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INTRODUCCION

El almidén es un polimero que se encuentra distribuido en diversas partes de las plantas: semillas,
fruta, hojas, tubérculos y raices. Ha sido utilizado en diferentes industrias, como la textil, papel
o alimentaria, debido a los atributos que posee, como la capacidad de retencién de liquido o
gelificacion; sin embargo, existen limitaciones al utilizar almidones nativos debido a sus
propiedades intrinsecas por lo que se han realizado estudios para modificarlos fisica, quimica o

microbiolégicamente, con el objetivo de mejorar sus caracteristicas funcionales (Sanchez, 2020).

Actualmente, las industrias han realizado modificaciones en almidones nativos, de tipo fisica,
quimica o enzimatico. Unas de las modificaciones quimicas mas utilizadas son la acetilacion y la
oxidacion; la primera es un proceso en donde los grupos de hidroxilo de los monémeros de
glucosa son sustituidos por acetilo, el cual es producido con acido acético en un medio alcalino
con hidréxido de sodio (Anchundia, 2019), 1a oxidacion se realiza con hipoclorito de sodio, en
ella se impulsa la conversion de los grupos hidroxilos de las unidades de anhidro glucosa a grupos
carbonilos y carboxilos. En ambas modificaciones obtenemos distintas ventajas y propiedades,

que aumentan su funcionalidad y por lo tanto su aplicacion.

Por otro lado, se han realizado estudios con almidones obtenidos de fuente no convencionales,
como con la paterna, que pertenece al género Inga, los cuales son arboles de tamafio mediano a
grande que se reproducen mediante sus semillas, produciendo frutos en forma de vainas que se
abren longitudinalmente a lo largo de dos suturas (Sanchez, 2016), los resultados han demostrado

gran potencial de uso en diferentes industrias.

Por lo anterior la presente investigacién tiene como objetivo la caracterizacion estructural y
morfolégica del almidén de paterna para evaluar su potencial alimenticio, realizando
modificaciones quimicas, como oxidacion y acetilacion, con la finalidad de determinar el efecto
que tienen estos procesos en el almidon de paterna, y determinar su posible uso en la industria

de alimentos.



JUSTIFICACION

El almidén ha sido ampliamente utilizado en la industria de los alimentos, derivado de su
importancia y su creciente demanda se han buscado fuentes alternativas para su obtencion,
llamadas no convencionales, sin embargo, estudios han hecho visible algunas limitantes para su
uso, en ese sentido se ha buscado modificar sus propiedades mediante métodos fisicos, quimicos

y enzimaticos para obtener mejores propiedades y versatilidad.

El fruto de cuajinicuil o paterna, es una de las especies nativas que aporta beneficios que no han
sido suficientemente cuantificados. Se encuentra en las regiones tropicales de México, la especie
es parte de los bosques mesofilos de las montafas y de ribera, que crece a lo largo de los rios. El
arbol se usa primordialmente para sombra en plantaciones de café y naranja y en los bordes entre

plantaciones para demarcar propiedades rurales (Niembro,2009).

Ortega en 2022, demostrd que sus semillas tienen un alto contenido de carbohidratos, 60%,
siendo el almidoén el principal (Ortega, 2020), derivado de este estudio se ha propuesto utilizarlo

como fuente no convencional de almidén para evaluar su potencial en la industria alimenticia.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El almidén es muy utilizado en la industria alimentaria, por lo que su demanda se ha
incrementado, lo anterior, porque es utilizado como aditivo en el disefio de alimentos, ya que
tiene la capacidad de modificar la textura, consistencia, humedad y estabilidad. Asimismo, es
utilizado en la industria del papel y carton, industria petrolera, textil, farmacéutica, doméstica y

entre muchas otras.

Sin embargo, el almidon puede tener ciertas limitantes por lo que se acude a modificar la

estructura de este polimero, lo que le proporcionara mas versatilidad.

La obtenciéon del almidén puede ser de frutas, tubérculos u hojas convencionales o no
convencionales. Dentro de los no convencionales, encontramos a la paterna, fruto del que no se
tiene mucha informacioén acerca de su aprovechamiento y unicamente su uso primordial es dar

sombra a cultivos de café y naranja.

El presente proyecto es creciente interés para la industria, ya que se utiliza el almidén obtenido
de las semillas de la paterna y se realizan modificaciones quimicas para evaluar el efecto de estas,

sobre las caracteristicas morfolégicas y estructurales del almidén nativo.



OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar el efecto de la acetilaciéon y oxidacion sobre las caracteristicas morfologicas y
estructurales del almidén de paterna para determinar su uso potencial en la formulaciéon de

alimentos.

ESPECIFICOS

® (aracterizar el almidon de paterna nativo, oxidado y acetilado mediante pruebas
estructurales.

® (aracterizar el almidén de paterna nativo, oxidado y acetilado mediante pruebas
morfolégicas.

® Determinar la variabilidad estructural y morfoldgica del almidén de paterna oxidado y

acetilado contrastando con el almidon nativo.



MARCO TEORICO

PATERNA O CUAJINICUIL (Inga jinicuil)

Inga es un grupo de especies que pertenece a la familia de las leguminosas, y en especifico a la
de las fabaceae. Son arboles de tamafio mediano a grande y pueden diferenciarse por el tamafio

y forma de la hoja por la copa y la tolerancia al tipo de suelo (Sanchez, 2016).

Es nativo de las regiones tropicales de México, se distribuye en los estados de Puebla, Veracruz,
Tabasco, Oaxaca, Guerrero, Michoacan y Jalisco. La especie es parte de los bosques mesofilos
de las montafias y de galeria, que crece a lo largo de los rios (Niembro, 2009).

La paterna es un arbol de copa densa, que alcanza hasta de 30 m de altura, con diametros de 30
a 60 cm de tronco. Comienza a dar frutos en el tercer y cuarto afio después del trasplante, y
alcanza la capacidad maxima de fructificacién de la planta hasta los ochos diez afios.

El arbol se usa primordialmente para sombra en plantaciones de café y naranja, y en los bordes
entre plantaciones para demarcar propiedades rurales (Niembro, 2009).

Producen frutos en forma de vainas son oblongas y aplanadas, pueden ser rectas o ligeramente
curvas, de 15 a 30 cm de largo por 5 a 6 cm de ancho, con cascara verde amarillenta, lisa y fibrosa.
Cada fruto puede contener de 12 a 18 semillas (Alegria y cols., s.f). En la figura 1 se pueden

apreciar las caracteristicas descritas.

Figura 1. Paterna (Rivera, 2006)



Su cultivo no esta ampliamente distribuido ni se hace de manera comercial; sin embargo,
contribuye al sustento de las comunidades que recolectan el fruto y lo comercializan (Sanchez,
20106).

Las ingas, al igual que otras leguminosas arboreas, tienen como caracteristica distintiva la
produccion de frutos en forma de legumbres o vainas, en la tabla 1 se presenta la informacion
taxonomica del género Inga.

Tabla 1. Taxonomia del género Inga

Reino Plantae
Division MagnoliopHyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales
Familia Fabaceae (leguminosace)
Subfamilia Mimosoideae
Tribu Ingeae
Género Inga
Inga schippi harms
Inga edulis mart Inga spectabilis
Algunas especies Inga vera willd
Inga paterna Inga densiflora
Inga jinicuil benth
Inga feuilles,

Adaptado: Ortega, 2020

En cuanto al arbol, es una especie que se cultiva ampliamente en México y Centroamérica como
sombra para las plantaciones de café y cacao, sin embargo, este no es el unico uso que tiene, ya
que es una especie que favorece a la apicultura.

El néctar es el recurso principal de inga, aunque también se reporta como fuente de polen para
las abejas de castilla y abejas sin aguijon como el chumelo (Tefragonisca angustnla) y otras (Melipona

rufiventris, M. fuliginosa, M. marginata), (Sandker y cols., 2005).



Composicion quimica

La familia de leguminosas de la cual forma parte el género Inga, presenta un contenido de
nutrientes considerables. Sus semillas contienen un valor entre el 10% al 30% de proteinas,
alrededor del 60% de carbohidratos, principalmente almidén, siendo una buena fuente de energfa
y fibra. También aporta minerales, como el calcio siendo una fuente mayor que los cereales,
contiene hierro y vitaminas del complejo B, como tiamina y riboflavina (Ortega, 2020).

En la tabla 2 se presenta la composicion nutrimental por cada 100 gramos de la pulpa madura y
de las semillas:

Tabla 2. Composicion quimica de la pulpa y semilla de paterna.

Paterna, pulpa Jinicuil crudo

(Inga edulis) (semillas)
Energia 60 kcal 159 kecal
Agua 83¢g 57.3¢
Proteina lg 11.88 ¢
Grasa total 01g 0.94 g
Carbohidratos
totales 155¢ 27.03 g
Fibra cruda - 29¢
Fibra dietaria B
Cenizas 04¢g 2.2
Calcio 21 mg 35 mg
Fosforo 20 mg 14 mg
Hierro 0.9 mg 0.7 mg
Tiamina 0.04 mg 0.06 mg
Riboflavina 0.06 mg 0.05 mg
Niacina 0.4 mg 0.4 mg
Vitamina C 9 2 mg

Adaptado de: Ortega, 2020

En una investigacion llevado a cabo por Silva y cls., (2007), llamada “Antioxidant activities and

polyphenolic contents of fifteen selected plant species from the Amazonian region”, mostré la



capacidad antioxidante de Inga edulis, medida por TEAC (capacidad antioxidante equivalente de
Trolox) y ORAC (Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno). En la tabla 3 se describen
las partes de la planta en la cual se encontré6 mayor actividad antioxidante y capacidad de

absorcion de radicales de oxigeno.

Tabla 3. TEAC y ORAC en Inga edulis

Parte de Inga edulis TEAC pmolre/ grw ORAC pmolre/grw

Hoja 58.1 239.5
Corteza 31.4 200.7
Fruta 2.2 17.5
Semilla 1.0 8.9

Adaptado de: Silva, 2007

Propiedades funcionales y usos de la paterna

Consumir la pulpa de la paterna es beneficioso y muy util para prevenir enfermedades en el
sistema cardiovascular, debido a su poder antioxidante que ayuda a la prevencion del cancer.
Ademas, al ser producto natural rico en fibra, regula el funcionamiento del sistema digestivo,
previniendo el estrefiimiento, ayuda a eliminar toxinas y disminuye los niveles de colesterol en la
sangre (Quinche, 2021).

El sabor de la pulpa es dulce, la cual puede comerse fresca o para elaborar bebidas alcohélicas.

Contienen compuestos quimicos esenciales en los alimentos que ayudan con la activacion de las
propiedades organolépticas naturales, su conservaciéon y que, al ser ingeridas defienden de
manera eficaz la salud del cliente (Quinche, 2021).

En cuanto a los arboles de este género Inga son usados en proyectos de arboricultura,
recuperacion de suelos y estabilizacion de cauces fluviales; esto puede atribuirse a su rapido
crecimiento y su alta capacidad de recuperacion después de una poda drastica. En cuanto a las
hojas y semillas son empleados como medicina tradicional, usadas como astringentes en
enfermedades intestinales, diuréticos y como antirreumaticas. Y ademds por su elevado

contenido de proteina, es utilizado como alimento para animales (Ortega, 2020).



ALMIDON

El almidén es la fuente de carbohidratos mas importante para la nutricion humana, es un
polimero natural existente en los vegetales con una presencia aproximadamente de 60 millones
de toneladas anuales en el mundo, su aplicacién mayoritaria es en alimentos como espesantes,
emulsificantes, gelificantes, entre otros (Jiménez, 2019).

El tamafio, forma y composicion de los granulos depende de la bioquimica de los amiloplastos,
asf como también de la fuente botanica e, incluso de la fisiologfa de la planta, lo que resulta de

gran utilidad para su identificacion al microscopio (Hernandez, 2016).

Recientemente se ha incrementado el interés por la utilizacion de almidén en las formulaciones
para crear recubrimientos comestibles, debido a que es un material que se obtiene de forma
abundante a bajo costo y que provee un caracter biodegradable (Ledn, 2018).

Los dos polisacaridos, la amilosa y amilopectina constituyen el 98% del 99% de los almidones
nativos en base seca junto con cantidades menores de lipidos, proteinas, minerales y fésforo en
forma de ésteres de fosfato de glucosa (Cuenca, 2020).

Un almidén nativo, tiene un alto nivel de retrogradacién, por lo cual es proclive a la
descomposicion térmica y presenta alto grado de diluciéon en presencia de agua debido a su
caracter hidrofilico (Leén, 2018). Por esta razon, para su aplicacion industrial es necesario que
su estructura sea previamente modificada con el fin de potencializar su funcion.

Las modificaciones de los almidones han sido utilizadas durante mucho tiempo para mejorar las
propiedades, estas pueden ser fisicas, quimicas o enzimaticas; generalmente las mejores que se
obtienen con estas modificaciones, son espesantes, emulgentes y estabilizadoras. Sin embargo,
es importante mencionar que pueden cambiar las propiedades funcionales del almidén (Olivero

y cols., 2020). En la tabla 4 se muestran los almidones clasificados de acuerdo a su modificacion.

Almidon modificado

Un almidén modificado se puede describir como “cualquier producto en el cual las propiedades
fisicoquimicas del almid6n nativo han sido alteradas” (). Las modificaciones han sido utilizadas
durante mucho tiempo para mejorar las propiedades, estas pueden ser fisicas, quimicas o
enzimaticas; generalmente las mejores que se obtienen con estas modificaciones, son espesantes,

emulgentes y estabilizadoras. Sin embargo, es importante mencionar que pueden cambiar las



propiedades funcionales del almidon (Olivero y cols., 2020). En la tabla 4 se muestran los

almidones clasificados de acuerdo a su modificacion.

Tabla 4. Codificacion de almidones modificados

Codigo E Nombre
1401 Almidén acido
1402 Almidén alcalino
1403 Almidén blanqueado
1404 Almidén oxidado
1405 Almidén enzimatico
1410 Fosfato monoalmidon
1412 Fosfato dialmidon
1413 Fosfato dialmidén fosfatado
1414 Fosfato dialmidon acetilado
1420 Almidoén acetilado
1422 Adipato de dialmidén acetilado
1440 Hidroxipropil almidon
1442 Fosfato dialmidén hidroxipropilado

Fuente: Olivero y co/s., 2020

La modificacién quimica usada frecuentemente es la sustituciéon, en donde se introducen
sustituyentes voluminosos en las cadenas de almidén reduciendo la cristalizacion de la amilosa y
la amilopectina (Ramos, 2018). Pueden alterar propiedades del almidén nativo como formacion
de pasta, relacion de solido/viscosidad, resistencia de los almidones a la disminucién de la
viscosidad por la adicién de acidos, calor y accion mecanica entre otros (Calafell, 2020). El
objetivo de las modificaciones es resaltar su versatilidad y asimismo corregir limitaciones que
pueda tener el almidén una vez modificados estos tienen un amplio rango de aplicaciéon en

distintas industrias.
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Acetilacion

La acetilacion es una modificacién quimica usada por la industria de los alimentos, es un proceso
mediante el cual parte de los grupos hidroxilos de los monémeros de glucosa son sustituidos por
acetilos, es producida con acido acético en un medio alcalino con hidréxido de sodio
(Anchundia, 2019). El caracter hidrofébico de los grupos acetilos reduce las fuerzas entre las
moléculas de almidoén, produciendo una reduccién en los puentes de hidrégeno como resultado
de las repulsiones electrostaticas intra e intermoleculares (Ramos, 2018). Esta modificacion
quimica mejora sus propiedades funcionales, como la disminucién en la temperatura de
gelatinizacion, incremente la capacidad de hinchamiento y solubilidad.

El proceso de la acetilaciéon se lleva a cabo por una reaccion de esterificacion en el esqueleto del
almidén, sustituyendo los grupos OH por grupos quimicos bloqueadores (CH3-C=0) que
propician un entorno hidrofébico en el almidén, debido a esto se les clasifica también como

almidones esterificados (Calafell, 2018) como se puede observar en la figura 2.

Figura 2. Representacion de la reaccion de acetilacion de almidén con anhidrido
acético (Ledn y cols., 2020).

Oxidacion

El almidon oxidado se usa en la industria del papel, textil, farmacéutica, alimentaria y
biotecnologia, mas especificamente en procesos de produccioén de pan como acondicionador de
masa, sustituto de goma arabica y propiedades de recubrimientos. Debido a las propiedades
fisicoquimicas que derivan del mismo, como baja viscosidad, alta claridad y buena estabilidad a
baja temperatura. (Gutiérrez, 2020). Para realizar esta modificacién cominmente el agente mas
utilizado es el hipoclorito de sodio, el proceso ocurre mediante el cloro libre, introduciendo
grupos carboxilos y carbonilos. El curso de todas estas reacciones y el equilibrio entre ellas
determinan las propiedades del almidén oxidado y dependera del pH al que se ha llevado la

reaccién. En la figura 3 se muestra el proceso de oxidacion, en la parte superior los grupos
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hidroxilos se oxidan a grupos carbonilos y posteriormente a grupos carboxilos. Y en la parte
inferior, la oxidacién induce la degradacion de las moléculas de almidén, al escindir los enlaces

glucosidicos a-1-4

CH,-OH §
. /CH2 1 przOf CH,-OH
C/O " o l / 2"
HOMO Ho.\ € ¢—©. C/ o
HO -
OH HG 0 o~ Ho .
T OH OH
+ NaClO
CH,-OH I 0
2 CH,-OH ¢ [
—0, / OH C~oH
c c—Q —0 /
HO O~ HO Ho._\ C &—0
H o HO
© o} HO 0 HO
o) o)
OH

Figura 3. Reacciones presentes durante el proceso de oxidacion (Gutiérrez, 2020)

Estructura quimica del almidén

La amilosa es esencialmente un polimero, comprende casi el 20% en masa del almidén
(McMurry, 2012) en el cual las unidades de anhidro glucosas estan presentes y unidas en mayor
parte por enlaces glucosidicos a(1-4) y un leve grado de ramificacién en enlaces a(1-6) como se
observa en la figura 4. Tiene un peso molecular promedio de 10° a 10° g/mol®. La amilosa tiene
una estructura helicoidal, en el interior de la hélice, contiene atomos de hidrégeno, mientras que
los grupos hidroxilos permanecen en el exterior (Ledn y cols., 2020).
La amilosa es la que origina el color azul que se produce cuando el almidén reacciona con el
yodo.
CH,OH
0
o CH,0H
o) 0}

CH,OH
OH
5 o

- CH,OH
5 0

oM, %

Figura 4. Estructura de la amilosa (McMurry,2012)
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Se puede separar de la amilopectina mediante la formaciéon de un complejo insoluble con liquido
apropiado como el alcohol butilico. La enzima 3-amilasa hidroliza casi en su totalidad la amilosa
en maltosa. (Fox y co/s., 2000).

En cuanto a la amilopectina comprende 80% restante del almidén y es mas compleja en
estructura que la amilosa (McMurry, 2012) contiene ramificaciones que le dan una forma
molecular similar a la de un arbol; las ramas estan unidas al tronco central por enlaces a-D-(1-
0), localizada cada 15-25 unidades lineales de glucosa, en la figura 5 se aprecia la estructura de la

amilopectina. Su peso molecular es muy alto, ya que algunas fracciones llegan a alcanzar hasta

200 millones de daltones (Argueta, 2019).

o CH,0H
o (2)
HO .
CH,0H OH
Pﬂ o

o «—— Ramificacion a-(1— 6) glucosidica

HZC
Enlace «-(1— 4) glucosidico
CHZOH

‘ 4 CHZOH

OH
Jf
Figura 5. Estructura de la amilopectina (McMurry, 2012)

La amilopectina al entrar en contacto con el yodo da un color café rojizo y solo aproximadamente
la mitad de la misma es convertida en malota por la $-amilasa; el residuo se conoce como dextrina

(Fox y cols., 2000).

Estructura del granulo de almidén

Morfologia

En la naturaleza el almidén se encuentra en forma semi-cristalina, en entidades llamadas
granulos, los cuales pueden ser estudiados mediante microscopio electronica de barrido (MEB),
siendo este método el mas utilizado ya que ha probado ser una herramienta efectiva para la
caracterizaciéon morfolégica del almidon. El mecanismo de esta técnica es someter al almidon a
microscopia de luz polarizada, en donde mostraran un patrén de birrefringencia mejor conocida

como Cruz de Malta, la presencia de este indica un alto orden dentro del granulo.
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La difracciéon de rayos X se utiliza para examinar la naturaleza cristalina de los granulos de
almidon y para definir las cantidades relativas de las areas amorfas y cristalinas dentro del granulo

(Fernandez, 2018).

Estructura cristalina

Los almidones presentan estructuras semicristalino, que contiene entre 15y 45% de cristalinidad,
estas estan relacionada porque determina las propiedades del almidén. La estructura cristalina
consiste en cadenas de amilopectina en forma de doble hélice, en las cuales los atomos de la
molécula (carbono e hidrogeno) se encuentran en posiciones fijas y ordenadas (Sanchez, 2020).
La técnica para adquirir informacion acerca de la estructura cristalina de los granulos de almidén
es la difraccion de rayos X (DRX), identificando cuatro tipos de patrones en almidones nativos
el tipo A son almidones de cereales, B lo presentan los tubérculos, los granos el patrén tipo Cy
el tipo V en complejos amilosa — lipidico.

Existen dos tipos diferentes de cristales que pueden formarse con los agregados de las doble
hélices de la amilopectina, estos son conocido como cristales polimorficos tipo A y B, aunque
también existe el tipo C, el cual se considera una combinacién entre los A y B.

La estructura cristalina del tipo A, tiene un empacamiento mas denso, con 4 moléculas de agua
por cada 12 residuos de glucosa, proporcionando una simetria monoclinica. Mientras que en el
tipo B tiene una estructura mas abierta al presentar 36 moléculas de agua por hélice, con un

cristal tipo hexagonal.
Caracteristicas estructurales

El granulo de almidén esta constituido de multiples niveles de organizacion estructural. La
representacion esquematica de la organizacion del granulo se muestra en la figura 6, en donde se
observa primero los granulos de almidén por consiguiente el crecimiento de los anillos amorfos
y cristalinos, los cuales crecen a partir del hilum, que es el centro del granulo (B), y a su vez los
anillos semicristalinos se componen de lamelas amorfas y cristalinas alternadas (C).

Las lamelas amorfas contienen los puntos de ramificaciéon que conectan las dobles hélices de la
amilopectina y amilosa intercalada aleatoriamente, las lamelas cristalinas comprenden segmentos

cortos y lineales de las cadenas ramificadas de la amilopectina (Gutiérrez, 2020)
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Figura 6. Representacion esquematica de la estructura granular del almidén
(Gutiérrez, 2020)

Uso de almidon en la industria alimentaria

Una de las propiedades mas interesantes es evitar o favorecer la absorcion de agua, haciendo que
un alimento espese al momento de ser calentado o agitado, sin embargo, no todos los almidones
funcionan de la misma manera. Los granulos de almidén mas pequefios tienen un area
superficial, poros y canales mas grandes que mejoran la absorcion de agua.

Por otro lado, se ha realizado investigaciones que implican una modificacion de las propiedades
del almidén mediante procedimientos de oxidacién, entrecruzamiento, entre otro.

La aplicacion del almidon no solo se reduce a la industria alimentaria, sino que también se emplea
en farmacéuticas, tintas, cosméticos, industria textil, entre otro; haciendo la funcién aglutinante,
ligante, texturizante y como agente de dispersion (Mejia, y cols., 2021). También en los ultimos
aflos se esta utilizado para atacar una de las problematicas que hoy en dia es una preocupacion
para el planeta: los plasticos (Castillo y co/s., 2022).

La aplicacion del almidén como material bioplastico requiere principalmente la transformacion
de la estructura semicristalinas en una matriz homogénea amorfa, de esta forma se obtiene un
material manejable que permite el moldeo de una pelicula o recubrimiento (Ledn, 2018).

Los potenciales usos del almidén son amplios, sin embargo, ha sido la industria alimentaria la
que ha desarrollado mas aplicaciones ya que es utilizado para mejorar la estabilidad de los
alimentos durante el almacenamiento refrigerado, también es utilizado como espesante,
estabilizador coloidal y agente gelificante por lo cual se adicionan a salsas, bebidas, embutidos y

alimentos fermentados (Villarroel y cols., 2018).
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HIPOTESIS

La oxidacién y acetilacion del almidén de paterna mejora sus propiedades mecanicas y

estructurales y le confieren un mayor potencial de uso en la industria alimenticia.
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METODOLOGIA

TIPO DE INVESTIGACION

La presente investigacion es de tipo experimental de laboratorio y de analisis cuantitativo
aplicado, debido a que se basa en los conocimientos previamente adquiridos y a la vez se genera

mas conocimiento, los cuales nos dan un resultado de forma rigurosa, organizada y sistematica.

El objetivo de este método es aportar conocimiento en un area especifica, porque es sistematico,
explicito y reproducible para identificar, evaluar y sintetizar el cuerpo existente del trabajo
ejecutado y difundido, que generan los investigadores, los académicos, los profesionales y las

organizaciones.

SITIO EXPERIMENTAL

El presente trabajo se llevo a cabo en los laboratorios de analisis de alimentos de la Facultad de
Ciencias de la Nutricién y Alimentos, en el laboratorio de Materiales y Procesos Sustentables del
Instituto de Investigacion e Innovacion en Energias Renovables de la Universidad de Ciencias y

Artes de Chiapas y en la Seccién de electrénica de estado solido del CINVESTAYV Zacatenco.

MATERIAL BIOLOGICO

Se seleccionaron 15 kg de semillas de paterna provenientes del municipio de Acacoyagua,

Chiapas.
Aislamiento de almidén a partir de la semilla de Inga jinicuil.

Los almidones se aislaron utilizando el método descrito por Vargas y cols., (2016) con algunas
modificaciones. Las vainas de paterna se lavaron, separaron y se obtuvieron las semillas. Las
semillas se lavaron para eliminar cualquier rastro de pulpa adherida, y se molieron en una
licuadora industrial. La suspension obtenida se filtr a través de la malla estandar ASTM no. 270
(53 um). El material drenado se lavé con agua destilada, y la suspension filtrada se dejé en reposo

durante 12 h a 4°C, este proceso se realizé dos veces. El agua se eliminé por decantacion y la

17



capa de almidén sedimentada se resuspendié en agua destilada y se centrifugé a 6000 rpm
durante 10 minutos. La capa de fibra y otros componentes fue desechada con una espatula y el
almidon se resuspendié en agua destilada para ser centrifugado nuevamente, este paso se realizé
entre tres y cuatro veces. Finalmente, el almidon fue secado en una estufa a 50°C durante 24

horas.

PROCESO

Descripcion de reactivos y equipos

Equipos:
e Balanza analitica (VE-204 VELAB® México)
e Balanza granataria (Triple Brazo™ Serie 700 OHAUS México)
e Parrilla de calentamiento (HP-A1915B SYBRON® USA y Thermo Scientific™
CIMAREC USA)
e Centrifuga (Combo V24 LW Scientific® USA)
e Horno de secado (TE-ERLAB® México)
e Potenciéometro (HI 5521 pH edge™ HANNA Colombia)
e Termoémetro (CA25 5QE BRANNA® Inglaterra)
e Termo balanza (292A Felisa® México)
e MEB (Hitachi® S-5500)
e Difractometro (Rigaku® Ultima IV)

Materiales:
e Vasos de precipitado de 600 ml
e (ajas Petri
e Tubos de centrifuga de 50 mly 15 ml
e Probeta de 100 ml
e DPipetas de 5 ml
e Embudo de cristal
e Tamizador con malla no. 100 u.s

e Espatula chica
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Reactivos:
e Hidréxido de sodio
e Anhidrido acético
e Hipoclorito de sodio
e Acido sulfurico

e Soluciones para calibraciéon de pH

DESARROLLO DE LA INVESTIGACION

La investigacion se desarrollé como se presenta en la figura 7.

Extraccidon del almidén de paterna

Acetilacion y oxidacion del almidon de
paterna

Caracterizacion morfologica del almidon
nativo, acetilado y oxidado

Caracterizacién morfologica del almiddn
nativo, acetilado y oxidado

Evaluacion de su potencial de uso

Figura 7. Diagrama de flujo del desarrollo de las etapas de la investigacion
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DESCRIPCION DE LAS TECNICAS UTILIZADAS

Acetilacion de almidon

El método utilizado fue de Phillips y co/s., (1999), en donde se colocé el almidén nativo en un
matraz de tres bocas con agua destilada, la mezcla se mantuvo bajo agitaciéon durante 60 min a
25°C, el pH de la suspension se ajusté a 8.0 con NaOH al 3%, posteriormente se agregd
anhidrido acético gota a gota en la dispersion de almidon bajo agitacion, manteniendo un rango
de pH de 9.5. Después de completar la adicioén de anhidrido acético, la reacciéon se mantuvo por
30 minutos. Se centrifugo por 10 minutos a 10,500 g, se resuspendido en agua destilada y se
centrifugo nuevamente repitiendo este paso tres veces; se lavo con etanol del 96% y se centrifugd

10 minutos, finalmente el almidén fue secado a 40°C por 24 horas.

Oxidacion de almidon

El almidén nativo se sometié a un proceso de oxidaciéon con hipoclorito de sodio (NaClO) a
diferentes concentraciones de cloro activo, utilizando el procedimiento reportado por Wang y
Wang (2003) con ligeras modificaciones. Se prepard una pasta de almidén al 40% de solidos,
adicionando agua destilada a 200 g de almidén para obtener un peso final de 500 g. La mezcla
de almid6n-agua, se puso en agitacién constante, se llevé a una temperatura de 35 °C y se ajusto
el pH a 9.5 con NaOH 2N, después, se adicionaron 100 ml de hipoclorito de sodio al 0.25 % de
cloro activo p/v en un tiempo de 30 minutos, manteniendo el pH de 9.5 con H2SO4 1N.
posteriormente, se dio un tiempo de reacciéon de 50 minutos adicionales, manteniendo el pH de
9.5 con NaOH 1 N, para neutralizar las sustancias acidas liberadas; finalmente, el pH se
neutralizé (pH 7) con HaSO4 1IN, se adiciond agua destilada y se esperd la sedimentacion del
almidon, para iniciar el proceso de lavado. Una vez precipitado el almidén oxidado, se eliminé
la mezcla de reaccion; se adicioné mas agua destilada, se agité con una espatula, se dio tiempo
para la sedimentacion y se elimind la fase acuosa por decantacion; los lavados se realizaron hasta
observar el agua cristalina. Los almidones oxidados, se secaron en una estufa (50-55 °C) por 48
horas; se molieron y se tamizaron en malla no. 100 u.s. (0.15 mm @) para homogenizar el tamafio

de particula
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Determinacion de Humedad del almidén de paterna

El % de humedad del almidén de paterna se determiné de acuerdo al método 934.01 de la

AOAC. Utilizando un equipo de termo balanza marca: Felisa modelo: 292A.

Técnicas de caracterizacion

La caracterizacion se refiere a la obtencion de informacion detallada sobre la disposicion espacial
de los atomos que integran un material, ademas de conocer la naturaleza atomica de los
elementos presentes. Una caracterizacion abarca la mediciéon del mayor numero de propiedades
fisicas y quimicas, identificar imperfecciones, defectos, impurezas, etc. Dicha caracterizacion se
logra a partir de la interaccién de algin tipo de sefial (fotones, electrones, fuerzas electrostaticas,
etc.) con la superficie del material; esta perturbacion o agresion nos permite conocer o predecir

las propiedades de un material y asi valorar su utilidad en diversas aplicaciones.

Difraccién de rayos X (DRX).

La difraccion de rayos X se basa en la dispersion coherente del haz de rayos X por parte de la
materia (se mantiene la longitud de onda de la radiacién) y en la interferencia constructiva de

las ondas que estan en fase y que se dispersan en determinadas direcciones del espacio.

El fenémeno de la difraccion puede describirse con la Ley de Bragg, que predice la direccion
en la que se da interferencia constructiva entre haces de rayos X dispersados coherentemente
por un cristal.

nd = 2dsen@ (Ecuacidn 1)

Donde n es un nimero entero, A es la longitud de onda de los rayos X, d es la distancia entre los
planos de la red cristalina y 6 es el angulo entre los rayos incidentes y los planos de dispersion.
La difraccién de rayos en una muestra policristalina permite abordar la identificaciéon de fases
cristalinas (puesto que todos los sélidos cristalinos poseen su difracto grama caracteristica) tanto
en su aspecto cualitativo como cuantitativo. Otras aplicaciones son el analisis cuantitativo de

compuestos cristalinos, la determinacion de tamafios de cristales, la determinaciéon del
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coeficiente de dilatacion térmica, asi como calculos sobre la simetria del cristal y en especial la
asignacion de distancias a determinadas familias de planos y la obtencién de los parametros de

la red.

La difraccion de rayos-X es un método de alta tecnologia no destructivo para el analisis de una
amplia gama de materiales, incluyendo fluidos, metales, minerales, polimeros, catalizadores,
plasticos, productos farmacéuticos, recubrimientos delgados, ceramicas y semiconductores. La
aplicacion fundamental de la Difraccion de Rayos X es la identificacion cualitativa de la

composiciéon mineralégica de una muestra cristalina.

Esta técnica es importante en el proyecto, ya que es necesario determinar la estructura cristalina
de todos los almidones que se obtengan para observar si existe un cambio en la orientacién

cristalografica de las muestras cuando alguno de los parametros de sintesis es modificados.

Figura 8. Interaccion de los rayos-X sobre atomos ordenados (Siemion, 2004).

Microscopia Electronica de Barrido (MEB).

La técnica de microscopia electronica de barrido (MEB) se utiliza para el analisis de superficies
de muestras, el tamafio y la forma de las nanoparticulas magnéticas. Esta técnica puede producir
imagenes de objetos tridimensionales, en el modo normal de funcionamiento, registra los
electrones secundarios emitidos por la muestra por el haz de electrones que incide sobre ella, en

lugar de los electrones que fluyen a través de ella.

22



Scanning Electron Microscope

Electron source

L1 ] Anode

< i > Condenser lense
|:| D Scan coils

Secondary < > T
electron detector L0 S jective lens

A

. >,
L N .~:~
-y

[ ] Sample

Figura 9. Diagrama de los componentes del microscopio MEB (Lin, 2021).

El microscopio MEB incluye el cafion de electrones (fuente de electrones y anodo de
aceleracion), lentes electromagnéticos para enfocar los electrones, cimara de vacio que alberga
la plataforma de la muestra y una seccion de detectores para recolectar las sefiales emitidas por

el espécimen (Figura 9) (Fan, 2012).

Condiciones de medicion

Difracciéon de Rayos-X (DRX).

El anilisis estructural de los almidones se hizo mediante difraccién de rayos X. Los
difractogramas de las peliculas se registraron utilizando un difractémetro Rigaku Ultima IV con
radiacién Cu Ko = 1.5418 A ajustada a 40 kV y 40 mA. Las mediciones se realizaron en un rango
de 20 / © de 10° a 50° con una velocidad de exploracién de 0.2°/min °.

Microscopia Electréonica de Barrido (MEB).
La morfologia de la superficie de los almidones se estudié mediante microscopia electronica de

barrido de emisién de campo usando un Hitachi S-5500 operado a 1 Kv una corriente 13700

uA. Las muestras fueron observadas a diversas magnificaciones.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Los datos obtenidos fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un factor
de confiabilidad del 95%. Los analisis fueron realizados por triplicado reportando los resultados

con una desviacion estandar utilizando el software Minitab.
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PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Modificaciéon del almidén nativo de paterna

La acetilacién es una modificacion quimica de la estructura del almidén que consiste en
reemplazar un determinado numero de grupo hidroxilos por grupos acetilos empleando
anhidrido acético (Martinez y cols., 2019). Se us6 la metodologia indicada para el proceso de
acetilacion al 5%. Al realizar este procedimiento es muy probable no mantener el peso inicial del

almidén, en la figura 10 se presenta la perdida de almidén en el proceso de acetilado.

30.5
30
29.5
29
acetilado - Suma de Peso
28.5 inicial

M acetilado - Suma de peso

28 final

27.5

27

26.5

Figura 10. Pérdida de peso del almidon en el proceso de acetilacion.

De acuerdo a la literatura el almidon acetilado tiene una alta retencién de agua que ingresa al
granulo, por lo que favorece la gelatinizacion y es una buena opcién a utilizar en la industria de

alimentos.
La oxidacién del almidén implica la introduccién de grupos carbonilo y grupos carboxilos en las

unidades de glucosa, dentro de la matriz del polimero. Los grupos hidroxilos en las moléculas

de almidén son oxidados primero a grupos carbonilo y luego a grupos carboxilos, y su nimero
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indica el nivel de oxidacién (Rincon y cols., 2007). Segun estudios han mostrado que esta
modificacién blanquea el almidén y disminuye la retrogradacion.

Algunas de las propiedades que se presenta en la literatura es la mejora en sus propiedades barrera
al vapor de agua, limitando la capacidad de adsorcién de agua por parte de la pelicula, asi como
la mejora en propiedades mecanicas.

Para realizar la modificacion se implementé la metodologia descrita anteriormente en la cual
consiste en agregar hipoclorito de sodio al almidon para obtener la oxidacién, en este caso la
perdida fue minima aproximadamente 2 g.

A los almidones se les determiné el porcentaje de humedad, la prueba se realizé por duplicado,
obteniendo los siguientes resultados obtenidos por el ANOVA (p> 0.05) se presentan en la tabla
5.

Tabla 5. Resultados de contenido de humedad en los almidones

Tratamiento Contenido humedad %
Nativo 7.6354£0.0718

Acetilado 5% 15.6693+0.0079

Oxidado 5% 7.7739+0.0687

En los datos presentado en la tabla 8 se observa que el porcentaje de humedad en los almidones
es de 7 al 15%, Alvis y cols., (2008) reportaron el contenido de humedad en almidones de flame
entre el 8.66 a 10.22%, yuca entre 7.80 a 8.47% y papa 8.50%.

La paterna se le considera como una especie de leguminosa, al ser un fruto con poco uso es
complicado encontrar informacién concreta, por lo que los analisis seran comprados con una
especie de leguminosa similar, como es el chachafruto también conocido como bald. De acuerdo
a un estudio realizado por Quintero y cofs., (2013) el porcentaje de humedad en el almidén de
chachafruto es de 12.60%, por lo cual podemos resaltar que los porcentajes obtenidos del
almidén de la paterna se encuentran del rango, a excepcion del almidén acetilado al 5%, el cual

sobrepasa el 12%.
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Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

En la siguiente imagen se muestran las microfotografias obtenidas para el almidon control, el

almidon de paterna nativo, el oxidado al 5% y el acetilado al 5%.
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Figura 11. Micrografias de las muestras a) almidén control b) Nativo paterna c)
Oxidado al 5 % y d) Acetilado al 5 %.
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La Figura 11a, muestra las micrografias obtenidas para el almidén control marca Sigma, esta
técnica permitié identificar el tipo de almidén a partir del tamafo y forma del granulo, los
granulos de almidén control poseen formas irregulares, ovalados y superficies lisas similar a los
almidones de papa , morfologfas similares se aprecian en el trabajo de Siemion et al (2004) y Jia
Lin Liu et al (2021), con diametros entre las 15 a 90 micras medidas en el software Image] .En
la figura 11b, se observan las micrografias del almidon de paterna, morfoloégicamente todos los
granulos de almidon fueron similares en forma, tamafo y superficie con una tamafio que varfa
entre los 2 hasta los 6 micras de apariencia esférica, estas morfologfas fueron consistentes con
los hallazgos para los almidones de cebada reportados por Z.B (2010). En las figuras C y D se
presentan los almidones oxidados y acetilados respectivamente, no se observaron cambios
significativos en la morfologia de la superficie de los granulos entre los tratamientos, sin
embargo, se observa para los granulos de los almidones acetilados, fisuras, algunos bordes
perdieron definicién por fracturacion de los mismos, estudios como el de Jia-Lin Liu et al (2021),
relacionan estas rupturas al contenido de humedad de la muestra, los tamafios de granulos oscilan
entre los 2 a 7 micras en ambos casos. El tamafio y forma de los granulos depende de la estructura
de la amilopectina. Los granulos alargados tienen amilopectina con pocas ramificaciones, pero
largas, y granulos pequefios y esféricos presentan mayor numero de ramificaciones y son de
cadenas cortas. Ademas, esta caracteristica repercute en algunas propiedades fisicoquimicas,
funcionales y nutricionales. Los granulos grandes pueden generar viscosidad alta de pasta y los

pequefos mayor digestibilidad (Casarrubias, 2012).

En la figura 11a, podemos observar las mediciones a los granulos de almidén, en el caso de los
granulos de almidon control presentaron un tamafo promedio de 17um caracteristicos para un
almidén de papa, en el caso del almidén de paterna, el tamafio promedio de su granulo es de
5.26 um, con formas esféricas con superficies suaves y lisas, el tamafio observado es pequefio,
comparado con el control. En el caso del granulo del almidén oxidado, el promedio es de 3.8
um y el acetilado es de 6.97 um, siendo estos ultimos los mas grandes. El aumento en el tamafio

se debe a la introduccién de los grupos acetilos a las cadenas de almidon.
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Figura 12a. Tamaifio del granulo de almidén de las muestras a) almidén control
b) Nativo paterna c) Oxidado al 5 % y d) Acetilado al 5 %.

Anélisis de Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier

En la Figura 12 se muestra la espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier del

almidén control, nativo, oxidado y acetilado al 5 %.
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Figura 13. Diferencias de intensidad del espectro FTIR para muestras de almidon
control, nativo, oxidado al 5 % y acetilado al 5 %.

Las sefiales de absorcion caracteristicos en 3392.3-3416.2 cm™' son atribuido a la vibracién del
estiramiento O-H debido a los grupos hidroxilo unidos por hidrégeno presentes en la molécula
de almidén (Brij, 2017), la sefial observada de 2923 cm™ corresponden a las vibraciones de los
enlaces C-H de los grupos metilo, respectivamente. La absorbancia en 1638.9-1640 cm™ se
atribuye a la vibracion de flexién de O-H del agua absorbida en las regiones amorfas del almidén
(Mina et al, 2011). Se observan sefiales a numeros de onda de 1435,1350 cm™ que han sido
asignadas a la vibracion antisimétrica /simétrica de los grupos CHj y las vibraciones de
estiramiento del grupo carbonilo (C-O), respectivamente. Las sefiales a 924,860,750,574 cm™ se

debe a las vibraciones de estiramiento del anillo de anhidro glucosa (Torres et al, 2015) y la banda

2 1000 cm™ se atribuy6 a la vibracién de estiramiento de C—O en C-O—C (Hanaffi, 2012).
Cuando se produce la reacciéon de acetilacion en la molécula de almidon, se observa una

disminucién en las sefiales que corresponden a vibraciones por estitamiento (3000-3500 cm ) y

vibraciones por flexién (1005 cm ™) de los grupos OH (més notable en esta tltima vibracion).
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Esto es debido a la introduccion de grupos acetilo en el almidén, que propician un cierto efecto
estérico a las vibraciones por flexién, corroborando que la acetilacion se efectud en las

muestras analizadas.

Difracciéon de rayos X

En la Figura 13, se muestran los resultados obtenidos de la difraccién de rayos X para el almidon

control, nativo, oxidado y acetilado al 5 %.
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Figura 14. Patrones de difraccion de almidén control, nativo, acetilado y oxidado al 5
%.

El almidén fue colocado en el portamuestra del difractémetro de rayos X (Ultima IV Rigaku)
equipado con una fuente de cobre operado a 40 KV de voltaje y 44 mA de corriente,
produciendo una radiacion de CuKa con una longitud de onda de 1.54 A. Los datos se
recolectaron en un rango de 10-50° a intervalos de 0.1° con una velocidad de barrido de 2°/min.
La recristalizacion de las peliculas de almidon puede ser monitoreada por difraccion de rayos X,

observando el cambio de cristalinidad en su estructura. Al ser este un material semicristalino, su
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espectro de difraccion de rayos X posee picos de difracciéon y una zona amorfa, cuanto mayor
sea esta zona, menor es el grado de cristalinidad de la muestra (Rojas, s.f).

La region cristalina consta de dobles hélices de amilopectina, mientras que la region amorfa esta
formada por cadenas de amilosa y segmentos ramificados de amilopectina. Las cadenas de
amilosa se entremezclan con cadenas de amilopectina. La morfologia, forma, tamafio, grado de
cristalinidad y reactividad del almidon dependen del origen y la composicion de la materia prima

que contiene almidén (Liu, 2016).

Estudios de Jenkins y Donald (1995), demostraron que las laminas cristalinas de amilopectina en
almidén presentan tres patrones cristalinos diferentes, estos patrones vinculan la cristalinidad y
la longitud de las cadenas de amilopectina que forman los grupos, las muestras con cadenas
cortas de amilopectina estan asociados a un patrén de difraccion tipo A, las muestras de cadena
larga estan indexados a un patrén tipo B y las cadenas intermediarias al tipo C. Los patrones
cristalinos tipos A y B se pueden interpretar con simetria hexagonal debido al empaquetamiento
de doble hélice hidratada de la amilopectina (Dios-Avila, s.£.).

Los patrones de difraccion de rayos X en polvo para los almidones se presentan en la Fig. 13.,
para la muestra control se puede observar un patrén cristalino similar para almidones de papa
obtenidos por Guinesi et al (2000), que son tipicos de los almidones tipo B, con picos de
difraccion en 20=15°, 17.23°,19°,22.37° y 24.13°.

Los granulos de almidén nativo exhiben dos tipos principales de estructura, el tipo B
observandose picos que difractan en los angulos 20 = 15.31,20.32 y 23.22 y un doble pico en
17.22 y 18.31 que corresponde a la estructura tipo C (Dome, 2020), esta estructura cristalina de
tipo C es caracteristica del almidén extraido de leguminosas o raices de plantas. La porcion
cristalina del almidén esta formada por seis hélices dobles de hebras paralelas levégiras
empaquetadas en una celda unitaria hexagonal relativamente poco empaquetada. Se observa en
la muestra acetilada una pérdida de cristalinidad ya que presenta un ensanchamiento en los picos
(Chi, 2008).

El nivel de cristalinidad puede ser importante cuando los productos con almidén son
almacenados, ya que durante el almacenamiento hay retrogradacion del almidén, que modifica
las propiedades de textura y nutricionales de los productos. Los almidones de maiz con mayor

cristalinidad pueden retrogradar (reorganizacion de las cadenas de amilosa y amilopectina a un
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estado cristalino) a mayor velocidad o producir estructuras mas resistentes a la hidrélisis por las

enzimas digestivas (Agama, 2005).
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CONCLUSIONES

En esta investigacion el almidéon se obtuvo de la paterna, fruta endémica del sur de México, de
la cual no hay muchas investigaciones.

Se comprobd que el almidon de esta fruta tiene capacidad para utilizarse como aditivo en la
industria alimentaria, su tamafio de granulo es pequefio, de forma esférica, al realizar
modificaciones en este, se agregaron algunas caracteristicas que podrian impulsar su uso, como
menor temperatura de gelatinizacion (Tg), mayores picos de viscosidad maxima con respecto al
nativo, mayor capacidad de dispersiéon y también incremento en la claridad y estabilidad de los
geles y reduce la retrogradacion. Probablemente pueda utilizarse para formar recubrimientos

flexibles y transparentes.
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