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RESUMEN

El arbol del hule (Hevea brasiliensis) es un cultivo de gran importancia a nivel mundial por
ser la principal fuente de obtencién de hule. Las semillas de este arbol son desaprovechadas
a pesar de que se estima que pueden llegar a producirse 9.6 millones de toneladas cada afio.
El interés por la basqueda de nuevas o mejores caracteristicas del almidon ha incrementado
en los ultimos afos, debido a la importancia que tiene este polisacarido en diferentes
industrias, principalmente en la alimentaria. Por lo que el objetivo de este trabajo fue obtener
y caracterizar morfoldgica, fisicoquimica y estructuralmente el almidén de las semillas del
arbol del hule. Para ello, se estableci6 un proceso de aislamiento de almidon a partir de harina
obtenida de las semillas del arbol del hule. Se utilizé almidén de maiz comercial como
control. Se obtuvo almiddn con un rendimiento de 64.71 g/kg de harina (6.47%), una pureza
de 70.72 g/100g, un contenido de proteinas de 10.13g/100g, amilosa de 16.03 g/100g y
almidon dafado de 8.70 g/100g. En la microscopia electronica de barrido se observaron
granulos de tamarfio pequefio (< 5 um) con forma redonda y también granulos >a 5 um con
formas irregulares y se observaron ciertos agregados. En la distribucién de tamafio de
particula el almiddn de la semilla de hule (ASAH) presentd una distribucion bimodal, con la
primera poblacidn presentd un tamafio promedio de 0.98 um y la segunda de 29.44 um. El
ASAH presentd un patron de difraccion de rayos X tipo A, tipico de los cereales, con una
cristalinidad de 28.45%. EIl andlisis térmico mostr6 una temperatura de gelatinizacion de
75.66°C y una entalpia de gelatinizacion de 6.93 J/g. A 90°C el ASAH present6 su maxima
solubilidad (14%) e hinchamiento (17.21 g agua/g muestra seca). En el perfil de formacién
de pasta se muestra un patrén caracteristico, sin embargo, en la etapa de enfriamiento se
presenta una viscosidad baja. En el analisis reoldgico, el almidon presentd un
comportamiento reofluidizante, ya que presentaron un n menor a 1. En los barridos de

frecuencia predomino el caracter viscoso frente el elastico.
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ABSTRACT

The rubber tree (Hevea brasiliensis) is a crop of great importance worldwide because it is
the main source of rubber. The rubber tree seeds are wasted even though it is estimated that
9.6 million tons can be produced each year. In recent years, the interest in the search for new
or better characteristics of starch has increased, due to the importance of this polysaccharide
in different industries, mainly in food. The aim of this work was to carry out the isolated and
morphological, physicochemical and structural characterization of rubber seeds starch. The
starch isolation was established from rubbery seeds flour. Commercial corn starch was used
as control. Starch was obtained with a yield of 64.71 g / kg of flour (6.47%), purity of 70.72
g/ 100 g, protein content 10.13 g / 100 g, amylose 16.03 g / 100 g and damaged starch 8.70
g/ 100 g. Scanning electron microscopy showed small granules (< 5 um) with round shape
and also granules> 5 um with irregular shapes and certain aggregates were observed. In the
distribution of particle size, the rubber seed starch (RSS) presented a bimodal distribution,
the first population showed an average size of 0.98 um and the second of 29.44 um. RSS
showed a type A X-ray diffraction pattern, typical of cereals, with a crystallinity of 28.45%.
The thermal analysis showed a gelatinization temperature of 75.66 ° C and gelatinization
enthalpy of 6.93 J/ g. At 90°C the ASAH showed its maximum solubility (14%) and swelling
(17.21 g water / g dry sample). A characteristic pattern is shown in the paste formation
profile; however, a low viscosity is present in the cooling stage. In the rheological analysis,
the starch showed a reofluidizing behavior, since they presented a n less than 1. In the

frequency sweep prevailed the viscous character versus the elastic one.
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1. INTRODUCCION.

El arbol del hule (Hevea brasiliensis) es originario de la selva baja del Amazonas, aunque
su mayor desarrollo por la aplicacion de tecnologia lo ha tenido Asia, considerada como selva
productiva y en donde obtienen la mayor produccion a nivel global. En México, el cultivo
del arbol del hule (Hevea brasiliensis) se inici¢ a finales del siglo X1X (Compagnon, 1998)
y actualmente se encuentra distribuido en los estados de Veracruz, Oaxaca, Chiapas y
Tabasco (Izquierdo Bautista, 2008). En México, a pesar del gran potencial que se tiene para
desarrollar el cultivo del hule (349,241 ha aproximadamente), en 2009 s6lo se tienen
establecidas 27,128 ha (7%). En 1882 se establecieron las primeras plantaciones de Hevea
brasiliensis en Tuxtepec, Oaxaca y aunque en la actualidad esta actividad se encuentra poco
explotada, sigue considerandose a este cultivo como una prioridad nacional ya que puede
generar desarrollo econémico y beneficios ambientales a las zonas tropicales del pais (Plan
rector, 2005). El hevea brasiliensis produce unas semillas que se obtienen con alto
rendimiento como un subproducto (Aigbodion et al., 2003), las cuales son desaprovechadas

ya que no se utilizan para ningun fin.

Las semillas en general contienen una fuente de energia almacenada (aceite y almidon)
que permite el desarrollo del embrién. Por esta razon se espera que el contenido de
carbohidratos presentes en la semilla de Hevea brasiliensis sean en su mayoria almidon.
Debido a que el Unico estudio cientifico sobre el almidon de estas semillas se realizd desde
el aflo 1954 y no se encuentra mas informacion al respecto, surge el interés de aislar y
caracterizar morfoldgica, fisicoquimica y estructuralmente, el almidon de las semillas del

arbol del hule.

El almiddén es una materia prima con un amplio campo de aplicaciones que van desde
laimparticién de textura y consistencia en alimentos hasta la manufactura de papel, adhesivos
y empaques biodegradables (Zhao y Whistler, 1994). Es necesario buscar nuevas fuentes de
extraccion, ya que con una produccién mundial de 48.5 millones de ton/afio (FAOSTAT,
2001), existe una demanda insatisfecha del mismo (Hernandez-Medina et al., 2008). Las
ventas de almidones y derivados fueron de $ 51.2 mil millones en 2012 y se espera que

alcancen los $ 77.4 mil millones en 2018, una tasa de crecimiento anual compuesta (CAGR)



del 7.1% entre 2012 y 2018 (BBCRESEARCH, 2013). Se espera que el mercado de derivados
de almidon crezca ampliamente a una tasa del 6.2% entre 2014 y 2019 debido a los avances

tecnoldgicos que se producen en la industria (World News Network, 2014).

Como todo material, las propiedades fisicoquimicas y funcionales del almidon y sus
productos dependen de su naturaleza, morfologia y estructura. Por lo tanto, resulta relevante
caracterizar almidones de fuentes no convencionales para la evaluacion de este polimero
como materia prima para una posible aplicacion industrial. Se han reportado caracteristicas
morfologicas de almidones de diversas fuentes: maiz, arroz, trigo, papa, yuca, todos con
diferencias morfologicas y fisicoquimicas considerables, por lo tanto con diferentes
propiedades funcionales (Singh et al., 2003; Medina, 2008).

Con este trabajo se espera aportar conocimiento acerca de las caracteristicas de un
almidon extraido de una semilla que es desaprovechada en el municipio de Tuxtepec y en el
pais, para el cual podrian encontrarse propiedades funcionales importantes para alguna

aplicacion industrial.



2. MARCO TEORICO
2.1 Arbol del hule (Hevea brasiliensis)
2.1.1 Descripcion general del arbol del hule.

El arbol del hule, Hevea brasiliensis, conocido también como el arbol del caucho, siringa
0 seringueira, es un arbol de gran tamarfio originario de la cuenca baja del Rio Amazonas en
Brasil que pertenece a la familia de las euforbiaceas y alcanza desde 20 hasta 30 m de altura.
Tiene un tronco recto y cilindrico de unos 30 a 60 cm de diametro, de madera blanca y liviana.
Sus hojas estan compuestas de tres foliolos, de 16 cm de longitud, por 6 a 7 cm de ancho
dispuestas en el extremo de un largo peciolo; en la estacion seca las hojas se tornan de color
rojizo y caen parcialmente. Las flores son pequefias, de color amarillo claro y estan agrupadas
en racimos. EIl arbol de hule comienza a producir frutos a los 4 afios de edad. Los frutos
aparecen después de la caida de las flores y estan constituidos por una capsula de tres celdillas
que contienen una semilla cada una, las cuales consisten en una cascara dura, que es marrén
0 negro con algunas manchas blancas y un grano blanco suave (Duong, 2003); en la madurez,
estas semillas son proyectadas con un ruido seco de estallido caracteristico. Un kilogramo de
semilla contiene de 250 a 350 unidades aproximadamente dependiendo de su origen. El
latex del arbol es una suspension acuosa blanca o amarillenta en la cual se encuentra el hule
y es abundante hasta los 25 afios de edad del arbol, se sitla en una red de vasos laticiferos
que se comunican entre ellos y posee la capacidad de regenerarse dentro de este sistema. La
incision de estos vasos en el tronco del arbol permite el derrame del latex hacia el exterior.
(Zhang et al., 2008; Compagnon, 1998).

La propagacion del Hevea se hace por semilla o por injerto de yema, las plantas que
se obtienen a través de semilla, no reproducen las caracteristicas deseables de sus
progenitores, por lo que se usa mas la propagacion asexual que reproduce toda la informacion
genética de la planta madre; esta propagacion ocurre a partir de porciones o partes de la planta
(Plan rector, 2005).



Figura 1. Plantacién de Hevea brasiliensis

Figura 2. Fruto del arbol del hule



Figura 3. Semillas de Hevea brasiliensis.

2.1.2 Importancia del cultivo

El cultivo del arbol del hule, Hevea brasiliensis, es considerado como una gran
alternativa para el desarrollo de regiones potenciales del trépico himedo en nuestro pais, ya
que genera multiples beneficios; ademas de que puede mejorar el desarrollo socioeconémico
de los productores, constituye también una alternativa ecoldgica que se puede utilizar para la
forestacién y reforestacion productiva de zonas tropicales que han sido deforestadas (Plan
rector, 2005). Hevea brasiliensis, es la fuente principal del hule natural, por ello es
considerada materia prima esencial para la industria hulera (Rodriguez, 1993). El hule tiene
una gran diversidad de usos, por ejemplo, en los Estados Unidos se elaboran actualmente
entre 40 y 50 mil articulos de hule, entre los que destacan neumaticos, cAmaras, mangueras,
suelas, guantes, etc. (ASERCA, 1996).

El hule natural o caucho, como mundialmente se le conoce, se obtiene a partir del
latex de mas de 200 especies botanicas que lo producen (Martinez et al., 2005); sin embargo,
son pocas las que se explotan a nivel comercial y que se dan en regiones tropicales, siendo la
mas importante Hevea brasiliensis (produce el 99% del hule natural del mundo) por sus

niveles productivos y por las caracteristicas fisicoquimicas de su latex (Plan rector, 2005).

En el escenario mundial de la produccion de hule (Hevea brasiliensis) los paises

asiaticos concentran la mayor produccion de latex con 93 % de la produccion mundial;



Indonesia, Tailandia y Malasia poseen 38.92, 22.85 y 16.51 % respectivamente, de la
superficie mundial plantada de Hevea brasiliensis (Plan rector, 2005). De la produccién
mundial de hule natural, dichos paises en el mismo orden contribuyen con 30.5, 18.6 y 24.9
%, respectivamente (IRSG, 2000); sin embargo, presentan problemas serios para incrementar
el volumen debido al envejecimiento de las plantaciones y las fluctuaciones en los precios.
Por el contrario, América Latina pese a no contar con una produccion parecida a la de Asia,
presenta condiciones naturales excelentes para un crecimiento productivo, aunque solo
participa con 3 % en el mercado internacional (Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura [FAQ], 2004), los principales productores son Brasil con 180
000 ha, Guatemala con 44 500 ha y México con 25 000 ha (Plan rector, 2005). EI mayor
consumo mundial de latex ocurre en los paises de Europa con 19 % y en Estados Unidos de
Norte América, con 18.4 % (IRSG, 2000).

La produccion de hule en México presenta dinamismo de crecimiento medio;
constituye solo 10 % en América Latina, siendo Veracruz y Oaxaca las regiones mas
dindmicas (Vargas-Canales, et al., 2016). México importa 63 000 t al afio, lo que representa
90 % de las necesidades del pais (CMH, 2002). El apoyo a las plantaciones de hule se redujo
considerablemente en las décadas de 1980 y 1990 debido a la produccion de hule sintético
derivado del petréleo (Grist y Menz., 1995). En los Gltimos afios ha resurgido el interés por
el latex natural por sus caracteristicas fisico-quimicas que no se pueden obtener de otras
sustancias, para la manufactura de preservativos y guantes quirdrgicos, asi como en
neumaticos de mayor seguridad en vehiculos y aviones (Centurion et al., 1995). A pesar de
la importancia industrial del arbol del hule, en México no existe suficiente informacion sobre

el potencial productivo de la especie.

2.1.3 Historia del cultivo de hule en México.

Los antecedentes de este cultivo en México se remontan a 1882, cuando compaiiias
inglesas y holandesas establecieron las primeras plantaciones en los municipios de Tezonapa
en Veracruz; Tuxtepec, Ojitlan y Santa Maria Chimalapa, en Oaxaca; y en Hacienda Zanjén
Seco, en Chiapas. Durante el periodo de 1895 a 1910 se establecieron 2.000 ha en la hacienda

“El Corte” y 500 ha en “La Esmeralda”, localizadas en la zona istmica de Veracruz y Oaxaca.



En el siglo pasado, en los afios cincuenta la Comisién del Papaloapan, dependiente
de la Secretaria de Agricultura y Recursos Hidraulicos, promocioné algunos cultivos
introducidos, entre ellos el hule, logrando que se establecieran 1,900 ha en la zona del bajo
Papaloapan. En 1978 se creo el Fideicomiso del Hule, mejor conocido como FIDHULE, el
cual fue fundado para la investigacion, el financiamiento del cultivo, la industrializacion y
comercializacion del hule natural. A fines de 1992, este fideicomiso logro el establecimiento
de 23,000 ha en todo el pais. En 1993 se crea el Consejo Mexicano del Hule y durante el
periodo de 1996 a 2003, se logro establecer un total de 13,396 ha.

El cultivo del &rbol del hule en nuestro pais se realiza en el sureste mexicano. Los
principales estados productores en México en orden de importancia son: Veracruz, Oaxaca,
Chiapas y Tabasco (Plan rector, 2005). El pais cuenta con un potencial de mas de 400 000 ha
para establecer plantaciones, en los estados de Veracruz, Oaxaca, Chiapas y Tabasco (CMH,
2001). De las plantaciones ya establecidas, 54 % se localiza en el Estado de Veracruz
(Tezonapa, Las Choapas, Uxpanapa y Acayucan), 32 % en Oaxaca (region del Papaloapan,
con predominio de la zona de Tuxtepec), 8 % en Chiapas (regiones Selva, Palenque y

Tapachula), y 6 % en Tabasco (Macuspana y Huimanguillo) (CMH, 2002).

2.1.4 Caracteristicas de la semilla del arbol del hule.

Hevea brasiliensis se cultiva principalmente por su latex y su semilla se obtiene con
alto rendimiento como un subproducto (Kim y Winnink, 1994; Aigbodion et al., 2003). La
semilla es grande, ovoide, dorsiventral con lineas irregulares de color marrén oscuro y gris o
manchas en la capa de la semilla (Thomas et al., 1996). La temporada de fructificacién de
los &rboles de hule comienza durante la transicion entre la estacion seca y la estacion lluviosa.
Cuando los frutos estén maduros, se dividiran y las semillas dentro caeran al suelo y estaran
disponibles para la recoleccion. De acuerdo a Siriwardene y Nugara (1972), cada arbol
produce unas 800 semillas (5 kg) dos veces al afio. Se estima que una plantacién de hule
puede producir alrededor de 800-1200 kg de semilla de hule por hectérea por afio, y éstas
normalmente se consideran residuos. Otros autores reportan una produccion anual de
semillas de hule que varia de 300 a 2060 kg / ha (Jamieson y Baughman, 1930, Zhu et al.,
2014). Sobre la base de un promedio estimado de 1000 kg de semillas de hule producido por



hectarea anualmente (Eka et al., 2010), la produccion de semilla de hule en todo el mundo
puede llegar a 9.6 millones de toneladas de semillas de hule cada afio (Santoso et al., 2014).
Se han llevado a cabo estudios sobre la semilla del arbol del hule y la mayoria estan enfocados
en los lipidos que contiene, ya que son ricas en aceites. Aunque hay variaciones en el
contenido de aceite de las semillas de diferentes paises, se ha reportado que el rendimiento
promedio es del 40%. El aceite de semillas de hule contiene 17-20% de &cidos grasos
saturados (miristico, palmitico, estearico, araquidico y behénico) y 77-82% de acidos grasos
insaturados (palmitoleico, oleico, linoleico, linolénico y araquidonico) (Njoku et al., 1996).
Se han propuesto algunos posibles usos como lubricante (Njoku y Ononogbu, 1995) biodiesel
(lkwuagwu et al., 2000; Eka et al., 2010; Devi et al., 2012), pinturas y recubrimientos
(Aigbodion et al., 2003).

La semilla de Hevea brasiliensis ha sido objeto de estudio en varias investigaciones
donde se ha determinado su composicion quimica proximal. En la tabla 1 se muestran los

valores que han sido reportados por algunos autores.

Tabla 1. Composicion quimica de la semilla del arbol del hule (Hevea brasiliensis)

Contenido %

Autor Humedad Cenizas Lipidos  Proteinas Carbohidratos
Ravindran y Ravindran (1988) --- 3.60 50.20 21.50 18.2
Ikwuagwu et al. (2000) 3.71 2.71 45.63 22.17 24.21
Onwurah et al. (2010) 3.90 2.60 42.50 22.30 28.70
Devi et al. (2012) 8.50 2.50 48.50 17.60 22.90




2.2 Almidon.

El almidon es el méas abundante de los carbohidratos de reserva en plantas. Se
encuentra en diferentes 6rganos de la planta, incluyendo semillas, frutas, tubérculos y raices,

donde se utiliza como fuente de energia durante los periodos de inactividad y de crecimiento.

Alimentos con alto contenido de almidon han sido base de la dieta humana desde la
antiguedad debido a su importante valor nutricional. Gran parte de las propiedades de estos
alimentos y sus derivados pueden explicarse conociendo las caracteristicas del almidén
(Roper, 2002).

El almiddn es un polimero natural que ademas de ser barato, es muy util y versatil ya
que tiene muchas aplicaciones, y su estructura fisicoquimica puede ser alterada mediante
tratamientos quimicos, fisicos y enzimaticos (Jobling, 2004), con lo cual se amplia ain mas
su uso en diversas industrias. En los ultimos afios, han aumentado las investigaciones y el
conocimiento sobre la estructura del almidon y sus caracteristicas morfologicas y

fisicoquimicas, lo cual repercute en sus propiedades funcionales (James et al., 2003).

2.2.1 Estructura quimica

El almidén es un polimero relativamente simple que estd compuesto de dos
polisacaridos: la amilosa (en una proporcion del 20-30%) y la amilopectina (70-80%), los
cuales se encuentran formados por moléculas de D-glucosa unidas mediante enlaces
glucosidicos (Jenkins, 1994). La relacion de amilosa/amilopectina varia de acuerdo al origen
botanico del almidon y las cantidades relativas de estos dos polimeros y su organizacion
fisica dentro de la estructura granular le confieren propiedades fisicoquimicas y funcionales

particulares (Bello-Pérez, 1995).

2.2.1.1 Amilosa

La amilosa es un polimero esencialmente lineal, formado por unidades de D-glucosa
unidos por enlaces glucosidicos a-(1,4) (Jenkins, 1994), aunque puede presentar también
algunas ramificaciones pero de manera escasa y espaciada por lo que se comporta como un

polimero lineal (Lineback y Rasper, 1988).



La cadena de amilosa adopta una forma helicoidal o de hélice interrumpida en
solucién a temperatura ambiente, presentandose seis moléculas de glucosa por cada giro. Se
pueden presentar de 10 a 15 giros por region. El interior de la hélice contiene s6lo atomos de
hidrogeno, lo que le confiere un caracter hidrofobico, mientras que los grupos hidroxilo estan
situados en el exterior de la hélice. Debido a estas caracteristicas de la hélice laamilosa puede
formar complejos con moléculas hidrofobicas como el yodo, los acidos grasos o los
hidrocarburos (Guilbot y Mercier, 1985). La interaccion con el yodo da una coloracion azul
(Stick, 2001).

La amilosa tiene un peso molecular entre 1x10°-1x10° Daltones (Da)
aproximadamente, un grado de polimerizacion (GP) de 324-4,920 con alrededor de 9-20
puntos de ramificacion equivalentes de 3 a 11 cadenas por molécula (Morrison y Karkalas,
1990). Cada cadena contiene aproximadamente de 200 a 700 residuos de glucosa lo que
equivale a un peso molecular de 32,400-113,400 Da (Tester y Karkalas, 2002). La amilosa
se encuentra en la mayoria de los almidones en una proporcién de 15-35%, en ciertos casos
alcanza niveles menores al 15% en los almidones tipo ceroso o “waxy”, o mayor al 35% en

los denominados “altos en amilosa” (Tester et al., 2004).

Figura 4. Estructura quimica de la amilosa (Tester y Karkalas, 2002).
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Figura 5. Amilosa en forma helicoidal.

2.2.1.2 Amilopectina

La amilopectina es una cadena altamente ramificada formada por cadenas de D-
glucosa unidas principalmente por enlaces a-(1,4) y entre un 5-6% de enlaces a-(1,6) en los
puntos de ramificacion. El peso molecular varia entre 107 y 10° Da. En general, la molécula
de amilopectina es de 1.0 a 1.5 nm de didmetro y de 12 a 40 nm en longitud (Manners, 1989).
El GP se encuentra tipicamente dentro del intervalo de 9,600-15,900 pero comprende tres
especies predominantes con un GP de 13,400-26,500, 4,400-8,400 y 700-2,100 (Takeda et
al., 2003). Las cadenas de la amilopectina son mas cortas comparadas con las de la amilosa
pero con un perfil de distribucion mas amplio. Son de 18-25 unidades de glucosa en promedio
(Tester et al., 2004), aunque en almidones con alto contenido de amilosa este intervalo es
mayor (19-31 unidades) (Jane et al., 1999). Dependiendo de la fuente la amilopetina es el

principal componente en la mayoria de los almidones (entre 70-80%), alcanzando en ciertos
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casos niveles hasta de un 98-99% en los almidones tipo ceroso o waxy (Thurn y Burchard,
1985; Zobel 1988).

Figura 6. Estructura quimica de la amilopectina (Tester y Karkalas, 2002).

Se han propuesto varios modelos para explicar la estructura quimica de la
amilopectina. En 1972, French propuso el modelo de “racimo” para describir la forma en la
cual la estructura ramificada de la amilopectina se encuentra en los granulos de almidén
nativo, el cual consiste en regiones cristalinas y amorfas en forma alternada. Las cadenas se
organizan en dobles hélices, las cuales tienen una longitud de 6 nm de largo. Las areas
intercristalinas (amorfas) se presentan a intervalos de 0.6-0.7 nm y contienen mayor cantidad
de enlaces o-(1-6), siendo relativamente susceptibles a agentes hidroliticos (acidos y

enzimas).

Las cadenas de la amilopectina se han clasificado de acuerdo a su GP, y a su posicion
dentro del granulo de almidén en cadenas A, B y C (Hizukuri, 1985,1986). Las cadenas A
son las externas que estan unidas a cadenas internas B, estas a su vez estan unidas a otras
cadenas B y/o a la cadena C (Figura 7). Las cadenas A tienen un GP de 12-16. Las cadenas
B soportan otras cadenas con ramificaciones, por lo cual se denominan B1, B2, B3y B4 (1 a
4 cadenas). Ademas, estas cadenas se diferencias por su GP, asi las cadenas B1 tienen un GP
de 20-24, las B2 de 42-48, las B3 de 69-75 y las B4 de 104-140, (Hizukuri, 1985, 1986;
Bello-Peréz et al., 1996; Tester et al., 2004). La cadena C no esta sustituida en el extremo
reductor, solo se encuentra una por molécula y presenta un GP mayor a 60 unidades
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(Eerlingen y Delcour, 1995). Las cadenas A 'y B se encuentran agrupadas formando las zonas
cristalinas de la amilopectina, las cuales estan separadas por una region estrecha en los puntos

de ramificacion considerada como la region amorfa (Robin et al., 1974).

La amilopectina es quizas el componente que tiene mayor importancia en funcién de
las propiedades del almiddn, dado que su estructura y propiedades contribuyen notablemente
en la composicion y funcionalidad del granulo ademés de encontrarse en mayor proporcion.
(Thurn y Burchard, 1985; Zobel 1988; Bello-Pérez et al., 1996).

Figura 7. Modelo de “racimo” de la estructura de la amilopectina (Bowen, 2006).
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2.2.2 Estructura molecular

El almiddn se encuentra organizado en forma de granulos insolubles en agua fria, que
presentan una naturaleza semicristalina debido a que se pueden apreciar regiones con

caracteristicas cristalinas y regiones amorfas (Sivack y Preiss, 1998).

La naturaleza semicristlina del almidon es generalmente atribuida a la amilopectina,
ya que las dobles hélices que forman sus cadenas ramificadas estan empaquetadas dentro de
la region cristalina. La disposicion radial y ordenada de las moléculas de almiddn en un
granulo resulta evidente al observar la cruz de polarizacion o cruz de Malta en un microscopio
de polarizacion, fendmeno conocido como birrefringencia, el cual indica que existe un alto
grado de orientacion molecular dentro del granulo. El centro de la cruz corresponde con

el hilum, el centro de crecimiento de granulo (Katz et al., 1993).

Yamaguchi et al. (1979) observaron por medio de microscopia electrénica en
dispersiones de almidon de maiz ceroso en dimetilsulfoxido, la presencia de anillos
concéntricos, el tamafio que presentaron fue de 120 a 400 nm, observando una periodicidad
cada 7 nm. Analisis posteriores realizando una hidrolisis acida, proporcionaron informacion
de que la estructura esta en laminas, dando una forma semi-cristalina, mostrandose que esta
repeticion da lugar a los anillos semicristalinos los cuales crecen por aposicion al hilum del
granulo (Tester et al., 2004). EI nimero y tamafio de los anillos de crecimiento depende del
origen botanico del almidon y de la cantidad de carbohidratos disponibles durante la
biosintesis (Tang et al., 2006).

La estructura del granulo del almidén y el arreglo de sus componentes en los
diferentes niveles de organizacion, permite explicar las propiedades fisicoquimicas y
funcionales de los diferentes almidones. Existen dos tipos diferentes de cristales que pueden
formarse con los agregados de las dobles hélices de la amilopectina. Estos son conocidos
como cristales polimorficos tipo A y B (Figura 8b) y se conoce también al tipo C, que se ha
considerado como una combinacion entre los tipos A 'y B pero con mas inclinacion a la del
tipo A. Las dobles hélices en las dos formas polimorficas son esencialmente idénticas con
respecto a la estructura helicoidal. Sin embargo, el empaquetamiento de estas dobles hélices

en la estructura cristalina del tipo polimdrfico A es relativamente compacta con un bajo
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contenido de agua (4-8 moléculas de agua por hélice, es imposible removerlas sin una
destruccion completa de la estructura cristalina), proporcionando una simetria monoclinica,
mientras que la estructura tipo -B es mas abierta, por lo tanto hay mayor contenido de agua
haciéndola una hélice hidratada (36 moléculas de agua por hélice) con un cristal del tipo
hexagonal (Imberty et al., 1991; Imberty y Pérez, 2000; Tester et al., 2004). En la Figura 9,
se muestran los patrones de difraccion de rayos X: el tipo A, tiene picos de mayor intensidad
de difraccion para los angulos 26 = 15, y 23, este es tipico de los almidones de cereales. El
tipo B, tiene picos de mayor intensidad de difraccion para los angulos 20 = 5.6, 15 y 24, se

ha encontrado en almidones de tubérculos y altos en amilosa (Tester y Karkalas, 2002).

(a

(b

Figura 8. Estructura del granulo de almidon a diferentes niveles de organizacion. Gallant et
al., 1997. (A) El granulo de almidon muestra la alternancia cristalina y amorfa. El centro es
el hilum vy las capas son hacia el exterior del granulo. (B) Estructura cristalina del almidén

(patrones de difraccion de rayos X tipo Ay B).
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Figura 9. Patrones de difraccién de rayos X de almidones tipo A, B y C. Hizukuri, 1986

2.2.3 Morfologia del almidon

La morfologia, el tamafio y la distribucion de tamafio de los granulos de almiddn
dependen del origen boténico. La morfologia del granulo de almidén esta genéticamente
controlada. Los granulos de almidon presentan formas variadas que pueden ser redondas,
ovales, poliédricas y de formas irregulares, algunas veces con protuberancias. Las estructuras
y caracteristicas fisicas de los plastidios podrian influir en la morfologia de los granulos de
almidon y afectar el arreglo molecular de la amilosa y amilopectina dentro del granulo (Jane
etal., 1994).

En general el tamafio del granulo de almidén varia de 0.5 a 100 um y de acuerdo a
esto se han clasificado en granulos grandes (>25 pm), medianos (10-25 pm), pequeios (5-10
um) y muy pequeiios (< 5 pm). Los granulos mas grandes se han encontrado en la papa (15
a 100 um) (Lineback, 1984), y los més pequefios en las especies de amaranto (0.8 a 2.5 pm)

(Paredes Lopez et al., 1990).

En cereales como trigo, cebada, centeno y triticale se han encontrado dos tipos de

poblaciones de granulos (distribucion bimodal), granulos tipo A y B. Los granulos tipo A son
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granulos grandes con un tamafio de >10 um y los tipo B son granulos pequefios <10 pm.
Ademaés de las diferencias en tamafio, estas dos poblaciones de granulos difieren en sus
propiedades fisicoquimicas y en las etapas en que se biosintetizan durante el crecimiento de
la planta (Lindembom et al., 2004).

El tamafio de los granulos es un factor importante para muchas aplicaciones. Hay una
enorme variacion en los tamafos granulares de almidones de diferentes especies y realmente
se conoce muy poco acerca de lo que controla el tamafio de los granulos de almidon (Jobling,
2004).

2.2.4 Cambios en el almidon por procesos de calor-humedad
2.2.4.1 Gelatinizacion

El granulo de almidén nativo no es digerible por el organismo humano debido a su
estructura organizada, por lo cual se deben utilizar procesos de calor-humedad para
transformarlo. La gelatinizacion es quiza la transformacion mas importante del almiddn; es
la desorganizacion irreversible de sus componentes (Lai y Kokini, 1991; Jacobs y Delcour,
1998), una transicién de orden—desorden que sufren los granulos de almidén cuando se
calientan en presencia de agua, lo cual tiene gran impacto en el procesamiento, calidad y
estabilidad de los productos basados en almidén (Pineda-Gémez et al., 2010). Los cambios
estructurales que ocurren durante este proceso son: cambios en la forma y tamafio de los
granulos, absorcion de agua e hinchamiento, fusion de los cristales y lixiviacion de la amilosa
de los granulos (Atwell et al., 1988). Para la transicion se requiere un porcentaje de agua
mayor al 30% y una temperatura entre 60 y 75°C, valor que depende de la fuente de origen
del almidon. Durante el proceso, las moléculas de almidon vibran rompiendo los puentes de
hidrogeno intermoleculares de las zonas amorfas de los granulos, lo que provoca el
hinchamiento por una absorcion progresiva e irreversible de agua. La evaluacion de los
cambios en la microestructura de los almidones durante la gelatinizacion se realiza mediante
distintas técnicas que tratan de estimar el orden interno de los granulos. Entre las técnicas
mas usadas esta la calorimetria diferencial de barrido (DSC), que determina la temperatura y
el intervalo en el cual suceden los cambios de estado y el flujo de calor involucrado (Pineda-
Gomez et al., 2010).
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La calorimetria diferencial de barrido mide la temperatura de gelatinizacion (la
temperatura de inicio de gelatinizacion es tipicamente reportada entre 50-60 °C en exceso de
agua) y la energia requerida para la gelatinizacion, lo cual principalmente refleja la pérdida
del orden molecular (las dobles hélices) (Jacobs y Delcour, 1998). Estas transiciones de fase
ocurren en un intervalo de temperatura y se presentan varios estados, los cuales son: Inicio
de pérdida de birrefringencia, la amilosa empieza a difundirse hacia el agua y la amilopectina
queda dentro del granulo para posteriormente perder su orden, la amilosa fuera del granulo
forma una malla y produce un gel (Biliaderis, 1991; Lund y Lorenz, 1984). Los cambios que
suceden después de la gelatinizacién, durante un calentamiento posterior son denominados
como empastado. Los cambios que suceden durante la gelatinizacion y empastado afectan
notoriamente las propiedades reoldgicas de las suspensiones de almidon (Jacobs y Delcour,
1998).

2.2.4.2 Retrogradacion

El material amorfo, obtenido después de la gelatinizacion y en la etapa de
enfriamiento, no se encuentra en un estado de equilibrio, presentdndose entonces una
tendencia a un proceso de reasociacion y recristalizacion de las cadenas del polisacérido, a
lo cual se le conoce como retrogradacion (Edwards y Parrett, 1996), donde ocurre una
insolubilizacion y precipitacién espontanea de las moléculas de amilosa, debido a que sus
cadenas lineales se orientan paralelamente por puentes de hidrogeno. Cada almidon tiene una
tendencia diferente a la retrogradacion que esta relacionada con su contenido de amilosa. La
retrogradacion es de gran interés para los cientificos y tecnélogos de alimentos, ya que afecta
profundamente a la calidad, la aceptabilidad y la vida Gtil de los alimentos que contienen
almidon (Biliaderis, 1991). Debido al proceso de recristalizacion, la retrogracion puede
determinarse mediante calorimetria diferencial de barrido y difraccion de rayos X (Karim et
al., 2000).

Hay dos rutas por las que se puede llevar a cabo la retrogradacion que dependen de la
concentracion y temperatura del sistema:
- Répida. Al calentar una solucion concentrada de amilosa y enfriarla rapidamente hasta

temperatura ambiente, se forma un gel rigido y reversible.
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- Lenta. Una solucién diluida, se vuelve opaca y precipita cuando después de calentarse, se

deja enfriar lentamente hasta temperatura ambiente.

2.2.5 Extraccion de almidon

En toda investigacion realizada con almidén el paso inicial es la extraccion de
granulos de almidén del material vegetal. La extraccion de almidon es un paso muy
importante ya que debe realizarse sin una modificacion significativa de los granulos de
almidon y en cantidades suficientes para permitir diversos analisis. Los diferentes procesos
de aislamiento a nivel laboratorio e industrial, son disefiados y adaptados dependiendo de la
fuente de obtencidn (cereales, frutas, tubérculos, raices o semillas) (Ji et al., 2004). Los
granulos de almiddn cuando se extraen y se secan tienen la apariencia de un polvo blanco y
son insolubles en agua fria. De manera general, presentan una composicion quimica con 0.06-
0.53% de proteina, 0.05- 0.8% de lipidos y 0.07- 1.4% de cenizas y el resto lo forma el
almidon (Guilbot y Mercier, 1985). Los granulos de almidon en su forma nativa contienen
una cantidad apreciable de agua, aproximadamente del 10 al 12%, la misma que es muy

importante con relacion a las propiedades fisicoquimicas y al modo de reaccion del granulo.

El maiz es la fuente botanica mas importante para la extraccién de almidén comercial,
siendo utilizado ampliamente en la elaboracion de alimentos debido a sus caracteristicas
(BeMiller, 1993). En Estados Unidos el 95% del almidon producido es de maiz (White 1994).
Sin embargo, gradualmente se ha puesto atencion en fuentes no convencionales como
alternativas para obtener almidones que presenten diversas caracteristicas fisicoquimicas,
estructurales y funcionales que amplien la gama de usos en la industria (Guizar-Miranda et
al., 2008; Henriquez et al., 2008; Espinosa-Solis et al., 2009).

2.2.6 Importancia del almidén en la industria.

Los almidones nativos son muy variables en cuanto a composicion y propiedades
dependiendo de la fuente de origen. EI almidén a menudo se agrega a productos fluidos para
aumentar su viscosidad y estabilidad y también a productos semisélidos para contribuir a su

estructura y asi mejorar sus propiedades de retencion de agua. Es utilizado como sustituto de
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grasa en alimentos bajos en calorias y como materia prima para la produccion de almidén
resistente, pero también funciona como un adhesivo, enlazador, agente encapsulante, agente
gelificante, texturizante y como material base para la formacion de recubrimientos

comestibles y peliculas de envasado biodegradables. (Biliaderis, 1991; Mauro, 1996).

Para comprender la funcionalidad de los almidones, se necesita cierta informacion
con respecto a la estructura y la morfologia de los granulos de almidon, por ejemplo, la
amilopectina tiene efectos estabilizadores, mientras que la amilosa forma geles y tiene una
fuerte tendencia a formar complejos con lipidos y otros componentes. Por lo que la
amilopectina es preferida para muchas aplicaciones.

El papel del almiddn estd pasando de ser un ingrediente a granel barato a ser un
ingrediente funcional que se utiliza debido a sus propiedades especificas. En trabajos de
desarrollo de productos mas sofisticados, se requiere una comprension del papel funcional
del almidon dentro del producto real, es decir, el conocimiento de las interacciones entre el
almidon y otros ingredientes, asi como de los efectos de las condiciones de procesamiento

(Hermansson y Svegmark, 1996).
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3. JUSTIFICACION

El cultivo del &rbol del hule Hevea brasiliensis se encuentra establecido en el
municipio de San Juan Bautista Tuxtepec en Oaxaca, debido a que cuenta con las condiciones
climatoldgicas para su crecimiento y desarrollo. Las semillas de este arbol son un
subproducto que no tiene ningun aprovechamiento especifico, ya que el latex del arbol es el
unico producto con importancia comercial. En los Gltimos afios se han llevado a cabo estudios
sobre los lipidos y proteinas de la semilla, sin embargo poco o casi ningun interés se ha tenido
en los carbohidratos, especificamente el almiddn; por lo que en este trabajo se busca aislar el
almidon presente en las semillas y caracterizarlo morfoldgica, estructural vy

fisicoquimicamente para conocer sus caracteristicas funcionales.
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4. HIPOTESIS

Las caracteristicas morfologicas y fisicoquimicas del almidén de semillas del arbol

del hule tienen un uso potencial en la industria alimentaria y no alimentaria.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Obtener y caracterizar morfoldgica, fisicoquimica y estructuralmente el almidén de

las semillas del arbol de hule (Hevea brasiliensis).

5.2 Objetivos especificos

e Realizar la caracterizacion fisica de las semillas del arbol del hule (Hevea
brasiliensis).

e Obtener una harina a partir de las semillas del arbol del hule y realizar la
caracterizacion quimica proximal de ésta.

e Establecer el método de aislamiento de almidon de la harina obtenida de las semillas
del &rbol del hule.

e Caracterizar fisicoquimicamente el almidon obtenido.

e Caracterizar morfologicamente el almidon obtenido mediante microscopia
electronica de barrido y distribucion de tamafio de particula.

o Realizar la caracterizacion estructural mediante pruebas de Difraccion de Rayos X.

e Realizar pruebas reoldgicas a la pasta de almidon.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Materiales

Las semillas del arbol del hule (Hevea brasiliensis) usadas en este estudio fueron
recolectadas durante los meses de noviembre y diciembre del afio 2016 de las plantaciones
que se encuentran en la Universidad del Papaloapan Campus Tuxtepec con ubicacion en
Latitud Norte 18°04'52", Longitud Oeste 96°07'07" y una altura de 20 msnm. Almiddn de
maiz (Zea mays) nativo fue usado como modelo, el cual fue adquirido a la industrializadora
de maiz IMSA S.A. de C.V., México.

6.2 Métodos

La estrategia experimental que se utilizara en este trabajo se presenta en la Figura 10.
6.2.1 Caracterizacion fisica de la semilla del arbol del hule.

Las caracteristicas fisicas determinadas en la semilla del arbol del hule fueron tamafio
y peso (se tomo un tamafio de muestra N=100). El tamafio (ancho, longitud y espesor) fue
medido utilizando un vernier. El peso de las semillas enteras se determind en una balanza
analitica ADAM PW124 y posteriormente se pelaron con ayuda de un mortero para conocer

el peso del grano.

6.2.2 Obtencidén de harina

La obtencion de harina a partir de las semillas del arbol del hule se realiz6 en las
siguientes etapas: (1) Las semillas recolectadas fueron peladas manualmente con ayuda de
un mortero para retirarles la cascara. (2) Los granos de las semillas fueron partidos a la mitad
y se secaron en un horno de aire caliente a 45°C por 24 horas, esto para disminuir el contenido
de humedad en las semillas y poder ser almacenadas por mayor tiempo. (3) Las semillas
secas se molieron en un procesador de alimentos (OSTERIZER) hasta obtener una harina, la
cual se pas6 por tamiz de malla 40 y se almacen6 en un recipiente cerrado a 4°C para los

procedimientos posteriores.
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El rendimiento de la harina fue calculado utilizando la siguiente formula:

Peso de la harina obtenida

1
Peso de la semilla sin cascara utilizada x 100

6.2.3 Caracterizacion quimica de la harina

La caracterizacion quimica proximal en la harina obtenida se llevé a cabo mediante la
determinacion de humedad, lipidos, cenizas, proteinas, fibra dietética total y almidon total
(AT).

6.2.3.1 Humedad

Se utilizaron 2 g de muestra, se colocaron en charolas de aluminio y se dejaron en
estufa convencional a una temperatura de 130 £ 1°C por 4 h. Por diferencia de pesos se
calculo el porcentaje de humedad (método 44-16, AACC, 2000).

6.2.3.2 Cenizas

Se determind utilizando la pérdida en peso de 2 g de muestra después de incineracion
a 600°C durante 3 h en una mufla (método 08-01, AACC, 2000).

6.2.3.3 Lipidos

Se determind utilizando un sistema de extraccion Soxhtlet con 2 g de muestra
empleando éter de petréleo como disolvente (método 30-25, AACC, 2000).

6.2.3.4 Proteinas

Para la determinacién de nitrogeno total se utiliz6 el método Kjeldahl, con un factor
de conversion de 6.25 (métodos 46-13, AACC, 2000).

6.2.3.5 Fibra dietética total

Se determind mediante el kit para carbohidratos disponibles y fibra dietética de
Megazyme (K-ACHDF 08/16) el cual consiste en pesar por duplicado 1 g de muestra y
adicionar 40 ml de solucion de buffer MES-TRIS (pH 8.0). Se adicionan 50 pL de solucion

de a-amilasa termoestable y se incuba con agitacion en un bafio de agua a 80°C por 35 min.
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Después de este tiempo las muestras se dejan enfriar aproximadamente a 60°C y se adicionan
100 pL de solucidn de proteasa, se incuban en un bafio de agua a 60°C con agitacion continua
por 30 min. Posteriormente se ajusta el pH entre 4.1- 4.5 con acido acético 3 My se adicionan
200 pL de solucion de amiloglucosidasa y se incuban en un bafio de agua a 60°C con agitacion
continua por 30 min. Se agregan 160 ml (4 volumenes) de etanol al 95% para precipitar la
fibra dietaria soluble y se deja en reposo a temperatura ambiente durante una noche. La
solucién se filtra usando un crisol que contiene 1 g de celite. El celite se redistribuye
uniformemente dentro del crisol usando agua destilada y haciendo succién con la bomba de
vacio. El residuo se lava sucesivamente con tres alicuotas de 15 ml de etanol al 78%, dos
alicuotas de 15 ml de etanol al 95% vy dos alicuotas de 15 ml de acetona. Se seca el crisol
conteniendo el residuo en un horno a 105°C por una noche. Un residuo se usa para determinar
el contenido de proteina por el método de Kjeldahl usando 6.25 como factor de conversion y

el otro para determinar cenizas en una mufla a 525°C por 5 h.

6.2.3.6 Almidon total

El almiddn total se evalué mediante el kit para almiddn total de Megazyme K-TSTA-
100A 02/17 (AACC Método 76-13.01; AOAC Meétodo 996.11), el cual se fundamenta en
cuantificar la glucosa liberada como resultado de la hidrolisis enzimatica con a-amilasa y
amiloglucosidasa termoestables. Se pesaron 100 mg de muestra en un tubo de ensayo, la cual
se humedecid con 0.2 ml de etanol al 80% para ayudar a la dispersion y se agit6 en un vortex.
Se adicionaron 2 ml de KOH 2 M y se mantuvo en agitacion por 20 min en un bafio de
hielo/agua. Posteriormente se agregd 8 ml de buffer acetato de sodio 1.2 M (pH 3.8) a cada
tubo con agitacion magnética. Inmediatamente se adicion6 0.1 ml de a-amilasa termoestable
y 0.1 ml de amiloglucosidasa y se incub6 en un bafio de agua a 50°C por 30 min. Se transfirid
todo el contenido del tubo a un matraz aforado de 100 ml y se complet6 el volumen con agua
destilada. Se centrifugd una alicuota de la solucién a 1800 g por 10 min. Se tomaron por
triplicado 0.1 ml del sobrenadante en tubos de ensayo para determinar la cantidad de glucosa
liberada por digestion enziméatica, mediante el método de glucosa/oxidasa peroxidasa
(GOPOD). Se leyeron las absorbancias a 510 nm en un espectrofotdmetro Genesys 10S UV-

VIS (Thermo Scientific, Equipar).
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6.2.4 Aislamiento del almidén

Se establecid un proceso para la extraccion de almidon a partir de la harina obtenida
de las semillas del arbol del hule el cual se describe a continuacion. Se prepar6 una solucion
de harina en agua (1:10 p/v) la cual se mantuvo en agitacion durante 3 h, se dejé 1 h en
reposo, tiempo en el cual la solucion se separd en cuatro fases. Por decantacion se eliminaron
las dos capas superiores. A las capas inferiores se le adicion6 NaCl 0.2 M, se mantuvo 30
min en agitacion y 1 h en reposo para permitir la separacion de fases. Nuevamente se
eliminaron por decantacion las dos capas superiores. A las capas inferiores (fibra y almidon)
se le adiciond 5 volimenes de agua destilada, la solucion se agito por 3 min y se pasé por
tamiz 100 y 270 para retener la fibra. La solucion de almiddn se centrifugd a 3000 x g x 10
min. Se hicieron dos lavados mas con agua y uno con alcohol a las mismas condiciones. El
almidon se secé en un horno a 40°C por 3 horas. Debido a que se obtuvo un producto con
elevado porcentaje de proteina se procedié a realizar una extraccion de proteinas mediante
un método enzimatico empleando una proteasa de Bacillus licheniformis. Se preparé una
solucion de almidén. Por cada gramo de almiddn, se adicionaron 50 ml de buffer fosfato pH
6.0, se ajustd el pH a 7.5 por adicién de NaOH 0.275 N. Inmediatamente antes de usar se
prepar6 una solucion de proteasa (50 mg/ml de buffer fosfato) y se adiciond 0.1 ml al
almidén. Se mantuvo en incubacion a 40°C por 2 h en agitacion continua. Después de esto se
centrifugd a las condiciones antes mencionadas. Al almidén himedo se le agreg6 10 ml de
acetona y se dej6 en agitacion toda la noche. Al otro dia se centrifugd y se hicieron 3 lavados
con agua destilada. El sedimento correspondiente al almiddn se secé en horno de aire caliente
45°C por 24 h, para posteriormente ser triturado en un mortero hasta un tamafio de particula
de 150 um. El almidon asi obtenido fue almacenado a temperatura ambiente en recipiente

cerrado.

Se calculo el rendimiento de la extraccion de almidédn de acuerdo al método de Pérez
et al. (1997), el cual considera la eficiencia de extraccion del almidon puro a partir del

contenido total del mismo en el vegetal.
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6.2.5 Caracterizacion fisicoquimica del almidon
6.2.5.1 Composicion Quimica

La composicion quimica del almidén se llevo a cabo mediante la determinacion de
humedad, lipidos, cenizas, proteinas, fibra dietética total, almiddn total (AT) (ver apartado

6.2.3), almiddn dafiado y amilosa aparente (AA).

6.2.5.1.1 Almiddén dafado

El porcentaje de almidon dafiado se obtuvo empleando el kit para almidon dafiado de
Megazyme K-SDAM 10/15 (AACC Método 76-31.01). EL método se fundamenta en
cuantificar la glucosa liberada debido a la hidrélisis enzimatica con a-amilasa y
amiloglucosidasa de los maltooligosacaridos y dextrinas limite que se origina por el dafio que
sufre el almiddn durante el aislamiento. Se pesaron 100 mg de muestra en tubos de centrifuga,
se le adicionaron 1 mL de una solucion de a-amilasa flngica. Se agité vigorosamente en un
vortex por 5 s. Se incub6 a 40°C por exactamente 10 min y se adicion6 8 mL de una solucion
de &cido sulfarico al 0.2% (v/v) para terminar la reaccion enzimatica. Se centrifugd a 3 000
rpm por 5 min. Se tomaron alicuotas del sobrenadante de 0.1 mL y se llevaron a 2 tubos de
ensayo. Se le adicionaron 0.1 mL de la solucién de amiloglucosidasa y se incubaron a 40°C
por 10 min. Posteriormente, se le adicionaron 4 mL de GOPOD a cada tubo, y se incubaron
a 40°C por 10 min para determinar la cantidad de glucosa liberada. Se leyeron las
absorbancias a 510 nm en un espectrofotdémetro Genesys 10S UV-VIS (Thermo Scientific,

Equipar).

6.2.5.1.2 Amilosa aparente

El contenido de amilosa aparente se determind por una modificacién de Hoover y
Ratnayake, (2001) al método propuesto por McGrance et al. (1998). La amilosa tiene una
afinidad de formar complejo con el yodo, con una capacidad de enlazamiento de 20 mg de
yodo por 100 mg de amilosa, los complejos producen una coloracion azul que puede ser
cuantificado colorimétricamente (Buléon et al., 1998). Se disolvieron 50 mg de almidon (bs,
base seca) en 8 ml de KOH 1 M, y se agitd por 12 h, posteriormente se ajusto el pH a 7 con
HCI. Se afor6 a un volumen de 25 ml con agua. Se transfirié 1 ml de esta solucion a un matraz

aforado de 50 ml, se agregaron 40 ml de agua destilada y 5 ml de una solucion de 12/IK
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(0.0025 M 12 y 0.0065 M KIl), se aford y se dej6 reposar por 15 min a temperatura ambiente
antes de leer la absorbancia a 600 nm.

La cuantificacién de amilosa se realiza por interpolacion en una curva estandar
preparada usando una mezcla de amilosa y amilopectina (en un intervalo de 0-100 % de

amilosa), se reporta en porcentaje y la cantidad de amilopectina se calcula por diferencia.

6.2.5.2 Propiedades térmicas

Las propiedades térmicas de los almidones se estudiaron empleando calorimetria
diferencial de barrido (CDB) en un Calorimetro diferencial de barrido Discovery DSC 250.
Los almidones tienen la capacidad de sufrir un cambio o transicién cuando son calentados en
medio acuoso. La CDB es una técnica termoanalitica que sirve para monitorear éstos
cambios, como funcién de la temperatura, por medio de deteccion de cambios de calor
asociados con el proceso. El principio de la medicién es la comparacion de la razén de flujo
de calor hacia la muestra y un material inerte de referencia, los cuales son calentados a la

misma velocidad.

6.2.5.2.1 Gelatinizacion

La gelatinizacion de los almidones se evalué por el método propuesto por Paredes-
Lopez et al. (1994), el cual consistié en pesar 2.2 mg de muestra (en base seca, minimo tres
réplicas) dentro de una charola de aluminio, se le adicionaron 7 pl de agua desionizada. Se
sell6 la charola herméticamente y se dejo equilibrar a temperatura ambiente durante 1 h antes
de realizar el analisis. Como referencia se utilizé una charola de aluminio vacia. Transcurrido
el tiempo de equilibrio, la muestra se sometid a un programa de calentamiento en un intervalo
de temperatura de 0 a 120 °C con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min. La
temperatura de inicio (Ti), la temperatura de gelatinizacion o de pico (Tp), la temperatura
final (Tf) y la diferencia de entalpia (AH) se obtuvieron directamente del anlisis realizado
con el software TA Instruments TRIOS v4.0.2.30774
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6.2.5.3 Solubilidad y poder de hinchamiento.

La solubilidad y el poder de hinchamiento se determiné realizando el siguiente
procedimiento, se prepararon 10 ml de una suspension de almidon al 1% (p/v) en base seca
en tubos de centrifuga previamente pesados y se introdujo un agitador magnético. Los tubos
se colocaron en un bafio de agua a temperatura constante (50, 60, 70, 80 y 90°C) con agitacion
constante durante 30 min. Transcurrido el tiempo se retiraron los tubos del bafio de agua y se
secaron. Se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugaron a 2500
rpm por 15 min. Enseguida se recolecto el sobrenadante en una charola de aluminio y se secé
hasta peso constante para cuantificar la fraccion soluble. Los tubos conteniendo el residuo se

pesaron para determinar el poder de hinchamiento.

Para realizar los calculos se utilizaron las siguientes formulas:

% Solubilidad = Peso solubles (g)x 100
Peso muestra (g)bs

Peso del gel (g)

Poder de hinchamiento =
Peso muestra (g)bs — Peso solubles (g)

6.2.5.4 Perfil de Formacion de pasta

Se prepar6 una dispersion de almidén al 10% (p/v) en base seca y se transfirieron 30
ml a la celda de almiddn del Redmetro Discovery HR-2 hibrid rheometer. Para determinar el
perfil de formacion de pasta la muestra se sometié a un ciclo de calentamiento-coccién-
enfriamiento. La temperatura inicial fue de 30°C la cual se mantuvo por 60 s, posteriormente
se realizé un calentamiento hasta 90°C a una velocidad de 15°C/min, se mantuvo a 90°C
durante 360 s (cocciodn) y finalmente se enfrié hasta 30°C (a una velocidad de 30°C/min),
manteniéndose a esta temperatura por 420 s. Se utilizé el software 5332-1679: TA
Instruments TRIOS v4.0.2.30774 para obtener los pardmetros de temperatura de pasta,
tiempo de pico, pico de viscosidad, viscosidad de caida y viscosidad final a partir de la curva

de pasteo.
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6.2.6 Caracterizacion morfologica
6.2.6.1 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

La microscopia electrdnica de barrido (MEB) provee una mayor perspectiva de la
superficie del granulo de almiddn asi como de su morfologia. Se utiliz6 el método reportado
por Paredes-Lopez et al., (1989). La muestra de almiddn se espolvored sobre una cinta
conductora de cobre de doble adhesion, la cual se fijé previamente en un soporte de aluminio
del microscopio electronico de barrido JEOL (Japan Electronic Optical Limited, Modelo,
JSEM 35CX, Japon). La muestra se cubrio con una capa de carbon de 30 nm. La muestra se
colocé en el ionizador de metales JEOL y se recubrid con una capa de oro de 60 nm. La
muestra fue observada en el microscopio electronico de barrido a un voltaje de 8 kV y se

tomaron las fotografias.

6.2.6.2 Distribucién de tamafio de particula

El tamafio de granulo serd determinado por analisis de difraccién de rayos laser
(Malvern Mastersizer 2000, Malvern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire, UK). Los
almidones serédn analizados usando el modulo Sirocco 2000. Las mediciones se llevaron a
cabo por triplicado a temperatura ambiente. El tamafio de particula se expres6 como diametro
mediano D [v, 0.5], el cual es el didmetro volumen equivalente a un valor de la frecuencia

acumulada de 50% vy distribucion de volumen (Malvern Instruments Lid., 1990).

6.2.7 Caracterizacion estructural
6.2.7.1 Difraccién de rayos-X

Las muestras se colocaron sobre el portamuestras del difractometro de rayos X
(Bruker D8-Advance) de angulo ancho, equipado con una fuente de cobre operado a 40 KV
y 30 mA, produciendo una radiacion de Cua con una longitud de onda de 1.54 A. Los datos
se colectaron en un intervalo de 5 a 50° cada 0.1°, con una velocidad de barrido de 60 s/°. El

porcentaje de cristalinidad se calculo utilizando la siguiente ecuacion:

) o ACD
% Cristalinidad = mx 100
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Donde

ACD= érea cristalina dispersada

ATD-= area total dispersada

6.2.8 Andlisis reoldgico

6.2.8.1 Método viscosimétrico (curvas de flujo)

Se prepararon dispersiones de almidon al 5 % (p/v) en base seca, se analizaron en un
Redmetro Discovery HR-2 hibrid rheometer, con un sistema de cono placa, de 40 mm de
didmetro y un espesor de muestra de 500 um. Se realizaron las mediciones a 25 °C (despues
de un calentamiento de 25 °C hasta 90 °C y posteriormente enfriando a 25 °C, empleando
una velocidad de calentamiento-enfriamiento de 5 °C/min). Se realizaron mediciones en dos
ciclos: ascendente y descendente de 0.03 a 100 s-1, y un tercer barrido descendente de 100 a
0.03 s-1. En los datos obtenidos del tercer ciclo se aplicé la ecuacion de la ley de la potencia
de Ostwald-de Waele en funcion del esfuerzo de corte (t), donde y = f(t), para calcular los
pardmetros de indice de consistencia (K, Pa.s" ) e indice de comportamiento de flujo (n,
adimensional), con lo que se defini6 el comportamiento del fluido (Steffe, 1992; Tecante y
Doublier, 1999). Se utilizé el software 5332-1679: TA Instruments TRIOS v4.0.2.30774.

6.2.8.2 Método dindmico
6.2.8.2.1 Cinética de gelatinizacidn-gelificacion

Para realizar esta prueba se prepararon dispersiones de almidon al 5 % (p/v) en base
seca, empleando agua destilada. Sus propiedades viscoelasticas se midieron realizando
pruebas oscilatorias de baja amplitud en un redmetro Discovery HR-2 hibrid rheometer
empleando un sistema de cono placa, de 40 mm de diametro con un espesor de muestra de
500 um. Primero se realizaron los barridos de amplitud de deformacion en un intervalo de
0.1 a 10 %, a una frecuencia constante de 1 Hz, en un ciclo de calentamiento de 25 a 90 °C
— cocimiento por 10 min a 90 °C (primera etapa de medicion), - enfriamiento de 90 °C a 25
°C (segunda etapa de medicion), para determinar la region viscoelastica lineal (RVL).
Posteriormente se realizaron barridos de frecuencia en un intervalo de 0.1 a 10 Hz, con una

amplitud de la deformacion constante del 5 %, en ambas etapas previamente descritas. Se
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evaluaron en cada etapa los parametros: modulo de almacenamiento (G”), modulo de pérdida
(G”’), tangente del angulo de desfasamiento (tan &) Yy viscosidad compleja /n*/ (Pa.s)
mediante el software 5332-1679: TA Instruments TRIOS v4.0.2.30774.

6.2.9 Anadlisis estadistico

Los datos reportados son promedios de tres replicas (+ error estandar). Se sometieron
a un anélisis de varianza de una sola via (ANOVA), y se usé una prueba de Tukey para
determinar diferencias estadisticas significativas (p < 0.05), haciendo uso del paquete
estadistico Minitab 17.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Recoleccion y caracterizacion fisica de las semillas

Se recolectaron 12 kg de semillas de las plantaciones de arbol del hule que se encuentran
en la Universidad del Papaloapan campus Tuxtepec eligiendo las que no presentaban dafos

en la cascara.

Las semillas del arbol del hule (SAH) presentaron un tamafio promedio de 27.73 mm de
ancho, 24.17 mm de longitud y 18.96 mm de grosor. Las semillas enteras presentaron un
peso promedio de 5.02 g, del cual el 63% (3.18 g) corresponde al grano y el 37% (1.84 g) a

la cascara (Tabla 2).

Ravindran y Ravindran en 1988 reportaron que el peso de las SAH varia entre 3.1 a 6.3
g, pero la gran mayoria de las semillas pesan cerca de la media de 4.8 g. Ellos relacionaron
la variacion en el peso de las semillas en parte a los contenidos de humedad de los granos.
La cascara represento el 42-51% y el grano el 49-58% del peso total de la semilla. Para otros
autores la proporcion del grano es aproximadamente el 50% del peso total de la semilla
(Duong, 2003).

En este trabajo el peso promedio de las semillas esta en el intervalo de lo reportado
por Ravindran y Ravindran (1988), pero el peso promedio del grano representd un mayor
porcentaje con respecto a la cadscara. Como se puede observar las pequefias diferencias en
pesos 0 medidas puede atribuirse al tipo y origen de las semillas, y ademas estar influenciadas

por las condiciones locales del cultivo.

7.2 Obtencidén de la harina

Durante el proceso para la obtencion de la harina, se determind el contenido de humedad
en la semilla fresca el cual fue de 45.54%; Ravindran y Ravindran (1988) reportaron un
28.9% de humedad en el grano de la SAH; esta diferencia se puede atribuir a la alta humedad
de la region de Tuxtepec y podria estar influenciando el peso promedio de la semilla. Las

semillas almacenadas a temperatura ambiente son propensas a la contaminacion fangica, por
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Tabla 2. Caracterizacion fisica de la semilla del arbol del hule (Hevea

brasiliensis)

Medidas de la semilla (mm)

Peso de la semilla (g)

Ancho 27.73 +2.02
Longitud 24.17 +1.32
Grosor 18.96 + 0.98

Entera 5.02 + 0.66
Céascara 1.84 +0.22
Grano 3.18 + 0.56

Todos los valores son el promedio de un nimero de muestra N=100 + desviacidon estandar.
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Figura 11. Pasos para la obtencion de la harina a partir de las SAH

a) Semillas frescas. b) semillas peladas. ¢) semillas secas. d) harina
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lo que es recomendable que éstas presenten un contenido de humedad del 7% o menor para
el almacenamiento (Ebewele et al., 2010), por lo que se sometié a un proceso de secado con

lo cual se redujo el contenido de humedad a 3.86%.

Se obtuvieron 4 kg de harina a partir de 7.56 kg de semillas sin céscara, lo que da un
rendimiento del 52.91%.

7.3 Caracterizacion quimica de la harina

Se llevo a cabo la determinacion de la composicién quimica de la harina obtenida de

las semillas del &rbol del hule (HSAH), y los resultados se muestran en la tabla 3.

El contenido de humedad de la HSAH fue de 3.86 g/100g; los valores encontrados
son similar a valores reportados de 3% (Ukhun y Uwatse, 1988), 3.71% (Ikwuagwu et al.,
2000), 3.9% (Onwurah et al., 2010), 3.99% (Eka et al., 2010), 4.3% (Hossain et al., 2015) y
difiere un poco de otras investigaciones con contenidos mas altos de 9.4% (Babatunde et al.,

1990) y 8.5% (Devi et al., 2012), lo cual esta en relacion con el proceso de secado.

El contenido de cenizas determinado en este estudio fue de 3.27 @/100g, la
determinacion de cenizas es referida como el andlisis de residuos inorganicos (minerales)
que quedan después de la ignicion u oxidacion completa de la materia organica. Este valor
fue similar a estudios anteriores con porcentajes de 3.6% (Ravindran y Ravindran, 1988),
3.1% (Ly et al., 2001), 3.1% (Mmereole, 2008), 3.08% (Eka et al., 2010) y fue ligeramente
mayor a los valores reportados de 2.4% (Giok et al., 1967), 2.71% (Ikwuagwu et al., 2000),
2.6% (Onwurah et al., 2010), 2.5% (Devi et al., 2012) y 1.8% (Hossain et al., 2015).
Generalmente, los diversos niveles de los minerales en la semilla de hule pueden deberse a
factores agrondmicos, genéticos y a factores relacionados con la absorcion del suelo por el

arbol y la posterior incorporacion en las semillas.

En cuanto al contenido de lipidos, el valor obtenido en este estudio fue de 43.44
0/100g. Los lipidos son las formas principales de almacenamiento energético en las semillas.

En las semillas ricas en lipidos (oleaginosas) éstos se encuentran almacenados como
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Tabla 3. Composicion quimica de la harina de la semilla del arbol del hule

(Hevea brasiliensis)

Contenido (g/100g)

Humedad 3.86 £0.10?

Cenizas 3.27+£0.03°

Lipidos 43.44 +0.60°

Proteinas” 26.09 +0.16 °
Carbohidratos (por diferencia) 27.20°

Almidon total 13.14 +0.69°

Fibra Dietaria 14.21 £0.14°

Todos los resultados son el promedio de tres determinaciones + error estandar
(*)Base humeda y (°) base seca
{l Factor de conversion 6.25
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triglicéridos en pequefas esferas o vesiculas, que también se encuentran unidas a algunas
proteinas Ilamadas oleosinas, en donde su funcidn principal consiste en anclar a las enzimas
lipasas, las cuales se encargan de degradar a los lipidos durante la germinacion. De manera
general se ha encontrado que el contenido de lipidos reportado es de 40-50% (Ravindran y
Ravindran, 1988). Por ejemplo, se han reportado valores de 50.2% (Ravindran y Ravindran,
1988), 45.63% (Ikwuagwu et al., 2000), 42.5% (Onwurah et al., 2010) y 48.5% (Devi et al.,
2012). Eka et al. (2010) encontr6 mayor cantidad de lipidos (68.53%), sin embargo también
se han reportado contenidos més bajos de 32.3% (Giok et al., 1967), 28.8% (Babatunde et
al., 1990), 28.4% (Ly et al., 2001), 10.1% (Mmereole, 2008) y 11% (Hossain et al., 2015).

El porcentaje de proteinas encontrado en este estudio fue de 26.09 ¢/100g; las
proteinas de las semillas, son proteinas de almacenamiento, las cuales se acumulan a altos
niveles en las semillas en desarrollo y son rapidamente degradadas durante la germinacion
de las semillas para proveer de una fuente de nitrégeno a la plantula que emerge. De acuerdo
a la literatura el contenido promedio de proteinas en las SAH esta entre 19 y 23% (Ravindran
y Ravindran, 1988; Ikwuagwu et al., 2000; Onwurah et al., 2010). Sin embargo difieren con
otros estudios que encontraron mayor contenido de proteinas como Giok et al., 1967 (27%),
Babatunde et al., 1990 (28.3%), Mmereole, 2008 (34.1%); y de otros donde el contenido fue
menor: Ly et al., 2001 (14.9%), Eka et al., 2010 (17.41%) y Devi et al., 2012 (17.6%). Estas
variaciones en contenido de proteinas se atribuyen principalmente al tipo de semilla y el
origen, ademas de las condiciones locales para el cultivo, cosecha, almacenamiento y pre-

tratamiento que se le dio en cada estudio.

El contenido de carbohidratos fue determinado por diferencia, obteniéndose un
contenido de 27.20 g/100g similar a los valores reportados por Ikwuagwu et al. (2000) de
24.21%, Onwurah et al. (2010) de 28.7% y Devi et al. (2012) de 22.9%. Algunos estudios
reportan un contenido de carbohidratos mayor (34.7-56.8%) (Giok et al., 1967; Ly et al. 2001;
Hossain et al. 2015). Se determind un contenido de almiddn total presente en la HSAH de
13.14 ¢/100g, el cual se encuentra en semillas como forma de reserva de energia. Los
carbohidratos presentes en la SAH no son tan altos comparados con las cantidades que
presentan cereales como el maiz, trigo, arroz o tubérculos como la papa, los cuales son

considerados fuentes convencionales de almidon. Sin embargo la ventaja de estas semillas es
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que son un subproducto del arbol del hule completamente desaprovechadas y que pueden
presentar propiedades funcionales atractivas para la industria.

7.4 Aislamiento del almidén

Se establecié un método que nos permitio obtener almidén a partir de la HSAH, la
cual presenta un alto contenido de lipidos y proteinas (como se observa en la tabla 3) en
comparacion con otras fuentes de obtencién como el maiz (que presenta un 70-75% de
almidon) donde el almidon es el componente mayoritario. Debido a esto el proceso de
aislamiento de almidon no resulto sencillo ya que se dificulté eliminar la proteina que se
encuentra fuertemente asociada al granulo de almiddn. Lindeboom et al. (2004), menciona
que el aislamiento de almidon de tamafio de granulo pequefio a escala de laboratorio ha sido
problemaético debido a que por lo general estos granulos tienen un alto contenido de proteinas
y una porcion de la fraccion de almidon de grénulos pequefios se pierde durante el
aislamiento. Algunos investigadores han degradado la proteina enzimaticamente, seguido de
la separacion de los péptidos y almidon por centrifugaciéon (Radosavljevic et al., 1998; Wang
y Wang, 2001), por lo que se recurrié a emplear un método enzimatico (proteasa) que nos
permitiera remover la mayor cantidad de proteina posible. Cabe resaltar que se evit6 en lo
posible el uso de solventes (para un proceso mas amigable con el medio ambiente) como el
éter de petrdleo o tolueno que son utilizados cominmente para arrastrar lipidos; en su lugar
se utiliz6 agua la cual permitié separar el mayor contenido de lipidos por diferencia de
polaridad. Se obtuvo un producto con apariencia de un polvo fino de color blanco

(ligeramente grisaceo).

La HSAH present6 un rendimiento de almidén de 64.71 g/kg, lo que equivale al
6.47%. En base al contenido de almiddn total presente en 1 kg de harina, que equivale a 131.4
g, se obtuvieron 64.71 g de almidon, lo que da un rendimiento de 49.25%.

El proceso de extraccion de almiddn debe adecuarse dependiendo de la fuente
botanica. Los diferentes procedimientos de extraccion pueden afectar la composicion

quimica y las propiedades fisicas del almidon. (Singh et al 1997).
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7.5 Caracterizacion fisicoquimica del almidén

7.5.1 Composicion quimica

Se llevo a cabo la determinacion quimico proximal del almidon obtenido, debido a
que es importante conocer la pureza del almidon al momento de evaluar las propiedades

funcionales, ya que estas pueden verse afectadas por ciertas impurezas presentes.

En la tabla 4 se muestra el contenido de los componentes quimicos del almidén. La
humedad en el almidon de las semillas del arbol del hule (ASAH) fue de 8.93 g/100g, similar
a lo reportado por Mendez-Montealvo (2006) de 8.5% para almiddn de maiz, quien asocia
este valor con el procedimiento para el aislamiento del almiddn. El contenido de cenizas fue
de 0.97 g/100g, el cual fue ligeramente mayor a los valores reportados para almidones
comerciales de maiz (0.5 %) (Hernandez-Lauzardo et al., 2004), pero se encuentra entre los

valores de contenido de cenizas en almidones (0.07- 1.4%) segun Guilbot y Mercier (1985).

De acuerdo a Beynum y Roels (1985), las cenizas en los almidones estan compuestas
principalmente por fosforo, sodio, potasio, magnesio y calcio. Las proteinas y lipidos son
componentes que en general estan presentes en cantidades minimas en el almiddon (0.06-
0.53% y 0.05- 0.8% respectivamente) (Guilbot y Mercier, 1985). Las proteinas pueden ser
proteinas de reserva de la semilla o proteinas que estan asociadas al granulo de almidén,
como son las enzimas de su biosintesis (Baldwin, 2001). Independientemente del origen estan
incrustadas dentro de la matriz de los granulos (Appelqvist y Debet, 1997). En el caso de
lipidos, éstos pueden ser lipidos internos del granulo, los cuales forman complejos con la

amilosa (Morrison, 1995).

El contenido de proteinas en el ASAH fue de 10.13 g/100g. Méndez-Montealvo
(2006), reportd un contenido de proteina de 7.1% en almidon de maiz. Esto nos indica que
ademas de la naturaleza de la fuente de extraccidn, el proceso de aislamiento es un punto
clave en la obtencion de un almidén de elevada pureza. El contenido de lipidos encontrado
en este estudio fue de 0.25 g/100g, similar al de Méndez-Montealvo (2006) de 0.3% en
almidon de maiz, valores que se encuentran dentro del intervalo de 0.05- 0.8% recomendado

por Guilbot y Mercier en 1985.
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Tabla 4. Composicion quimica del ASAH

Contenido (g/100g)

Humedad 8.93+0.13 @

Cenizas 0.97 £0.06 °

Lipidos 0.25+0.09°

Proteinas’ 10.13+0.43°
Carbohidratos (por diferencia) 88.65 "

Fibra Dietaria 12.11 £ 0.16°

Todos los resultados son el promedio de tres determinaciones + error estandar

(®)Base htimeda y (b) base seca
1l Factor de conversion 6.25
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7.5.2 Almiddn total, almidon dafiado y amilosa aparente.
7.5.2.1 Almidon total

El grado de pureza de un almidon esta determinado por el contenido de almidon total.
En la tabla 5 se muestra el contenido de almidon total en el ASAH vy el almidén de maiz
(AM) que se tomo6 a modo de comparacion. Para el ASAH fue de 70.72 g/100g, un contenido
mas bajo que para el AM (83.97 g/100g) esto debido al alto contenido de otros componentes

como la proteina que no permitio que se obtuviera un producto con mayor pureza.

Se han reportado diferentes porcentajes de pureza en almidon de maiz, estimada como
almidon total: Krieger et al. (1998) reportaron un contenido de almidén entre 70.6 y 73.0%);
Méndez-Montealvo (2005) encontrd en maices hibridos un intervalo de almidon total entre
69.1-86%; Agama-Acevedo (2006) report6é un contenido de almiddn para maiz azul 79.81%
y maiz negro 79.11%; Utrilla-Coello et al., (2009) aisl6 almidon a partir de maiz azul con
una pureza del 84.1 % y de 78.7% para el almidén de maiz blanco; Palma- Rodriguez et al.,
(2012) aisl6 almidon de arroz con una pureza de 69.26 g/100g y determiné el contenido de
almidon total en alImidones comerciales de maiz (74.12 g/100g) y papa (74.08 g/100g). Estas
diferencias estan en funcion de la composicion de la muestra y al proceso de aislamiento

utilizado en cada una.

7.5.2.2 Almidén danado

El almiddn dafiado es una parte del almiddn, el cual se rompe mecanicamente durante
el proceso de aislamiento del almidon y esto ocurre durante el proceso de molienda, donde
se rompen enlaces de hidrogeno y enlaces covalentes dentro de las moléculas de almidén.
Debido a que estos granulos dafiados se hidratan facilmente y son mas susceptibles a la

hidrolisis amilolitica, contribuyen significativamente a la absorcion de agua y a algunas
propiedades reoldgicas (Gibson et al, 1992). Se determing para las dos muestras de almiddn

el porcentaje de almidén dafiado el cual fue de 8.70 g/100g para el ASAH y de 0.61 g/100g
para el AM. Segun Viot (1992), los granulos de almidon son dafiados durante el proceso de
molienda de un 5 a 12%. El porcentaje de dafio en el ASAH no fue muy alto y este pudo

deberse al tratamiento adicional para la extraccion de proteinas.
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Tabla 5. Composicion quimica del ASAH y AM.

Contenido (g/100g9)

ASAH AM
Almidon total 70.72£0.64 2 83.97+281°
Almidon dafado 8.70£0.212 0.61+0.00°
Amilosa aparente 16.03 £0.16 @ 26.64 £0.54°
Amilopectina 83.97+0.19° 72.75+0.71°

Los resultados son el promedio de tres determinaciones + error estandar; base seca.
Valores con letras diferentes en la misma fila son estadisticamente diferentes (p<0.05).
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7.5.2.3 Amilosa aparente

El almidon est4 conformado por la amilosa y la amilopectina. La proporcion de estos
dos componentes del almidén y su organizacion fisica dentro de la estructura granular
confiere las propiedades fisicoquimicas y funcionales que son tipicas de los almidones, ya
que la amilosa es la responsable de la formacion y estabilidad de los geles y la amilopectina
de impartir viscosidad (Biliaderis, 1991). Los almidones con un alto contenido de
amilopectina pueden formar geles con una baja tendencia a la retrogradacion (BeMiller,
1993). Esta proporcion depende de la fuente botanica de origen, por ejemplo el contenido de
amilosa/amilopectina (%) de almidén de papa es 20/80, maiz 24/76, trigo 25/75, yuca 16/84,
arroz 19/81 y platano 27/73.

En este estudio el ASAH presentd un contenido de amilosa aparente de 16.03 g/100g
y para el AM fue de 26.64 g/100g. Por su contenido de amilosa Tester et al. (2004) clasifica
los almidones como “normales” cuando tienen del 15-35% de amilosa por lo que ambos
almidones pueden clasificarse como un almidon normal. Por diferencia se calculd el
contenido de amilopectina el cual fue de 83.97 g/100g para el ASAH y de 72.75 g/100g para
AM. El contenido de amilosa del ASAH es similar al reportado para almidones de trigo
sarraceno (12.4-17.1 %), quinoa (10-21%), sorgo (14-23.7 %), los cuales presentan también
tamano de granulo pequefio (2-20 um) (Lorenz & Coulter, 1991; Sang et al., 2008; Christa
et al 2009). El contenido de amilosa del almidén varia con la fuente boténica y es afectado
por las condiciones climaticas y tipo de suelo durante el crecimiento. La actividad de las
enzimas involucradas en la biosintesis del almidon puede ser responsable de la variacion en
el contenido de amilosa entre diferentes almidones, asi como los distintos procedimientos de
aislamiento y los métodos analiticos usados para determinar el contenido de amilosa (Singh
et al., 2003).

7.5.3 Propiedades térmicas

Las propiedades térmicas del ASAH y del AM se muestran en la tabla 6. La
temperatura de inicio de gelatinizacion fue de 70.03 °C para el ASAH, mientras que para AM
de 69.16 °C. La temperatura pico de gelatinizacion (Tp) en el ASAH fue de 75.66 °C,
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ligeramente mayor a la del AM que fue de 74.62 °C. Noda et al. (1998) reportaron que la
temperatura de gelatinizacion es influenciada por la arquitectura molecular de la region
cristalina, la cual corresponde a la distribucion de las cadenas cortas de la amilopectina (GP
6-11). Esto puede estar relacionado con el patrén de difraccion de rayos X presentado por el
ASAH, ademas de que tiene un mayor contenido de amilopectina, aunque la diferencia no se
hace tan evidente debido a la presencia de proteinas de la muestra. Hernandez-Lauzardo et
al., (2002) determinaron la temperatura de gelatinizacién para maiz comercial (73 °C) y para
un hibrido (74 °C), Bello-Pérez et al., 2006 reportaron una Tp de 73°C en almidon de maiz,
valores que son similares a los del AM de este estudio y Palma- Rodriguez et al., 2012
obtuvieron una Tp en almidon de maiz de 70.43°C, ligeramente por debajo de los otros
estudios. La Tp es importante especialmente para determinar condiciones en el
procesamiento de productos donde se emplea almidon (Aparicio-Saguilan et al., 2006), por
ejemplo almidones con Tp alta pueden emplearse en la elaboracion de productos donde se
requieren altas temperaturas. Los almidones no presentaron diferencia estadistica
significativa en ninguno de los parametros analizados (Ti, Tp, Tf, Ig) a excepcion de la
entalpia (AH). La AH de gelatinizacion fue de 6.93 J/g para ASAH y 12.19 J/g para AM. La
entalpia de gelatinizacién indica la cantidad de energia requerida para que se lleve a cabo la
disociacién de las dobles hélice en la gelatinizacion, por lo que proporciona informacién
sobre la cristalinidad (calidad y cantidad de los cristales) (Cooke y Gidley, 1992; Hoover y
Vansanthan, 1994). Gernat et al., (1993) establecieron que la cantidad de las dobles hélices
y la cristalinidad en almidones nativos esta relacionado con el contenido de amilopectina.
Espinosa-Solis et al., (2009) menciona que altas entalpias de gelatinizacion son debidas a la
presencia de cadenas largas en la molécula de amilopectina, indicando un mayor arreglo de
las dobles hélices. A pesar de que el ASAH tiene mayor porcentaje de amilopectina que el
AM, presenta una menor cristalinidad que se corrobora con el estudio de Difraccion de rayos
X, por esta raz6n ademas del mayor porcentaje de almidén dafiado, los cristales en el ASAH
pueden tener un menor arreglo de las dobles hélices que en el AM, por lo tanto presentar una
menor entalpia de gelatinizacion. Se han reportado entalpias en almidon de maiz de 12.1 J/g
(Singh et al., 2003); 13. J/g (Bello-Pérez et al., 2006) y 11.20 J/g (Palma- Rodriguez et al.,

2012), valores que son similares al del AM de este estudio.
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Tabla 6. Propiedades térmicas del ASAH y AM obtenidas por calorimetria diferencial de

barrido.
Temperaturade  Temperatura Temperatura

R . . Intervalo de

inicio de pico de final de o
T A L AH (J/g) Gelatinizacion

gelatinizacién Gelatinizacion gelatinizacion (1°C)
(Ti, °C) (Tp, °C) Uwt(Tf, °C) N

ASAH 70.03+0.242 75.66 +0.31% 81.43+0.18% 6.93+045% 11.40+0.09°

AM 69.16 + 0.18 2 74.62 +0.47% 80.69 £0.18# 12.19+0.38° 11.52+0.352

Los resultados son el promedio de tres determinaciones * error estandar.
Valores con letras diferentes en la misma columna son estadisticamente diferentes (p<0.05)
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El intervalo de gelatinizacion es un indicador de la heterogeneidad de los cristales del
almidon. Jenings (2002) reportd que a una mayor distribucion de tamafio del granulo, el
intervalo de gelatinizacion es mayor. En este trabajo los almidones analizados no presentaron
diferencia estadistica en los intervalos de gelatinizacién como se mencioné anteriormente, el
Ic fue de 11.40 y 11.52°C para el ASAH y AM respectivamente.

7.5.4 Solubilidad y poder de hinchamiento.

En la figura 12 se presenta el efecto de la temperatura sobre la solubilidad y el poder
de hinchamiento de los almidones estudiados. Los resultados de solubilidad se presentan en
la Figura 12a, en general, cuando la temperatura aumentd, se produjo un incremento gradual
en los valores de solubilidad. La solubilidad del ASAH fue mayor que la del AM en las tres
primeras temperaturas evaluadas (50-70°C), esta diferencia puede ser debido al tamafio del
granulo, ya que se ha reportado que los granulos pequefios tienen una mayor solubilidad en
agua y una alta capacidad de absorcion de agua (Singhal y Kulkarni, 1990), aunque otra
posible explicacion puede estar en funcion del almidén dafiado, el ASAH tiene un 8.7% de
almidon dafiado, el cual puede estar influyendo en la solubilidad del almidon a temperaturas
por debajo de la temperatura de gelatinizacion. A los 80°C se present6 un incremento mas
notorio en la solubilidad del AM, aunque no hubo diferencia estadistica significativa entre
las dos muestras, a esta temperatura ya se llevd a cabo la gelatinizacion en los dos almidones,
lo cual permiti6 la liberacion de la amilosa. En la temperatura final (90°C) la solubilidad
continu6 aumentando y fue ligeramente mayor la del AM, esto se puede explicar en base al
contenido de amilosa de cada almidon, ya que el AM presenta mayor porcentaje que el ASAH
y se conoce que la lixiviacion de la amilosa durante la gelatinizacion del almidon es la

principal responsable del incremento en la solubilidad.

En el caso del poder de hinchamiento (figura 12b), los valores también aumentaron
conforme la temperatura se incremento, de 50 a 60 °C no hubo cambios notables en el
hinchamiento de ambas muestras. A los 80°C, las muestras incrementaron su valor
significativamente. El ASAH present6 valores mas altos de hinchamiento que el AM de 50
a 70°C, el AM lo presento a los 80°C, y concluyeron con un valor cercano (17.21 g H2O/g
muestra en ASAH y 16.81 g H>O/g muestra en AM) de hinchamiento a los 90°C. De manera
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general, el hinchamiento del almiddn incrementa con la temperatura debido a que entre mas
alta sea mayor sera la movilidad del agua y por lo tanto se provoca una difusion de la misma
al granulo de almidon (Roos, 1995). Se han reportado patrones similares de hinchamiento
para almidones de maiz comerciales, para los cuales a las temperaturas mas altas probadas
se obtuvieron valores de hinchamiento de 15 g de agua/g de materia seca (Bello-Pérez et al.,
2005b), similares a los encontrados en este estudio.

El poder de hinchamiento es una propiedad que indica el grado de hinchamiento de
los granulos individuales de almiddn en un proceso hidrotérmico, donde las moléculas de
agua se ligan por enlaces de hidrogeno a los grupos hidroxilo expuestos de la amilosa y
amilopectina. Sin embargo, es una propiedad que estd estrechamente relacionada con el
contenido de amilopectina, siendo la amilosa un diluyente e inhibidor del hinchamiento
(Cheng et al., 1996). Hernandez-Medina et al. (2008), reportaron que el almidén de yuca,
que tenia un 17% de amilosa y 83% de amilopectina, presentd un poder de hinchamiento
mayor en comparacion con otras fuentes botanicas cuyo contenido de amilopectina era
menor. Aunado a esto, se ha reportado que los granulos pequefios pueden absorber mayor
cantidad de agua que los granulos grandes debido a la mayor area de contacto (Millan-Testa
et al., 2005).
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7.5.5 Perfil de Formacién de Pasta

Las propiedades de formacion de pasta proporcionan informacion sobre el
comportamiento y cambios morfoldgicos que ocurren en los granulos de almidén durante el
calentamiento, que dependen de la concentracion de almidon, el perfil de temperatura y la
fuerza de cizallamiento aplicada durante la medicién (Rincon-Londofio et al., 2016). Los
perfiles de formacion de pasta de los almidones estudiados se muestran en la figura 13. En la
primera etapa de calentamiento (30-90°C) se present6 un incremento gradual en la viscosidad
hasta llegar a un punto maximo (viscosidad méxima o viscosidad pico). Como se observa la
viscosidad pico del ASAH (1.67 Pa.s) fue ligeramente mayor al del AM (1.61 Pa.s). La
viscosidad pico o viscosidad maxima depende del poder de hinchamiento que tienen los
granulos antes de su rompimiento fisico (Singh et al., 2003); estos resultados tan semejantes
en la viscosidad pico concuerdan con los patrones de hinchamiento (figura 12-b) donde a los
90°C los dos almidones presentaron casi el mismo poder de hinchamiento, y de igual manera
el ASAH tuvo un ligero valor por encima del AM. Los valores de temperatura de formacién
de pasta fueron muy similares para las dos muestras: 90.5°C para el ASAH y 91.0°C para el
AM, lo que indica que ambos almidones requieren casi la misma temperatura para alcanzar
la maxima viscosidad, al igual que sucedi6 en la temperatura de gelatinizacién que fue
semejante en los dos almidones. En cuanto al tiempo para alcanzar la viscosidad pico en el

ASAH fue a los 384 s, un poco mas que en el AM que fue a los 348 s.

Durante la fase isotérmica a 90°C la viscosidad disminuy6 debido a la disociacion del
granulo. En la etapa de enfriamiento (90-30°C) la viscosidad aumenté nuevamente debido a
la reorganizacién de las cadenas (principalmente amilosa) lixiviadas en las etapas previas, lo
cual produjo un mayor nimero de entrecruzamientos, originando una red gque retuvo una gran
cantidad de moléculas de agua, durante la formacién de la pasta (Mali et al., 2003; Gimeno
et al., 2004). La viscosidad final en el AM (2.68 Pa.s) fue mayor que en el ASAH (1.83 Pa.s),
estos valores son indicativos de la tendencia a la retrogradacién del almidon y se relaciona
con el contenido de amilosa ya que el desarrollo de la red para formar el gel es debido a que

sus cadenas lineales se orientan paralelamente por puentes de hidrogeno (Karim et al., 2000).
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7.6 Caracterizacion morfologica

7.6.1 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

En las figuras 14 y 15 se muestran las micrografias del ASAH y AM. EI ASAH
presentd granulos redondos predominantemente, porque se observan otros con formas
irregulares. Los granulos se observan con una superficie lisa, sin la presencia de poros o
canales, y formando agregados, los cuales pueden ser por la presencia de proteinas en la
muestra. En las micrografias se logran observar que los granulos redondos tienen un tamafo

<5 um.

Se ha reportado la formacion de agregados como racimo de uva, debido a la
agregacion de granulos fuertemente empaquetados de forma nativa en el perispermo
amilaceo, en micrografias de almidon de amaranto (Chandla et al., 2017), similares a los

agregados observados en el ASAH.

El AM presentd granulos de tamafio pequefio (<5 pum) con forma redonda y granulos
< 10 um con forma poliédrica. Se puede observar la presencia de poros en la superficie de

los granulos.

La morfologia y el tamafio de los granulos de almiddn puede ser atribuida al origen
botanico, a la bioguimica de los amiloplastos, el grado de maduracién del fruto y la fisiologia
de la planta. El tamafio de los granulos de almidon influye sobre sus propiedades funcionales,
por ejemplo, los mas grandes desarrollan una alta viscosidad en pasta y los pequefios son méas
digeribles (Espinoza et al., 2009).
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Figura 14. Micrografias del ASAH: (izquierda) 1000 y (derecha) 3000 aumentos.

Figura 15. Micrografias del AM: (izquierda) 1000 y (derecha) 1500 aumentos.
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7.6.2 Distribucion de tamafio de particula

En la figura 16 se muestra la distribucion de tamarfio de particula del ASAH y el AM.
Los dos almidones presentaron distribucion bimodal. En general los granulos del ASAH
presentaron un D [v, 0.5] de 8.92 um y los del AM un D [v, 0.5] de 12.65 pm. Se observa en
el ASAH que una fraccion del volumen total de la muestra que equivale al 38% presenta un
tamanio de particula en promedio de 0.98 um, que seria la parte correspondiente a los granulos
pequefios y redondos que se observaron en la microscopia electrénica de barrido; la segunda
fraccion que representa el 62% del total presenta un tamafio en promedio de 29.44 um, esta
fraccion es debido a la agregacion de los granulos por la presencia de proteina en la muestra
(10.13 ¢/100g) que facilita la interaccion entre ellos y que se observan en también en las
micrografias en la figura 14. La formacion de agregados en los granulos de almidon es mas
tipico en los granulos pequefios como quinoa y amaranto. Ademas de la presencia de
proteinas, los aglomerados pueden ocurrir in situ inmediatamente despueés de la biosintesis
a través de interacciones hidrofdbicas entre los constituyentes residuales de la membrana
derivada de los amiloplastos (Wilhelm, 2002). En general, el tamafio del granulo de almidén
varia de 1 um a 100 um y de acuerdo a esto se han clasificado en granulos grandes (>25 pum),
medianos (10-25 um), pequefios (5-10 um) y muy pequefios (< 5um) (Lindeboom et al.,
2004). De acuerdo a esta clasificacion, el ASAH tiene granulos muy pequefios como el de
amaranto (1-2 pum), quinoa (0.5-3 um), malanga (2-3 um) (Jane et al 1992; Zheng & Sosulski,
1997).

En el AM la fraccion predominante fue el 62% del volumen total de la muestra con
un tamafio en promedio de 17.97 um, y en la otra fraccion (39%) fue de 0.40 um. El almidon
de maiz se ha reportado con un tamafio de 3-21 um con forma poligonal sin la formacion de
aglomerados. Utrilla-Coello (2007) encontraron una distribucion bimodal para el almidon de
maiz azul con puntos maximos en 3 um en la fraccion que corresponde a granulos pequefios

y el segundo punto en 9 um.
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El tamafio y la forma del granulo es uno de los factores que tienen una gran influencia
en las propiedades reoldgicas, funcionales y estructurales de productos amilaceos (Schirmer
etal., 2012). Esto es en parte, debido a que se ha reportado que el contenido de amilosa es
proporcional al tamafio del granulo (Jane y Shane, 1993, Pan y Jane, 2000), tal como ocurre

en este trabajo (Tabla 5).

7.7 Caracterizacion estructural
7.7.1 Difraccion de rayos-X

En la figura 17 se muestran los difractogramas del ASAH y AM. Los dos tipos de
almidoén presentaron patrones de difraccion de rayos X tipo A, que se presenta comunmente
en cereales, y presenta picos de mayor intensidad de difraccién para los angulos 26= 15, 17,
18 y 23°. EI AM present6 picos de mayor intensidad que el ASAH, lo cual se refleja en una
mayor cristalinidad (33.74 y 28.45% respectivamente). Se reporta que el porcentaje de
cristalinidad es alto en almidones con mayor contenido de amilopectina (Cheetham y Tao,
1998), en este caso el ASAH presentd un porcentaje mas bajo de cristalinidad a pesar de tener
mayor contenido de amilopectina, esto se atribuye al contenido de proteina presente en la
muestra. El patron de difraccion de rayos X tipo A hace referencia al tipo de cristal que se
forma debido al empaquetamiento de las dobles hélices de las cadenas de amilopectina, el
cual es relativamente compacto con un bajo contenido de agua (4-8 moléculas de agua por
hélice), proporcionando una simetria monoclinica; los cristales tipo A suelen presentar

longitudes cortas de las cadenas de amilopectina, con un GP de 26 (Zobel, 1988).
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7.8 Analisis Reologico

7.8.1 Método viscosimétrico (Curvas de flujo)

Las pastas de almiddn consisten en una mezcla de fases sélidas y liquidas (almidon y
agua) donde la fase discontinua puede ser sélida o semisolida, por lo general, se compone de
granulos hinchados o de fragmentos de granulos. Las pastas de almiddn son el resultado de
cambios en el granulo de almidon durante un proceso de calentamiento. En exceso de agua
y siempre que la temperatura sea superior a la temperatura de gelatinizacién, los granulos de
almidon se hinchan debido a la absorcién de agua, al mismo tiempo, ocurre la solubilizacién
de parte de las moléculas de almidon; el cambio general, se conoce como proceso de
formacion de pasta, y es irreversible. Dependiendo del grado de hinchamiento de los granulos
de almidon y del grado de solubilidad, se puede presentar una amplia gama de propiedades
en las pastas (Thebaudin et al., 1998).

En este estudio se obtuvieron pastas de ASAH y de AM al 5% (p/v), las cuales
presentaron un comportamiento caracteristico de adelgazamiento en funcién de la velocidad
de deformacidn, es decir, que presentaron menor viscosidad a medida que se incrementaba
la velocidad de deformacion (Figura 18). Este comportamiento recibe el nombre de
reofluidizante y se refiere a los fluidos que son menos espesos al incrementarse la velocidad
de deformacién (o corte) y son independientes del tiempo (Macosko, 1994). Este
comportamiento puede ocurrir cuando el esfuerzo de deformacién o corte desorganiza el
arreglo de las moléculas de la matriz formada durante el proceso de andlisis o evaluacion,
ademas el contenido de amilosa y amilopectina también puede influir en este comportamiento

segun la fuente botanica del almidon.

Con los datos obtenidos se calcularon los parametros del modelo de Ley de la
potencia: n1 y K (Tabla 7), mostrando un buen ajuste del modelo, ya que se obtuvieron
coeficientes de correlacion (r?) para ambas muestras (ASAH y AM) muy cercano al valor de
1. De acuerdo a estos parametros, ambos almidones presentaron un indice de comportamiento
de flujo (n) menor a 1, lo cual hace referencia a un material no-newtoniano de tipo

pseudoplastico (reofluidizante).
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Tabla 7. Parametros del modelo de Ostwald-de Waele (ley de la potencia) para los
almidones: ASAH y AM

K
Muestra r? n
(Pa.s")
ASAH 0.9981 0.4029 1.8063
AM 0.9997 0.1782 16.3455
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El ASAH presentd un valor de m mayor (0.4029) en comparacion con el valor
observado (0.1782) para el AM, por lo que su indice estuvo mas cercano a 1 (n=1,
comportamiento newtoniano), lo cual indica menos dependencia de la velocidad de corte o
deformacion. El valor de indice de consistencia (K) fue menor (1.8063 Pa.s") en el ASAH en
comparacion con el valor que presentd (16.3455 Pa.s") el AM, habiendo una diferencia
considerable. El valor de K esta relacionado con la consistencia de la pasta, entre més alto
sea este valor, mayor serd la viscosidad de la muestra. Aprianita et al. (2009) sostienen que
algunos almidones pueden presentar alta viscosidad, lo cual los hacen potencialmente
aprovechables para aplicaciones en la industria alimentaria en la que se desee aumentar el

poder espesante.

En este sentido el tamafio de granulo de un almidén es importante en las
caracteristicas reoldgicas, pero mas importante lo es la organizacién interna de sus
componentes principales amilosa y amilopectina (Rincén-Londofio et al., 2016). Asi como
también algunos casos el comportamiento reoldgico puede verse influenciado por
componentes menores como: proteinas y contenido de almidon dafiado (Singh et al., 2003;
Singh et al., 2007). En este sentido el contenido de almidon dafiado fue mayor en el caso del
ASAH, lo cual podria estar relacionado con valores de K y 1 y explicarse en términos de la
gelatinizacion que sufren los granulos dafiados. Morrison et al. (1994) reportaron que los
granulos de almidon dafiados tienen la capacidad de hidratarse espontdneamente en agua fria
y este proceso es muy similar al fendmeno de gelatinizacion causado por calentamiento. Por
lo tanto, los granulos de almidén dafiado pueden absorber agua, hincharse y lixiviar la

amilosa y amilopectina, lo que podria causar un aumento en la viscosidad del sistema.

Por otro lado, se ha reportado que el tamafio de granulo en almidones de maiz normal
es de 5 a 18 um (Wilson et al., 1994; BeMiller y Whistler, 2009; Cui et al., 2014). Este
tamafio es mucho mayor en comparacion con el tamafio de granulo (<5 um) que puede
observarse en las micrografias de SEM para el ASAH. Sin embargo, este comportamiento

reoldgico no siempre esta ligado al de perfil de viscosidad de un almidon.
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7.8.2 Método dinamico

7.8.2.1 Cinética de gelatinizacion-gelificacion

La mayoria de los materiales manifiestan simultaneamente flujo viscoso y elasticidad,
fendmeno denominado viscoelasticidad. Estos materiales se caracterizan por la presencia de
una estructura tridimensional incompleta que se destruye por aplicacion de un esfuerzo y solo
se recupera parcialmente cuando el esfuerzo es removido. Mientras méas completa y resistente
a la ruptura es la estructura, mas pronunciada es su elasticidad, y mientras mas facil se rompa
su estructura, mayor es su comportamiento viscoso (Borwankar y Shoemaker, 1992; Steffe,
1996).

En la figura 19 se muestran los barridos de amplitud de deformacién de las
suspensiones de ASAH y AM para las etapas coccion a 90 °C y enfriamiento a 25 °C. Estos
barridos se realizaron para determinar los limites del comportamiento viscoelastico lineal de
la muestra (regién viscoelastica lineal RVL), dado que en la region lineal las propiedades
reoldgicas no dependen de la deformacion ni del esfuerzo. En la figura 19a se presentan los
barridos de amplitud para la primera etapa (90°C), cuando se provoco el maximo
hinchamiento de los granulos, en esta etapa se observé para ambas muestras el dominio del
maodulo eléstico (G”) sobre el mddulo viscoso (G™). Sin embargo, los valores de G" y G""son
ligeramente maés altos en el AM en comparacion con los del ASAH. Estas diferencias entre
estas dos fuentes de almidon sugieren que el almidén de ASAH fue menos resistente al calor
y deformacién mecénica, y por lo tanto este fue mas susceptible en la pérdida de viscosidad
debida a la deformacion ejercida. Un comportamiento reolégico (G” > G™) muy similar

reporto recientemente Chen et al. (2018) para almidén de maiz nativo.

En la figura 19b que corresponde a la etapa de enfriamiento (2° etapa) donde se forma
propiamente el gel, se observa mayor diferencia entre ambos los modulos (G" y G™) y
muestras (ASAH y AM) en comparacién con la etapa de coccion, con dominio del
comportamiento elastico sobre el mddulo viscoso. Las graficas de amplitud de deformacién
muestran un comportamiento lineal de los modulos (G" y G™), en las dos etapas y las dos

muestras evaluadas, por lo que se podrian trabajar los barridos a frecuencia a cualquier
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porcentaje de deformacion dentro del rango de analisis; eligiendose un 5 % de deformacion
en este estudio.

En la figura 20 se muestran los barridos de frecuencia, donde a diferencia de los
barridos de amplitud, predomind el caracter viscoso (G™'). En la etapa de gelatinizacion a
90°C (Figura 20a), el modulo de pérdida (G*) en ambas muestras fue similar a bajas
frecuencias (0.1 Hz) y ligeramente diferente de 0.5 a 10 Hz. Un comportamiento similar
(G”"> G") reportd Chel-Guerrero et al. (2016), en barridos de frecuencia (0.1 a 10 Hz) para
almidon de maiz normal durante la etapa de coccion (95 °C), reportando valores en un
intervalo méas alto (100 a 1000 Pa) al observado en esta investigacion (10 a 100 Pa), esto
debido a que la concentracion de la suspension utilizada por estos autores fue del 10% (p/v)

de solidos totales.

Para el caso del médulo de almacenamiento (G”) la diferencia entre ambas muestras
(ASAH y AM) fue més notoria durante todo el rango de andlisis (0.1 a 10 Hz). La magnitud
de los médulos (G" y G™) de AM fue mayor en comparacion con los valores observados para
el ASAH. Se presento una ligera dependencia de G” y G con la frecuencia, ya que ambos
comportamientos (elastico y viscoso) aumentaban conforme aumentaba la frecuencia, el
incremento de ambos mdédulos se atribuye al hinchamiento de los granulos, asi como a la
liberacion de pequefias cantidades de amilosa de los granulos de almidén (Eliasson, 1986).
En la etapa de enfriamiento a 25°C (figura 20b) también predomin6 el comportamiento
viscoso (G™), ambas muestras (ASAH y AM) presentaron una ligera dependencia de la
frecuencia. Los valores de G™, al igual que en la anterior (etapa de coccidn), fueron mayores
en el AM. Pero el comportamiento de los médulos fue inverso al caso anterior ya que a bajas
frecuencias (0.1 Hz) el valor de los médulos (G” y G™) para ambas muestras es diferente y a
frecuencias mayores (10 Hz) la magnitud de los médulos tiende a ser muy parecida,
especialmente en el caso de los valores registrados para G” desde una amplitud de 1 a 10 Hz.
Estos resultados indican que los geles formados de ambos almidones tienen caracteristicas
de geles poco consistentes, en base al caracter que predomind. Este resultado difiere a lo
reportado por Aparicio Saguilan et al., 2006 y Mendez Montealvo et al., 2006, quienes
realizaron pruebas reoldgicas en almidon de maiz predominando el comportamiento elastico

tanto en la etapa de gelatinizacion como en la de gelificacion. Lopez et al. (2010),
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encontraron un comportamiento viscoso para almidon nativo de maiz (G > G”), al igual que
en los ASAH y AM de este estudio.

La tangente del angulo de desfasamiento (tan delta o tan §) es también una funcion
de la frecuencia que se utiliza también para describir el comportamiento viscoelastico de
sistemas en alimentos, indica la relacion entre la cantidad de energia disipada y la energia
almacenada, o sea, entre la porcion viscosa y eléstica de la muestra. De acuerdo con algunos
autores (Ferry, 1980; Agoda-Tandjawa et al. 2017) cuando tan  es mayora 1 y G”">G” como
es el caso de los dos almidones en las dos etapas durante el analisis de los barridos de
frecuencia de la gréafica anterior (figura 20), se trata de soluciones diluidas, porque tanto el
disolvente como el soluto contribuyen al componente viscoso (G™).

En lafigura 21 se puede observar el comportamiento tan & en funcién de la frecuencia
de las suspensiones de ASAH y AM (5% de deformacion) durante la etapa coccion a 90°C y
enfriamiento a 25°C. Los valores de tan & para ASAH durante la coccién (21a) fueron mas
altos y mas bajos durante la etapa de enfriamiento (21b) en comparacién lo los valores
observados para AM. Este valor mas bajo de tan & para AM en la primera etapa (90°C) podria
ser relacionado con la formacién de geles con mayor comportamiento elastico. Tal como

ocurrid en el andlisis de curvas de flujo en donde G" >G™".

Agoda-Tandjawa et al. (2017), reportaron valores de tan 6 entre 0.1 a 10 a
temperaturas de 60 a 80 °C para mezclas de almidén de maiz waxy/ carragenina /proteina de
leche. Indicando que la formacion de geles a partir de carragenina es mas consistente en
comparacion con la mezcla de carragenina/almidon, del cual se forma una red menos

estructurada e interrumpida que da pie a la formacion de geles menos consistentes.

Lobato-Calleros et al. (2014) reportaron valores de tan 6 de 0.24 a 0.36 para una
mezcla de yogurt/almidén de maiz normal al (5% p/v), encontrando que la mezcla de yogur

almidon atribuye a la formacion de geles de leche mas estables.

Chen et al., (2014 y 2018), reportaron valores de tan 6 para almidon de arroz y maiz
normal entre 0.01 y 1. Este comportamiento en tan & fue atribuido a las diferentes

interacciones entre los componentes del almidén amilosa y amilopectina. Estas diferencias
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deformacion) durante las etapas a) primera (90°C) y b) segunda (25°C).
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entre los valores de tan & pueden ser atribuidos a la concentracion utilizada de almidén para

elaborar la suspension 'y fuente botanica del almidon utilizado.

La viscosidad compleja (n*) es una funcion dependiente de la frecuencia en los
materiales viscoelasticos. En la figura 21a se presentan los resultados de viscosidad compleja
n* en funcion de la variacion de la frecuencia para las suspensiones de ASAH y AM (5% de
deformacion) para la primera etapa a 90°C. En ambas muestras de almidon la n* fue
disminuyendo conforme se incrementaba la frecuencia (0.1 a 10 Hz). Este comportamiento
es una respuesta tipica ante esfuerzos de corte oscilatorios, disminucion en los valores de la
n* son probablemente causados por un disminucién en la interaccion de las cadenas de la

amilosa en la matriz de almidon durante el proceso de calentamiento.

La n* en esta etapa de (gelatinizacion) fue ligeramente mayor para el AM, lo cual es
caracteristico de un fluido de comportamiento no-newtoniano de tipo reofluidizante, este
comportamiento es clésico en los biopolimeros que adoptan una conformacion de hélice al

azar en solucién (Tecante, 2001).

Tattiyakul y Rao (2000) reportaron valore de n* entre 5.7 y 6 Pa.s a 95 °C para
almidon de maiz waxy, con indices de consistencia (k) entre 3.5 y 8. Estos valores son mas
bajos en comparacion lo observado (16.34) para el AM y mas altos en comparacion al
registrado (1.80) para ASAH. Won et al. (2017) reporto un valor de n* de 3.95 para almidén
de papa.

Durante la segunda etapa a 25°C (enfriamiento) el comportamiento fue muy
semejante para las dos muestras de almidén (ASAH y AM), de igual manera que en la 1°
etapa el AM presenté mayor n* que el ASAH. Esta diferencia entre los valores de n* fueron
mas notorias en esta etapa de analisis en comparacién con la 1° etapa durante todo el intervalo
de frecuencia (0.1 a 10 Hz). Yoo and Yoo (2005) reportaron valores de n* de -1 y 5 para
suspensiones de almidon de arroz al 10% (p/v). Chamberlain y Rao (1998) observaron esta
misma tendencia en almidon de maiz waxy n* disminuy6 conforme aumento la frecuencia.
Sin embargo, los valores de n* fueron mas altos (entre 1 y 1000 Pa.s) en comparacion con
los observados en esta investigacion a 25 °C. Ellos atribuyen este comportamiento a la

heterogeneidad de las pastas y contenido de amilopectina presente en la fuente de almidén.
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8. CONCLUSIONES

Se establecié un método que permitio obtener almiddn a partir de la harina de las semillas
del arbol del hule; a pesar de que se tuvo un bajo rendimiento (6.47%), las semillas de hule
no son utilizadas, por lo que la extraccion de almidon podria considerarse como una
alternativa para su aprovechamiento. La pureza del almidén (70 g/100 g) se vio influenciada
por la matriz proteica que form6 aglomerados de granulos de almidon. El proceso de
aislamiento del almidon dafi6 los granulos en un 8.7% el cual tuvo un efecto en la solubilidad.
El ASAH presento6 un contenido de amilosa menor que el AM y un tamafio de granulo menor
a 5 micras, el cual influyé en el poder de hinchamiento. EI ASAH presenté al igual que el
AM un patron de difraccion de rayos X tipo A, tipico de los cereales. Los geles que formaron
ambos almidones mostraron un comportamiento pseudoplastico (n<1) y un comportamiento
predominantemente viscoso, ya que el modulo de pérdida fue mayor que el médulo de
almacenamiento (G~ > G"). Por el tamafio de granulo pequefio el ASAH podria tener un uso
potencial como sustituto de grasa, en la elaboracion de peliculas biodegradables o en la

encapsulacion de compuestos bioactivos.
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9. PERSPECTIVAS

El almidon de las semillas del arbol del hule muestra potencial para ser utilizado tanto en la
industria alimentaria como no alimentaria, como acarreador de compuestos, agente
encapsulante, estabilizante de emulsiones, entre otros. Por lo que, para trabajos futuros, se
debe de encontrar un método de aislamiento que mejore el rendimiento. La interaccion
almidon-proteina puede ser aprovechada para la formacion de agregados esféricos que
puedan servir como acarreador de diferentes compuestos. El tamafio de granulo pequefio
tiene una gran variedad de aplicaciones, por lo tanto, es una fuente de almidén que puede ser

ampliamente utilizada.
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