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RESUMEN

La encapsulacion es una técnica usada generalmente para proteger compuestos
bioactivos de las condiciones ambientales externas adversas. Puede mejorar su estabilidad,
aumentando la vida atil y permitiendo su liberacion en un entorno dado bajo condiciones
controladas. El secado por aspersion es la tecnologia de encapsulacion mas utilizada en la
industria alimentaria debido no sé6lo a su eficiencia, sino también a la posibilidad de
produccion continua, escalamiento e industrializacién, y que es apropiado para materiales
termosensibles. Esta técnica requiere de un material de pared, como el almidén, el cual es
uno de los biopolimeros mas utilizados como material de pared debido a que puede
modificarse para producir materiales con caracteristicas especificas. El objetivo de este
trabajo fue obtener almidén de la semilla del jinicuil (Inga jinicuil) modificado mediante
molienda de alta energia y entrecruzamiento quimico, para evaluar su uso como material
de pared en la encapsulacion de compuestos bioactivos mediante secado por aspersion.
Las semillas de jinicuil contienen almidén con una pureza de 76.71 + 1.54 g/100 bs, pero
con un alto contenido de proteinas (20.93 + 1.54 g/100 bs). Los granulos de almidén nativo
presentaron superficies lisas sin grietas, formas ovoides-esféricas y tamafios heterogéneos
(<1 ym — 40 um). El almidén de jinicuil exhibié un patron de difraccion de rayos X de tipo A
con una cristalinidad relativa del 23%. Las modificaciones fisica y quimica evaluadas
afectaron las propiedades fisicoquimicas, morfologicas y estructurales del almidén. Las
condiciones de secado por aspersion fueron: temperaturas de entrada y salida, 140 y 70
°C; concentracion de sélidos, 20% (m/v); proporcion material de pared:acido ascorbico, 4:1
(m/m). La mayor eficiencia de encapsulacion se alcanzé empleando el almidén nativo como
material de pared puesto que ocurre la formaciéon de agregados esféricos debido a su
contenido de proteina. EI mayor rendimiento de proceso se consigue con el almidén
modificado mediante molienda mecanica, debido a que se logra disminuir la viscosidad de
la mezcla de alimentacion con respecto al resto de los materiales evaluados. El tamafio de
las microcapsulas obtenidas es directamente proporcional al tamafio de particula y
viscosidad del material de pared utilizado. Se demostr6 que el almidén nativo de jinicuil y
sus modificaciones evaluadas poseen propiedades potenciales para su aprovechamiento

como material de pared.
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ABSTRACT

Encapsulation is a technique generally used to protect bioactive compounds from
adverse external environmental conditions. It can improve its stability, increasing shelf life
and allowing its release in a given environment under controlled conditions. Spray drying is
the most widely used encapsulation technology in the food industry due not only to its
efficiency, but also to the possibility of continuous production and easy expansion and
industrialization and that it is appropriate for heat-sensitive materials. This technique
requires a wall material, as the starch, which is one of the most widely used biopolymers as
wall material because it can be modified to produce materials with specific characteristics.
The objective of this work was to obtain modified starch from the seed of jinicuil (Inga jinicuil)
by high energy milling and chemical crosslinking, to evaluate its use as wall material in the
encapsulation of bioactive compounds by spray drying. Jinicuil seeds contains starch with a
purity of 76.70 + 2.67 g/100 db, but with a high content of protein (20.93 + 2.67 g/100 db).
Starch granules presented smooth surfaces with no cracks, oval-spherical shapes and
heterogeneous sizes (<1 ym — 40 um). Jinicuil starch exhibited a A-type X-ray diffraction
pattern with a relative crystallinity of 23%. The physical and chemical modifications
evaluated affected the physicochemical, morphological and structural properties of the
starch. Drying conditions were: inlet and outlet temperatures, 140 and 70 °C, respectively;
solids concentration, 20% (m/v); wall material:ascorbic acid ratio, 4:1 (m/m). The highest
encapsulation efficiency was achieved using native starch as wall material since the
formation of spherical aggregates occurs due to its protein content. The highest process
performance is achieved with the modified starch by mechanical grinding, since it is possible
to reduce the viscosity of the feed mixture with respect to the rest of the evaluated materials.
The size of the microcapsules obtained is directly proportional to the particle size and
viscosity of the wall material used. It was shown that the native starch of jinicuil and its

evaluated modifications have potential properties for its use as wall materials.

Xii



UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN

CAMPUS TUXTEPEC
MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA

INTRODUCCION

Con base en la gran cantidad de estudios disponibles sobre la composicion de los
alimentos, se puede afirmar que durante los ultimos afios se ha visto un avance importante
en el conocimiento sobre la relacion entre la alimentacion y la salud, lo cual ha llevado a la
identificacion de determinados componentes de la dieta como factores potenciales
implicados en la prevencién de procesos patolégicos, o que promueven el funcionamiento
fisiologico del organismo, los cuales se han denominado como compuestos bioactivos.
Estos compuestos se encuentran generalmente en pequefias cantidades en productos de
origen vegetal. Sin embargo, una vez extraidos del material vegetal, su estabilidad se ve
afectada por la luz, oxigeno, temperatura, humedad y/o pH, provocando su degradacion.
Una alternativa a esta problematica es la encapsulacion, la cual consiste en formar una
barrera entre el medio ambiente y los compuestos bioactivos, esto incrementa su

estabilidad durante el procesamiento y el almacenamiento.

Hay diferentes técnicas para encapsular los compuestos bioactivos, pero de todas las
técnicas, la mas utilizada en la industria de los alimentos es el secado por aspersion debido
a su operacion continua y facilidad de industrializacién, ademas presenta bajos costos
operativos en comparacion con otras técnicas y se reporta como adecuada para materiales
termosensibles (Nedovic et al., 2011). Durante este proceso, la evaporacion del disolvente
es rapida, y la encapsulacién del compuesto dentro del material de pared ocurre casi
instantdneamente. La eficiencia de encapsulacion dependera en gran parte del material de
pared seleccionado. Por lo tanto, es necesario seleccionar adecuadamente los materiales
de pared que seran utilizados en combinacion con las condiciones adecuadas de operacion.
Los criterios para seleccionar los materiales de pared estan basados en su costo y sus
propiedades fisicoquimicas, como la capacidad de formacién de pared, alta solubilidad en
el disolvente de trabajo, baja viscosidad a concentraciones altas, temperatura de transicion
vitrea/fusion y porcentaje de cristalinidad (Singh et al; 2007).

Debido a los retos que representan los avances en la industria de alimentos y la
incorporacion de compuestos bioactivos, existe una busqueda constante de nuevos
materiales con propiedades adecuadas para su aplicacibon como materiales de pared
durante el secado por aspersion; entre los mas utilizados se incluyen proteinas, lipidos,

gomas y carbohidratos. El almidon es uno de los biopolimeros més utilizados como material
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de pared durante el secado por aspersion, sin embargo, en su estado nativo presenta
limitaciones técnicas debido al tamafio de su granulo y su viscosidad alta a bajas
concentraciones. Una alternativa eficaz para mejorar dichas propiedades consiste en
realizar modificaciones quimicas (entrecruzamiento) y fisicas (molienda mecanica) al
almidén nativo, el entrecruzamiento permite reforzar la estructura del granulo. Debido a
estos cambios se puede obtener una mayor tolerancia a altas temperaturas, mayor soporte
al esfuerzo cortante, a condiciones &cidas y ademds lo hace resistente a la digestién
enzimatica con el fin de producir materiales de encapsulacion con un propésito especifico.
La molienda mecénica permite la disminucion de la cristalinidad y la viscosidad, asi como
el aumento de solubilidad y del poder de hinchamiento (Tan et al, 2015). Sin embargo, en
ocasiones una sola modificacion no brinda las caracteristicas requeridas para la
encapsulacion y es necesario realizar modificaciones duales para conseguir una baja
viscosidad y una alta solubilidad. El objetivo de este trabajo es obtener almidén de jinicuil
(Inga jinicuil) modificado dualmente para usarlo como material de pared en la encapsulaciéon

de compuestos bioactivos.
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1 ANTECEDENTES

1.1 Encapsulacion
1.1.1 Definicion

La encapsulacién se define como un proceso en el que pequefas particulas de
sustancias bioactivas estdn rodeadas por un material formador de pared, o que estan
incrustadas en una matriz homogénea o heterogénea, con el fin de propiciar la formacién
de capsulas con propiedades utiles (Dias et al., 2015). El contener sustancias encapsuladas
dentro de una matriz se realiza con el objetivo de impedir su pérdida o mejorar su estabilidad
fisicoquimica, para protegerlas de la reaccién con otros compuestos presentes en el medio,
o para protegerlos de factores externos impidiendo que sufran reacciones de oxidacién
debido a la luz o al oxigeno; ademas, permite promover la facil manipulacién y dosificacién,
controlar la liberaciébn durante el momento de su aplicacion y mejorar las propiedades

sensoriales y/o funcionales de los productos en los que son aplicados (Fuchs et al., 2006).

1.1.2 Morfologia de las capsulas

Las capsulas estan compuestas por dos elementos, el “nucleo”, donde se encuentra
la sustancia encapsulada 6 el compuesto bioactivo, y el recubrimiento denominado “material
de pared”, material de soporte o0 agente encapsulante (Gharsallaoui et al., 2007). La Figura

1.1 representa la estructura general de una cépsula.

Figura 1.1 Estructura general de una capsula (Gharsallaoui et al., 2007).

Las cdpsulas pueden presentar diferentes morfologias a las cuales se les atribuye un

nombre por la forma particular que estas presentan. Las capsulas se clasifican como: a)
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Reservorio, ¢) d) e) y f) estructuras matriciales, g) multi ntcleo y h) multi pared (Gibbs et al.,

1999) representado en la Figura 1.2

Figura 1.2 Morfologia de diferentes tipos de capsulas. a) Reservorio, c) d) e) y f)
estructuras matriciales, g) multi ntcleo y h) multi pared. Adaptado de Gibbs et al., (1999).

1.1.3 Teécnicas de encapsulacion

Para la formacioén de capsulas se pueden utilizar diversas técnicas, la Tabla 1.1
muestra caracteristicas de algunas técnicas de encapsulacién usadas en la industria
alimentaria. La seleccién de la técnica de encapsulacion depende de las propiedades
(fisicas y quimicas) del material de pared y del compuesto bioactivo a encapsular, asi como

de la aplicacion final de las capsulas (Desai & Park, 2005).
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Tabla 1.1 Caracteristicas de algunas técnicas de encapsulacion.

Técnicade
encapsulacion

Ventajas

Desventajas

Coacervacion

Atrapamiento de
liposomas

Emulsién

Inclusion de
complejos

Secado por
aspersion

Aspersion en frio

Liofilizacion

Facil de llevar acabo
Utiliza uno o mas polimeros
La carga es alta

Encapsulacion de compuestos hidrofilicos
e hidrofébicos

Portador de compuestos hidrofilos e
hidréfobos
Facil de realizar y escalar

Encapsulacion de
hidrofébicos

compuestos

Producto uniforme cuando se usa el
procedimiento adecuado

Operar de forma continua

Para compuestos sensibles al calor
Econdmico con respecto a otras técnicas
de encapsulacion

Segundo revestimiento para liberacion
controlada

Econdmico

Facil de utilizar y escalar

Funcionamiento continuo

Ideal para compuestos termosensibles
Alta retencion de compuestos volatiles
Hidratacién rapida del producto seco

Requiere un proceso de secado
para la produccion de polvos
Costoso

Inestabilidad y fuga durante el
almacenamiento

Bajos rendimientos de
encapsulacion

Es costoso

Requiere un proceso de secado

Termodinamicamente
inestables

Requiere un proceso de secado
para la produccion de polvos

Capacidad de carga limitada
Requiere un proceso de secado
Costoso

Costos de instalacion
Micro-grietas en la superficie
Eficiencia térmica baja

Recubrimiento lipofilico
(particulas insolubles en agua)
Expulsion del bioactivo durante
el almacenamiento

La muestra debe de ser
congelada

Exclusivo para compuestos
hidrosolubles

Tiempo de  procesamiento
prolongado

Estructura porosa

Fuente: Sanchez, 2018.
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Dado que los compuestos que se encapsulan se encuentran a menudo en forma
liquida, la mayoria de las tecnologias de encapsulacion terminan por utilizar un proceso de
secado para prolongar la vida util del producto encapsulado, facilitar su manejo, reducir
costos de almacenamiento y facilitar su dosificacion. De hecho, la técnica de encapsulacion
mas utilizada en la industria de los alimentos es el secado por aspersion (spray drying), la
cual representa del 60 al 80%. En el porcentaje restante se incluyen la técnica de aspersion
en frio (spray-chilling), liofilizacién (freeze-drying), revestimiento en lecho fluido (fluid-bed
coating), secado en lecho de aspersion (spray-bed-drying), extrusién en estado fundido
(melt extrusion), e inyeccién en estado fundido (melt injection). La inclusion de moléculas
en ciclodextrinas y vesiculas liposomales son tecnologias mas caras y por lo tanto menos

explotadas industrialmente (Nedovic et al., 2011).

1.2 Secado por aspersion

El secado por aspersion, pulverizacion o “spray drying” es una operacion unitaria
utilizada para secar soluciones acuosas u organicas, emulsiones, suspensiones o
dispersiones en la industria alimentaria y quimica; ademas, como se ha comentado,
también se utiliza para encapsular compuestos de interés dentro de una matriz de
proteccion formada a partir de un polimero, denominado como material de pared y que se

incorpora a la mezcla de alimentacion que sera atomizada (Semyonov et al., 2010).

El proceso de secado por aspersion implica la evaporacion de la humedad de un
producto liquido atomizado, mediante la mezcla de la aspersién con una corriente de gas
caliente, en consecuencia, se obtiene instantaneamente un polvo. El gas generalmente
utilizado es aire (ciclo abierto) y rara vez se utiliza un gas inerte como nitrégeno o diéxido

de carbono (ciclo cerrado) (Buchi, 2002; Gharsallaoui et al, 2007).

1.2.1 Etapas del proceso de secado por aspersion

Las etapas en las que se lleva a cabo el secado por aspersion son cuatro las cuales

se representan en la Figura 1.3 y se describen a continuacion:

I Aspersion de la muestra: Un proceso de atomizacion efectiva convierte la

alimentacion de un fluido liquido a diminutas gotas de igual tamafio que

6



UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN

CAMPUS TUXTEPEC
MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA

conducen a una transferencia de masa y calor uniforme durante el proceso de
secado. La seleccion del tipo de atomizador depende de la naturaleza y cantidad
del producto alimentado y de las caracteristicas deseadas del producto seco
(Buchi, 2002).

Contacto gas — muestra: La manera en que la aspersion se pone en contacto
con el aire se determina por la posicion del atomizador en relacion con la entrada
de gas de secado (Masters, 1968; Murugesan & Orsat, 2012).

Evaporacion de disolvente: Al momento que las gotas del liquido atomizado
entran en contacto con el gas de secado, éstas experimentan un proceso de
secado.

Recoleccién de producto seco: La separacion del producto se realiza primero en
la base de la camara de secado (separacion primaria); seguida de la
recuperacion de particulas mas finas (separacion secundaria), la cual puede

llevarse a cabo por ciclones, filtros de bolsa o precipitadores electrostaticos.

1

4

Figura 1.3 Etapas del proceso de secado por aspersion (Biichi, 2002; Gharsallaoui
et al., 2007).
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1.2.2 Nano Spray Dryer B-90

Este nano secador de laboratorio (Figura 1.4) se basa en el concepto
fundamentalmente de secado por pulverizacién, que implica la fabricacién de particulas
nanomeétricas a partir de una solucién, emulsiéon o suspension. Su novedad tecnolégica
radica en el flujo de gas de secado laminar, la tecnologia de aspersién por malla vibratoria
para formar gotas finas y la camara electrostatica altamente eficiente para recolectar

nanoparticulas (Arpagaus et al., 2017).

El Nano Spray Dryer B-90 estd disefiado para producir particulas a partir de
soluciones o suspensiones con tamafos de particulas de entre 0.3 y 5 um, con una tasa de
recuperacion de hasta del 90%. El tamafio de particula seca depende principalmente de la
caperuza de pulverizacion utilizada (mallas de pulverizacién con orificios de 4, 5.5, 7 um).
Debido a las vibraciones por frecuencia ultrasénica se expulsan las gotas, el secado se
realiza dentro de un cilindro de secado; debido al mintsculo tamafio de las particulas, es
necesario disponer de un campo eléctrico para recuperar las particulas a partir del flujo del

gas de secado.

Figura 1.4 Esquema del Nano Spray Dryer B-90 (Btichi, 2002).
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1.2.3 Aplicacion del secado por aspersion como técnica de encapsulacién

Existe una gran cantidad de productos que requieren el uso del sistema de secado
por aspersion, no solo para reducir la actividad de agua del producto, sino también para
mantener las propiedades fisico-quimicas de los productos bajo condiciones de estrés

favorecidas por el pH, luz, oxigeno, temperatura y humedad relativa.

La encapsulaciéon mediante secado por aspersion es una tecnologia en rapida
expansién con diversas aplicaciones potenciales en areas que incluyen productos
farmacéuticos y alimentos. Esta técnica ha sido empleada para proteger diversos
compuestos bioactivos como vitaminas (Palma-Rodriguez et al., 2013; Dang et al., 2016),
enzimas (Betancur-Ancona et al., 2011), antioxidantes y pigmentos (Bule et al., 2010;
Bustos-Garza et al., 2013; Castro-Muiioz et al., 2015), microorganismos (Doherty et al.,
2012; Gerez, et al., 2012), y también para la liberacion controlada en sitios especificos
(Estevinho et al., 2013).

1.2.4 Encapsulacion de compuestos bioactivos mediante secado por

aspersion

Los compuestos bioactivos, son una serie de sustancias presentes en las frutas y
plantas que, aunque no tienen una funcidn nutricional definida, o0 no se consideran
esenciales para la salud humana, pueden tener un impacto significativo sobre ella
(Martinez-Navarrete et al., 2008). Una de las limitaciones de estos compuestos es que sélo
una pequefia porcién de éstos permanece disponible después de la administracién oral,
debido a su inestabilidad bajo condiciones de procesamiento y almacenamiento y/o en el

tracto gastrointestinal (pH, enzimas, presencia de otros nutrientes) (Fang y Bhandari, 2010).

En la industria de alimentos, la encapsulacion mediante secado por aspersion ha sido
utilizada para proteger diferentes compuestos bioactivos, debido al amplio espectro de
beneficios que ofrecen. Algunos de los compuestos que han sido encapsulados incluyen
enzimas, aceites esenciales, acidos grasos, probioticos, vitaminas y compuestos fenolicos
(Dias et al., 2015; Li et al., 2016). Estos ultimos son los compuestos mas comunmente
usados en experimentos que se centran en la optimizacion de técnicas de encapsulacion y

en el desarrollo de nuevos materiales de encapsulacion (Dias et al., 2015).
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1.2.4.1 Acido ascorbico

La Vitamina C o &cido L-ascorbico (AA), es una vitamina esencial y un importante
agente antioxidante hidrosoluble y posee propiedades acidas y fuertemente reductoras. En
humanos el AA es un micro-nutriente esencial, necesario para todas las funciones
biolégicas, juega un papel como cofactor en muchos procesos bioldgicos incluidas
funciones celulares relacionadas con la neuromodulacion, hormona, sistema inmune y
sintesis de colageno, que es esencial para los tejidos conectivos y tejido cicatricial en la
cicatrizacion de heridas (Barra et al., 2019).

Debido a su estructura quimica el AA es muy sensible a la degradacién. Numerosos
factores influyen en los mecanismos degradativos, entre ellos el pH, la concentracién de

oxigeno, de enzimas y de catalizadores metalicos. (Serra & Cafaro, 2007)

1.3 Materiales de pared utilizados durante el secado por aspersion

Los materiales de pared son aquellos capaces de formar peliculas alrededor de los
compuestos bioactivos (nucleo), para protegerlo contra el deterioro y permitir su liberacion
bajo condiciones controladas. Estos materiales deben ser inertes con el material activo a
encapsular, solubles en disolventes aceptados por la industria alimentaria, presentar
buenas propiedades reoldgicas a altas concentraciones y brindar maxima proteccién contra

las condiciones ambientales como (luz, calor, oxigeno y humedad) (Shahidi, 2008).

Se emplean diversos criterios para seleccionar un material apropiado para la
encapsulacion mediante secado por aspersion. Generalmente se tienen en cuenta el tipo

de compuesto bioactivo, sus caracteristicas y la aplicacién final del mismo.

Aungque un gran nimero de sustancias pueden usarse como material de pared o
material encapsulante, sélo un nimero limitado de los mismos han sido certificados para
aplicaciones alimentarias como materiales “generalmente reconocidos como seguros”
(GRAS, por sus siglas en inglés) (Vasisht, 2014). En la Tabla 1.2 se presentan los
materiales de pared utilizados generalmente durante el secado por aspersion en el area de

alimentos.
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Tabla 1.2 Materiales de pared utilizados durante el secado por aspersion de productos
con fines alimenticios y/o farmacéuticos.

Categoria Material de pared

Carbohidratos Almidon, maltodextrinas, quitosano, dextrano, almidén modificado y

ciclodextrinas.

Celulosa Carboximetilcelulosa, metil-celulosa, etil-celulosa, acetato-ftalato de
celulosa.

Gomas Goma arabiga, agar, alginato de sodio y carragenina.

Lipidos Cera, parafina, aceites, lecitina y grasas.

Proteinas Gelatina, proteina de soya, proteina de suero de leche.

Fuente: Sanchez, 2018.

Los carbohidratos son los polimeros més utilizados como materiales de pared en el
area de alimentos, dentro de este amplio grupo se encuentra el almiddn, el cual se ha usado
para proteger compuestos bioactivos (Fang & Bhandari, 2010), microorganismos (Li et al.,
2016), entre otros. El amplio uso de este polimero se debe a la facilidad con la que sus
propiedades pueden ser mejoradas utilizando modificaciones quimicas, bioquimicas y
fisicas para producir materiales de encapsulacién de propdésito especifico (Gharsallaoui et
al., 2007).

1.4 Almidén

El almidén es el principal carbohidrato de reserva de la mayoria de los productos
agricolas y probablemente es el segundo carbohidrato mas abundante en la naturaleza
después de la celulosa. El almidén es una fraccion importante de un gran nimero de
productos agricolas, cuyo contenido en base seca varia de 30 a 80% en los cereales (maiz,
trigo, arroz), de 25 a 50% en las leguminosas (frijol, chicharo, haba), de 60 a 90% en los
tubérculos (papa, yuca), y hasta 70% en algunas frutas en su estado verde o inmaduro,

como en el platano y el mango (Flores-Gorosquera et al., 2004).

Quimicamente, el almidon consiste en dos polimeros de diferente estructura: amilosa

y amilopectina (Figura 1.5). La proporcion de estos dos polimeros y su organizacion fisica
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dentro de la estructura granular les confieren propiedades fisicoquimicas y funcionales
caracteristicas a los diferentes almidones (Bello-Pérez et al., 2002).

Figura 1.5 Estructura quimica del almidén (Tomada de Bernal y Martinez, 2006).

1.4.1 Amilosa

La estructura de la amilosa (Figura 1.6) esta conformada por moléculas de glucosa
unidas mediante enlaces glucosidicos a(1—4). También presenta ramificaciones donde las
cadenas de glucosa se unen por enlaces a(1—86), sin embargo, tales ramificaciones son
muy escasas Yy espaciadas, por tal razon, la amilosa es considerada una molécula lineal.
Su peso molecular varia entre 150,000 a 1,000,000 Daltones dependiendo del origen
bioldgico y la longitud de la cadena o grado de polimerizacion (GP), este ultimo fluctia entre
500 a 6,000 unidades de glucosa que pueden estar distribuidas en 1 a 20 cadenas

(Hernandez-Medina et al., 2008).
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Figura 1.6 Estructura quimica de la amilosa. Adaptado de Tester y Karkalas (2002).

1.4.2 Amilopectina

La amilopectina es una molécula altamente ramificada (Figura 1.7) formada por
glucosa, que ademas de estar unida por enlaces o(1—4) que representan un 92-96%, estan
presentes enlaces a(1—6) en los puntos de ramificacion, los cuales representan entre un 5
a 6% de los enlaces glucosidicos (Hernandez- Medina et al, 2008). Dichas ramificaciones,
se localizan aproximadamente cada 15-25 unidades de glucosa. En estado nativo presenta
un peso molecular elevado, alcanzando los 2x10° hasta 2x108 Daltones y puede tener una
distribucién de tamafio molecular muy amplia (Bello- Pérez et al., 2010). La distribucion del
peso molecular depende del origen botanico del almidén, de las condiciones del

aislamiento.

13



UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN

CAMPUS TUXTEPEC
MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA

CH,OH [ CH,OH
H OH H 0

OH H OH H
HO -0

H OH H OH

Figura 1.7 Estructura quimica de la amilopectina. Adaptado de Tester y Karkalas (2002).

1.4.3 Propiedades funcionales del almidén

El almidén es un material de bajo costo y alta disponibilidad debido a que puede ser
obtenido a partir de diversas fuentes como legumbres, cereales y frutos en estado
inmaduro. El almidén es utilizado en alimentos para modificar la textura, consistencia, la
apariencia, como sustituto de grasa, agente encapsulante, aglutinante, espesante; ademas

son fuente de produccion de edulcorantes (Aguilar-Sandoval, 2008).

La importancia de estas caracteristicas radica en el posible uso tecnoldgico que
pueda otorgarse al almidén, asi como su comportamiento al ser incorporado en algln
producto. Por lo tanto, es preciso conocer y entender los fendmenos de gelatinizaciéon y

retrogradacion.

1.4.3.1 Gelatinizacion

Debido a que la estructura del almidon es semi-cristalina, los granulos de almidén no
son solubles en agua a temperatura ambiente. Cuando el almidon esta en contacto con
suficiente agua y se le aplica calor, el granulo absorbe una cantidad de agua y sufre un
hinchamiento hasta cierto limite (Aguilar-Sandoval, 2008). El hinchamiento es reversible al
inicio del proceso y las propiedades épticas del granulo no se pierden; sin embargo, cuando

se alcanza una temperatura determinada se produce un colapso del orden molecular dentro
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de los granulos de almidon, provocando cambios irreversibles tales como hincha|miento del
granulo, disociacién, pérdida de birrefringencia (Hernandez-Medina et al., 2008). Este
proceso se conoce como gelatinizacion y la temperatura a la que ocurre este fenémeno se

denomina como temperatura de gelatinizacion (Ziegler et al., 1993).

1.4.3.2 Retrogradacion

Tras la gelatinizacion después de un periodo de almacenamiento prolongado, ocurre
la retrogradacion. Donde las moléculas de almidén se presentan en forma amorfa,
gradualmente se reorganizan formando cristales, que estan compuestos por las dobles
hélices de almidon. La formacién de dobles hélices se debe a interacciones hidrofébicas y
puentes de hidrogeno, los cuales se forman entre las cadenas de almidon (Espinosa-Solis,
2008).

1.4.4 Fuentes de almiddn

Algunos alimentos se destacan por su contenido de almidon, como los cereales

(particularmente maiz, trigo, arroz), algunas raices y tubérculos.

1.4.4.1 Fuentes convencionales

Se le conoce como fuente convencional a los cultivos que son de uso frecuente o que
son comunmente utilizados para la obtencién de dicho producto; entre los mas utilizados se
encuentra el trigo, el maiz, la papa y la yuca. Sin embargo, la desventaja de éstos es que
son una fuente importante para la alimentacion, por lo que disminuye su disponibilidad. Tal
es el caso del maiz que su consumo en México es de suma importancia para la alimentacion

y se tiene la necesidad de importar 41 millones de délares (OEC, 2018).

1.4.4.2 Fuentes no convencionales

En los ultimos afios se ha buscado obtener almidén a partir de fuentes que no sean

destinadas al consumo humano, y que a su vez se aprovechen los recursos naturales no
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explotados con los que se cuentan en la region. A estas fuentes se les denominan no
convencionales, puesto que su explotacion alin no es comun. Se buscan fuentes no
convencionales como alternativas para obtener almidones que presenten diversas
caracteristicas fisicoquimicas, estructurales y funcionales, que amplien las aplicaciones en
la industria, para ser una alternativa o para sustituir a las fuentes ya utilizadas. Entre las
especies que se han estudiado se encuentran la semilla del fruto Brosimum alicastrum
(Ramédn) (Pérez-Pacheco et al., 2014), de pino brasilefio Araucaria angustifolia (Zortéa-
Guidolin et al., 2017) y de la semilla del fruto de Talisia esculenta (pitomba) (Souza de

Castro et al., 2018), por mencionar algunos.

1.4.4.3 Semillas de jinicuil (Inga jinicuil) como fuente de almidon

Las semillas de jinicuil (Inga jinicuil) constituyen una fuente potencial no convencional
de almidon. El jinicuil es un arbol originario de América tropical que se ha adaptado bien a
las condiciones de clima subtropical y se caracteriza por la produccién de vainas, en cuyo
interior se encuentran semillas de la familia de las leguminosas
con cubierta algodonosa, esta semilla contienen proteina, almidén, minerales y vitaminas
(Tabla 1.3) (Gutiérrez et al., 2015).

Esta especie se distribuye desde México hasta el Pacifico en Ecuador y Perd, asi
como en la zona tropical de Brasil (Martinez et al., 2007). En México, se encuentra en los
estados de Chiapas, Guerrero, Michoacéan, Jalisco, Morelos, suroeste y norte de los estados
de Tlaxcala e Hidalgo, sureste del estado de México, Oaxaca, Puebla, Veracruz y Tabasco
(Gutiérrez et al., 2015).

El uso principal de esta especie ha sido como arbol de sombra en agroecosistemas,
en fincas ganaderas, huertos familiares y como cerco vivo tanto en México como en
Centroamérica (Gutiérrez et al., 2015). Las vainas producidas por el arbol se suelen explotar
como fuente de alimento, de las cuales, la cubierta blanca, algodonosa, jugosa y dulce que
cubre a la semilla (mucilago) se consume en fresco desde la época prehispanica. En
algunas regiones, las semillas de jinicuil se cuecen y se consumen con sal y limén, sin
embargo, en su mayoria no son aprovechadas ya que son desechadas después de haber

consumido el mucilago.
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Tabla 1.3 Composicion quimica de la semilla de jinicuil (Inga jinicuil)

Nutrientes Semilla (100 g).
Grasas totales 0.90 g.
Carbohidratos 27 9.
Fibras 0.90 g.
Proteinas 11.90 g.
Ca 46 mg.
Hierro 1.90 mg.
Acido ascérbico 28 mg.
Tiamina 0.08 mg.
Niacina 0.80 mg.
Riboflavina 0.09 mg.

Fuente: Adaptada de Mufioz et al., 1999; Alegria y Rivera, 2011.

En el presente proyecto se propone el uso de las semillas de jinicuil como una fuente
no convencional de almidén, esto permitiria establecer una opcion para el aprovechamiento

de este recurso natural disponible en la region.

1.5 Almidén modificado

Como se ha mencionado, el almidén ha sido utilizado como material de pared durante
el secado por aspersion debido a que sus propiedades pueden ser modificadas para
obtener caracteristicas especificas. El almidon modificado tiene practicamente las mismas
aplicaciones que el almidén nativo pero algunas caracteristicas mejoran y por €so es un
aditivo alimentario muy utilizado, sobre todo como espesante, aglutinante, emulgente y

estabilizador.

1.5.1 Tipos de modificacion aplicados a almidén

Con el fin de mejorar las propiedades funcionales y la utilizacion de almidones en
diversos tipos de aplicaciones, se realizan distintas modificaciones fisicas, quimicas y/o

bioguimicas, esto depende de la fuente del almidon y sus propiedades (Nedovic et al.,
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2011). Hay ocasiones que no es suficiente una sola técnica de modificaciéon para alcanzar
las caracteristicas deseadas, por ello se han introducido métodos de modificacién dual, los
cuales implican la combinacion de dos métodos de modificacién, por ejemplo: fisicos y
guimicos, 0 quimicos y enzimaticos (Sanchez-Rivera., 2018).

Los tratamientos, como la extraccion, la radiacion, la sonicacion, molienda mecéanica
y los tratamientos a presion son métodos de modificacion fisica cominmente utilizados; en
donde el almidéon es sometido a una fusion, erosion, cizallamiento y/o gelatinizacion
(parcialmente) en algunos de los casos, dando como resultado una reduccion del enlace de
hidrogeno (Tharanathan, 2005). Por otro lado, la modificacion quimica implica la
introduccién de grupos funcionales adecuados en la molécula del polisacérido utilizando
reacciones de derivacion tales como eterificacion, esterificacion, entrecruzamiento
(reticulacion); y las modificaciones por hidrélisis acida, enziméatica u oxidacion (Loacutepez
et al., 2010). Los métodos de modificacion del almidén descritos posteriormente seran los
gue se realizaran en el presente trabajo para obtener el almidén con las propiedades

adecuadas para utilizarlo como material de pared durante el secado por aspersion.

1.5.1.1 Entrecruzamiento

El entrecruzamiento es un método de modificacion quimica durante el cual los
almidones nativos se modifican usando diferentes agentes entrecruzantes como
trimetafosfato de sodio (STMP), tripolifosfato de sodio (STPP), epiclorohidrina (ECH) y
cloruro de fosforilo (POCL3) (Din et al., 2015). Entre estos reactivos, el STMP es uno de los
aditivos alimentarios mas usados, debido a que no tiene efectos adversos en los seres
humanos y ademas es un agente eficaz de entrecruzamiento (Woo & Seid, 1997). El
entrecruzamiento se lleva a cabo mediante la adicion de enlaces covalentes intra e
intermoleculares en ubicaciones aleatorias en el granulo de almidoén, fortaleciendo los
enlaces de hidrégeno que actlian como puentes entre las moléculas de almidon y nos

permite disminuir la viscosidad (Singh et al., 2007).
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1.5.1.2 Molienda mecéanica de alta energia

La molienda mecénica de alta energia es un proceso que implica la transformacién
fisicoquimica de la muestra por el suministro de energia generada por el choque entre la
muestra, las bolas y el tazon (Wieczorek-Ciurowa et al., 2007). Esta molienda tiene mdltiples
usos a nivel industrial, entre los usos més recientes se encuentra la produccion de harina o
las modificaciones de almidén (Li et al., 2014). La molienda mecéanica es un método fisico
gue causa dafios en la estructura granular, provocando disminucion de la cristalinidad y la
viscosidad, asi como el aumento de solubilidad y del poder de hinchamiento, entre otros
(Tan et al., 2015).
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2 JUSTIFICACION

En la actualidad, existe una creciente demanda por parte de los consumidores en
ingerir alimentos con mejores caracteristicas sensoriales y nutricionales que incluso puedan
proporcionar beneficios a la salud. Para brindar beneficios a la salud, deben afadirse
compuestos bioactivos que confieren acciéon antioxidante, inhibicion o induccién de
enzimas, induccién e inhibicion de expresion genética, entre otros, ademas, las evidencias
epidemiolégicas a través de los afios han indicado que el consumo de estos compuestos
bioactivos puede jugar un papel importante en la regulacion de procesos bioldgicos
normales y patolégicos. Esto requiere la aplicacion de tecnologias adecuadas que permitan
proteger los compuestos bioactivos ante factores externos (gj.: luz, oxigeno, humedad),
reduciendo su inestabilidad y prolongando la vida Gtil de los productos. Una estrategia para

conseguir esto es la encapsulacion de los compuestos bioactivos.

Aunque se han desarrollado muchas técnicas para encapsular, el secado por
aspersion es la tecnologia mas utilizada en la industria alimentaria debido al bajo costo en
comparacion con las otras técnicas de encapsulacion, y por la disponibilidad de equipos a
diferente escala de produccion (Martinez-Navarrete et al., 2008). Existe una busqueda
constante de nuevos materiales encapsulantes que tengan la propiedad de generar una
capsula, los cuales se denominan materiales de pared. Uno de los materiales mas utilizados
es el almidon (Nedovic et al., 2011). Los criterios para seleccionar los materiales de pared
estan basados en su costo y en las propiedades fisicoquimicas como formadores de pared,
alta solubilidad, baja viscosidad a concentraciones altas, buena emulsificacion, temperatura

de transicion vitrea/fusion, cristalinidad.

Sin embargo, en su forma nativa, los almidones suelen carecer de las propiedades
requeridas para lograr una encapsulaciéon eficiente. Algunas alternativas eficaces para
mejorar las propiedades encapsulantes de estos materiales consisten en realizar
modificaciones fisicas y/o quimicas. La molienda mecanica de alta energia es un método
de modificacion fisica utilizado para mejorar las propiedades funcionales, el cual permite
dafar la estructura del granulo, disminucion del tamafio de particulas de almidon (Argun &
Kargi 2011). En otros estudios se ha observado que el dafio causado por el molino de bolas

induce a la pérdida progresiva de la cristalinidad y la conversién de grandes regiones en

20



UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN

CAMPUS TUXTEPEC
MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA

material amorfo que lo vuelven accesible a agentes externos como el agua, enzimas y
agentes entrecruzantes (Khalil et al., 2012). El entrecruzamiento es un método de
modificacion quimica y se lleva a cabo mediante la adicion de enlaces covalentes intra e
intermoleculares en ubicaciones aleatorias en el granulo de almidén, fortaleciendo los
enlaces de hidrégeno que actian como puentes entre las moléculas de almidén (Singh et
al., 2007), este método produce una menor viscosidad del almidén nativo. Por lo
mencionado anteriormente una modificacién dual permitiria obtener la disminucion del
tamafio de particula y de la viscosidad del almidén, lo cual permite preparar soluciones con
alto contenido de s6lidos y una mayor velocidad de secado, debido a la menor evaporacién

del agua requerida, y una eficiente encapsulacion de los compuestos bioactivos.

En Norte América, en general, el maiz es la fuente mas comunmente usada para el
aislamiento de almidén; en el caso especifico de México, el maiz se utiliza principalmente
para la elaboracién de las tortillas, por lo que emplear este grano como materia prima para
aislar el almidén no resulta practico, debido a que la produccidén nacional es insuficiente
para abastecer el maiz que se requiere para el consumo humano; de alli la importancia de
buscar fuentes alternativas para aislar almidon (Bello-Pérez et al,2002). Es por ello, que en
el presente proyecto se ha buscado obtener almidén a partir de la semilla de jinicuil porque
es una fuente que no es destinada directamente al consumo humano y que a su vez
permitiria que se aprovechen los recursos naturales no explotados con los que cuenta la
region del Papaloapan, y que carece actualmente de valor agregado. Se requiere una
caracterizacion del almidén de la semilla de jinicuil ya que no se cuenta con ningln reporte

de las propiedades de este almidoén.
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3 HIPOTESIS

La modificacion dual (molienda mecanica + entrecruzamiento) del almidon de la
semilla del jinicuil permitird obtener un material de pared con tamafio de particula < 7 umy
con viscosidad < 10 cP, para poder utilizarlo en la encapsulacién de compuestos bioactivos

mediante secado por aspersion.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Obtener almidén de la semilla del jinicuil (Inga jinicuil) modificado dualmente con

propiedades de tamafio y viscosidad adecuadas para usarlo como material de pared en la

encapsulacion de compuestos bioactivos.

41.1

Objetivos especificos

Modificar dualmente el almidon de la semilla del jinicuil (Inga jinicuil) mediante
molienda mecéanica y entrecruzamiento.

Caracterizar fisicoquimica, morfolégica y estructuralmente los almidones
modificados dualmente.

Evaluar la aplicacion del almidon dualmente modificado como encapsulante durante
el secado por aspersidon de compuestos bioactivos aplicando como criterios la
eficiencia de encapsulacion y el rendimiento del proceso.

Caracterizar morfolégicamente las capsulas obtenidas mediante secado por
aspersion a través de las técnicas de microscopia electrénica de barrido y

distribucién de tamafo de particula.
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5 MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se llevd a cabo en 2 etapas. En la primera etapa se realiz6 el
aislamiento, la caracterizacion del almidon nativo, la modificacion dual del almidén y su
caracterizacion térmica, morfolégica, estructural y reolégica. En la segunda etapa, se realiz6
la encapsulacion de compuestos bioactivos mediante secado por aspersion usando como
material de pared el almidon modificado. En la Figura 5.1 se muestra la metodologia general
del presente proyecto de investigacion.

Figura 5.1 Metodologia general propuesta en el presente proyecto de investigacion.

24



UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN

CAMPUS TUXTEPEC
MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA

5.1 Materia primay reactivos

Las vainas de jinicuil fueron cosechadas en el municipio de San José Chiltepec, Oax.,
México, ubicado en las coordenadas: Longitud (dec): -96.170556, Latitud (dec): 17.946667.
El kit de ensayo de almidén total (K-TSTA,) se adquiri6 de Megazyme International
(Wicklow, Irlanda). Se utilizé almidon de maiz (Zea mays) nativo como modelo, el cual fue
adquirido a la industrializadora de maiz IMSA S.A. de C.V. (México). El trimetafosfato de
sodio (STMP), tripolifosfato de sodio (STPP), sulfato de sodio e hidréxido de sodio se
adquirieron en Sigma-Aldrich S.L. (Toluca, México). El compuesto estandar a encapsular
(acido ascorbico) se adquirié en Sigma-Aldrich S.L. (Toluca, México). Todos los productos

guimicos que se utilizaron fueron de grado analitico.

5.2 Aislamiento del almidén

El aislamiento del almidén de las semillas del jinicuil se llevé a cabo siguiendo el
método propuesto por Flores-Gorosquera et al., (2004) con ligeras modificaciones. Se
procesaron 25 kg de semilla; se pelaron y se molieron por lotes de 250 g en una licuadora
tipo industrial (Waring, mod CB15, Stamford, CT, USA). Se adicionaron 1.5 L de agua y
posteriormente la mezcla de molienda se pasé sucesivamente a través de las mallas No.
40 (0.420 mm), 100 (0.149 mm), 200 (0.074 mm) y 325 (0.044 mm) con ayuda de una
tamizadora eléctrica (Retsch, Modelo AS 200, Haan, Alemania). Se descarté el material
retenido en las mallas y el material liquido se dej6 sedimentar a 20 °C durante 12 h,
posteriormente el sobrenadante se elimind por decantacion. El precipitado se lavd tres
veces por suspension en agua y se centrifugdé (Heraus Megafuge, 16 R, ThermoFisher
Scientific; Waltham, MA, USA) a 4000 xg por 10 min. El pigmento se retiré con una espatula
y el sedimento se deshidrat6é en un secador de charolas (SUSESA, México) ajustado a una
temperatura de 40 °C, durante 24 h. El producto seco recolectado se trituré en un mortero
y se tamizé a través de la malla No. 100. El producto tamizado se almacené en un recipiente

sellado hasta su posterior uso.
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5.3 Caracterizacion del almidén nativo

Para la caracterizacion del almidon nativo se realiz6 analisis quimico proximal,
andlisis fisicoquimicos, analisis morfolégico y andlisis estructural; cada uno de éstos se

describen a continuacion.

5.3.1 Analisis quimico proximal

El andlisis quimico proximal se realiz6 mediante la metodologia propuesta por la

AACCI (2000). Las pruebas se realizaron por triplicado.

5.3.1.1 Humedad

El contenido de humedad se determiné por pérdida de peso en estufa al vacio de
acuerdo con el método 44-16.01 (AACCI, 2000). Se pesaron 1 g de muestra en charolas de
aluminio (puestas previamente a peso constante), se colocaron en la estufa al vacio a
0.2030 psi (Shel Lab, Mod. 1425; Cornelius, OR, USA) a 65 °C hasta alcanzar peso
constante (aproximadamente 5 h). Posteriormente se atemperaron en un desecador por 20
min. Finalmente se pesaron en balanza analitica (Ohaus, Mod. AR2140, Parsippany, NJ,
USA) y se determiné el porcentaje de humedad en base seca (H bs) por diferencia de peso

de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Muestra humeda (g)—Muestra seca(g)

H bs (%) =

x 100 (1)

Muestra seca (g)

5.3.1.2 Proteinas

La determinacidn del contenido de proteinas se realiz6 de acuerdo con el método 46-
13.01 (AACCI, 2000), donde se cuantifica el contenido de nitrégeno libre mediante el
método Kjeldahl. Se pes6 0.25 g de muestra y se le adicionaron 2 g de sulfato de cobre, 10
g de sulfato de sodio anhidro y 5 mL de &cido sulftrico. El matraz se coloco en el digestor
Micro Kjeldahl de blogques (Prendo, Mod. DIK-40; Puebla, México) y se calentd
gradualmente hasta alcanzar 400 °C, la temperatura se mantuvo durante 1.5 h, tiempo

suficiente para que todo el material se carbonizara y se lograra observar que el contenido

26



UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN

CAMPUS TUXTEPEC
MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA

del matraz obtuvo un color verde claro. Posteriormente, se dejaron enfriar las muestras
hasta alcanzar temperatura ambiente (25 °C), aproximadamente 30 min. Posteriormente se
coloco el matraz Kjeldahl en el destilador Micro kjeldahl (Prenso, Mod. DEK-1; Puebla,
México) y se adicionaron 21 mL de agua destilada para disolver completamente el residuo
del matraz y 15 mL de solucion de hidroxido de sodio al 60% (p/v). El destilado se recibié
en un matraz Erlenmeyer que contenia 12 mL de acido bérico al 4%, y 2 gotas de indicador
de Wesslow. Se destil6 hasta recolectar 50 mL aproximadamente y se retiré el matraz para
finalmente titular con acido clorhidrico 0.1 N hasta obtener un viraje a color violeta. El

contenido de proteinas se estimo de acuerdo con la siguiente ecuacion:

(mL de HCl gastados)(N del HCl)(0.014)

Proteinas(%) =
( /0) Solidos secos de la muestra (g)

xFx100 (2)

Donde:

N = Normalidad

F = Factor de proteina de 6.25 para la conversién al contenido proteico.

5.3.1.3 Lipidos

El contenido de lipidos se determin6é de acuerdo con el método 30-25.01 (AACCI,
2000) utilizando el equipo de extraccidon Soxhlet. En un cartucho de papel filtro se colocé 1
g de la muestra y se sometio a la extraccion con 100 mL de éter de petrdleo contenidos en
un matraz bola llevado a peso constante previamente. La extraccién se realizé por un
periodo de 5 h a una potencia de calentamiento suficiente para conseguir 6 recirculaciones
por h. Transcurrido el tiempo de extraccién, los matraces se dejaron secar en estufa a 65
°C hasta alcanzar peso constante (en una hora aproximadamente). Finalmente, el

porcentaje de lipidos se estimé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Peso final del matraz (g)—Peso inicial del matraz (g)

Lipidos (%) =

x 100 3)

Solidos secos de la muestra (g)

5.3.1.4 Cenizas

El contenido de cenizas se determind de acuerdo con el método 08-01.01 (AACC,

2000). Las muestras se colocaron en crisoles previamente llevados a masa constante, y se
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calcinaron en su totalidad en una parrilla (Prendo, Mod. PCA-1500, Puebla, México).
Posteriormente, las muestras calcinadas se introdujeron en una mufla (Wise Therm, mod.
FH-14, Wertheim, Alemania) a 550 °C durante 5 h. Las muestras fueron retiradas 24 h
después y se colocaron en un desecador para atemperarlas y finalmente pesarlas en una
balanza analitica (Ohaus, Mod. AR2140, Parsippany, NJ, USA). El porcentaje de cenizas

se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

) __ Peso final del crisol (g)—peso inicial del crisol (g)

Cenizas (% x 100 (4)

So6lidos secos de la muestra (g)

5.3.2 Caracteristicas morfolégicas
5.3.2.1 Microscopia de luz transmitida y luz polarizada

El almidén se roci6 sobre un portaobjetos, asegurando una capa especialmente
delgada, se afiadi6 una gota de agua destilada para ayudar a dispersar la muestra y
finalmente se coloc6 un cubreobjeto. Los granulos de almidon se observaron a través de
un microscopio de luz polarizada (Leica DM750, Heerbrugg, Suiza), equipado con camara
digital a color con sensor CMOS (1/2”) y objetivos 10X, 40X y 100X (Leica Microsystems,
Heerbrugg, Suiza). La captura de las imagenes se hizo con el software LAS V4.12 (Leica

Microsystems, Heerbrugg, Suiza).

5.3.2.2 Microscopia electronica de barrido

Para el estudio de microscopia electrénica de barrido (MEB), las muestras de almidén
se fijaron a una cinta conductora de cobre con doble cara, que se cubridé con una capa de
carb6n a un espesor de 20 nm. La capa se deposité al vacio con un evaporador JEOL
(JEOL JSM-7401, Tokio, Japdn). Posteriormente, la cinta se cubrié con una capa de oro de
50 nm de espesor en un ionizador de metal (JEOL JSM5200, Tokio, Japon). La morfologia
de los granulos de almiddn se observé utilizando un microscopio electrénico de barrido
(Japan Electronic Optical Limited, JSEM 35CX; Tokio, Japon). La formay las caracteristicas
superficiales de las particulas de las muestras se observaron y se analizaron a un voltaje
de operacion de 15 kV y amplificados a 500, 750 y 1500x.
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5.3.2.3 Distribucién del tamafio de particula

Se utilizé un analizador de tamafio de particula por dispersion de luz estatica (Malvern
Instruments, Mastersizer 3000; Malvern, Reino Unido) ubicado en la Unidad de
Investigacion y Desarrollo en Alimentos (UNIDA) del Tecnolégico Nacional de México/IT
Veracruz. Se utilizo el sistema dispersor humedo (Malvern Instrument, Hydro EV; Malvern,
Reino Unido). Se utilizaron 500 mL de agua destilada a 25 °C como disolvente. Se adicion6
0.250 g de muestra y se aplicé ultrasonido al 90% de la capacidad del equipo 100% (40 W
maximo). Las mediciones se llevaron a cabo por triplicado. El tamafio de particula se

expresd como la distribucion de volumen (Malvern Instruments Ltd., 1990).

5.3.3 Propiedades Fisicoquimicas

Se evaluaron el perfil de viscosidad (pasting), temperatura de gelatinizacién y
difraccién de rayos-X para estimar el nivel de cristalinidad de los granulos del almidon.
Ademas, se evalud las propiedades funcionales del almidon nativo de las semillas de jinicuil.

Las pruebas se realizaron por triplicado.

5.3.3.1 Perfil de viscosidad

Para determinar el perfil de viscosidad se prepard una dispersion de almidén al 10%
(p/v) con agua destilada y se transfirié a la celda de aluminio (capacidad: 30 mL) del
redbmetro (TA Instruments, Discovery HR-2 Hybrid; New Castle, DE, USA) equipado con
una camara y geometria especifica para caracterizacion de almidones (SPC SMART
SWAF, Mod. 110533, New Castle, DE, USA) con un diametro de 32.40 mm y GAP 500 pm
(distancia entre la geometria y la base). Se programé un ciclo de calentamiento-coccion-
enfriamiento. La temperatura inicial fue de 30 °C la cual se mantuvo por 60 s, posteriormente
se realizd un calentamiento a una velocidad de 15 °C/min hasta 90 °C, manteniendo esta
temperatura durante 360 s y finalmente se enfri6 a una velocidad de 30 °C/min hasta
alcanzar 30 °C, manteniéndose a esa temperatura por 420 s. La prueba se realiz6 a una

velocidad de corte de 16.8 s™. Se utilizé el software TA Instrument Trios version 4 (New
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Castle, DE, USA) para obtener los valores de viscosidad con respecto al tiempo y la

temperatura.

5.3.3.2 Gelatinizacion

La temperatura y entalpia de gelatinizacion del almidén se evalué usando un
calorimetro diferencial de barrido (DSC) (TA Discovery, DSC250; New Castle, DE, USA)
utilizando el método propuesto por Paredes-Lépez et al., (1994). Se pesaron 2 mg de
muestra dentro de una charola de aluminio hermética (No. de charola 901684.901),
posteriormente se le adicionaron 7 pL de agua desionizada. La charola se sell6
herméticamente y se dejo equilibrar por 1 h a temperatura ambiente antes de realizar el
analisis. Como referencia se utilizé una charola vacia de aluminio. La muestra se someti6
a un programa de calentamiento en un intervalo de temperatura de 30-180 °C y velocidad
de calentamiento de 10 °C/min. La temperatura de inicio (Ti), temperatura de gelatinizacion
(Tp) vy la temperatura final (Tf) se obtuvieron directamente del analisis de los datos con el

software TA Instruments Trios versién 4 (New Castle, DE, USA).

5.3.3.3 Difracciéon de rayos-X (DRX)

Los patrones de difraccién se obtuvieron con un difractémetro de rayos-X (Bruker Axs,
mod. D8 Advance; 76187 Karlsruhe, Alemania). Las muestras se colocaron sobre el
portamuestras del difractometro de rayos X de angulo ancho, se analizaron en 26 de 5 a
60° equipado con una fuente de corriente de 40 kV y 30 mA, generando una radiacién de
Cu Ka con filtro de Ni y rejilla de 2 mm. Los datos se analizaron mediante el software Origin
Lab versién 7 (Northampton, MA, USA). Para cuantificar la cristalinidad del polimero se

utilizé la siguiente ecuacion (Zortéa-Guidolin, et al., 2017).

Cristalinidad (%) = 2reecristaling 100 (5)

Area total
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5.3.3.4 Contenido de amilosa y amilopectina

El contenido de amilosa se obtuvo de acuerdo con el método propuesto por Hoover y
Ratnayake, (2002). Se pesaron 20 mg de almidén, se disolvieron en 80 mL de
dimetilsulfoxido al 90% (m/v). Se agit6 vigorosamente por 20 min y luego se calentd en un
bafio de agua con agitacion durante 15 min a 85 °C. Se dej6 enfriar a temperatura ambiente,
y se aforé a un volumen de 25 mL con agua. Se midi6 1 mL de la solucién anterior, el cual
se mezcld con 5 mL de solucién I2/Kl (I; a 0.025 M y Kl a 0.0065 M en la mezcla final) y
luego se ajustd con agua a un volumen final de 50 mL. Las muestras se dejaron reposar 15
min a temperatura ambiente y se leyeron a una absorbancia de 600 nm en un
espectrofotémetro (Thermo Scientific, Mod. GENESYS 10S; Waltham, MA, USA). Para la
preparacion del testigo se siguié el mismo procedimiento, pero sin incluir el almidén. Se
elabor6 una recta de calibracion mezclando diferentes relaciones de 0.1 a 1.0 mg/mL de
amilosa, y a partir de la ecuacién de regresion lineal se calculé la concentracién de amilosa

de la muestra en estudio. Los resultados se expresaron como a mg/mL almidon.

5.3.3.5 Contenido de almidon total

El contenido de almiddn total se determiné por el método enzimatico de Megazyme
(Total Starch (100A) KIT, Lot 170104-6, Co. Wicklow, A98 YV29. Irlanda). Se pesaron 100
mg del almidén en tubos de ensayo y se humectaron con 0.2 mL de etanol al 80% en agua.
Posteriormente se mezclaron con 2 mL de KOH 2M y se mantuvieron en agitacion durante
20 min. Se adicionaron 8 mL de regulador de acetato de sodio (pH 3.8) y se mezclaron con
0.1 mL de a-amilasay 0.1 mL de amiloglucosidasa, posteriormente se incubaron en un bafio
maria a 50 °C, durante 30 min. El liquido resultante se afor6é con agua destilada a 100 mL,
de este volumen se tom6 una alicuota de 10 mL y se centrifugd a 1800 xg durante 10
minutos. Del sobrenadante 0.1 mL fueron transferidos a un tubo de ensayo y se afiadieron
3 mL de GOPOD (glucosa oxidasa/peroxidasa), la mezcla se dej6 incubar a 50 °C por 20
minutos y finalizado el tiempo se leyd absorbancia a 510 nm en un espectrofotometro
(Thermo Scientific, Mod. GENESYS 10S, Waltham, MA, USA).

Absorbancia muestra

ug glucosa/mL = (6)

Abosorbancia patrén
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ug glucosa

Almidoén total (%) = S

ng de muestra

)V X0.9% 100

(7)

Donde V es el volumen de la muestra, y 0.9 es el factor de conversion de glucosa a almidén.

5.3.3.6 Hinchamiento y solubilidad

El poder de hinchamiento y solubilidad se determinaron a 60, 70, 80 y 90 °C de
acuerdo con lo descrito por Pérez-Pacheco et al.,, (2014). En tubos de centrifuga
previamente tarados se prepararon 40 mL de una suspension de almidon al 1% (p/v) y se
sometieron a temperatura contante (60, 70, 80 0 90 °C, segun el set experimental) en un
bafio de calentamiento durante 30 min, se les proporcioné agitacion constante a las
suspensiones para mantenerlas uniformes. Las muestras se dejaron enfriar en un angulo
de 45° a temperatura ambiente durante 10 min. Las muestras se centrifugaron (Heraus
Megafuge, 16 R; Waltham, MA, USA) a 4000 xg durante 10 min. Se decantd el
sobrenadante y se pesaron los granulos hinchados. Del sobrenadante se recolectaron 10
mL y se colocaron en charolas de aluminio previamente taradas. Los sobrenadantes se
secaron en una estufa (Shel Lab, Mod. 1425; Cornelius, OR, USA) a 120 °C hasta pesos
constante (4 h aproximadamente). Posteriormente, las charolas con las muestras secas se
atemperaron en desecador y se pesaron en balanza analitica (Ohaus, Mod. AR2140,
Parsippany, NJ, USA). La solubilidad y el poder de hinchamiento se estimaron con las

ecuaciones (8) y (9), respectivamente.

Peso del almidén soluble (g)

% Solubilidad = x 100 8)

Peso de la muestra (g b.s.)

Peso del sedimento (g) (9)

Poder de hinchamiento = —
Peso de la muestra (g)—Peso del almidén soluble (g)

5.3.3.7 Estabilidad en congelamiento-deshielo y refrigeracion

La estabilidad en congelamiento-deshielo y refrigeracion del almidon se realizé de
acuerdo con el método propuesto por Eliasson et al., (1992). Se peso6 0.25 g de muestra,
se le adicionaron 5 mL de agua destilada. La mezcla se agitd y se calenté a 85 °C durante

15 min. Se dej6 enfriar a temperatura ambiente durante 10 min. Se registraron los pesos de
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las muestras contenidas en cada tubo de centrifuga y posteriormente se almacenaron a
temperaturas de refrigeracion (4.4 °C) y de congelacion (-12 °C). Después de 24 h, todos
los tubos se retiraron y se mantuvieron a temperatura ambiente durante 4 h. Los tubos con
las muestras se centrifugaron (Heraus Megafuge 16 R, Waltham, MA, USA) a 8,000 xg
durante 10 min. Después de la centrifugacion, los tubos se invirtieron para separar el liquido
libre del gel de almidén y se registro el peso del gel restante. La extension de la sinéresis
se calculé como la relacion entre el peso del liquido decantado y el peso total del gel antes
de la centrifugacion. Los tubos se regresaron al congelador para realizar mas ciclos de
congelacion-deshielo y refrigeracion. Se realizaron cinco ciclos de 24 h cada uno para el

estudio.

Peso del liquido decantado

Sinéresis (%) = 100 (10)

Peso de la muestra antes de la centrifugacion

5.4 Modificacion dual del almidén

El proceso de la modificacion dual se llevd a cabo en dos etapas, en la etapa A se
realizé una modificacién fisica por molienda mecanica (MM); posteriormente en la etapa B,
la modificacion quimica mediante entrecruzamiento (EC). Las cuales también se realizaron
por separado para poder evaluar el efecto de cada una de las modificaciones. Las etapas

del proceso se describen a continuacion.

5.4.1 Molienda mecanica

Se utilizé6 un equipo de molienda mecéanica de alta energia (Planetary Micro Mill
Pulverisette; Idar-Oberstein, Alemania) para reducir el tamafo de particula del almidén,
segun el método propuesto por Lin et al., (2016), el cual se realiz6 con ligeras
modificaciones. Se adicioné la muestra en el tazon de molienda de 80 mL en una relacion
bolas de nitruro de silicio: almidén de 1:4 (m/m). Las muestras se homogenizaron con ayuda
de una espéatula. Se colocaron los tazones en el molino programado bajo las condiciones
de molienda de estudio. Se evaluaron 28 y 38 xg rpm en ciclos de 5 min cada uno. Entre
cada ciclo, las muestras se dejaron atemperar durante 10 min. Los ciclos se repitieron hasta
alcanzar 50, 60, 70 y 80 min de molienda. Al término de la molienda las muestras se

recuperaron y se almacenaron en un frasco para su posterior analisis.
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5.4.2 Entrecruzamiento

El almidon entrecruzado se prepard usando el método de Seib y Woo (1999). Se
pesaron 50 g del almidon modificado por molienda, se adicionaron 70 mL de agua, 2.98 g
de STMP, 0.3 g de STPP y 2.5 g de sulfato de sodio. Se ajusto el pH de esta mezclaa 11.5
adicionando hidréxido de sodio 1 M. Esta suspensién se agitd constantemente y se calenté
a una temperatura de 45 °C por 3 h. Después la suspension se neutralizé a pH 6.5
adicionando HCI 1 M. El almidén se obtuvo por centrifugacion (Heraus Megafuge 16
R, Waltham, MA, USA) y se lavé con agua (3 lavados). La suspension se sec en una estufa
a 14.6198 PSI (Shel Lab, Mod. 1425; Cornelius, OR, USA) a 40 °C por 24 h, para obtener

el almidén modificado.

5.5 Caracterizacion de los almidones modificados

Para la caracterizacion de los diferentes almidones modificados se realizaron analisis

morfologico y propiedades fisicoquimicas.

5.5.1 Caracteristicas morfologicas

Los andlisis de microscopia electronica de barrido (MEB), y de distribucion de tamarfio
de particula (DTP), se realizaron de acuerdo con lo descrito en los apartados 6.3.2.2 y

6.3.2.3, respectivamente.

5.5.2 Propiedades fisicoquimicas

Los analisis de perfil de viscosidad, temperatura de gelatinizacién y difraccién de
rayos X, se realizaron de acuerdo a lo descrito en los apartados 6.3.3.1, 6.3.3.2 y 6.3.3.3
respectivamente. Adicionalmente se realizé espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier para corroborar la adicién de los grupos fosfatos durante el entrecruzamiento de los

almidones modificados.
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5.5.2.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Los analisis se llevaron a cabo en un espectrofotometro (Perkin EImer, DYNASCAN
Spectrum 100; Shelton, 06484, USA) utilizando un interferometro de reflectancia total
atenuada (ATR). Los espectros se obtuvieron con una resolucién de 4 cm™, en un intervalo
de 4000-515 cm™.

5.6 Encapsulacion mediante secado por aspersion

El estudio de viabilidad del uso del almidén modificado de la semilla de jinicuil como
material de pared (agente encapsulante) se realiz6 mediante secado por aspersion para la

formacion de capsulas.

5.6.1 Preparaciéon de la mezcla de alimentacion

Se disolvieron los materiales de pared (almidones modificados) en agua a 25°C y se
agitaron durante 20 min para asegurar su homogenizacién. Posteriormente se adiciond la
cantidad suficiente de &cido ascorbico para conseguir una proporcién de material de
pared:compuesto bioactivo de 4:1 (p/p). La mezcla se agité nuevamente durante 5 min a 25
°C. El contenido de sdélidos en la mezcla fue 20% (p/p) en la mezcla. La preparacion de las

mezclas de alimentacion y los experimentos de secado se realizaron el mismo dia.

5.6.2 Secado por aspersion

Para realizar la microencapsulacién se utilizé un secador por aspersion a escala
laboratorio (BUCHI, Micro Spray Dryer B-290; Flawil, Herisau, Suiza) (Figura 5.2) ubicado
en la Universidad de Cadiz (Espafia). Se usé una boquilla de diametro estandar de 0.7 mm
y un tapén de rosca de boquilla de 1.5 mm de diametro y se emple6 aire como gas de
secado. En todos los casos, el flujo de gas de atomizacion se mantuvo fijo a 40 mm en el
indicador rotAmetro de gas, lo cual corresponde a 667 L-h™! segun las especificaciones del
fabricante. La presion de atomizacion fue de 6x10° Pa. La tasa de aspiracion se mantuvo
al 100% de la capacidad operativa (35 m*-h* de acuerdo con las especificaciones del

fabricante). La temperatura del aire de entrada (Tent) y la temperatura del aire de salida
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(Tsal) al secador se mantuvo a 140 y 70 °C, respectivamente, segun los resultados
obtenidos por Dang et al., (2016). Las mezclas se alimentaron con una bomba peristéltica
con caudal variable para controlar la respectiva Tsal.

Figura 5-2 Secador por aspersion a escala laboratorio BUCHI, Micro Spray Dryer B-290.

Los experimentos de secado por aspersion se realizaron por triplicado. Las capsulas
obtenidas se almacenaron en bolsas laminadas selladas térmicamente y se mantuvieron a
25 °C hasta su analisis. El rendimiento del proceso se calcul6 como la relacién entre los

sélidos recuperados y los sélidos alimentados al secador.

5.7 Caracterizacion de las capsulas obtenidas

Para conocer la estabilidad de las capsulas y la eficiencia de encapsulacién, se realiz6

la caracterizacion de éstas por analisis fisicoquimicos y analisis morfoldgico.

5.7.1 Analisis fisicoquimicos

El contenido de humedad de las muestras se determin6 de acuerdo con lo descrito
en la seccion 5.3.1.1. Adicionalmente se determinaron la activad de agua (aw) y el contenido

de &cido ascérbico. Las mediciones se realizaron por triplicado.
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5.7.1.1 Actividad de agua

La actividad de agua en las capsulas se determind a 25 °C utilizando un medidor de
actividad de agua (Decagon Devices, Inc., AquaLab VSA; Pullman, WA, USA).

5.7.1.2 Contenido de acido ascoérbico

La estimacion del contenido de &cido ascoérbico en la superficie de las capsulas
(AA superficial) se realizé de acuerdo con lo descrito por Leyva-Lépez et al., (2019). Se
colocaron 250 mg de la muestra y se le adicionaron 25 mL de agua destilada, se agit6
durante 15 s. Se transfirié 100 uL de la muestra a un matraz de 10 mL, se aforé con el
diluyente (4 mL de &cido sulfarico, 120 mL de acetona, 876 mL de agua Mili-Q), para
asegurar la integridad de la muestra, y se filtr6. Se analiz6 en un cromatégrafo i6nico
(Metrohm, 919 Autosampleer Plus; Herisau, Suiza) acoplado a un detector de
conductividad (Metrohm, IC Conductivity Detector; Herisau, Suiza). La concentracion de
acido ascorbico en las muestras se determingd utilizando la curva de calibracion para el acido
ascorbico (y = 2.06-:10%x - 0.02; r2 = 0.9997) se realizé en el rango de 1 a 100 ppm
(Vazquez-Espinosa et al.,2019). Este mismo procedimiento se llevé acabo para determinar
el contenido de acido ascoérbico total en las cdpsulas (44 total); la Unica diferencia fue que
la mezcla se llevd a sonicacion (Bandelin, SONOPULS HD 3200; Berlin, Alemania) durante
10 min a 15 °C, potencia 200 W, frecuencia 45 kHz; para asegurar la ruptura total de la

capsula. La eficiencia de encapsulacion se estimé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

) __ AAtotal —AA superficial
o AA total

Efiencia de encapsulacion(% x 100 (11)

5.7.2 Analisis morfolégicos

La microscopia electrénica de barrido (MEB), y la distribucion del tamafio de las
capsulas, se llevaron a cabo de acuerdo con lo descrito en las secciones 5.3.2.2 y 5.3.2.3,

respectivamente.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Aislamiento del almidon de las semillas de jinicuil

A partir de 23.7 kg de vainas de jinicuil, se recuperaron 5.7 kg de semillas (sin
mucilago) con una humedad de 3.5 + 0.7% en base humeda (bh). El rendimiento de almidon
aislado fue de 7.63% con base en la masa humeda de las semillas de jinicuil, y de 7.9%
con base en los sdlidos secos de las semillas. Estos valores son superiores a lo reportado
para frutos de la variedad de platano Gros Michel (5.78% bh) cultivada en Colombia
(Chévez-Salazar et al., 2017). Pérez-Pacheco et al., (2014) y Zortéa-Guidolin et al., (2017)
reportaron el aislamiento de almidon a partir de semillas de los frutos de Brosimum
alicastrum (Ramén) y de las semillas de pino brasilefio (Araucaria angustifolia), sin

embargo, no estimaron el rendimiento del proceso de aislamiento.

6.2 Caracterizacion del almidén nativo de las semillas de jinicuil

Los resultados obtenidos durante la caracterizacion del almidon de la semilla de jinicuil (Inga
jinicuil) se evaluaron y se compararon con otros almidones de fuentes convencionales y no
convencionales ya reportados, ya que no existe informacion sobre la caracterizacion

estructural, morfolégica térmica y/o reoldgica del almidén de jinicuil.

6.2.1 Analisis quimico proximal

En la Tabla 7.1 se presentan los valores obtenidos para el andlisis quimico proximal

del almidén nativo de las semillas de jinicuil.

Como puede observarse en la Tabla 6.1, el contenido de humedad del almidén de la
semilla de jinicuil fue mayor a lo reportado para almidén de maiz blanco y azul (6.9 y 6.5%)
respectivamente y menor al de maiz hibrido (8.5%) cultivados en Chihuahua (Bustillos-
Rodriguez et al., 2019). El almidon bajo estudio presentd un contenido de humedad menor
al 10%, lo que garantiza la estabilidad del producto por lo que podria clasificarse como

microbiol6gicamente seguro y podria almacenarse a largo plazo (Tontul y Topuz, 2017).
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Tabla 6.1 Composicion quimica proximal del almidon nativo de la semilla de jinicuil (Inga
jinicuil).

Humedad 7.82 £0.24° 8.94 +0.082
Proteinas 20.93 + 1.542 10.14 + 0.25°

Lipidos 2.08 £ 0.052 0.25 + 0.05°
Cenizas 0.27 £ 0.04° 0.97 £0.032

*Los valores corresponden al valor de tres repeticiones + error estandar. Los valores en filas que no comparten letra son

significativamente diferentes (p < 0.05).

El contenido de cenizas del almidén de las semillas de jinicuil fue similar a los
reportado para almidén de platano de la variedad FHIA 20 (0.29% ss) cultivada en Colombia
(Chavez-Salazar et al., 2017) y mayor a lo reportado por Bustillos-Rodriguez et al., (2019)
para maiz blanco, azul e hibrido (0.1%). Bustillos-Rodriguez et al., (2019) atribuyen que la
presencia de minerales en el almidén esta relacionada con el aumento de la claridad y la

viscosidad de la pasta.

En el caso de lipidos y proteinas, los contenidos de estos componentes en el almidén
bajo estudio (Tabla 6.1) es mayor a lo reportado por otros autores para almidén de semilla
Brosimum alicastrum Swarts, almidon de platano y almidén de semilla de pitomba (Pérez-
Pacheco et al., 2014; Chavez-Salazar et al., 2017; Souza de Castro et al.,, 2019),
respectivamente. Aparicio-Saguilan et al., (2006) reportan que valores mayores al 1% en
lipidos puede afectar la temperatura de gelatinizacién del almidén o las propiedades de
pegado, debido a la formacién de complejos de amilosa-lipidos. Hoyos-Leyva et al., (2018)
sugieren que la presencia de una fraccion proteica importante puede llevar a la floculacion
de la mezcla de alimentacion de secadores por aspersion, lo que dificulta en consecuencia
el funcionamiento de la boquilla del secador y la estructura de las capsulas generadas. Las
proteinas cargadas positivamente formarian coacervados complejos con cadenas de
almidon cargadas negativamente, que son inestables en condiciones acuosas y precipitan
bajo efectos de agregacion (Hoyos-Leyva et al., 2018). Sin embargo, otros autores sugieren
gue durante el secado por aspersion el contenido de proteina en almidones representa un
agente de unién para generar agregados esféricos que acttan finalmente como capsulas
(Gonzalez-Soto et al., 2011).
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6.2.2 Caracterizacion morfoldgica

6.2.2.1 Microscopia electrénica de barrido, microscopia de luz polarizada y
microscopia éptica

La morfologia de los granulos de almidén nativo de jinicuil se muestra en la Figura
7.1. El granulo present6 formas esféricas ovaladas, esto coincide con lo reportado para
almidones de semillas de Ramoén (Pérez-Pacheco et al., 2014) y de pino, aunque este Ultimo
granulo también presenta algunas formas elipsoidales truncadas (Zortéa-Guidolin et al.,
2017), de igual forma a lo reportado por Bustillos-Rodriguez et al., (2019) para almidén de
maiz quienes atribuyen que las diferencias estructurales podrian estar relacionadas con la
biosintesis de almidén, por la bioquimica del organelo que sintetiza el almidon en el
amiloplasto, partiendo de hilium, el cual es el punto de inicio de la biosintesis del almidon.
La amilopectina llega a formar racimos, los cuales se alinean perpendicularmente a los

anillos de crecimiento y crecen a partir del hilio a la superficie (Espinosa-Solis., 2008).

Los granulos de almidén de jinicuil presentaron superficies suaves y no fracturadas
Figura 6-2 (a). Souza de Castro et al., (2019) sugieren que estas caracteristicas indican que
se siguidé un método que no dafara la estructura del granulo del almidén. Las micrografias
sugieren que el granulo bajo estudio posee un tamafio promedio < 10 um, esto fue menor
a lo reportado por Bustillos-Rodriguez et al., (2019) con tamafios mayores a 13.3 um, 19

pmy 21.4 um para almidones de maiz azul, maiz blanco y maiz hibrido, respectivamente.

En las micrografias presentadas en la Figura 6.1 se observan algunos aglomerados,
lo cual podria estar asociado al alto contenido de proteina del almidén de jinicuil (Tabla 6.1).
Resultados similares fueron reportados por Maniglia et al., (2016). Esto se ve favorecido

por los puentes de hidrogeno y las fuerzas de Van der Waals (Bravo-Nufiez., 2001).

En las imagenes de luz polarizada que se presentan en la Figura 6-2 (b) se observd
gue los granulos del almidén presentaron la cruz de malta, esto es conocido como
birrefringencia, la cual s6lo implica que existe un alto grado de orientacién molecular dentro
del granulo de almidén y no hace referencia a ninguna forma cristalina. Estos resultados
muestran que el proceso de aislamiento del almidén no afecté la estructura granular
(Chavez- Salazar et al., 2017).
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Figura 6.1 Imagenes de microscopia electrénica de barrido del almidén nativo de la semilla
de jinicuil (Inga jinicuil).

A B

Figura 6.2 Imagenes de microscopia 6ptica de almidén nativo de la semilla de jinicuil
(Inga jinicuil): A) campo claro y B) luz polarizada.
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6.2.2.2 Distribucion de tamafio de particula

En la Figura 6.3 se muestra la distribucién del tamafio del granulo de almidén de
jinicuil. El almidén bajo estudio presenté una distribucion de tamafio multimodal, con un pico
principal correspondiente a un tamafio promedio de 6.5 um, y un pico menor a 1 pm. Sin
embargo, también se observa un tercer pico de menor volumen a mas de 10 um, lo cual
concuerda con la formacién de aglomerados (Figura 6.1) favorecida por el alto contenido
de proteina (Tabla 7.1) (Maniglia et al., 2016). El tamafio del granulo de almidén representa
un papel importante en la determinacion de sus propiedades fisicas, tales como
gelatinizacion, cristalinidad, solubilidad y viscosidad (Wijaya et al., 2019). También el
tamafo de particula de los granulos determina qué aplicaciones se le puede dar, por
ejemplo, en algunas peliculas de plastico biodegradables si las dimensiones del almidén
son pequefias y de recubrimiento si el tamafio del granulo es mayor (Bustillos-Rodriguez et
al., 2019).

Densidad en volumen %

i, E— — — ——rrrr
1 10 100 1000

Clase de tamafio um

Figura 6.3 Distribucion del tamafio del granulo del almidén nativo de semillas de jinicuil
(Inga jinicuil).
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Algunos autores clasifican los granulos de almidon dependiendo del tamafio: grandes
> 25 um, medianos 10-24 um, pequefios 5-9 um, muy pequefios < 5um (Lindeboom et al.,
2004). De acuerdo con esta clasificacion, el granulo de almidén de jinicuil es pequefio, esto
sugiere que presentaria una alta dispersion en agua, y se podria utilizar como material de

pared en la microencapsulaciéon de algunos compuestos mediante secado por aspersion.

6.2.3 Propiedades Fisicoquimicas
6.2.3.1 Perfil de Pasting

Cuando se realiza una dispersion de almidén en agua y se somete a calentamiento,
los granulos de almidén empiezan a hincharse, lo cual produce un incremento de la
viscosidad. Obteniendo un pico de viscosidad maxima, debido al hinchamiento maximo del
granulo antes de su rompimiento fisico. En la etapa de enfriamiento se obtiene otro pico de
viscosidad (viscosidad final) debido a la reorganizacion de las cadenas principalmente de
la amilosa (Rangel-Cortez et al., 2017). La transicion de orden—desorden que sufren los
granulos de almiddn, tiene gran impacto en el procesamiento, calidad y estabilidad de los

productos basados en almidén (Pineda-Gomez et al., 2010).

El perfil de viscosidad del almiddn de la semilla de jinicuil se observa en la Figura 6.4,
en el cual, durante la etapa de calentamiento la viscosidad aumenté gradualmente,
presentando una temperatura de inicio de pasting de 86.89 °C con una viscosidad de 258.1
cP, hasta alcanzar a 91.87 °C un pico maximo de viscosidad de 1830 cP. Estos valores se
relacionan con lo observado por DSC (Tabla 7.2). El valor maximo de viscosidad es menor
a lo reportado para almidones de semillas de pino brasilefio (2231 a 2678 cP) (Zortéa-
Guidolin et al., 2017), de semillas del fruto pitomba (2631 cP) (Souza de Castro et al., 2018)
y de la planta Limnophila aromatica (4380 cP) (Wijaya et al., 2019). Esto sugiere que el
almidoén de la semilla de jinicuil posee bajo contenido de amilopectina en comparacién con
los almidones citados, esto concuerda con lo observado en la difraccién de rayos-X (Figura
6.5). Wijaya et al., (2019) reportan que, a mayor contenido de amilopectina, se alcanza un
mayor pico de viscosidad. La menor viscosidad del almidén de jinicuil, con respecto a los
almidones citados, representaria una ventaja durante la encapsulacion mediante secado
por aspersion, debido a que se permitiria la produccién de particulas con tamafio promedio

menores, debido a que cuanto mayor es la viscosidad de la mezcla de alimentacion, mas
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grandes son las gotitas formadas durante la atomizacioén y, por lo tanto, mayor es el tamafio
de las particulas secas (Tontul y Topuz, 2017). Sin embargo, para alcanzar tamafios de
particulas nanométricos aun se requieren modificaciones del granulo de almidén de jinicuil

para disminuir la viscosidad por debajo de 10 cP (Biichi, 2002).

Las temperaturas de pasting de los almidones de semillas de pino brasilefio
estuvieron en el intervalo de 59.4 a 62.1 °C (Zortéa-Guidolin et al., 2017), para las semillas
de pitomba fue de 77.5 °C (Souza de Castro et al., 2018) y para la planta Limnophila
aromatica fue de 79.3 °C (Wijaya et al., 2019). Estos valores son menores a lo obtenido
para el almidén bajo estudio (91.87 °C), lo que sugiere que este almidon puede ser utilizado
en procesos térmicos que no superen los 90 °C y que al mismo tiempo no se requiera la
gelatinizacion del polimero, por ejemplo, en procesos donde se requiera la pasteurizacion
(Souza de Castro et al., 2018).
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Figura 6.4 Perfil de viscosidad del almidén nativo de la semilla de jinicuil (Inga jinicuil).

La viscosidad final del granulo del almidon de jinicuil fue de 3425.4 cP, cuyo valor es
mayor a lo reportado para almidones de semillas de pino brasilefio (2287-2955 cP) (Zortéa-

Guidolin et al., 2017) y para almidones de las semillas de pitomba (1607 cP) (Souza de
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Castro et al., 2018). Este resultado sugiere que el granulo de almidon presenta mayor
contenido de amilosa que amilopectina. El incremento observado en el valor de viscosidad
durante la etapa de enfriamiento (Figura 6.4) es debido a la reorganizacion de las cadenas
de la amilosa que forma una interaccién con el agua por medio de puentes de hidrégeno,
formando finalmente una red tridimensional (Moo-Huchin et al., 2015).

6.2.3.2 Temperatura de gelatinizacion

La técnica de calorimetria diferencial de barrido (DSC) se ha aplicado para medir el
calor de gelatinizacion de los almidones y de sus componentes (amilosa y amilopectina).
Los resultados dan informacién del fenémeno orden-desorden de las moléculas (Bello-
Pérez., 2003).

Las propiedades térmicas del almidén nativo de la semilla de jinicuil se presentan
en la Tabla 6.2. El almidén present6 una temperatura pico (temperatura de gelatinizacion)
alta a comparacion de lo reportado por otros autores para almidon de nativo de platano (79
°C) y almidén de platano lintnerizado (75.8 °C) (Aparicio-Saguilan et al., 2006), almidén de
arroz (73.53 °C), papa (61.73 °C) (Palma-Rodriguez 2012), almidén de platano Gros Michel
(73.55) (Chavez-Salazar et al., 2017) y de almidén de maiz (73.94 °C) (Sanchez-Rivera
2018). La temperatura de gelatinizacion varia de acuerdo con la fuente del almidon y su
tamafo de particula (Aparicio-Saguilan et al., 2006). Palma-Rodriguez (2012) reporta que
la gelatinizacion esta relacionada con la estructura molecular de la amilopectina, con la
perfeccidbn y ordenamiento de los cristales, la longitud de las cadenas, el grado de
ramificacién, el peso molecular, la composicién amilosa- amilopectina y la estructura interna
del granulo (relacion region amorfa y cristalina). Esto nos sugiere que la temperatura de
gelatinizacién del almidon de jinicuil se asocia a un alto grado de ordenamiento, pues esto
proporciona estabilidad a la estructura del granulo y hace que éste sea mas resistente a la

gelatinizacion.

La entalpia es una medida general de la cristalinidad del granulo de almidon y es un
indicador de la pérdida del orden molecular en el granulo (Palma-Rodriguez 2012). La
entalpia del granulo de almidén de la semilla de jinicuil se presenta en la Tabla 6.2. Los

valores obtenidos fueron mayores a los reportados para otros almidones nativos, como
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almidén de arroz (10.46 J/g), maiz (11.20 J/g) (Palma-Rodriguez 2012) y platanos Gros
Michel (9.47 J/g) y Dominico (8.04 J/g) (Chavez-Salazar et al., 2017). La entalpia de
gelatinizacion indica la cantidad de energia requerida para que se lleve a cabo la disociacion
de las dobles hélice en la gelatinizacion. Estos valores de entalpia concuerdan con lo
observado con la temperatura de gelatinizacion, por factores como la forma, el tamafio del
granulo y el grado de cristalinidad del almidén (Bustillos- Rodriguez et al., 2019);

La caracterizacion térmica del almidon es importante porque este polisacarido se
somete a varios procesos de transformacién térmica en la industria y algunas empresas
justifican los costos de sus procesos con respecto a la energia y el tiempo (Bustillos-
Rodriguez et al., 2019).

Tabla 6.2 Temperaturas de gelatinizacion de almidén nativo de la semilla de jinicuil.

Temperatura de

Almidén Temperatura elatinizacion Temperatura Entalpia
de inicio (°C) 9 °C) final (°C) J/9)
Jinicuil 84.53 £ 0.052 87.85 £ 0.052 98.02 + 0.14% 15.27 +0.332
Maiz 70.40 £ 0.18° 74.62 + 0.58° 79.69 £ 0.18° 12.19 + 0.47°

*Los valores corresponden a la media de tres repeticiones + error estandar. Los valores en columnas que no comparten una
letra son significativamente diferentes (p < 0.05).

6.2.3.3 Difraccion de rayos-X (DRX)

En la Figura 6.5 se puede observar el patrén de difraccién de rayos-X del almidén
nativo de las semillas de jinicuil. En orden para identificar la cristalinidad del almidén bajo
estudio, su patrén de difraccion se compard contra los patrones de difraccion de otros
almidones (Moo-Huchin et al., 2015; Maniglia et al., 2016; Chavez-Salazar et al., 2017;
Wijaya et al., 2019). El almidon nativo de jinicuil mostré picos de difraccion de mayor
intensidad en los angulos 26 a 15°, 17°, 18° y 23°, lo cual corresponde a un patron de
difraccion tipo A, el cual generalmente lo presentan los cereales (Hizukuri,1986; Moo-
Huchin et al., 2015; Wijaya et al., 2019). Las variaciones en los patrones de difraccion

pueden variar debido a las condiciones de crecimiento del cultivo y el método de aislamiento
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utilizado, debido a que éste puede afectar la estructura granular del almidén (Chavez-
Salazar et al., 2017).

Maiz (Cristalinidad 41%)

Jinicuil(Cristalinidad 23%)

Intensidad Relativa

O 10 20 30 40 50
20

Figura 6.5 Patrén de difraccion de rayos-X del almidén nativo de las semillas de jinicuil
(Inga jinicuil).

El indice de cristalinidad esta principalmente relacionado a la estructura del granulo
de almidon. La region cristalina del granulo consiste en cadenas laterales de amilopectina,
mientras que la region amorfa comprende de amilosa y ramificaciones de amilopectina. Por
lo tanto, la cristalinidad del granulo de almidén esté asociada con las dobles hélices de la
amilopectina (Maniglia et al., 2016). La relacién entre el area cristalina y el area total en el
patrén de difraccion determina el indice de cristalinidad del almidén (Wijaya et al., 2019). El
almidon de jinicuil tiene menor cristalinidad (23.18 + 2.82%) que los almidones de las
semillas de pino brasilefio (26.37-30.46%) (Zortéa-Guidolin et al., 2017) y que los almidones
de las semillas de Ramon (30.56 + 0.98%) (Moo-Huchin et al., 2015), los cuales presentaron
un patrén de difraccion tipo C. Esto podria indicar que el almidon de la semilla de jinicuil
posee bajo contenido de amilopectina con respecto a los almidones citados. Ademas, de
acuerdo con Maniglia et al., (2016), el alto contenido de proteina en el granulo de almidon

podria también contribuir a la baja cristalinidad del almidén bajo estudio.
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6.2.3.4 Contenido de amilosa y amilopectina

Las propiedades fisicas de los almidones estan relacionadas con la proporcién
amilosa-amilopectina (Bustillos-Rodriguez et al., 2019). El contenido de amilosa presente
en el almidén de estudio se presenta en la Tabla 6.3, el cual fue similar a lo reportado para
almidén de maiz hibrido (Bustillos-Rodriguez et al., 2019), que se puede clasificar y usar
como referencia del almidén de maiz normal (Aparicio-Saguilan et al., 2006). El almidon de
jinicuil tiene menor contenido de amilosa que los almidones de frijol pinto (32.0%), frijol
negro (45.4%), maiz azul (22.4%) y maiz blanco (21.9%), (Shuang- Kui et al., 2014;
Bustillos-Rodriguez et al., 2019). Entre los diferentes almidones, el contenido de amilosa
esta generalmente controlado por factores genéticos y algunos factores externos como las
condiciones de crecimiento: clima, suelo, temporada de cosecha (Shuang- Kui et al., 2014).
Li et al., (2007) reporta que los granulos pequefios contienen menor amilosa que los
granulos grandes y esto concuerda con lo observado con MEB (Figura 6.1) y DTP (Figura

6.3), que indican que el tamafo del granulo de almidén de la semilla de jinicuil es pequeiio.

La amilopectina es el componente principal de los almidones normales y es
responsable de la estructura semicristalina de los granulos, desempefia un papel clave en
el poder de hinchamiento y las propiedades de viscosidad de los almidones (Mottin et al.,
2016). Un alto contenido de amilopectina podria formar geles con una baja tendencia a

retrogradacién (Pérez-Pacheco et al., 2014).

6.2.3.5 Contenido de almiddn total

El contenido de almiddn total presente en el almidén bajo estudio se presenta en la
Tabla 6.3. El proceso de aislamiento no permitié obtener un almidén puro (> 95% de almidén
total) (Bello-Pérez, 2003), esto coincide con lo reportado en el analisis quimico proximal
(Tabla 7.1), donde se observéd que existe una fraccidn importante de proteina y lipidos, la
cual podria influir en las propiedades funcionales del almidén como se observa en el poder
de hinchamiento del granulo (Figura 6.6). Adicionalmente, la variedad y el grado de
madurez del fruto puede influir sobre el rendimiento de almidén total (Chavez-Salazar et al.,
2017). El contenido de almiddn total fue mayor a lo reportado para cuatro variedades de

maiz (Zhengdan958, Jiangyu877, Suyu30 y Suyu29) cultivadas en China (Kai Shi et al.,
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2018), pero menor a lo reportado por Chavez-Salazar et al., (2017) para platanos de las
variedades Dominico Harton y FHIA20 (84 y 83.5% respectivamente).

Tabla 6.3 Contenido de amilosa, amilopectina y almiddn total.

Muestra Amilosa (%) Amilopectina (%) Almidén total (g/100g)
Almidon de Jinicuil 21.00 + 2.23 79.00 + 0.582 76.71 + 1.54°
Almidén de maiz 26.65 + 0.552 72.75+0.72° 83.97 + 2.812

*Los valores corresponden a la media de tres repeticiones * error estandar. Los valores en columnas que no comparten una

letra son significativamente diferentes (p < 0.05).

6.2.3.6 Hinchamiento y solubilidad

El poder de hinchamiento del almidén de la semilla de jinicuil, se presenta en la Figura
7.6 donde se puede apreciar que los granulos del almidén se resisten al hinchamiento a
temperaturas menores de 80 °C. Hernandez-Medina et al., (2008) reporta que la resistencia
al hinchamiento esta relacionada con la temperatura de gelatinizacién, aunque entre los 70
y 90 °C, los granulos de todos los almidones se hinchan gradualmente a medida que se
aumenta la temperatura. Como se reportd, por DSC se estimé que la temperatura de
gelatinizacién fue de 87.85 + 0.05 °C para el almidon de la semilla de jinicuil (Tabla 6.2), lo
cual concuerda con la resistencia al hinchamiento observada hasta 80 °C. A partir de este
valor se observé un incremento en el poder de hinchamiento (Figura 6.6). Esto es debido a
la ruptura de los puentes de hidrégeno intermoleculares de las zonas amorfas, que permiten
una absorcion irreversible y progresiva del agua (LIl et al., 1995). EI mayor poder de
hinchamiento se obtuvo a los 90 °C, esto esta correlacionado con los resultados del perfil
de Pasting (Figura 7.4), en donde se observa que la viscosidad maxima se alcanza a los 90
°C antes del colapso del granulo de almidén, este pico de viscosidad es atribuida a la
amilopectina. El poder de hinchamiento es inhibido por el contenido de proteina y lipidos
presente en el almidén (Hernandez-Medina et al., 2008). A temperaturas menores de 80 °C
no hay un incremento en el poder de hinchamiento, ya que la proteina presente (ver
contenido en Tabla 6.1) esté recubriendo el granulo de almidon, tal y como se observo por

MEB (Figura 6.1), impidiendo que el granulo tenga interaccion con el agua y éste empiece
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a hincharse. También se ha reportado que los lipidos presentes en los almidones podrian
generar complejos con la amilosa, lo cual impediria que el granulo se hinche (Aparicio-
Saguilan et al., 2006).

—=— Almidon de maiz
—e— Almidén de jinicuil

18—-
16—-
14-
12-

10 +

Poder de hinchamiento (g almidén/ g H,O)

T T T T T T T T T T T T T
60 65 70 75 80 85 90

Temperatura (°C)

Figura 6.6 Poder de hinchamiento del granulo de almidén de jinicuil

En cuanto a los patrones de solubilidad que se muestran en la Figura 6.7, se puede
observar que la solubilidad no increment6 a temperaturas menores de 80 °C, y se observa
gue a los 90 °C presenta el mayor porcentaje de solubilidad, este comportamiento se debe
a gue los granulos hinchados del almidén permiten la lixiviacién de amilosa, lo cual durante
la gelatinizacion del almidon es la principal responsable de que se incremente el porcentaje
de solubilidad (Méndez-Montealvo et al., 2006).

Vamadevan y Bertoft (2015) reportaron que la integridad granular del almidon es un
factor importante que determina el hinchamiento y la solubilidad. Con respecto a lo
observado en MEB (Figura 6.1), no se presentan poros o grietas en los granulos de almidon
de jinicuil. Los poros y grietas hubiesen permitido la facil penetracion del agua en los

granulos para la hidratacion, hinchamiento y lixiviacion del almidon (Fan Zhu et al., 2018).
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A 90 °C, un alto valor de capacidad de retencion de agua con respecto al almidén
de maiz (Figura 6.7) podria atribuirse a un mayor nimero de sitios de union disponibles
para el agua en los granulos de almidon de la semilla de jinicuil, lo que influye en el proceso
de gelatinizacién, ya que este proceso requiere una interaccion entre las moléculas de agua
y el almidén (Bustillos-Rodriguez et al., 2019). Esto es atribuido al tamafio pequefio de los
granulos de almidon de jinicuil, como se observé por MEB (Figura 6.1) y DTP (Figura 6.3),
lo cual le da una mayor area de contacto.

—a— Almidén de maiz
—e— Almidén de jinicuil

24 4

20

16 4

12 4

Solubilidad (%)

T T T T T T T T T T T T T
60 65 70 75 80 85 90

Temperatura (°C)

Figura 6.7 Porcentaje de solubilidad del granulo de almidon.

6.2.3.7 Estabilidad en congelamiento-deshielo y refrigeracion

La estabilidad de congelamiento-deshielo y refrigeracion consiste en evaluar el
porcentaje de sinéresis como consecuencia de la reorganizacion de la amilosa y la
amilopectina del granulo de almidon (Pérez-Pacheco et al., 2014). Se observé que el gel

que se forma con el almidon de jinicuil es estable bajo estas condiciones, ya que al
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someterlos a diferentes ciclos de congelamiento-deshielo y refrigeracion, el porcentaje de
sinéresis no va en aumento, sino que se mantiene estable a partir del segundo ciclo (Figura
6.8). Estos resultados difieren de lo reportando por Clemente-Granados et al., (2014) y
Zortéa-Guidolin et al., (2017), quienes observaron un incremento de la sinéresis del 2% al
10%, y del 34.1% al 73.0 % para almidones de Sagu (Maranta arundinacea) y de semilla
de pino brasilefio (Araucaria angustifolia), respectivamente. La disminucién del porcentaje
de sinéresis durante el almacenamiento puede atribuirse a una mayor interaccion entre las
cadenas de amilosa y amilopectina, las cuales a su vez se unen con las moléculas de agua
a través de puentes de hidrogeno, lo que permite un incremento en la estabilidad de
soluciones de almidén durante el congelamiento y la refrigeracion (Zortéa-Guidolin et al.,
2017). Los almidones con bajo porcentaje de sinéresis durante ciclos de refrigeracion
pueden ser utilizados en productos para relleno de pasteles, pastas, alimentos para bebés,

y en condiciones de congelamiento en helados y paletas. (Herndndez- Medina et al., 2008).
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Figura 6.8 Porcentaje de sinéresis del almidén de jinicuil. a) Refrigeracién y b)
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6.2.4 Sintesis de resultados sobre caracterizacion del almidén de jinicuil

De acuerdo con la caracterizacion del almidén de la semilla de jinicuil, se observo que
este es un granulo de almidon pequefio con alto contenido en proteina y lipidos, que se
clasifica como un almidén normal de acuerdo con la proporcion de amilosa y amilopectina,
gue muestra un patrén de difraccién tipo A y un porcentaje de cristalinidad bajo. Estas
caracteristicas se relacionan con el pico maximo de viscosidad que se obtiene a los 90 °C,
gue concuerda con la temperatura de gelatinizacion. De acuerdo con estos Ultimos
resultados, este almidén se puede someter a tratamientos térmicos de hasta 90 °C, sin
comprometer la estructura granular del almidén de jinicuil. Debido a su estabilidad bajo
condiciones de refrigeracion y congelamiento-deshielo, el gel formado con este almidon
puede ser utilizado en productos de panificacién, pastas, alimentos para bebés, pasteles

helados, paletas y helados.

En condiciones nativas, por el tamafio de particula y por la presencia de proteina, el
almidon de jinicuil podria utilizarse directamente para la microencapsulacién de compuestos
bioactivos mediante secado por aspersion. Mientras que, por su tamafo y perfil de
viscosidad, el almidén nativo de jinicuil no podria destinarse a la nanoencapsulacion de
compuestos bioactivos mediante la misma técnica citada arriba, para ello seria necesario
realizar primeramente modificaciones fisicas, quimicas y/o enzimaticas. A continuacion, se
presentan y discuten los resultados obtenidos en las modificaciones fisica, quimica y dual

del almidén de jinicuil, propuestas en este proyecto.

6.3 Caracterizacion de almidones de semilla de jinicuil modificados

mediante molienda mecanica

Se estudi6é primeramente la modificacion del almidén de jinicuil mediante diferentes
condiciones de micronizacién (molienda mecanica de alta energia), con el fin de establecer
las condiciones que permitieran obtener el menor tamafio de particula posible. A
continuacion, se presenta la caracterizacion de los almidones modificados fisicamente en

funcién de sus propiedades térmicas, comportamiento redlogico y analisis fisicoquimicos.
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6.3.1 Caracteristicas morfolégicas
6.3.1.1 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Las morfologias de los granulos de almidon de jinicuil modificados por molienda a
diferentes condiciones se presentan en la Figura 6.9. Los granulos de almidén nativo de
jinicuil presentaron formas esféricas ovaladas, con superficies lisas (Figura 6.1), a través
de MEB se confirm6 que dicha morfologia se afecté por la molienda de alta energia (Figura
6.9). Los almidones modificados fisicamente en el presente proyecto presentaron
superficies irregulares, con estructuras distorsionadas, esto coincide con lo reportado para
los granulos de almidén de zanahoria peruana y de yuca, los cuales también presentaron
formas irregulares después de su modificacién por molienda mecanica (Morales et al.,
2012). De acuerdo con las micrografias obtenidas por MEB, los granulos de almidén se
rompieron en pequefios tamafios de particulas, sin embargo, se adhirieron unos a otros
hasta formar aglomerados de mayor tamafo (Figura 6.9). Como se reporta en la siguiente
seccion, este comportamiento se confirmé cuando se analizé la distribucion del tamafio de
particula de los almidones modificados bajo diferentes tratamientos de molienda de alta

energia.
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Figura 6.9 Microscopia electrénica de barrido de almidones modificado por molienda

mecanica a 28 (a) y 38 (b) xg y diferentes tiempos.

6.3.1.2 Distribucion de tamario de particula (DTP)

Las distribuciones de tamafio del granulo de almidén de jinicuil obtenidas a diferentes
condiciones de molienda se muestran en la Figura 6.10. A 28 xg se observan diferencias
en el volumen de distribucién de tamafo de particula de acuerdo con el tiempo de molienda
(Figura 6.10a). Sin embargo, a 38 xg el comportamiento en la DTP es homogéneo, es decir,
es independiente del tiempo (Figura 6.10b), debido a que en esta Gltima condicién el granulo
estd sujeto a mayor compresion, impacto, cizalla y desgaste, lo que causa dafo fisico a los
granulos desde los primeros minutos de tratamiento. La distribucion homogénea que se
obtuvo en el presente trabajo (Figura 6.10b), se relaciona con lo reportado por Roa et al.,
(2015), quienes determinaron el efecto de la energia durante la molienda mecanica sobre
las propiedades reolégicas y térmicas de la harina de amaranto; en el trabajo citado se
obtuvieron tamafos de particulas desde 880 um hasta 70 um, dependiendo de la energia
gue se generd en el molino; los autores indican que las muestras eran mas homogéneas

entre mayor energia se aplicara.
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Figura 6.10 Distribucion del tamafio del granulo de almidones nativos y modificados de

semillas de jinicuil (Inga jinicuil) mediante molienda mecanica a 28 (a) y 38 (b) xg y
diferentes tiempos.
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En términos generales, se observé un incremento del tamafio de particula con el
tratamiento de molienda mecéanica en comparacion con el tamafio del granulo de almidon
nativo de la semilla de jinicuil, independientemente de las condiciones evaluadas (Figura
6.10). Estos resultados son similares a lo reportado por otros autores (Zhang et al., 2010;
Liu et al., 2011; Moraes et al., 2012; He et al., 2014; Lv et al., 2019), quienes sugieren que
el incremento del tamafio de particula podria estar asociado a los fenbmenos mecanicos
involucrados durante la molienda con bolas y a la composicion del almidén. La molienda
mecanica se divide generalmente en dos etapas: etapa de molienda y etapa de activacion
mecanica. Durante la etapa de molienda, las fuerzas mecénicas estan en equilibrio
dinamico, lo cual permite que ocurra la transicién de granulos duros a fragiles, la duracion
de esta etapa dependera del tamafio del granulo y su naturaleza. La siguiente etapa
(activacion mecanica) ocurrira a partir de una disminucion critica del tamafio del granulo, la
cual permitira una transicion de granulos fragmentados a granulos aglomerados, este
fendmeno ocurre debido a que los granulos mas pequefos se adhieren a la superficie de
los granulos mas grandes, lo cual origina estructuras distorsionadas con mayores tamafos
de particula (Liu et al., 2011; He et al., 2014).

Ademads, los contenidos de humedad (7.81%) y proteina (20.93%) del almidén nativo
de jinicuil podrian favorecer el incremento del tamafio del granulo durante el proceso de
molienda mecéanica. ElI agua podria cumplir un papel plastificante que permitiria la
gelatinizacién del almidén (Zhang et al., 2010; Moraes et al., 2012; Lv et al., 2019). Zhang
et al., (2010) observaron que a bajas humedades del almidén (0.95-1.20%) se consiguio la
disminucion del tamafio de particula, mientras que a mayor contenido de humedad
(11.05%) se obtuvieron particulas mas grandes. Por otra parte, el contenido de proteina
podria contribuir a la formacién de aglomerados con alto grado de cohesividad, debido a
los puentes de hidrogeno, las fuerzas electrésticas y las fuerzas de Van der Waals

involucradas (Montalvo, 2012).

6.3.2 Propiedades Fisicoquimicas
6.3.2.1 Perfil de Pasting

Los perfiles de viscosidad de los almidones modificados de la semilla de jinicuil

mediante molienda mecanica se observan en la Figura 6.11. Se observaron diferencias en
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el comportamiento obtenido entre el almidon nativo y los almidones modificados. El pico de
viscosidad disminuyé de 1830 cP para el almidén nativo bajo estudio hasta un intervalo de
900 a 1300 cP para los almidones modificados, las viscosidades menores se alcanzaron a
38 xg. Lo anterior sugiere que la modificacion fisica conduce a un cambio considerable en
las propiedades reoldgicas del almidon nativo de jinicuil. Esto resulta atractivo para la
aplicacion del almidén modificado como material de pared mediante secado por aspersion,
pues al disminuir la viscosidad se pueden alcanzar tamafios de gotas menores durante la
atomizacion, y en consecuencia se podrian obtener microcapsulas (John & Sons, 2015).
Sin embargo, no se alcanzé la viscosidad requerida (< 10 cP) para producir nanocapsulas
mediante secado por aspersién (Biichi, 2002). Resultados similares fueron observados por
Zhang et al., (2010) y Moraes et al., (2012), quienes reportaron una disminucion en el pico
maximo de viscosidad. Estos autores también observaron que se conservé el patron de
perfil de viscosidad caracteristico de los almidones, como en el presente proyecto (Figura
6.11). Esto esta asociado a que después del proceso de molienda todavia existen granulos

intactos que aln poseen la capacidad de retencion de agua (Moraes et al., 2012).

Huang et al., (2007) quienes estudiaron el efecto del tiempo de molienda sobre los
pardmetros térmicos del almidon de arroz y el almidén de yuca, reportan que el tiempo de
molienda es un factor importante ya que hay una disminucion de la temperatura de
gelatinizacién en los almidones y menor pico de viscosidad conforme se incrementa el
tiempo de molienda, debido a la energia generada durante el proceso (Roa et al., 2015).
Zhang et al., (2010) y Moraes et al., (2012) observaron cambios en el pico de viscosidad a
partir de 16 y 5 h de molienda, respectivamente. Estos tiempos de molienda son mayores
a los evaluados en el presente trabajo, en donde desde 50 hasta 80 min ya se observaron
cambios en el pico de viscosidad. Esto podria estar asociado a las diferencias en densidad
y tamafio de las bolas, el nimero de bolas utilizadas y la relacion masa de las bolas-masa

de la alimentacion (Martinez-Lépez, 2018).

La temperatura a la cual se alcanza el pico maximo de viscosidad no se afect6 por las
condiciones de molienda mecanica evaluadas en el presente trabajo (Figura 6.11). Estos
resultados no coinciden con lo observado por Moraes et al., (2012) y Zhang et al., (2010),
quienes reportan una disminucion en dicha temperatura. Los resultados obtenidos sugieren

gue se conserva la estabilidad térmica de los granulos de almidon de las semillas de jinicuil,
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ya que la presencia del perfil de Pasting caracteristico de los almidones nos indica que no

se dafi6 el orden molecular del granulo de almidon.

60



UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN

CAMPUS TUXTEPEC
MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA

100
3500
- 90
3000
- 80
2500
% - 70 co
T 2000 g
w ot
o [0
(o}
8 1500 [, &
g K
1000 >
500 2o
Nativo
——50min 0 T T T T T T T T T T T T T 20
— 80min 0 200 400 600 800 1000 1200
—_70min Tiempo (s
— 80min po (s)
3500 100
90
3000 4 |
L 80
2500
% 70 :,O
3 2000 g
ke I-60 E
§ 1500 o
8 50 £
= k-
1000 4
500 | 30
Nativol o T T T P U 20
— 50min 0 200 400 600 800 1000 1200
—— 60min )
—— 70min Tiempo (s)
—— 80min

Figura 6.11 Perfil de viscosidad de almidones modificados de semillas de jinicuil (Inga
jinicuil) mediante molienda mecanica a 28 (a) y 38 (b) xg y bajo diferentes tiempos.
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6.3.2.2 Temperatura y entalpia de gelatinizacién

Las propiedades térmicas pertenecientes a los almidones modificados por molienda
mecanica se presentan en la Tabla 6.4. Donde se observé que el almidon modificado por
la molienda a 28 xg por 50 min fue el Unico que presentd temperatura y entalpia de
gelatinizacion, lo cual sugiere que este tratamiento fue el menos agresivo sobre la
estructura cristalina del almidén nativo de jinicuil. Las propiedades térmicas, en especial, la
entalpia de gelatinizacién se relaciona con el porcentaje de cristalinidad y la organizacion
de esta region (Genkina et al., 2007; Li et al., 2013). De acuerdo con lo observado por DRX
(Figura 6.12), se confirma que las condiciones evaluadas de molienda mecéanica afectaron
la zona cristalina, en consecuencia, se aumentaron las areas amorfas y se afectaron las
propiedades térmicas de los granulos. Resultados similares han sido reportados por otros
autores cuando realizaron la modificacion mecanica de almidones de distintas fuentes
(Zhang et al., 2010; Liu et al., 2011; Moraes et al.,, 2012; Martinez-L6pez, 2018). La
disminucion de la entalpia a comparacion del almidéon nativo también se asocia a los
granulos de forma irregular que se producen después de la molienda mecénica, esto es
debido a que se afecta la zona cristalina del almidén (Singh & Singh 2003; Kaur et al.,2002
y Martinez et al.,2013).

Tabla 6.4 Temperaturas de gelatinizacion de almidones modificados bajo diferentes
tratamientos de molienda mecéanica de alta energia.

Entalpia de
gelatinizacién
(J/9)
Almidén nativo 84.53 £ 0.052 87.85 + 0.05° 98.02 £ 0.14* 15.27 £0.33?

Temperaturade  Temperaturade Temperatura

Tratamiento inicio (°C) gelatinizacién (°C) final (°C)

28 xg - 50 min 84.97 + 0.10? 89.60 + 0.15° 97.43 £+ 0.16° 13.51+0.26°
28 xg - 60 min NP NP NP NP
28 xg - 70 min NP NP NP NP
28 xg - 80 min NP NP NP NP
38 xg - 50 min NP NP NP NP
38 xg - 60 min NP NP NP NP
38 xg - 70 min NP NP NP NP
38 xg - 80 min NP NP NP NP

*Los valores corresponden a la media de tres repeticiones + error estandar. Los valores en columnas que no comparten una

letra son significativamente diferentes (p < 0.05). NP: No presentd.
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Los resultados obtenidos en el presente proyecto concuerdan con lo reportado por
Han et al., (2007) y Huang et al., (2007), quienes informaron sobre la disminucion de los
parametros térmicos con un aumento del tiempo de molienda cuando estudiaron el efecto
del tiempo de molienda sobre los parametros térmicos del almidon de arroz y de yuca,

respectivamente.

6.3.2.3 Difraccion de rayos X (DRX)

En la Figura 6.12 se pueden observar los patrones de DRX del almidén nativo de
jinicuil y de los almidones modificados mediante molienda mecénica. La intensidad de los
picos de difraccién disminuyé parcialmente a partir de 60 min a 28 xg (Figura 6.12a) y a
partir de 50 min a 38 xg (Figura 6.12b), esto indica que la cristalinidad del granulo de
almidon disminuyd conforme se aumentd el tiempo de molienda, esto coincide con otros
reportes donde uno de los efectos de la molienda mecanica sobre los almidones es la
reduccién de su cristalinidad con el consecuente aumento de las areas amorfas (Zhang et
al., 2010; Liu et al., 2011; Moraes et al., 2012; Martinez-Lépez, 2018). La fuerza mecanica
ocasiona la destruccién de la estructura del granulo, la relajacion de los grupos cristalinos
y la modificacién en la disposicién de la amilopectina-amilosa, en consecuencia, se originan
distorsiones y defectos en los cristales (Zhang et al., 2010; UrzGa-Valenzuela, 2018). Esto
confirma el comportamiento observado durante el andlisis del perfil de viscosidad de los
almidones modificados (Figura 6.11), donde la disminucién en el pico maximo de viscosidad
se asocia con la disminucion de las zonas cristalinas del granulo de almidén (Figura 6.12),
esta relacion entre el indice de cristalinidad y la viscosidad maxima ha sido reportada por
otros autores (Zhang et al., 2010; Moraes et al., 2012).

A partir de 50 min a 38 xg, las estructuras cristalinas de los almidones bajo estudio
basicamente desaparecen, alcanzando indices de cristalinidad de 3.69 % (50 min-38 xg) a
1.67% (80 min-38 xg), valores inferiores al indice de cristalinidad del almidén nativo
(23.18%). Los tiempos de molienda mecéanica para dafiar la estructura cristalina del granulo
de almidon de jinicuil son menores a lo reportado para modificaciones de los almidones de
arroz (Zhang et al., 2010), de maiz (Liu et al., 2011), de yuca y zanahoria (Moraes et al.,
2012). Estas diferencias en los tiempos podrian estar asociadas a las distintas condiciones

de molienda: material y densidad de las bolas, nUmero de bolas, relacién bola/alimentacion,
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revoluciones, humedad y la propia naturaleza del granulo. En este Gltimo punto, Moraes et
al., (2012) sugieren que almidones con bajo contenido de amilosa son mas féciles de dafar
debido a que esta fraccién podria generar un efecto de proteccién sobre el granulo, y

entonces se reduciria el impacto sobre la region cristalina.
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Figura 6.12 Patron de difraccién de rayos X de almidones modificados de semillas de
jinicuil (Inga jinicuil) mediante molienda mecéanica a 28 (a) y 38 (b) xg y diferentes tiempos.
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6.4 Caracterizacion de almidones de semilla de jinicuil modificados

dualmente

De acuerdo con los resultados obtenidos anteriormente sobre la modificacién del
almidén nativo por molienda mecéanica, se seleccioné el tratamiento a 28 xg (600 rpm) por
50 min para realizar la modificacion dual (molienda + entrecruzamiento) del almidén de
jinicuil. Estas condiciones de molienda mecéanica fueron las que presentaron el menor
tamafo de particula y la menor viscosidad en el menor tiempo posible de procesamiento.
Los resultados se compararon con el almidén nativo, modificado por molienda vy

entrecruzamiento individualmente.

6.4.1 Caracteristicas Morfoldgicas

6.4.1.1 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Se estudié mediante MEB la morfologia y superficie de los almidones modificados
bajo los diferentes tratamientos evaluados, los cuales se presenta en la Figura 6.13. Se
observé gue las modificaciones realizadas al almidon de la semilla de jinicuil proporcionaron
particulas de tamafios mas grandes con respecto al almidén nativo, esto es debido a la
aglomeracion que se llevd a cabo entre las particulas. Lo observado por MEB se puede

confirmar con los resultados de DTP (Figura 6.14).

En la micrografia del almidéon modificado dualmente (Figura 6.13d), se puede
observar que algunos granulos de almidon presentan ligeras abolladuras en la superficie,
esto se ha reportado por otros autores y esta caracteristica superficial del granulo la han
asociado a diferentes grados de modificacién, y por lo tanto se consiguen diferentes
propiedades fisicoquimicas y funcionales (Carmona- Garcia et al., 2009; Koo et al., 2010;
Moin et al., 2019). También se pudo observar mayor agregacion en las particulas de los
almidones modificados dualmente, esto puede sugerir el entrecruzamiento entre el almidén
y los agentes entrecruzantes. Carmona-Garcia et al., 2009 reporta que una mayor
agregacion de los granulos en los almidones reticulados se debe a la mayor
desorganizacion de los granulos y lixiviacién de amilosa. Debido a la contingencia sanitaria
por COVID-19 durante 2020, no se pudo contar con la micrografia del almidon modificado

solo por entrecruzamiento quimico, lo cual podria fortalecer esta hipotesis.

66



UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN

CAMPUS TUXTEPEC
MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA

Figura 6.13 Microscopia electronica de barrido de almidones modificados (a) almidén
nativo (b) almidén modificado por molienda (c) almidén entrecruzado (d) almidén dualmente
modificado.

6.4.1.2 Distribucion de tamafio de particula (DTP)

En la Figura 6.14 se presenta la distribucién de tamafio de particulas de los
almidones modificados y del nativo, donde se puede observar que éstos tienen una
distribuciéon multimodal. Estos resultados manifiestan un aumento en el tamafio de particula
en todas las modificaciones evaluadas. Como se discutié anteriormente, la molienda
mecanica aumento el tamafio de particulas, lo cual se atribuye al contenido de humedad y
de proteina del almidén, y como una de las consecuencias de la molienda mecéanica de alta
energia. En el caso del entrecruzamiento y la modificacién dual, el incremento del tamafio
de las particulas se atribuye a la mayor interaccion intra o inter molecular de los almidones
y los grupos de fosfato (Cai et al., 2019), lo cual fomentaria la formacion de agregados en

estas modificaciones.
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Figura 6.14 Distribucién de tamafio de particula de almidones nativos y modificados de la
semilla de jinicuil.

6.4.2 Propiedades fisicoquimicas.

6.4.2.1 Perfil de Pasting

Las modificaciones fisicas y quimicas conducen cambios distintos en las
propiedades reoldgicas de los almidones. La viscosidad del almidéon puede ser
incrementada o disminuida mediante la aplicacion de una modificaciéon u otra (Sanchez-
Rivera 2018). En los perfiles de viscosidad obtenidos en este trabajo se observaron
diferencias entre el comportamiento obtenido para el almidén nativo, modificado por
molienda, por entrecruzamiento y para el dualmente modificado, estos dos Ultimos

presentaron menor viscosidad durante el perfil completo (Figura 6.15).
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Figura 6.15 Perfil de viscosidad de los almidones modificados.

Como se ha discutido anteriormente, en el almidon modificado fisicamente se puede
observar una disminucion en el pico maximo de viscosidad en comparacién con el almidén
nativo, pero se conserva el patron de perfil de viscosidad caracteristico de los almidones,
asociado a la presencia de granulos aun intactos. Sin embargo, en el caso de los almidones
modificados quimica y dualmente, no se puede observar un perfil de viscosidad
caracteristico de los almidones, esto es debido a que los enlaces cruzados logran estabilizar
la estructura granular del almidén, impidiendo su interaccion con el agua. Este
comportamiento coincide con lo reportado por Cai et al., (2019) y Fan et al., (2019). Con
estos resultados se puede asegurar que la modificacién quimica fue la principal responsable

de disminuir considerablemente la viscosidad del almidén nativo.

Los resultados del perfil de viscosidad de los almidones modificados se correlacionan
con el comportamiento observado en la difraccidon de rayos X (Figura 6.16), pues la
disminucion en el pico maximo de viscosidad de los almidones modificados se asocia con

la disminucién de las zonas cristalinas de sus granulos (Figura 6.15 y 6.16), esta relaciéon
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entre el indice de cristalinidad y la viscosidad maxima ha sido reportada por otros autores
(Moraes et al., 2012).

6.4.2.2 Temperatura de gelatinizacion

La gelatinizacion del almidén es el colapso del orden molecular dentro del granulo,
con cambios irreversibles en sus propiedades como hinchamiento granular, fusion
cristalina, pérdida de la birrefringencia, aumento de la viscosidad y solubilidad del granulo
(Singh et al., 2007). La temperatura de gelatinizacion y entalpia del almidén nativo y
modificados se presenta en la Tabla 6.5. La entalpia de gelatinizacion de los almidones
modificados disminuyd en comparacién con el almidén nativo, esto se relaciona con la
cristalinidad, entre mas alto sea el porcentaje de cristalinidad mayor entalpia se presentara
(Li et al., 2013). Como se observa en la Figura 6.16, el mayor porcentaje de cristalinidad lo
presentd el almidon nativo, y también presento la mayor entalpia de gelatinizacion (Tabla
6.5). Esto indica que se requiere de menor cantidad de energia para que se lleve a cabo el

desdoblamiento de las dobles hélices en los almidones modificados.

Por otro lado, para el almidon entrecruzado mostr6 una temperatura de
gelatinizacibn mas alta que la del almidén nativo de jinicuil (Tabla 6.5), lo cual puede
deberse a que el entrecruzamiento estabilizé la estructura del granulo, requiriendo mayor
temperatura para llevar a cabo la gelatinizacién (Liu et al., 2014). La temperatura de
gelatinizacién del almidén modificado quimicamente resulta del grado de reticulacion o
sustitucion, es decir, del efecto de fortalecer los enlaces entre las cadenas de almidoén
(Gatkowska & Juszczak 2019). Mientras que el aumento en la temperatura de gelatinizacion
del almidén modificado por molienda con respecto al del almidon nativo, puede asociarse

al tamafio mayor de granulo del almidén modifcado (Figura 6.14).
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Tabla 6.5 Temperaturas de gelatinizacion de almidon nativo y modificados de jinicuil.

Material de  Temperatura Temperaturade  Temperatura Elgi?ri?zgcdign
pared de inicio (°C) gelatinizacion (°C) final (°C) 9 3/9)
Nativo 84.53 + 0.05° 87.85 £ 0.05°¢ 98.02 + 0.14% 15.27 + 0.332

Molienda 84.97 + 0.10P 89.60 + 0.15° 97.43+0.16%  13.51 +0.26°
Entrecruzado 87.71 + 0.24% 91.95+0.702 96.45 + 0.70° 4.46 +0.31°
Dual NP NP NP NP

*Los valores corresponden al valor de la media de tres repeticiones + error estandar. Diferentes letras
en una columna significan diferencias significativas (p < 0.05). NP: No presentd

6.4.2.3 Difraccion de rayos X (DRX)

En la Figura 6.16 se presenta el patréon de DRX de los almidones modificados y del
nativo, donde se puede observar una disminucién en la intensidad de los picos de difraccion,
lo cual nos indica que la cristalinidad del granulo de almidén disminuyé con los diferentes
tratamientos de modificacion estudiados. Estos resultados coinciden con los reportados por
Cai etal., (2019) y Fan et al., (2019).

Sin embargo, en el almidon entrecruzado el patrén de difracciébn no cambio, esto se
atribuye a que el entrecruzamiento dentro de los granulos de almiddn ocurre principalmente
en las zonas amorfas, probablemente debido a que las zonas amorfas son mas flexibles y
disponibles para el entrecruzamiento (Aparicio-Saguilan et al., 2006). Esto concuerda con
lo reportado por Aparicio-Trapala (2003), quién reportd que el patrén de difraccion de los
almidones entrecruzados de yuca y camote no mostraron diferencias en comparacion con
el patron del almidén nativo. Este autor sugiere gue esto ocurre debido a que los grupos

fosfatos se unieron en las regiones amorfas del granulo.

A pesar de que se conserva el patrén de DRX en el almiddn entrecruzado, si se
observa una disminucién en el porcentaje de critalinidad con respecto al almidén nativo
(Figura 7.16). Cai et al., (2019), reportaron que una disminucién en la cristalinidad de los
almidones modificados quimicamente se debe a que la reaccion de entrecruzamiento puede
ocurrir también en regiones cristalinas de los granulos del almidén, con la sustitucién de

inter e intra enlaces de hidrégeno por grupos fosfatos. Por lo tanto, esto podria justificar la
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disminucion de la cristalinidad del almidén modificado por entrecruzamiento y del dualmente
modificado (Figura 6.16). Estos resultados coinciden con lo observado en el perfil de
viscosidad de estos almidones modificados (Figura 6.15), donde la disminucién en el pico
maximo de viscosidad se asocia con la disminucion de las zonas cristalinas del granulo de

almidon (Figura 6.16), como ya se ha discutido anteriormente.

Figura 6.16 Patrén de difraccién de rayos X de almidén modificado de semillas de jinicuil
(Inga jinicuil) mediante entrecruzamiento, molienda y dualmente.

6.4.2.4 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Se utilizé la espectroscopia infrarroja para confirmar los cambios en la estructura
guimica del almidén de jinicuil como resultado de la modificacién quimica propuesta. Los
espectros del almidén nativo, almidén entrecruzado y dualmente modificado se presentan
en la Figura 6.17. Sin embargo, no se lograron detectar cambios significativos en el patron
de espectroscopia FTIR de los almidones modificados, comparandolos con el nativo. Se
encontraron sefiales caracteristicas de la molécula del almidén, los picos a 2945 cm™ se

atribuyen al estiramiento C-H, mientras que la banda extremadamente ancha que aparece
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a 3300 cm™ se asocia con las vibraciones de estiramiento del grupo hidroxilo (Sanchez-
Rivera 2018).

De acuerdo con la estructura quimica del STMP y la vibracion de estiramiento de los
compuestos de éster de fosfato, existe una banda de absorciéon para P-O-C a 810 cm?
(Sanchez-Rivera 2018) y para el enlace P=0 a 1210 cm™ (Trommer et al.,2007; Peng et al.,
2011), pero estos picos no fueron detectados en el espectro de las muestras del almidén
entrecruzado y dual, esto podria deberse a la sensibilidad del equipo y a la concentracion
tan baja utilizada de agente entrecruzante. Probablemente las sefiales quedan inmersas y
se solapan con las sefiales del almidén, observandose iguales, tal y como lo reportaron Gao
et al., (2014) previamente. Sin embargo, en los almidones modificados se evaluaron sus
propiedades por DRX, perfil de viscosidad y DSC, pruebas que permitieron observar que
los granulos modificados presentaron diferentes propiedades en comparacién con las del

almidon nativo, por lo tanto, la modificacion quimica si se llevo a cabo.
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Figura 6.17 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier del agente
entrecruzante, del almidon nativo y de los almidones modificados.
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6.5 Caracterizacion de las cdpsulas obtenidas mediante secado por

aspersion

Con el fin de evaluar sus propiedades como materiales de pared, el almidon nativo de
jinicuil y los modificados fisica, quimica y dualmente, fueron utilizados para encapsular

acido ascorbico mediante secado por aspersion.

6.5.1 Actividad de agua (a,,)

Este parametro es muy importante para evaluar la seguridad, la calidad de los
alimentos y su vida util (Silva-Faria et al., 2020), ya que el agua libre puede ser utilizada por
microorganismos que podrian conducir a factores que contribuyen al deterioro. Las
bacterias generalmente requieren al menos 0.91 de a,, y los hongos al menos 0.70; de ahi
la importancia de tener valores bajos de a,, (Barra et al., 2019). Los valores de actividad de
agua fueron menores a 0.45 a,, lo cual también nos sugiere que es bajo susceptible a

formar aglomerados o endurecimiento de los polvos (Ferrer et al., 2013)

Los resultados mostraron que las microparticulas obtenidas con almidones nativo y
modificados de jinicuil tienen un bajo contenido de a,, con valores de 0.24 a 0.43 (Tabla
6.6). Los valores obtenidos fueron mas altos que los reportados por Zanonia et al., (2020)
guienes utilizaron como material de pared el almidén modificado Capsul® durante la
encapsulacion de polifenoles mediante secado por aspersion. Sin embargo, los resultados
obtenidos en el presente trabajo fueron similares a lo reportado para las capsulas de acido
ascorbico formadas con alginato y goma arabica mediante secado por aspersion (Barra et
al., 2019). En general, valores inferiores a 0.6 inhiben diversas reacciones indeseables
como oxidacion, reaccion de Maillard, accién de enzimas y desarrollo de microorganismos
(Da costa et al., 2016).

Los valores mas altos de a,, en las capsulas se obtuvieron con el almidon nativo, y
el valor mas bajo se logré utilizando como material de pared el almidon modificado por
entrecruzamiento, esto se atribuye a la interaccion intramolecular de los grupos fosfatos y
el almidon logrado por entrecruzamiento quimico, lo cual permite disminuir el agua libre (Cai
etal., 2019).
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Tabla 6.6 Actividad de agua y humedad de las capsulas de almidén de jinicuil (Inga
jinicuil).

Tratamientos Actividad de agua (aw) Humedad bs (%)
Nativo 0.43 £0.022 1.75+0.72°¢
Molienda 0.35+0.01° 2.94 +0.37°
Entrecruzamiento 0.24 £0.04° 4.56 £ 0.632
Dual 0.36 +0.03° 1.76 £ 0.72°¢

*Los valores corresponden al valor de la media de tres repeticiones + desviacion estandar. Diferentes letras en una columna
indican diferencias significativas (p < 0.05).

6.5.2 Humedad

Las microcapsulas obtenidas mediante secado por aspersion utilizando como
materiales de pared almidones nativo y modificados de jinicuil presentaron diferentes
porcentajes de humedad (Tabla 6.6), en un intervalo de 1.75 a 4.56% de humedad base
seca. Estos valores fueron similares a lo reportado por Barra et al., (2019), quienes
microencapsularon acido ascorbico con alginato (2.14 - 5.48% H bs) y goma arébica (1.39
- 5.43% H bs) mediante secado por aspersién (Temp. de entrada, 140 °C; Temp. de salida,
70 °C). Estos autores reportaron un aumento de la humedad en relacién con la cantidad de
polimero utilizado, entre mas material de pared mayor humedad. Este efecto fue mas
considerable cuando se utilizé alginato, por la naturaleza hidrocoloide intrinseca con alta
higroscopicidad. En el presente estudio, la humedad mas alta se obtuvo cuando se utilizé
el almidén de jinicuil entrecruzado como material de pared, esto podria deberse por el
fosfato presente que es hidrofilico y por ende menor aw, ya que hay menor cantidad de agua
libre presente en la capsula. Los valores de humedad fueron inferiores al 6%,
independientemente del material de pared utilizado, lo cual nos indica baja susceptibilidad
al ataque por microorganismos y se puede sugerir un almacenamiento prolongado (Abbas
et al., 2012).

6.5.3 Analisis morfolégicos
6.5.3.1 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Se obtuvieron las micrografias de las particulas obtenidas mediante secado por

aspersion con los diferentes materiales de pared evaluados (Figura 6.18), las cuales

75



UNIVERSIDAD DEL PAPALOAPAN

CAMPUS TUXTEPEC
MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA

permitieron evaluar la forma e integridad de las capsulas obtenidas. La forma de la capsula
esta relacionada en gran parte con el material de pared que se utiliza (Palma- Rodriguez,
2012).

Las micrografias mostraron la presencia de particulas con diferentes dimensiones,
lo cual concuerda con los resultados de DTP (Figura 6.19), los tamafios de las capsulas
van desde 1 um hasta 1000 um, esto va dependiendo del material de pared utilizado, sin
embargo, de acuerdo con lo reportado por otros autores, las particulas obtenidas en el
presente trabajo se pueden considerar microparticulas, ya que se indica que el intervalo de
tamafo de las microcapsulas va de 1 a 5000 um, mientras que para nanocapsulas es de <

0.2 ym y para macrocapsulas > 5000 um (Dias et al., 2015; Leyva- Lopez et al., 2019).

Ademfias de los diferentes tamafios observados por MEB, las micrografias muestran
particulas aglomeradas de forma irregular y esféricas (Figuras 6.18A, 6.18C y 6.18D).
Sepelevs et al., (2018) atribuyen que la adhesién que produce los aglomerados depende
de los pardmetros utilizados durante el secado por aspersion, ya que temperaturas altas
pueden dar un material pegajoso lo cual depende de las propiedades térmicas de éste, y
las temperaturas bajas pueden ser poco eficientes y de igual manera generar
aglomeraciones. La formacion de agregados esféricos también se le ha atribuido al
contenido de proteina, debido a que ésta interactia como agente de union (Hoyos-Leyva
et al.,, 2018). Gonzalez-Soto, et al. (2011) informaron que el almidén de taro tiene la
capacidad de formar agregados esféricos sin la adicion de agentes aglutinantes, debido a
un contenido relativamente alto de proteina (4.5 g / 100 g), que es suficiente para generar

aglomerados esféricos.

En el caso del almidén modificado por molienda mecanica se observaron estructuras
colapsadas o abolladas, con particulas pequefias que se adhirieron entre ellas o con
particulas mas grandes, esta morfologia también fue reportada con almidéon modificado
CAPSUL® utilizado como material de pared en la encapsulacién de polifenoles (Zanoni et
al., 2020). Esto podria atribuirse a una baja tasa de alimentacién durante el secado o baja
cantidad de solidos, lo que hace que el proceso de secado sea mas rapido e implique la
obtencion de particulas colapsadas y pequefas (Garcia-Tejeda et al., 2016). También se le
atribuye a la temperatura del aire de secado, a bajas temperaturas hay una menor difusion

de agua, incrementando el tiempo de secado lo que provoca que la cpsula colapse.
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Mientras que, a altas temperaturas del aire la evaporacion rapida del agua y la presion alta
dentro de la particula provoca que éstas se colapsen (Palma-Rodriguez, 2012; Castro et
al., 2015).

Figura 6.18 Microscopia electrénica de barrido de capsulas obtenidas con diferentes
materiales de pared (a) almidén nativo (b) almidén modificado molienda mecénica (c)
almidén modificado por entrecruzamiento (d) almidén modificado dualmente.

6.5.3.2 Distribucion del tamafio de particula (DTP)

La DTP de las capsulas varié dependiendo del material de pared utilizado, en la
mayoria de los materiales se presentd una distribucién bimodal a diferencia de cuando se
utilizé como material de pared el almidon entrecruzado y el dualmente modificado, los

cuales presentaron una distribucién multimodal (Figura 6.19).
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Figura 6.19 Distribucion de tamafio de particula de las capsulas de material de pared de
almidon nativo y modificados.

El almid6n nativo present6 tamafos de 1 um a 15 um, el almidén modificado por
molienda mecanica presentd tamafios de 1.5 um a 20 um, y los almidones entrecruzado y
dualmente modificado presentaron tamafios de 1.5 pm, 15 um, 150 um y 800 um. Estos
resultados son similares a los reportados por diferentes autores que obtienen capsulas
mediante secado por aspersion utilizando como materiales de pared maltodextrina
GLOBE® 1905 y Capsul Snow Flake® E6131 (Gomes da Costa et al., 2016), goma arabica
y alginato de sodio (Barra et al., 2019), maltodextrina y goma arabica (Silva-Faria et al.,
2020). La cantidad de sélidos presentes en la mezcla y la viscosidad son factores que
influyen en el tamafo de particula de las capsulas (Schafronth et al., 2012; Barra et al.,
2019). Al tener materiales de pared con viscosidades altas dificulta la atomizacion de la
muestra generando tamafio de particulas mayores, ya que se requiere mayor tension
superficial para formar pequefias gotas (BUCHI, 2007). Para facilitar la atomizacion y

proteger el compuesto activo mediante la formacion répida de la pelicula, es importante que
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el material de la pared muestre bajas viscosidades incluso a altas temperaturas
(Gharsallaoui et al., 2007; John Wiley & Sons, 2015).

6.5.4 Eficiencia de encapsulacion de acido ascorbico y rendimiento del
proceso

Las microparticulas obtenidas mediante secado por aspersién mostraron diferentes
porcentajes de eficiencias de encapsulaciéon, dependiendo del material de pared utilizado
(Tabla 6.7) teniendo de 28.28% a 63.55% de eficiencia de encapsulacion. En todos los
casos, la eficiencia de encapsulacion se midié estimando la cantidad de acido ascérbico
tanto en el interior como en la superficie de las microparticulas. El almidon nativo es el que
presentd la mayor eficiencia de encapsulacion con un 63.55%, resultado similar a lo
reportado para almidon modificado Capsul® utilizado como material de pared en la
encapsulacion de polifenoles, mediante secado por aspersion con temperatura de entrada
de 140 °Cy de salida de 70 °C (Zanonia et al., 2020). A partir de los resultados de eficiencia
de encapsulacion, se infiere que la estructura nativa del almidén de jinicuil presenta mayor
interaccion con el acido ascorbico con respecto a sus formas modificadas. Zhi-Hong et al.,
(2020) reportaron que las fuerzas de interaccion entre el material de la pared y el material
del nucleo pueden beneficiar a la retencién de compuestos encapsulados. Otros autores le
atribuyen una mejor retenciéon de los compuestos encapsulados por el contenido de
proteina que la muestra presente, debido a que ésta tiende a generar aglomerados
esféricos, lo que permite que el compuesto bioactivo quede en la parte interior de la capsula

formada, como se observé por MEB (Figura 6.18) (Gonzalez-Soto et al., 2011).

La eficiencia obtenida en el presente trabajo es menor a lo reportado para cipsulas
preparadas con alginato de sodio con 90% de eficiencia, mediante secado por aspersion
con temperatura de entrada de 140 °C y de salida de 86 °C, con una dispersion de sélidos
de 5 g/L (Barra et al., 2019), sin embargo, las capsulas de alginato tienen dificultades en su
aplicacion a nivel industrial, susceptibilidad al ambiente acido, con pérdida de su integridad
y estabilidad mecénica, formacién de poros en la superficie de la capsulas y difusion

relativamente rapida de la humedad (Pérez-Leonard et al., 2013).
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Las eficiencias mas bajas se presentaron cuando se utilizaron como materiales de
pared el almidon modificado por entrecruzamiento y con el modificado dualmente, esto se
atribuye a que durante la modificacién quimica se generaron agregados en el material de
pared, como se observo por MEB (Figura 6.13), lo cual impidi6 la eficiente encapsulacion
durante el secado por aspersion. La baja eficiencia también se relaciona con lo que se
observo cuando se llevo a cabo la microencapsulacion en el secador por aspersion, donde
las particulas se quedaron adheridas a la cAmara de secado, asociado a que las particulas

asperjadas fueron grandes debido a una tension superficial alta (John Wiley & Sons, 2015).

La cuantificacion de los compuestos encapsulados esta relacionada con la
volubilidad de los materiales, con la interaccion polimero-compuesto bioactivo, debido a las
interacciones través de grupos funcionales complementarios presentes en el polimero y el
activo. Ese tipo de interacciones dan lugar a enlaces puentes de hidrégeno, electrostaticos
y en determinados casos, interacciones hidrofobas, impactando directamente sobre la
eficiencia de encapsulacion e impidiendo al mismo tiempo la transformacion de los
compuestos a formas menos estables o bien, pérdida de la actividad biolégica

correspondiente (Moser et al., 2017).

El rendimiento obtenido utilizando los diferentes materiales de pared se presentan
en la Tabla 7.7 donde se puede observar una variacion de 14.57% a 44.02% de rendimiento.
Los valores més altos de rendimientos se obtuvieron cuando se us6 almidon modificado
fisicamente por molienda mecanica. Esto se le atribuye a la viscosidad, debido a que entre
mayor viscosidad se requiere una mayor tension superficial para asperjar la muestra y se
obtienen tamafios de particulas mayores, el tiempo de residencia en la camara de secado
es corto (15 s) lo que hace que se genere un material que se adhiera en la pared de la
camara de secado, como se observo durante la parte experimental del trabajo. Barra et al.,
(2019) relacionaron la cantidad de solidos totales con el rendimiento de proceso, dado que
al utilizar como material de pared alginato para encapsular acido asc6rbico, a medida que
aumentaba la concentracién de polimero en el sistema, el rendimiento de encapsulaciéon
disminuia. Este efecto puede atribuirse al aumento de la viscosidad de las soluciones de
alginato, que coincide con lo observado en la Figura 6.5 donde se presenta una disminucion
de la viscosidad de los almidones modificados por molienda a comparacion del almidén

nativo. Por otro lado, los bajos rendimientos obtenidos utilizando almidén modificado por
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entrecruzamiento y con almidén modificado dualmente, se atribuye a lo mencionado
anteriormente: la modificacibn quimica generé agregados, lo cual dificultdé obtener
particulas pequefias, lo cual impidi6 que éstas se secaran y en consecuencia quedaron
adheridas a las paredes del secador, viéndose reflejado en los rendimientos del proceso
(BUCHI, 2007).

Tabla 6.7 Eficiencia de encapsulacion de acido ascorbico y rendimiento de proceso de
secado por aspersion.

Tratamientos Eficiencia de Rendimiento del
encapsulacion (%) proceso (%)
Nativo 63.55+2.772 28.28 + 0.12°
Molienda 38.57 + 1.04° 44.04 + 2.27°
Entrecruzamiento 29.21 £2.17° 18.66 + 1.08°
Dual 28.28 +0.91° 14.57 + 4.04¢

*Los valores corresponden a la media de tres repeticiones + desviacion de estandar. Diferentes letras en una columna

significan diferencias significativas (p < 0.05).
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7 CONCLUSIONES

La caracterizacion parcial del almidén de las semillas de jinicuil, sugiere que puede
tener numerosas aplicaciones como ingrediente en sistemas alimentarios y otras
aplicaciones industriales. Este almidon presentd un tamafio de granulo pequefio menor a
10 um de forma ovalada, con un pico de viscosidad méaxima de 1830 cP obtenido a 87 °C.
Este almidén puede ser utilizado para pastas, alimentos para bebés, mermeladas, debido
a que presentd un bajo porcentaje de sinéresis. Por su temperatura de gelatinizacion,
también puede destinarse a tratamientos de altas temperaturas, siempre que no se requiera
la gelatinizacion del almidén. Por su contenido de proteina y tamafio de granulo podria

destinarse a microencapsulacion de compuestos bioactivos.

Las modificaciones propuestas para tratar el almidén nativo de las semillas de jinicuil
permitieron modificar sus caracteristicas fisicoquimicas, reoldgicas y estructurales. Mas
estudios son necesarios para corroborar el efecto sobre las caracteristicas funcionales del

granulo de almiddn de jinicuil.

Las modificaciones del almidén de la semilla de jinicuil permitieron obtener materiales
de pared con una potencial aplicacion en la encapsulacidon mediante secado por aspersion,
alcanzando escala micrométrica. La mayor eficiencia de encapsulacion se alcanzé
empleando el almidén nativo como material de pared puesto que ocurre la formacion de
agregados esféricos debido a su contenido de proteina. El mayor rendimiento de proceso
se consigue con el almidén modificado mediante molienda mecanica, debido a que se logra
disminuir la viscosidad de la mezcla de alimentacién con respecto al resto de los materiales

evaluados.

El tamafio de las microcapsulas obtenidas es directamente proporcional al tamafio de
particula y viscosidad del material de pared utilizado. Se confirmé mediante MEB la
formacion de agregados esféricos cuando se utilizé almidén nativo de jinicuil como material

de pared, lo cual impact6 directamente en la eficiencia de encapsulacion.
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8 PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados del presente proyecto de investigacion, se sugiere:

Evaluar el efecto de remover la proteina del almidén de la semilla de jinicuil a
diferentes niveles sobre su capacidad de encapsulacion y sobre sus propiedades

fisicoquimicas, térmicas y reoldgicas.

Estudiar la modificacién fisica del almidon mediante molienda de alta energia con
otros niveles de tiempos de molienda, temperatura y velocidad; y considerar evaluar el
efecto del contenido de humedad y de proteina de la muestra sobre su morfologia, tamafio

de particula, propiedades fisicoquimicas, térmicas y reol6gicas.

Evaluar los efectos de la relacion material pared-nucleo, temperatura de entrada y de
salida, asi como porcentaje de sélidos en mezcla de alimentacion durante el proceso de
encapsulacion mediante secado por aspersion utilizando almidén nativo y modificado de

semillas de jinicuil.
Caracterizar termodinamicamente de las particulas obtenidas con la finalidad de

estudiar la estabilidad de las microcapsulas con respecto al tiempo y condiciones de

almacenamiento como humedad y temperatura.
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