los almidones comerciales, son modificados por enlaces
cruzados o reacciones de sustitucion. Estos almidones se pueden obtener aplicando estos
procesos de forma separada o en combinacion (Thomas and Atwell, 1999). El tipo mas
comun de modificacion de almidén en los Estados Unidos, es el tratamiento de almidon
nativo con pequefas cantidades de reactivos quimicos aprobados por el Cédigo Federal de
Regulacion (CFR, 1995).
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La quimica de este proceso involucra primariamente reacciones asociadas con los grupos
hidroxilo del polimero de almiddn unido al C-2, C-3 y C-6 (Thomas and Atwell, 1999).

Generalmente la modificacion del almiddn se expresa por el grado de sustitucion (GS), que
estd dado cuando el grupo sustituto (acetato o fosfato) reacciona con el grupo hidroxilo de
la unidad D-glucopiranosil, asi también se emplea la sustitucion molar (SM) cuando el
grupo sustituto reacciona con el reactivo dando como resultado un polimero sustituido y/o
modificado (Thomas and Atwell, 1999). Los almidones nativos pueden ser modificados por
razones como su abundancia y su disponibilidad, porque que son méas econémicos y por
proveer atributos funcionales a los productos donde son usados y que no les son conferidos
por los almidones nativos (Light, 1990; Thomas and Atwell, 1999):

2.3.1 Tipos de modificacién quimica del almidén

Wurzburg (1986a), Light (1990) y Thomas and Atwell, (1999) determinaron que en esta

clasificacion las modificaciones quimicas del almidon en general se dividen en:

1. Derivacion (Eterificacion, esterificacion, entrecruzamiento, adicion de grupos
funcionales).

2. Conversion (Hidrdlisis, oxidacion, dextrinizacion y conversion enzimatica).

Estos tipos de modificaciones se llevan a cabo mediante diversas reacciones quimicas
(Figura 7).
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Figura. 7 Métodos de modificacion quimica del almidon.
(Tharanathan, 2005)

La derivacién via formacion de éter o éster, la oxidacion de los OH libres por grupos
carbonilo o carboxilo y por la hidrolisis de los enlaces glucosidicos, son algunos de los
principales mecanismos de modificacion quimica aplicados (Wurzburg and Szymansky,
1970; Rogols, 1986; Wurzburg, 1986a y b, Fleche, 1990; Light, 1990; Thomas and Atwell,
1999).

De los métodos de la modificacién quimica del almiddn, el entrecruzamiento junto con la
adicion de grupos funcionales (modificacion dual) han sido unos de los mas relevantes

debido a su uso industrial. Los almidones modificados dualmente son ampliamente
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utilizados en las investigaciones medicas y farmacéuticas (transporte de moléculas,
excipientes e hidrogeles), en la industria alimentaria (como aditivos, espesantes y
retenedores de aromas) y en otros campos, como son el tratamiento de aguas residuales
(como adsorbentes para decolorar, quelacién de contaminantes o extraccion de metales
(Zhang et al., 2005)

2.3.2 Entrecruzamiento del almidén.

La modificacion quimica por entrecruzamiento en los almidones consiste en la formacion
de grupos funcionales, los cuales forman enlaces covalentes intra e inter-moleculares de
manera aleatoria en el granulo de almidén. Estos enlaces refuerzan las interacciones por
puente de hidrégeno entre las moléculas del almidén, manteniendo las cadenas fijas en el
espacio de manera que no puedan interactuar fuertemente. Como consecuencia, el
entrecruzamiento produce granulos de almidén con un aumento en la resistencia a altas
temperaturas, a la acidez y otras variaciones de procesamiento, esto permite mejorar sus
propiedades de textura, adicionalmente el entrecruzamiento disminuye la ruptura del
granulo y la viscosidad. En general, para la preparacion de almidones entrecruzados, los
granulos nativos son mezclados en un sistema acuoso con reactivos capaces de reaccionar
con al menos dos de los grupos hidroxilos de las moléculas vecinas (C-2, C-3 6 C-6)
(Wurzburg and Szymanski, 1970; Rutenberg and Solarek, 1984). Estos hidroxilos son
capaces de reaccionar con agentes multifuncionales dando como resultado almidones

entrecruzados.

2.3.2.1 Tipos de agentes entrecruzantes

Los principales agentes utilizados para realizar el entrecruzamiento de los almidones son:
Trimetafosfato de sodio (STPM), Fosfato monosddico (SOP), Tripolifosfato de sodio
(STPP), Epiclorhidrina (EPI), Oxicloruro de fosforo (POCI3) y una mezcla de acido adipico

- anhidrido acético - cloruro de vinilo.

~ 15 ~



Aspectos Tedricos

2.3.2.1.1 Entrecruzamiento con POCI;

El oxicloruro de fosforo (POCI3) es un agente entrecruzante eficiente en dispersiones a un
pH > 11 en presencia de una sal neutra. Cuando este reactivo se afiade a la dispersion de
almidon, la cual se encuentra en condiciones alcalinas (pH entre 8 y 12), el grupo fosfato
hidrofilico reacciona inmediatamente con los OH del almidon formando di-almidon
fosfato. El oxicloruro de fosforo debe ser adicionado a la dispersion de almidon tan rapido
como sea posible para generar di-cloruro fésforo (Figura 8), el cual reacciona con el
granulo para efectuar el entrecruzamiento (Liu, 2005). Debido a que la reaccion del
almidon con POCI; se lleva a cabo rapidamente puede darse en la superficie o cerca de los
canales del granulo, como en el caso del almidon de maiz, este hecho permite la posibilidad
de que en el granulo de maiz se formen tres tipos de enlaces de entrecruzamiento: Proteina-

proteina, proteina-almidon o almidon-almidon (Han and BeMiller, 2008).

Figura 8. Reacciones de entrecruzamiento del almidon con el oxicloruro de fosforo
(POCI3) (Liu, 2005).
a) Transformacion del tricloruro de fosforo a di-cloruro de fésforo
b) Transformacidn del di-cloruro de fésforo a di-almidén fosfato
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2.3.2.1.2 Entrecruzamiento del almiddn con trimetafosfato de sodio (STPM).

El trimetafosfato de sodio (STPM) es un agente entrecruzante que reacciona lentamente con
el almidon para formar di-almidon fosfato. Sin embargo, se puede acelerar esta reaccion

incrementando el pH y la concentracion del STPM.

Se ha reportado que el fendbmeno de retrogradacion se ve suprimido cuando existe
entrecruzamiento en el almidén empleando una mezcla de trimetafosfato de sodio y
tripolifosfato de sodio, la baja entalpia de retrogradacion que se obtiene puede ser debida a
la restriccion de la movilidad de la amilopectina ocasionada por los enlaces entrecruzados

debido a la presencia del grupo fosfato introducido (Singh et al., 2007).

El STMP tiene una estructura de anillo por lo cual necesita una reaccion bimolecular que da
como resultado la formacion de almiddn trifosfato (Hirsch and Kokini, 2002). Sang et al.,
(2007) propusieron la siguiente ruta de la reaccién del almidén con STMP en una solucion
acuosa de hidroxido de sodio a un pH de 9.5-12.5. En el primer paso, se abre el anillo del
STMP por efecto del ataque del "OH del almidén para formar el compuesto intermediario

tripolifosfato mono almidon (Figura 9).
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|
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STMP Almidin Trifosfato mono-almidon

Figura 9. Reaccion del STPM con el almidon (Sang et al., 2007)
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En el segundo paso cuando el ion alcolato o el ion hidroxido atacan al fosforo o del
trifosfato mono-almidén, forman di almidén mono fosfato (DAMF) y mono almidén mono
fosfato (MAMF) respectivamente (Figura 10).

Figura 10. Formacion del DAMF y del MAMF (Sang et al., 2007)

2.3.2.1.3 Entrecruzamiento del almiddn con epiclorhidrina (EPI)

La epiclorhidrina es un oxirano derivado del 3-cloro-1-propeno y cominmente se le conoce
como epiclorhidrina (1-cloro-2,3-epoxipropano). Tiene una facilidad para reaccionar con

nucledfilos, incluyendo a los nucledfilos biologico.

Cuando el anillo de oxirano se abre por el ataque de un nucleofilo, el ion alcdxido que se
forma desplaza al ion cloruro intermolecularmente dando un nuevo oxirano, este anillo a su

vez se abre con otra reaccién de sustitucién nucleofilica (Ege, 2003).
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El mecanismo de reaccion de este agente entrecruzante con el almidon ocurre en una serie
de pasos, una reaccion multifuncional en la cual una o dos moléculas de epiclorhidrina
pueden ser consumidas para formar un solo enlace entrecruzado. De la reaccion de
epiclorhidrina con almidon se obtiene almidon-glicerol (Figura 11). Teoricamente se
considera que en un intervalo de entre 50 hasta 2360 unidades de glucosa, existe un enlace

entrecruzado.

Figura 11. Reaccion de Entrecruzamiento del almiddn con Epiclorohidrina.
(Jyothi et al., 2006)

En reacciones bajo condiciones heterogéneas, en las cuales puede existir una alta relacion

almidon-epiclorhidrina, el principal producto formado es el di almidén glicerol (Figura 12).

Sin embargo, bajo condiciones homogéneas, el compuesto intermediario que se forma por
la union del sodio con el almidon puede sufrir una reaccién de sustitucion abriendo el anillo

del epoxido por efecto del —OH para formar el mono almidon glicerol (Figura 12).
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Figura 12. Formacion del Di almidén glicerol y Mono almidon glicerol. (Jyothi et al.,
2006)

La reaccion de almidon con epiclorhidrina en un medio alcalino heterogéneo ocurre por la
formacion del anion almidon-O'. Por lo que la clave en esta reaccion es la formacién del

anion en el granulo de almiddn en suspension (Jyothi et al., 2006).

2.4.3 Adicion de grupos funcionales: Carboximetilacion del almidon

La carboximetilacién produce un almidén modificado con grupos funcionales cargados
negativamente (CH,COOQO"). El carboximetil almidon (CMS) es producido por eterificacion

del almid6n con mono cloroacetato de sodio (CICH,COONa) en presencia del alcali.

El primer paso de la carboximetilacion es una alcalinizacion, donde grupos hidroxilos de
las moléculas de almidon ('OH) son activadas y transformadas a formas alcoxidas mas
reactivas (almidon-O") y la eterificacion toma lugar en el segundo paso, para finalmente

obtener un carboximetil almidén (Figura 13).
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Figura 13. Reaccion de carboximetilacion del almidén. (Qiu and He, 1999)
(a) Alcalizacion, (b) Eterificacion.

También pueden obtenerse almidones carboximetilados utilizando derivados de almidéon
(almidon entrecruzado), obteniéndose un material denominado almidon entrecruzado-
carboximetilado (Figura 14), que se ha utilizado para remover metales pesados presentes en

algunos efluentes (Kim and Lim, 1999)

Figura 14.Reacciones de entrecruzamiento y carboximetilacion del Almidon.
(Dumitrio, 2004; Heinze et al., 1999)
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I1l.  ANTECEDENTES

3.1 Estudios realizados sobre almidon de platano quimicamente modificado.

Se han realizado varias investigaciones diversas sobre las modificaciones quimicas de
almidon de platano, con el fin mejorar su funcionalidad mediante la introduccién de
sustituyentes y mediante ello mejorar o desarrollar nuevos productos (Wing et al., 1975;
Guerra-DellaValle et al., 2009). ). A continuacion, se enlistan algunos estudios sobre la

modificacion quimica del almiddn de platano.

Guerra-DellaValle et al., (2009), modificaron el almidon de platano (Musa paradisiaca L.)
mediante la acetilacién a diferentes tipos de reaccion con el objetivo de evaluar el efecto
del grado de sustitucién en algunas caracteristicas morfologicas. Como resultado, mientras
mayor fue el tiempo de reaccion, mayor fue el grado de sustitucion (GS). En FTIR, se
presentd la sefial a 1226 cm™, la cual corresponde al estiramiento C-O de los grupos
acetilos. La superficie de los granulos de almidén mostré mayor dafio cuando el tiempo de
reaccion aumento. La cristalinidad disminuyd a mayores tiempos de reaccion. La

temperatura de pico y la entalpia de gelatinizacion disminuyeron.

Carmona-Garcia et al., (2008), entrecruzaron el almidon de platano (Musa paradisiaca L.),
evaluando el efecto de los reactivos entrecruzantes (POCIl;, EPI, y una mezcla de
STPM/STPP) en la caracteristicas morfologicas fisicoquimicas y funcionales del almidén
modificado. Como resultado, el entrecruzamiento modifico la composicion quimica del
almidon. El entrecruzamiento con STMP/STPP y EPI mostré un mayor efecto sobre el
granulo del almidon de platano y una distribucién bimodal con un pequefio pico detectado
hasta 140 pm. Los valores de hinchamiento y solubilidad fueron afectados por el

entrecruzamiento, mostrando valores bajos de estos parametros con STMP/STPP y EPI.
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Carmona-Garcia et al., (2009), utilizaron una modificacion dual: el entrecruzamiento y
substitucion para modificar el almidon de platano (Musa paradisiaca L.), usando dos
agentes entrecruzantes (POCI; y una mezcla de STMP/STPP), y cloro acetato de sodio para
sustituir, con el objetivo de evaluar sus caracteristicas morfologicas, fisicoquimicas y su
uso potencial como adsorbentes de metales pesados. Como resultado el almidon modificado
presentd cambios en la superficie, con un tamafio promedio de particula mas grande que el
almidén no modificado debido al hinchamiento de los granulos y formacion de agregados
durante la modificacion. Los almidones modificados presentaron patrones de difraccion
Tipo A con una disminucién de la cristalinidad. La temperatura y entalpia de gelatinizacion
también se vieron disminuidas. Mientras que la capacidad de adsorcion de iones metalicos
pesados en solucién acuosa present6 los siguientes resultados: Cd** > Pb** > Cu?" > Hg?".

Zamudio-Flores et al., (2010), modificacion dualmente el almidon de platano macho (Musa
paradisiaca L.) mediante una oxidacion con NaOCI con tres concentraciones de cloro
activo (0.5, 1.0 y 1.5 % v/v) y acetilacion usando anhidrido acético, con el objetivo de
evaluar sus caracteristicas quimicas, fisicas y térmicas. Como resultado, obtuvieron una
reduccion en el contenido de proteinas y lipidos, cenizas y almiddn total, mediante FTIR se
verifico la presencia de los grupos funcionales carbonilo, carboxilo y acetilo y las variables

térmicas indicaron un cambio estructural en los almidones modificados.
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IV. JUSTIFICACION

En la actualidad el almidon es extraido principalmente de cereales como el maiz, arroz o
papa. Sin embargo, en México la produccion de cereales no es suficiente para cubrir las
demandas de consumo, por lo que es necesario importar una gran cantidad de toneladas de
estos granos. Debido a esto, se han buscado otras fuentes alternativas para la extraccion de
este polisacarido. Una de estas fuentes no convencionales para el aislamiento de almidén es
el platano, el cual es uno de los frutos predominantes encontrados en la Region del
Papaloapan, donde su cultivo se extiende por toda el area, lo que lo hace un fruto comercial
nacional e internacionalmente. En estado verde o inmaduro presenta hasta un 70% de

almidon en base seca.

Debido a los inconvenientes que presentan los almidones nativos durante las condiciones de
procesamiento en las industrias se ha buscado mediante la modificacion quimica generar
almidones modificados que puedan ser utilizados en investigaciones medicas Yy
farmacéuticas (transporte de moléculas, excipientes e hidrogeles), en la industria
alimentaria (aditivos, espesantes y retenedores de aromas) y en otros campos, como son el
tratamiento de aguas residuales (adsorbentes para decolorar, quelacion de contaminantes o

extraccion de metales).
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V. HIPOTESIS

La modificacion quimica dual entrecruzamiento-carboximetilacion del almidon de
platano modificara las propiedades térmicas, morfoldgicas y estructurales, permitiendo
obtener un material con grupos funcionales carboxilatos, el cual puede ser utilizado
como agente quelante en la formacion de complejos de coordinacion con metales

pesados.
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VI. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Modificar mediante un mecanismo quimico dual (entrecruzamiento-carboximetilacion) al
almidon de platano (Musa paradisiaca L.) y evaluar el efecto sobre las propiedades

fisicoquimicas, morfoldgicas y estructurales del material obtenido.

6.2 Objetivos especificos

e Modificar quimicamente y de forma dual el almidén de platano mediante
entrecruzamiento y carboximetilacion.

e Determinar el grado de sustitucion de los grupos carboximetilos del almidon
modificado

e Caracterizar al almidon entrecruzado-carboximetilado quimica, morfologica, térmica

y estructuralmente.
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VIl. METODOLOGIA

7.1 Aislamiento del almiddn de platano

El almiddén nativo fue aislado a nivel planta piloto por el método propuesto por Flores-
Gorosqguera et al. 2004, con algunas modificaciones. Los platanos se pelaron y cortaron en
trozos de 5 a 6 cm® (100 kg de peso total), inmediatamente después fueron sumergidos en
una solucién de acido citrico (3 g/L). Posteriormente, se molieron en una licuadora tipo
industrial, a velocidad baja (600 g de fruto por litro de solucion) durante 2 min. El
homogenizado se tamiz6 consecutivamente en mallas de 40, 100 y 200 U.S. hasta que el
agua del lavado fue clara. Posteriormente se dejé sedimentar durante 24 hr. Los sedimentos
de las mallas 100 y 200 U.S. se maceraron y tamizaron y dejaron sedimentar por segunda
ocasion. Posteriormente el almidon fue secado por conveccién durante 24 hr a 60 °C,
después de este proceso fue molido y tamizado en la malla 100 US y almacenado para su

caracterizacion.

7.2 Modificacién quimica del almidén

7.2.1 Entrecruzamiento del almidén con epiclorhidrina

La primera etapa correspondiente a la modificacién quimica con epiclorhidrina se llevo a
cabo de la siguiente manera: en un matraz de balén con tres cuellos (1000 mL) se colocaron
60 g de almidén de platano nativo (base seca), enseguida se agregaron 100 mL de una
solucion de hidroxido de sodio/etanol (12 g de NaOH en 100 mL de etanol al 85% (v/v)) y
24 pL de epiclorhidrina. Las condiciones alcalinas se mantuvieron durante toda la reaccion.
La dispersion se agitd constantemente a 35 °C durante 70 min, empleando un agitador

mecéanico (Wang et al., 2011).
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7.2.2 Carboximetilacion del almidon entrecruzado con cloroacetato de sodio

La segunda etapa correspondiente a la modificacion quimica con cloroacetato de sodio se
llevo a cabo después de terminar los 70 min de reaccion. En la misma dispersion se
adicionaron 100 mL mas de solucion de hidroxido de sodio/etanol (preparacion descrita en
la primera etapa), enseguida de 24 g de cloroacetato de sodio y posteriormente a esta
mezcla se afiadieron 60 mL de Etanol al 85% (v/v). Las condiciones alcalinas se
mantuvieron durante toda la reaccién. La dispersion se agité a 40 °C durante 3 horas,
empleando un agitador mecanico. Al finalizar el tiempo de reaccion, la mezcla resultante se
paso a través de un filtro Biichner, usando papel filtro Whatman No. 41. Se realizaron tres
lavados con 100 mL de etanol al 90% vy el solido filtrado (almiddn) se dejo secar a 60 °C
durante 24 h (Wang et al., 2011).

7.3 Grado de sustitucién (GS) del almidén entrecruzado-carboximetilado
7.3.1 Grupos carboximetilos

Se pesaron 3 g de almidén entrecruzado-carboximetilado en base seca y se le adicionaron
20 mL de agua desionizada, ajustando el pH a 2.0 con HCI 1N, agitdndose por 10 min para
convertir grupos carboxilicos ionizados a su forma de acidos libres. EI almiddn fue filtrado
con ayuda de un papel Whatman No. 41, al cual se le hicieron lavados con agua
desionizada (40 mL). Posteriormente el almidén fue dispersado en 40 mL de agua y
gelatinizado en un bafio con agua a ebullicion por 30 min.

Los grupos carboximetilos fueron titulados con una solucion de NaOH 0.1 N estandarizado,
utilizando fenolftaleina como indicador. ElI almidén entrecruzado previo a su

carboximetilacion fue utilizado como blanco o control (AACC, 2000).

El grado de sustitucion (GS) fue calculado mediante la ecuacion [1]:

[1]
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Donde:

A =mL de NaOH gastados.
N = Normalidad del NaOH.
W= Peso de la muestra.

7.4 Composicion quimica de los almidones de platano nativo y modificado

La composicion quimica del almidon nativo y modificado se determind por los siguientes

métodos:
7.4.1 Humedad:

Por medio del método oficial 44-16, de la AACC (2000). Se pesaron 2 g de muestra, los
cuales se secaron en una estufa a 130 £ 3 °C por 1 h. La humedad se determind por

diferencia de peso.
7.4.2 Cenizas

Por el método oficial 08-01 AACC (2000). Fue determinado calculando la pérdida en peso
de 3 g de muestra después de su incineracién a 600 °C durante 3 h en mufla.

7.4.3 Lipidos

Por el método oficial 30-25 AACC (2000). Para la extraccién de los lipidos se utilizo éter

de petréleo como disolvente, utilizando un sistema de extraccion soxhleth a 3 g de muestra.

7.4.4 Proteinas

Por el método oficial 46-13 AACC (2000). Se determind indirectamente por la
cuantificacion del nitrégeno total utilizando el metodo Kjeldahl, con un factor de
conversion de 5.85.
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7.45 Almiddn total

El contenido de almidon total fue evaluado por el método de Gofii et al., 1997, el cual se
fundamenta en cuantificar la glucosa liberada como resultado de la hidrdlisis enzimatica
con amiloglucosidasa, que hidroliza los enlaces o(1-4) y o(1-6) de las cadenas de amilosa y
amilopectina. Para ello se pesaron 50 mg de muestra, la cual fue dispersada con 3 mL de
agua destilada, 3 mL de KOH 4M aplicando agitacion durante 30 min. Posteriormente, se
afiadieron 5.5 mL de HCI 2M y 3 mL de tampdn de acetato sédico 0.4 M. Se ajust6 a pH
4.75 y se afadieron 60 pL de amiloglucosidasa, se incub6 en un bafio de agua a 60 °C
durante 45 min con agitacion constante. Se centrifugd a 3000 rpm por 15 min y se recolecto
el sobrenadante en un matraz aforado de 50 mL. Se agregaron al residuo 10 mL de agua
destilada con el fin de lavarlo, se centrifugd y se recolectd el sobrenadante nuevamente.
Finalmente, se tomaron 50 uL del aforado para determinar la cantidad de la glucosa
liberada por digestion enzimética, mediante el método de glucosa/oxidasa peroxidasa. Se
leyeron las densidades dpticas a 510 nm en un espectrofotometro spectronic Genesys 5

(Spectronic Instruments, Inc. Rochester, NY. USA).

7.5 Estudios moleculares del almidén de platano nativo y modificado

7.5.1 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja es una técnica empleada principalmente en la elucidacién de
grupos funcionales presentes en las estructuras moleculares. Esta técnica se basa en las
diferentes absorciones de radiacion infrarroja que presentan los distintos grupos funcionales
que puede presentar una molécula, con el espectro de infrarrojo se puede identificar el
grupo funcional de un compuesto y por medio de una comparacion con espectros de
referencia o una bases de datos se puede elucidar su estructura (alcohol, amina, &cido, etc.),
y con un analisis detallado de éste y su comparacion con otros espectros catalogados, se
puede en muchos casos elucidar completamente la estructura de la molécula. Esta técnica

fue utilizada para verificar la modificacion quimica del almidén.
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Los estudios de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) se realizaron
utilizando un espectrometro de infrarrojo con transformada de Fourier e interferometro
DYNASCAN, Perkin Elmer, modelo Espectrum 100 serie 82085. Los espectros fueron

obtenidos en una resolucién de 16 scans, en el rango de 4000-515 cm™.

7.5.2 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (*C-RMN)

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (**C-RMN) es una técnica empleada
principalmente en la elucidacion de estructuras moleculares. En esta técnica los nucleos
atébmicos son sometidos a un campo magnético externo, y estos nucleos absorben radiacion

electromagnética en la regién de las frecuencias de radio o radiofrecuencias

La técnica de *C-RMN se utilizé para corroborar la modificacién quimica realizada en la
molécula de almidén. EI andlisis de resonancia magnética nuclear fue realizado en un
equipo de RMN, modelo MR-400 MHz, serie 0191666413. Para realizar el anélisis se
pesaron 150 mg de muestra previamente tratada, con un pH 7 y se disolvieron en 1 mL de
DMSOge.

7.5.3 Difraccién de rayos X (DRX)

El fendmeno de difraccion ocurre cuando un haz de rayos X interacciona con un cuerpo
cristalino, con estructuras atémicas repetidas, en las que la distancia de los espacios
interatdmicos son aproximadamente iguales a los de la longitud de onda del rayo incidente.
Siendo los almidones cuerpos semicristalinos, tienen la capacidad de difractar los rayos X,

permitiendo asi obtener informacion de su estructura.

Las muestras fueron almacenadas a temperatura ambiente y posteriormente fueron
analizadas. Una cantidad de almidon fue colocado sobre el portamuestra del Difractometro
de Rayos X, modelo D8 ADVANCE, serie H-X-L4-102, con un generador de radiacién de
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de barrido de 60 °/s y con una intensidad de 30 mA y un voltaje de 40 kV. El porcentaje de
cristalinidad (%C) fue determinado del difractograma, calculando el &rea correspondiente
de los picos cristalinos (Ap) entre el area total bajo la curva (halo amorfo y cristalino) (At)

menos el ruido del instrumento (N) de acuerdo a la ecuacion [2]:

[2]

Donde:

Ap = Area correspondiente de los picos cristalinos
At = Area total bajo la curva (halo amorfo y cristalino)
N = Ruido del instrumento

7.6 Estudios morfoldgicos del almidén de platano nativo y modificado

7.6.1 Determinacion de la distribucion de tamafio de particula (DTP)

Para determinar la granulometria de las almidones obtenidos se utilizaron los
procedimientos y sugerencias descritas por Bedolla and Rooney, (1984), seleccionandose
los tamices segun la clasificacién propuesta por la American Society of Testing Methods
(ASTM E11-61) tomando en cuenta las caracteristicas que posee el polvo (tamafios de
particulas menores de 0.425 mm).

El tamafio de particula se determind a temperatura ambiente, se pesaron 50 g de muestra y
se transfirieron a un juego de tamices, previamente tarados, con abertura de mallas: 420,
250, 177, 149 y 105 um y el colector. Este juego de tamices se colocO en un equipo
tamizador Retsch AS200, durante 15 minutos. Concluido este tiempo, los tamices se
pesaron y se calculd el porcentaje, por diferencia de masa con la cantidad de muestra

retenida en cada tamiz.
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Se realizaron 3 replicas y se determind el valor del porcentaje retenido en cada malla

mediante la ecuacion [3]:

[3]

Donde:

% Rmn = Porcentaje retenido en la malla n.
Pn = Peso del producto retenido en la malla n
n = NUmero de malla

Pl = Peso de la muestra inicial.

7.6.2 Microscopia Optica

La microscopia Optica es una herramienta muy utilizada en la determinacion del tamafio y
la forma del granulo de almidon. Este analisis se determind por el método de Mac Masters
(1964), mediante observacion microscopica directa, utilizando un microscopio compuesto
con contraste de fases y campo claro Leica DM3000, con objetivos de 200x y 300x. Las
muestras de almidon nativo (AN) y almidon modificado (AMEC) se prepararon en
suspensiones con agua destilada al 5 y 10 % respectivamente, se coloc6 una gota de esta
suspension en un portaobjetos. Los granulos de almidon se seleccionaron al azar y fueron

observados.

7.7 Estudios termicos del almidon de platano nativo y modificado
7.7.1 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Es una técnica de analisis térmico que permite medir el comportamiento energético de un

material frente al cambio de temperatura comparado con uno de referencia.
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La temperatura y entalpia de gelatinizacion de los almidones se estudiaron usando un
equipo de calorimetria diferencial de barrido DSC 2010 (Differential Scanning Calorimeter
TA Instruments), previamente calibrado con Indio. Estos estudios fueron realizados en el
Centro de Desarrollos de Productos Bioticos, (CEPROBI, del IPN).

Para realizar el estudio se pesaron 2.2 mg de muestra en base seca en una charola de
aluminio y se les agregd agua destilada. Las charolas fueron selladas herméticamente y se
dejaron equilibrar durante 1 h, antes de realizar el andlisis. Se utilizd una charola de
aluminio vacia, como referencia. Las muestras fueron sometidas a un programa de
calentamiento sobre un intervalo de temperaturas de 0 a 120 °C y una velocidad de

calentamiento de 10 °C/min.

7.7.2 Andlisis térmico gravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico es una técnica que mide la variacion de masa en un
compuesto en funcién de la temperatura. Las variaciones de temperatura no siempre
implican un cambio en la masa de la muestra, como por ejemplo la fusién. Sin embargo
existen cambios térmicos que si se acompafian de un cambio de masa, como la
descomposicion, la sublimacion, la reduccion, la desorcion, la absorcion y la vaporizacion.

Estos cambios pueden ser medidos con el analizador termogravimétrico.

Los analisis termogravimétricos del almidon nativo y modificado se realizaron con un
equipo Perkin Elmer STA 6000, el cual provee medidas continuas del peso de la muestra a
un intervalo de temperatura. Se pesaron aproximadamente 12 mg de muestra, los cuales se
calentaron de 30 °C hasta 800 °C, a una velocidad de calentamiento de 20 °C/min con

nitrégeno circulante.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Caracterizacion quimica del almidén modificado

8.1.1 Grado de sustitucion (GS)

El grado de sustitucién de grupos carboxilos en el almiddn entrecruzado-carboximetilado
con epiclorhidrina y cloroacetato de sodio fue de 0.168. Se destaca que el valor es més alto
para este tipo de modificacion del almidon de platano, comparado con lo reportado por
Carmona-Garcia et al., (2009), quienes reportaron valores de 0.059 % y 0.085 % de GS en
almidon de platano modificado dualmente (entrecruzado: POCIl; y STMP/STPP y
carboximetilado: CICH,COONa respectivamente). Sin embargo, recientemente Wang et
al., (2011) obtuvieron valores de GS que van del 0.43 al 0.59 %, al modificar dualmente el
almidon de maiz, entrecruzado con EPI y carboximetilado con CICH,COOH. Este ultimo a
diferentes concentraciones. Se ha reportaron que el GS de los grupos funcionales del
almidon se encuentra estrechamente relacionado con la concentracion del agente
modificante (CICH,COOH) utilizado para llevar a cabo la modificacion (Wang et al.,
2011). Por otro lado, también la viscosidad de la fuente botanica del almidén en suspensién
puede limitar la concentracion del agente utilizado para llevar a cabo la modificacion

quimica del almidon.

8.1.2 Analisis Quimico

Los resultados del analisis quimico son mostrados en la tabla 2. El almidon nativo (AN)
presentd un contenido de humedad de 8.42%, mientras que el almidon modificado (AMEC)
presentd un contenido de humedad mayor que el almidén nativo con un valor de 17.69%,

este aumento en el contenido de humedad se debe a dos factores:
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Tabla 2. Composicion quimica (%) del almidén nativo y modificado quimicamente?

o b e b Almidén
Almidon Humedad Cenizas Proteinas Lipidos b
Total
AN 8.42+0.14 0.09 £ 0.00 090+£0.25 2.62 £0.28 93.07+0.20

AMEC 17.69+0.60 43.82+232 0.78+0.23 1.42+0.35 91.96+0.18

# Media de tres repeticiones * error estandar
®Base seca

°NXx5.85

AN = Almidén Nativo

AMEC = Almiddn modificado entrecruzado-carboximetilado

El primero es la formacion de los grupos carboximetilos (CH,COONa) en la cadena del
polimero, la cual genera una mayor desorganizacion en la estructura del almidén y facilita
el acceso de agua en el biopolimero modificado y el segundo se debe a la presencia de sales
de cloruro de sodio formadas en el AMEC por efecto de la reaccion de modificacion, las
cuales encapsulan el agua en su interior. Estos resultados concuerdan con Adebowale et al
(2005), quienes reportaron un aumento en el contenido de humedad del almidon Yaca
(Artocarpus Altilis), cuando fue modificado por oxidacién (pasando del 13.05% al 17.85%)
0 por acetilacién (hasta el 18.40%). El contenido de cenizas para AN fue del 0.09%,
mientras que el AMEC presentd un contenido de cenizas mucho mayor que el almidon
nativo con un valor de 43.82%. Este incremento se debe principalmente a la formacién de
complejos formados entre el almidon y las sales (NaCl) que se forman durante la
carboximetilacion y la formacion del di almidones gliceroles durante el entrecruzamiento.
El contenido de proteinas en el almidén modificado fue de 0.78%, el cual es menor
comparado con su contraparte (el almidon nativo) quien presentd 0.90% de proteinas. Esto
se debe a la solubilizacion de las proteinas durante la modificacion quimica debido a que
esta rompe los enlaces entre las proteinas y el almidén, por lo tanto, las moléculas
proteinicas pueden estar libres y como consecuencia solubilizar en el medio de reaccion.
Un comportamiento similar se observo en la determinacion de lipidos, ya que el almidon

modificado presentd un contenido de lipidos de 1.42%, menor que su contraparte que
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mostré un valor de 2.62%. Los resultados muestran que aun cuando las caracteristicas
polares de los compuestos naturales como las proteinas y los lipidos pueden generar
interacciones con las cadenas poliméricas del almidon, la modificacion quimica predomina
en la interaccion y el uso de los grupos hidroxilos del almidon. El tipo de reactivos
utilizados para modificar el almidon juega un papel importante en la composicion quimica
del producto resultante. Ademas la polaridad del solvente puede estar implicada en este
comportamiento. Estos resultados son importantes para determinar la funcionalidad de los
almidones y sugerir aplicaciones especificas. Con respecto al contenido de almidon total
(AT) se observaron los siguientes resultados; la pureza presentada en el AN y AMEC fue
muy similar (93.07 % y 91.96 % respectivamente). No obstante, debe considerarse que la
pureza registrada en el AMEC es una combinacion del almidon con las sales formadas

durante la etapa de carboximetilacion.

8.2 Estudio molecular del almidén modificado

Los materiales modificados fueron caracterizados por FTIR. Los espectros de absorcion del
almidon nativo (AN) y el almidéon modificado (AMEC) se presentan en la Figura 15. El
espectro de AN presenté una banda muy ancha entre 3600-3000 cm™ que corresponde a las
vibraciones de estiramiento de los grupos hidroxilos (OHY), y contribuyen en las
interacciones inter e intra molecular de los OH", caracteristica particular de la estructura de
los almidones (Fang et al., 2002). La banda que aparece en 2929 cm™ corresponde a la
vibracion de alargamiento del hidrégeno con respecto al enlace carbono (C-H) asociados
con el anillo de glucopiranosa (Mano et al., 2003). El agua absorbida por el almidén se
muestra en el espectro con una banda media caracteristica de esta a 1640 cm™ (Kacurakova
et al., 1998; Kacurakova and Wilson, 2001). Otras bandas fueron entre 1400-1300 cm™ que

corresponden a los enlaces C-H.

En la region conocida como la huella dactilar se observan picos caracteristicos del almidon
en 1149, 1076, 1018 y 929 cm™, correspondientes a las vibraciones de las uniones -C-O-C-
de la glucopiranosa y picos en 931, 862, 769, 710, 608 y 578 cm™ atribuidos al anillo
piranosa (Goheen and Wool, 1991). Con respecto al pico en 1018 cm™ se aprecia una banda

fuerte asociada al estiramiento del enlace C-OH (Marcazzan et al., 1999).
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Figura 15. Espectros obtenidos por FTIR del almidédn nativo (AN) y el almidon
modificado (AMEC).

Por otro lado, el espectro del AMEC (Figura 15) mostré dos picos en 1600 cm™ y 1426 cm’
! los cuales prueban la formacion de grupos carboximetilos, debido a que estas bandas son
caracteristicas para este tipo de grupos funcionales. Haciendo una comparacion de los
espectros, se observé también una disminucion de las bandas en 3600-3100 cm™y 1650 cm™
! que corresponden a vibraciones generadas por el estiramiento y flexién de los grupos OH,
esta diminucion es indicativa de la formacion de los grupos carboximetilos que sustituyen a
los grupos OH del almidon (Guerra-Della Valle et al., 2009). EI mismo comportamiento se
observé (disminucién de la intensidad del pico) en la sefial de 1018 cm™ asociada con el

estiramiento del enlace C-O-C en el anillo glucopiranosa y estiramiento del enlace C-OH.
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Con el fin de corroborar la modificacion quimica mostrada en los espectros de FTIR, se
realizaron analisis por resonancia magnética nuclear de carbono 13.Los espectros de RMN
del almidon nativo (AN) y modificado (AMEC) se presentan en la Figura 16 y 17
respectivamente. A continuacion se describen las sefiales obtenidas en ambos espectros. El
espectro del AN (Figura 16) presento seis sefiales importantes en 100.3 ppm para C-1,
78.97 ppm para C-4, 73.47 ppm para C-3, 72.18 ppm para C-2, 71.83 ppm para C-5 y por
ultimo 60.69 ppm para C-6, todas ellas correspondientes a la unidad glucopiranosa. De
acuerdo a la literatura se reportan sefiales en 78.97 y en 70.27 ppm correspondiente al C-4
involucrado en el enlace a(l- 4) y al C-4 de las unidades terminales no reductoras

respectivamente (Deval et al., 2004).

A diferencia de lo reportado por Deval et al., (2004), y dado las condiciones de aislamiento
del almiddn, en los espectros no se observaron sefiales de baja intensidad en 30, 130 y 180
ppm, correspondientes a la presencia de impurezas.

Figura 16. Espectros de “*C-RMN del almidén nativo (AN).
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En el espectro del AMEC (Figura 17) se observaron diferencias notorias con respecto al
AN, las intensidades de los picos disminuyeron, acompafadas de un ligero ensanchamiento
atribuido a la disminucion en la solubilidad del almidén y al cambio en la movilidad del
material, ya que los entrecruzamientos mantienen las cadenas fijas en el espacio impidiendo
que estas se muevan libremente. En datos reportados por la literatura (Deval et al., 2004) y
comparados con el espectro del AMEC, se observaron comportamientos similares. Asi
mismo el espectro del AMEC mostro sefiales en 60.5 y 61.5 ppm las cuales corresponden
al C-6 de la unidad glucopiranosa, de igual forma se observé un amplio grado de
solapamiento de la sefial en el intervalo de 69-85 ppm, (correspondiente a los
desplazamientos quimicos del C-6, C-5, C-2, C-3y C-4) y en 100.17 ppm (correspondiente
al carbono anomérico C-1), debido a la etapa de entrecruzamiento, que induce la formacion
de una red polimérica (Deval et al., 2004), y la sustitucion (formacién de grupos
carboximetilos) que provoca un mayor desorganizacién en la estructura del granulo. Esto
ultimo se afirma con la aparicion de la sefial en 176.77 ppm correspondiente a los grupos
carboxilos. Por lo tanto, el cambio en las intensidades, el ensanchamiento de las sefiales y la
aparicion de la sefial caracteristica de los grupos carboxilos, evidencian que las

modificaciones fueron realizadas exitosamente.

Figura 17. Espectro de **C-RMN del almidén modificado (AMEC).
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8.3 Comportamiento cristalino del almidon

Se realizo el andlisis de difraccion de rayos X en las muestras de almidén nativo (AN) y
modificado (AMEC), con el fin de determinar la cristalinidad y evaluar el efecto que tuvo
la modificacion quimica sobre la misma. Los patrones de difraccion de rayos X del AN y

AMEC se presentan en la Figura 18.

Intensidad u.a.

jra
[4F]

Figura 18. Patrones de difraccién de rayos X del almidon nativo (AN) y el almidon
modificado (AMEC).

El difractograma del AN presenta un patron de difraccion tipo “A” con picos caracteristicos
en 20 igual a 15°, 17° y 23.2° y un porcentaje de cristalinidad del 27%. Un patron de tipo
“A” es atribuido a los almidones que contienen amilopectina con alta proporciéon de
cadenas cortas (Bello-Pérez et al., 1999). Recientemente, Espinosa-Solis et al., (2011),
reportd un patron de difraccion de tipo “A” para almidones de platano de la misma variedad

(Musa paradisiaca L.) y en estudios anteriores Bello-Pérez et al., (1999), reportaron un
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patrén de difraccion de rayos X tipo A en almidon de platano macho y criollo, por lo que

los resultados que se obtuvieron en este estudio concuerdan con los estudios precedentes.

El difractograma del AMEC (Figura 18) presentd un porcentaje de cristalinidad del 7%, lo
que representa una disminucion de la cristalinidad y pérdida de los picos caracteristicos
para ese tipo de patron (tipo A). Comparado con el almidén nativo, la perdida de
cristalinidad es debida al efecto de la modificacion quimica (entrecruzamiento y
carboximetilacién), la cual provoco una desorganizacion parcial de los granulos de almidon
y con ello la disminucion de su cristalinidad. La formacion de los grupos carboximetilos
sustituyentes (CH,COQ)", interrumpen la estructura ordenada del almidén junto con el
entrecruzamiento con epiclorhidrina, ya que el entrecruzamiento mantienen las cadenas

fijas en el espacio impidiendo que estas se muevan libremente.

Sin embargo, el difractograma del AMEC presentd dos picos bien definidos y
predominantes en 26 igual a 27.3° y 31.6°. El primero es debido a la interaccion entre las
cadenas del almidon que forman uniones entre si (Zamudio-Flores et al., 2009). Mientras

que el segundo pico corresponde a las sales (NaCl) formadas durante la carboximetilacion.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por calorimetria diferencial de barrido
(DSC) ya que el AMEC presentd un aumento en la temperatura pico (T,) y en la entalpia de

gelatinizacion (AHy).

8.4 Estudios térmicos del almidén modificado

La temperatura de pico (T,) del AN (75.94 °C) fue mas baja que la del AMEC (98.50 °C).
Espinoza-Solis et al., (2009; 2011) reportaron una T, para almidon aislado de platano de
75.10 °C la cual, es similar a la observada en AN de esta investigacion (Tabla 3). Dado que

la T, para el AMEC fue mas alta en comparacion con la del AN, el resultado puede deberse
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mayor. Este hecho fue confirmado con el valor de la entalpia de transicion (Tabla 3),
debido a que la entalpia del AN presentd valores mas bajos (14.22 J/g) comparados con el
AMEC (18.61 J/g).

Tabla 3. Valores de temperatura y entalpia de gelatinizacién, para AN y AMEC.*

Almidén T, (°C) T, (°C) T, (°C) AH (J/g)

AN 71.47 £0.21° 75.94 +0.19°% 89.01+ 0.8° 14.22 +0.29°

AMEC 88.86 + 0.23° 98.50 + 0.28° 109.14+ 0.20° 18.61 + 0.50°

*Promedio de tres repeticiones * error estandar
Las letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas p < 0.05.
To: Temperatura inicial

T.: Temperatura final

Estos resultados concuerdan con los reportados por Chung et al., (2004), en un estudio
realizado con almidon de arroz entrecruzado utilizando trimetafosfato de sodio como
agente entrecruzante. Ellos observaron que la T, del almidon nativo (68.4 °C) incremento
cuando éste fue entrecruzado (73.0 °C). Por lo tanto, el incremento de la temperatura de
gelatinizacion es causada por retardo de la descomposicion de los cristales, debido a que
durante la modificacién quimica los grupos esteres y residuos de sales (cloruro de sodio)
forman enlaces intra e intermoleculares que estabilizan el AMEC (Sangseethong et al.,
2005; Chatakanonda et al., 2000).

Los resultados del analisis termogravimétrico del AN y el AMEC se muestran en el

termograma de la Figura 19. El objetivo principal de este analisis fue examinar los cambios

en la estabilidad térmica causada por la modificacion quimica.
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Figura 19. Curvas de pérdida de peso obtenidas por analisis termogravimétrico del
almidon nativo (AN) y el almidén modificado (AMEC).

El AN presentd dos estados de pérdida de peso y el AMEC mostro tres estados. En el caso
del AN, el primer estado corresponde a la pérdida de agua que se da en un intervalo entre
60-100 °C. Este comportamiento también lo present6 el AMEC, sin embargo, la pendiente
se prolonga hasta 250 °C mostrando una pérdida de peso mas drastica. El segundo estado
de pérdida en peso del AN corresponde a la descomposicién del almidédn. Esta temperatura
de descomposicién inicial (Tq) se observd en 290 °C y presentd una temperatura de
descomposicion maxima (Tgmax) alrededor de los 340 °C, con una peérdida en peso de
70.27%. A partir de los 340 °C el calentamiento de la muestra resulto en la carbonizacion
de la misma y la formacion de cenizas, debido al calcinacién de la materia organica

reportando un peso final de 11.5 %.

Por su parte, el AMEC mostr6 en la segunda etapa de degradacion una pérdida de peso
desde los 240 °C a 295 °C. Esta disminucion en la Tgmax Se debe a la formacion de grupos

funcionales voluminosos (carboximetilos: CH,COONa) el cual desorganiza la estructura de
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del almidon, provocando la apertura de un mayor numero de espacios, por los cuales, el
calor se difunde con facilidad y el almidon se degrada a menor tempera. El tercer estado de
degradacion ocurre de 310 °C a 490 °C, con una pérdida en peso al final del 50 %.

En la Figura 20, se pueden observar las transiciones termicas que presentaron el AN vy
AMEC obtenidas por anélisis térmico diferencial (DTA) a lo largo del barrido de
temperatura de 30 a 800 °C.

) —— AN
-120 9 —— AMEC

-100 —

-804

-40

Flujo de Calor {rmiY)

40

I T I T I T T T I T I T I T 1
100 200 200 400 500 800 700 800

lomperaturg ("G

Figura 20. Transiciones térmicas por DTA de almidén nativo (AN) y almidén
modificado (AMEC).

El AN presentd dos transiciones importantes. La primera corresponde a la temperatura de
evaporacion (Te,) del agua (100 °C) contenida en el sistema y la segunda a la temperatura

de degradacion (Tqg) del almidon (309 °C). Después de los 500 °C, el comportamiento se

mantuvo casi constante.
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Por otro lado, el AMEC present6 también las mismas transiciones. Para el AMEC, se
observa un desfase de la Te, hasta 120 °C, esto se debe al efecto de la modificacion, la cual
puede estar encapsulando el agua disponible y por lo tanto no es tan facil evaporar este
componente. La segunda transicion para el AMEC presentd dos etapas de la temperatura de
degradacion (Tgg1 y Tag2) CON un incremento de energia necesaria para desorganizar el
sistema comparado con AN. La Tgg Se registro a 245° y la Tqyg Se presentd a 290 °C.
Después de estas dos etapas, el flujo de calor en el AMEC incremento a medida que avanz6
la temperatura (350 °C a 800°C).

8.5 Estudio morfologico del almidén modificado

Las caracteristicas morfologicas del almidon modificado fueron analizadas mediante
microscopia optica. Adicionalmente, se llevo a cabo la determinacion de la distribucion del

tamano de particula.

En la Figura 21 se muestran las microfotografias de los granulos del AN y AMEC,
observados a 200x y 300x. La dispersion de AN presenté granulos de tamarfios variados y
diversas formas que van desde granulos ovalados y elipsoidales, formas caracteristicas para
el almidon de platano, hasta algunos con formas alargadas, todos ellos con superficies lisas
(Figura 21a y 21b). En micrografias observadas a 300x (Figura 21c y 21d) se observa con
mejor detalle la morfologia de los granulos almidén. Los diversos tamafios y formas

ovaladas, elipsoidales, alargadas e irregulares con superficies lisas.

Por otro lado, en el AMEC se observaron granulos destruidos o parcialmente dafiados
debido al efecto del tratamiento quimico. El tamafio y forma de los granulos fue irregular
(incisos de la Figura 21 desde e hasta h), asi como la formacion de aglomerados de AMEC
que presentan hendiduras y surcos. La modificacion quimica generd corrosion sobre los
granulos de almiddn. Esto se puede observar méas claramente en las micrografias a 300x, en
donde distingue un aro de luz alrededor del granulo de almidon modificado con zonas
oscuras e iluminadas, las cuales dan indicio de poros en la superficie de los granulos

(Figura 21g). De forma individual en la Figura 21h se presenta la micrografia de un granulo
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en donde se puede apreciar en su superficie surcos o grietas provocados por el efecto

corrosivo de la modificacion quimica a la cual fue sometida.

Figura 21. Microfotografias del almidon AN (a-d) y el almidon AMEC (e-h), con objetivos
en 200x y 300x, en campo claro y obscuro.
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Los resultados de la DTP para el AN y AMEC se muestran en la Figura 22. EI AN presentd
dos poblaciones predominantes, la primera poblacion tuvo una distribucién de tamafio de
particula que va desde los 105 a 200 pm, con un pico maximo que est& entre 130-150 pum,
el cual tuvo un porcentaje mayor que su contraparte correspondiente al 58% de particula
retenida. La segunda poblacion mostro una distribucion de tamafio de particula que va
desde los 215 a 420 pum, mostrando un pico méximo de distribucién entre 260-330 pm.
Entre los valores de 201-214 um se observé un porcentaje nulo de retencion de particula.
ElI AMEC al igual que su contraparte (AN) presentdé dos poblaciones predominantes, la
primera poblacién tuvo una DTP que va desde los 105 a 190 um, con un pico maximo que
se encuentra entre 140 y 150 um, el cual tuvo un porcentaje correspondiente al 54% de
particula retenida mostrando un tamafio mayor que AN, esto debido a la formacion de

agregados, que hacen a las particulas mas grandes

La segunda poblacién mostro una DTP que va desde 229 a 420 pum, con un pico maximo de
distribucion entre 275-335 um, el cual tuvo un porcentaje mayor que AN, correspondiente
al 29%. En este caso, entre los valores 192-228 um se observo un porcentaje del 5%
correspondiente a la formacion de aglomerados, mostrando un tamafio de particula mayor
que AN.

Es importante mencionar, que la formacion de un mayor volumen de agregados con
tamafios mas grandes, sugieren una desorganizacién mayor en el granulo del almidon. Por
lo que la distribucién de tamafio de los granulos de almidén es muy importante debido a su

repercusion en las propiedades fisicoquimicas y funcionales.
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Figura 22. Perfil de distribucion de tamafio de particula de almidén nativo (AN) y almiddn

modificado (AMEC).
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IX. CONCLUSIONES

Se llevé a cabo satisfactoriamente la modificacion quimica de almidon de platano, a través
de una metodologia de modificacion dual continua de entrecruzamiento y

carboximetilacion.

Los factores més importantes para controlar el grado de sustitucién (GS) durante la
modificacion del almidén de platano son la temperatura, el tiempo y la concentracién del
cloroacetato de sodio (CICH,COONa).

Los resultados obtenidos en FTIR y RMN demostraron picos y sefiales caracteristicas
respectivamente de los grupos carboximetilos introducidos durante la modificacion quimica
dual. Se observaron cambios en la estructura del almidén, indicando la sustitucién exitosa

en los grupos hidroxilos de la molécula.

El almidéon modificado mostré perdida de cristalinidad, provocada por una destruccion
parcial o completa del orden inicial del granulo de almidon, debida a la formacion de
grupos voluminosos, que provocan una mayor desorganizacion de la estructura del
almidon. Esto fue corroborado por los resultados obtenidos en microscopia, ya que las
microfotografias del almidon AMEC, mostraron granulos destruidos o parcialmente

dafiados (hendiduras, surcos y sefiales de corrosion).

El comportamiento térmico mostrd un incremento en la temperatura de descomposicion y
menor degradacion del AMEC comparada con el AN, debido a dos factores, el
entrecruzamiento y la formacion de sales generadas en la carboximetilacion. Provocando
con esto una degradacion lenta e indicando una mejor estabilidad térmica. Esto es
importante ya que el umbral de la temperatura de descomposicion indica las temperaturas

en las que podrian ser utilizadas durante el procesamiento o aplicacion del almidon.
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X. PERPECTIVAS

Se recomienda realizar cinéticas de reaccién para evaluar el efecto de la concentracion de
agente modificante (epiclorhidrina-cloroacetato de sodio) y su respuesta en el grado de
sustitucién del polimero modificado, con la finalidad de conocer los pardmetros 6ptimos de
reaccion y proporcionar a este tipo de almidén modificado un mayor nimero de grupos
reactivos. Como trabajo futuro es necesario realizar pruebas sobre la capacidad de
adsorcion de iones metalicos (Cd, Cu, Zinc y Hg) en solucion acuosa, con el objetivo de
conocer si estos iones metélicos pueden ser removidos por el agente quelante (almidon

modificado).

Por otro lado, seria importante realizar un estudio para saber el efecto que tiene la
temperatura sobre la capacidad de adsorcién de los iones metalicos, para evaluar y predecir
el comportamiento del almidén modificado a distintas temperaturas. Realizar estudios con
respeto al grado de recuperacion del almidén modificado con lo cual, se podria saber la
cantidad de almiddn recuperada después de la adsorcion de los iones metalicos. Todo esto
con el objetivo de poder probar y sugerir la aplicacion especifica del almidén modificado,
como agente quelante con capacidad para la adsorcion de iones metélicos en soluciones

acuosas.
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