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RESUMEN

Los almidones son polisacaridos que representan el 60% del peso del
grano de los cereales, se obtiene principalmente de maiz, trigo, arroz,
cebada; presentan una gran variedad de funciones en la produccion de
alimentos y su uso esta limitado, debido a que en la industria se prefieren
almidones con mejores propiedades que las que poseen los almidones
nativos. En general, los almidones nativos no resisten esfuerzos de corte,
temperatura y pH’s extremos; lo cual puede solucionarse mediante la
modificacién quimica. La acetilacion es una modificacion de este tipo, que
mejora las propiedades fisicoquimicas del almidon. El objetivo del presente
trabajo es modificar quimicamente el almidon de cebada asi como
caracterizarlos fisicoquimicamente. Se llevé a cabo el aislamiento del almidén
se llevd a cabo por el método propuesto Adkins y Greenwood (1966)
modificado por Paredes y col. (1989); la acetilacion se llevé a cabo por el
método descrito por Huang y col. (2007); el porcentaje de acetilacion y el
grado de sustitucion se determinaron de acuerdo al método propuesto por
Sodhi y Singh (2005); los espectros de IR por transformada de Fourier (FTIR)
de los almidones nativos y acetilados fueron obtenidos mediante el método
de Pushpamalar y col. (2006); para conocer si las muestras sufrieron
modificacion en la regién cristalina las muestras fueron observadas en un
difractbmetro de rayos X, también se observaron en un microscopio
electrénico de barrido y en un microscopio de luz polarizada; el andlisis
térmico se evalud por el método propuesto por Paredes y col. (1994); se levo
a cabo un andlisis de perfil de viscosidad en un redmetro de placas paralelas.
El resultado obtenido en cuanto al aislamiento del almidon indica que el
meétodo de obtencidn, asi como, la materia prima son una buena fuente de
obtencién de este polisacéarido; Los resultados sefialan que la acetilacion de
almidon de cebada se llevo acabo con un porcentaje de grupos CHs3-C=0
incorporados a la molécula de almidon de 3.66% con un GS de 0.143 para el
almidon tratados con vinil acetato y de 6% con un GS de 0.240 para el

tratado con anhidrido acético, esto es debido a que el anhidrido acético
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presenta mayor reactividad en comparacion con el vinil acetato; en cuanto al
analisis realizado por espectrometria de infrarrojo los resultados muestran
gue el almidon acetilado presenta las sefiales correspondientes al los grupos
acetilos, las sefial es mayor para el almidén tratado con anhidrido acético
debido a que es mayo la incursion de los grupos acetilos; en cuanto a los
resultados obtenidos por difraccion de rayos X se puede observar que la
cristalinidad de los almidones se va perdiendo conforme va aumentando el
Grado de Sustitucion, esto también se puede observar cuando es llevada a
cabo una microscopia de luz polarizada en donde se observa la perdida de la
cruz de “malta”; en cuanto a la microscopia electrénica de barrido se puede
decir que no hay cambios en la estructura externa del granulo de almidén
acetilado en comparacion con el almidon nativo; las propiedades térmicas de
los almidones modificados mostraron temperaturas de gelatinizacion mas
bajas y diferencias de entalpia que el nativo de 59.48° C y 7.65 J/g, para el
acetilado con vinil acetato valores de 54.17° C, 4.84 J/g y para el acetilado
con anhidrido acético de 52.58° y 2.36J/g; la caracterizacion
viscoamilografica de los almidones modificados muestra que las
modificaciones provocan cambios significativos en la estructura del almidon,
ya que los valores de viscosidad de los almidones modificados son mayores
al nativo. Los almidones acetilados presentan mejores caracteristicas
fisicoquimicas con respecto al almidon nativo, estas caracteristicas hace
posible su uso en la industria de alimentos como agente estabilizador de

productos para refrigerar y congela, ademas de que imparten textura.
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I. INTRODUCCION

La cebada es uno de los cereales més antiguos y actualmente se
encuentra en el cuarto lugar de los quince granos mas cultivados a nivel mundial.
Los principales componentes del grano de cebada descascarillada son: el almidén
con aproximadamente el 60 %; proteinas con el 13 % y fibra dietética total con el

3 %, del peso seco del grano.

El almidén es un polisacarido constituido por amilosa y amilopectina. Es
utilizado por que regula y estabiliza la textura de los alimentos y por sus
propiedades espesantes y gelificantes. Es por ello que los almidones son
importantes en la industria alimentaria, ya que constituyen una excelente materia
prima para modificar la textura y funcionalidad de los alimentos. Sin embargo su
estructura nativa puede ser menos eficiente, debido a que las condiciones del
proceso reducen su uso en otras aplicaciones industriales, por su baja resistencia
al corte, descomposicion térmica, alto nivel de retrogradacion y sinéresis. Estas
limitaciones pueden ser superadas mediante modificaciones, la cuales pueden
llegar a ampliar su aplicacion y llegar a ser factor de aplicacion en el campo de

alimentos.

El almidon como principal componente de la cebada ha sido estudiado
debido al interés de aislarlo del grano y utilizarlo como ingrediente en aplicaciones
de alimentos y otras industrias como la quimica, del papel, farmacéutica, de

adhesivos, pinturas, peliculas.

La modificacion quimica es el método mas cominmente usado. Esta
modificacion es muy sencilla y se trata basicamente de las reacciones asociadas
con los grupos hidroxilo de los polimeros de almidon. La acetilacion es una
modificacion de este tipo, que mejora las propiedades fisicoquimicas del almidén.
Para la formacion de enlaces éter o éster con los grupos hidroxilos del almidon,
que le proporcionen mayor estabilidad a altas temperatura, perdida de viscosidad

y formacion de pastas fibrosas.
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Los almidones acetilados con bajo Grado de Sustitucion (GS) son
comunmente utilizados en la industria de alimentos ya que les imparte
consistencia, textura y estabilidad; y los almidones con alto Grado de Sustitucion
han sido utilizados como termoplasticos, sustitutos de acetato de celulosa. Este
trabajo de investigacion tiene como objetivo la extraccion y modificacion quimica

por acetilacion de los almidones de cebada para poder aplicarlos a la industria de
los alimentos.
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. ANTECEDENTES

2.1 Cereales

Los cereales son los frutos de pastos cultivados que pertenecen a la familia
de las Gramineas; considerada como la mas grande e importante en el mundo.
Son plantas monocotiledoneas cuyo cotiledon, localizado en el germen del grano,
es denominado botanicamente escutelum o escudo. El fruto de los cereales es
denominado botanicamente cariopside y consta de tres partes anatomicas

fundamentales: pericarpio, endospermo y germen (Serna, 2001).

Los cereales constituyen un conjunto de plantas de gran importancia para
la humanidad, ya que favorecen con el aporte energético asi como los nutrientes
como vitaminas, minerales, proteinas y carbohidratos para el organismo (Robles,
1990).

Desde el conocimiento mas remoto de la historia, los cereales han sido
considerados columna vertebral de la agricultura y principal sustento del hombre.
Dentro de los principales cereales cultivados en el mundo se encuentran el maiz,

trigo, arroz y cebada (Serna, 2001).

2.2 Cebada

La cebada es uno de los cereales mas antiguamente cultivado en el mundo
entero. Se cree que probablemente su cultivo se inicié hace 10,000 afios, en las
culturas Babildnicas, Egipcias y Chinas (Acosta, 2007, ASERCA, 2003).

En la literatura antigua se reporta el uso de la cebada en la preparacion de
diversos tipos de bebidas alcohdlicas y de alimentos fermentados. Debido a que
otros granos llegaron a ser mas abundantes como el trigo, centeno y avena, la
cebada fue relegada a un estatus del pan de los pobres. Sin embargo, debido al
interés actual de consumir alimentos que ademas de nutrir tengan un beneficio a

la salud, el consumo de la cebada cobré gran fuerza por la cantidad de fibra
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dietética presente en este cereal, principalmente los B-glucanos (Holtekjglen y
col., 2006).

La cebada esta representada principalmente por dos especies cultivadas:
Hordeum distichum L., que es empleada para la obtencién de cerveza y Hordeum
hexastichon L., que se utiliza basicamente como forraje para la alimentacion
animal, ambas especies pueden agruparse bajo el nombre Unico de Hordeum

vulgare L spp vulgare (Hernandez, 2006).

2.2.1 Produccion

La cebada es el cuarto cereal mas importante en el mundo después del trigo,
arroz y maiz, debido a su amplia adaptacion ecolégica y a la diversidad de sus
aplicaciones (Hernandez, 2006). A nivel mundial lo principales paises productores
de cebada son Alemania, Australia, Canada, China, Espafia, Estados Unidos,
Francia, Reino Unido, Suecia, Turquia y Uruguay (FAO, 2006).

La produccion de cebada en México se ubica en la zona centro del pais en
los estados de Tlaxcala, Hidalgo, México, Guanajuato, Puebla, Zacatecas,
Michoacan y Querétaro; aproximadamente el 70% de la produccion se utiliza por
la industria maltera y el 30% restante corresponde a variedades para alimentacién
de ganado (SAGARPA, 2006) .

El estado de Hidalgo cuenta con una superficie de 2,098,700 hectareas de
las cuales se dedican a la agricultura 625,032 hectareas. En el afio 2007 la
produccién de cebada se ubico en los municipios de Apan, Singuilucan, Almoloya,
Zempoala y Tepeapulco con una produccién de 110,119.53 ton (Prediccion de
Cosechas PRONESPRE, 2006; SAGARPA, 2008).

2.3 Estructura del grano

Las gramineas, se caracterizan por producir un fruto cubierto o protegido,
pertenecen a la clase de las Angiospermas. El grano de la cebada esta
compuesto esencialmente por unas capas secas Yy duras de naturaleza

lignocelulosicas, cuya funcion es proteger al grano en desarrollo y maduro; estas
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capas son denominadas glumas o glumillas, las cuales encierran al cariépside del

cereal ( Hernandez, 2006).

El cari6pside se compone del pericarpio, la testa, la epidermis, endospermo

y embridn o germen (Figura 1).

Capa de aleurona

Endosperma amilfceo

Capas del pericarpio
pa pe P Afrecho
Testa

| Embridn
Meristema (germen)

Mesocotilo
(tallo embrionario)

Radicula
Coleorriza -

Figura 1. Estructura del grano de cebada
Fuente: http://www.uc.cl/sw_educ/cultivos/cereales/cebada/semillas.htm; Octubre, 2009

El pericarpio encierra a la semilla y estd compuesto de varia capas de
células. Su estructura se divide en epicarpio, mesocarpio y endocarpio. Esta
caracterizado por contener un alto contenido de fibra y cenizas y carece
totalmente de almidon (Serna, 2001).

La testa se encuentra debajo del pericarpio, casi cubre por completo el
nacleo, separando el interior del grano (Newman y Newman, 2008), esta
firmemente adherida a la parte ventral de las células tubulares y cosiste en uno o

dos estratos de células (Serna, 2001)

@7 /. 7 =3 5
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http://www.uc.cl/sw_educ/cultivos/cereales/cebada/semillas.htm

La capa mas externa del grano de cebada es el endospermo, de naturaleza
proteica, se denomina aleurona, que en la mayoria de los cereales esta
compuesta por una sola capa, pero en la cebada hay dos o cuatro estratos
(Serna, 2001).

El endospermo representa la mayor porcion del grano, pudiendo llegar 75-
85 % del peso total; es la parte mas desarrollada del grano donde se acumulan
las sustancias de reserva, las cuales serviran para el desarrollo de la planta
(Hernandez, 2006). EI almidon es el principal componente de del endospermo,

acumulado en granulos embebidos en una matriz proteica.

El endospermo puede ser vitreo o almidonoso. El endospermo vitreo no
existen espacios de aire y los granulos de almidén estan recubiertos por la matriz
proteica, por lo que adquieren formas angulares. El endospermo almidonoso se
encuentra encerrado por el vitreo, contiene su misma estructura pero las unidades
de almidon son de mayor tamafio y menos angulares; estas estructuras no estan

tan aprisionadas como en el endospermo vitreo (Serna, 2001).

El germen encierra al axis embrionario y al escutelum o escudo. Sirve
como almacén de nutrientes y como puente de comunicacién entre la plantula o
embrién en desarrollo y el gran almacén de nutrientes del endospermo. Se
caracteriza por carecer de almidon y por su alto contenido de aceite, proteina,

azucares solubles y cenizas (Serna, 2001).

2.3.1 Composicién quimica del grano

El grano de cebada maduro se compone principalmente de agua, minerales,
lipidos, proteina y carbohidratos. Dicho cereal puede contener una humedad del
10 al 14%, el contenido de materia inorganica y grasas es muy bajo

respectivamente (Callejo, 2001).
Minerales

Los minerales representan entre el 2-3 % de la materia seca del grano de

cebada. Se distribuyen en todo el grano, pero la mayor concentracion se
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encuentra en el embrion, pericarpio y aleurona. Determinaciones con rayos X
demostraron que el potasio se halla en grandes concentraciones en la aleurona.
El calcio es abundante en la aleurona pero en menor cantidad en el endospermo.
El fosforo y potasio son los minerales mas abundantes en la cebada y
probablemente los mas importantes en términos nutricionales. El fésforo se
encuentra en forma de fitatos entre un 65-75 % del fosforo de todo el grano

(Newman y Newman, 2008).
Lipidos

El contenido de lipidos del grano de cebada maduro se encuentra en el
rango del 2-4 %. Los lipidos de concentran en el embrion, aunque el embrién
representa el 3 % del peso del grano, proporciona cerca del 18 % del total de
lipidos en la cebada. El endospermo contiene cerca del 77 % de lipidos. La
aleurona contiene el 67 % de lipidos del grano total. Los lipidos no polares
representan el 75 % del total de lipidos en todo el grano, y el 25 % restante se
divide en lipidos polares, principalmente glucolipidos y fosfolipidos (Newman y
Newman, 2008).

Proteina

La cantidad de proteina presente en el grano de cebada se encuentra
reportada entre 9-13%. Las proteinas son compuestos nitrogenados de gran peso
molecular, cuyos componentes basicos son L-aminoacidos, agrupados dentro de
péptidos (Newman y Newman, 2008). Se encuentran distribuidas por todos los
tejidos del grano, encontrandose en mayor concentracién en el germen y en la
capa de la aleurona que en el endospermo y el pericarpio (Hernandez, 2006;
Bellido, 1991). Osborne (1942), pionero en el estudio de las proteinas de los
cereales, las clasifico en cuatro grupos, atendiendo a sus caracteristicas de
solubilidad. Albuminas y globulinas son solubles en agua y en soluciones salinas
diluidas, respectivamente, y prolaminas son solubles en soluciones alcohdlicas.
Las glutelinas son extraidas con soluciones diluidas de acidos o alcalis (Newman
y Newman, 2008). Las fracciones proteicas en el grano de cebada se presentan

en la tabla 1. Las glutelinas son las principales proteinas estructurales del
7
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endospermo. Se encuentran situadas dentro de la matriz proteica y asociadas con

las prolaminas (Lopez y col. 2005).

Tabla 1. Fraccion proteica del grano de
cebada (% de la proteina total).

Albuminas 3-4

Globulinas 10-20
Glutelinas 35-45
Prolaminas 35-45

Fuente: Bellido, 1991

Carbohidratos

Los carbohidratos se describen de numerosas maneras, algunas de las
cuales son muy generales y tienen poco significado o aplicacion en la
alimentacion y nutricién. Aproximadamente el 80 % del grano esta compuesto por
carbohidratos. Unicamente del 3 a 5 % de estos son estructurales, conformado
por la fraccion fibrosa. Los oligosacaridos principalmente la fructosa y rafinosa
cuentan aproximadamente el 2 % del grano en peso seco. La maltosa y glucosa
estan presentes en cantidades pequefias, en concentraciones considerables en el
germen con respecto al endospermo. La mayoria de la celulosa en el grano es
localizada en la cascara en conjunto con la lignina. EI componente mas

abundante es el almidon, arriba del 65% (MacGregor y Bhatty, 1996).

2.4 Almidon

El almiddén es la principal fuente de energia en los granos de cereal.
Aunque la cantidad de almidon contenida en el grano de cereal varia, este se
encuentra entre un 60-75 % del peso del grano y provee entre un 70-80 % de las
calorias consumidas por el hombre. Se produce en diferentes tejidos y 6rganos de
la planta como: tallo, hojas, raices, flores, frutos y semillas (Thomas y Atwell,
1998).
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En la planta, el almidon se encuentra en forma de complejas particulas
llamadas granulos; de manera general éstos presentan un contenido de 0.06-0.45
% de proteina, 0.05-0.8 % de lipidos y 0.07-1.4 % de cenizas y el resto esta

compuesto por el almidén propiamente dicho (Della, 2007).

El almidén estd constituido principalmente por polimeros de o—-D glucosa,
azucar de seis carbonos, que en forma anillada se le conoce como D-
glucopiranosa, ésta se une mediante enlaces glucosidicos, principalmente en

presencia de agua (Thomas y Atwell, 1998).

En el almidon pueden distinguirse dos biopolimeros, la amilosa que es
esencialmente lineal y la amilopectina que estd altamente ramificada. Estos
polimeros a pesar de ser similares molecularmente, difieren ampliamente en sus
propiedades fisicoquimicas y funcionales (Tabla 2) (Thomas y Atwell, 1998).
Dentro de los granulos, el almidon tiene un arreglo semicristalino, y la cristalinidad
se debe al ordenamiento y longitud de las cadenas de amilopectina (Agama y col.,
2005).

Tabla 2. Propiedades de amilosa y amilopectina

Propiedad Amilosa Amilopectina
Estructura molecular Esencialmente lineal Ramificada
Longitud de cadena 10% Da 20-25 Da

Grado de pilomerizaciéon 10% Da 10%*a 10° Da
Complejo con yodo Azul (650 nm) Purpura (550 nm)
Afinidad con yodo 10-20 % 1%

Valor azul 1.4 0.05

Estabilidad en solucién acuosa Retrograda faciimente Estable
Propiedades de peliculas Fuerte Quebradiza
Digestibilidad (%)
b- amilasa 70 55-60
b- amilasa y dextrinaza 100 100

Fuente: Thomas y Atwell, 1998

La amilosa es una molécula lineal, estd compuesta por unidades lineales de
a-D-glucipiranosilo unidas por enlaces (1,4), aunque existen también moléculas
gue posees una pocas ramificaciones en posicion (1,6). Las ramificaciones
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pueden ser muy largas o muy cortas, pero los puntos de ramificacion estan
separados por largas distancias, de manera que las propiedades fisicas de las
moléculas de amilosa son esencialmente las de las moléculas lineales (Fennema,
2000).La cebada contiene entre un 44-47 % de amilosa, mientras que la mayoria
de los cereales contiene un 25 % (Newman y Newman, 2008; BeMiller, 2007).

El acoplamiento de la posicién axial-ecuatorial de las unidades a-D-
glucopiranosilo con enlaces (1,4) en las cadenas de amilosa da a las moléculas
una forma de hélice o espiral con un giro a la derecha (Figura 2) (BeMiller, 2007).
El interior de la hélice contiene so6lo a4tomos de hidrogeno, y por lo tanto es
lipofilico, mientras que los grupos hidroxilo estan situados en el exterior de la
hélice (Fennema, 2000).

La amilosa tiene la habilidad de formar geles después de que el granulo de
almidon fue cocinado. Esta propiedad es evidente de acuerdo al contenido de
amilosa en almidones. La formacién del gel es resultado de la reasociacién del
almiddn solubilizado después del cocimiento y puede ocurrir rdpida o lentamente
con el polimetro lineal de amilosa (Thomas y Atwell, 1998).

La amilopectina, es la molécula predominante en los almidones, es un
polimero ramificado y es mucho mas larga que la amilosa. Se compone de
enlaces glucosidicos en alJ(1,4) y las ramificaciones en a (1,6) (Thomas y Atwell,
1998). Tiene una masa molecular de 107 a 109 g/mol y un promedio de grado de
polimerizacion de 2 millones; es una de las moléculas mas grandes en la
naturaleza, con un numero de 20 a 25 unidades de glucosa entre los tipicos

puntos de ramificacion (Delgadillo, 2008).

La organizacion basica de la amilopectina puede explicarse en tres tipos de
cadenas: cadenas cortas (A), con un grado de polimerizacién de 14-18, enlazadas
a través de un extremo reductor; cadenas largas (B) con un grado de
polimerizacion de 45-55, se enlazan con una o varias cadenas A o B en grupos

hidroxilos primarios; y un extremo reductos (C) (Figura 2) (Myers y col., 2000).
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La amilopectina es el principal componente en la mayoria de los almidones
entre el 70-80%, en ciertos casos alcanza niveles de hasta 98-99% en los

almidones tipo cerosos, dependiendo de la fuente botanica (Bello y Tovar, 2001).

HO — CH, _OH

CH,OH

HO —

Cluster —» KHU < Cadenas B
gy

CadenaC —» | ¢ Extremo
Reductor

Figura 2. (A) Conformacion helicoidal de la amilosa; (B) Amilosa: a-D-glucopiranosas unidas por enlaces a (1,4)

Fuente: http://javeriana.edu.co/Facultades/Ciencias/neurobioquimica/libros/celular/amilosa.gif,

Octubre del 2009; (C) amilopectina; a-D-glucopiranosa unidas por enlaces a (1,4) y ramificaciones en a (1,6); (D)
estructura molecular de la amilopectina.

Fuente: Myers y col., 2000
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2.4.1 Fuentes de obtencidén

El almidén es una fraccion importante de un gran namero de productos
agricolas, como los cereales (maiz, trigo, arroz y cebada), cuyo contenido de este
carbohidrato es de 30 a 80 %, las leguminosas (frijol, chicharo, haba), con 25 a
50%, los tubérculos (papa, yuca), en los que el almidén representa entre 60 y
90%, y algunas frutas, como el platano y el mango, que en su estado verde o
inmaduro alcanzan contenidos de almidén de hasta 70 % en base seca (Flores y
col. , 2004).

Se calcula que en el 2004, la produccion mundial de almidén fue de 60
millones de toneladas, siendo la principal fuente de obtencion de este polisacérido
el maiz con el 70 % de la produccidn, seguido de la papa con el 10 %, camote con
el 8 %, trigo con el 6 % y cassava (yuca) con el 5 % (ISI, 2006).

A pesar de las diversas propiedades que tienen los almidones comerciales,
en los ultimos afos, ha tomado gran importancia la obtencion de almidon a partir

de fuentes no convencionales (Huang y col. 2007).

El almidébn como principal componente de la cebada ha sido estudiado
debido al interés de aislarlo del grano y utilizarlo como ingredientes en
aplicaciones de alimentos y otras industrias como la quimica, del papel,

farmacéutica, de adhesivos, pinturas, peliculas.

2.4.2 Usos

El almidén constituye una excelente materia para modificar la textura y
consistencia de los alimentos (Bello y col., 2002). Debido a sus componentes de
alto peso molecular, el almidon se ha utlizado como: sustituto de grasas,
espesante, texturizante, adhesivo, ligante, formador de peliculas, estabilizante de
espumas, agente anti-envejecimiento de pan, gelificador, glaseante, humectante y
estabilizante; principalmente en la industria de alimentos, textil y papelera
(Thomas y Atwell, 1998).
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2.5 Almidones modificados

Se ha denominado almidén modificado al almidén que ha sufrido una
alteracion en sus caracteristicas fisicas o quimicas con la finalidad de mejorar sus

propiedades funcionales (Shing y col., 2007).

Los almidones son utilizados en la industria alimentaria en numerosas
formas, primordialmente por sus propiedades coloidales, ya que son sus
principales propiedades funcionales del almidon (Wurzburg y Szymanszki, 1970).
Sin embargo, la estructura nativa del almidén puede ser menos eficiente debido a
gue las condiciones del proceso (temperatura, pH y presion) reducen su uso en
otras aplicaciones industriales, debido a la baja resistencia a esfuerzos de corte,
descomposicion térmica, alto nivel de retrogradacion y sinéresis (Bello y col.,
2002).

Estas demandas se pueden satisfaces cuando los almidones nativos son
modificados; siendo estos ultimos de gran importancia no sélo en la industria de
alimentos, sino en otras como: papel, textil y farmacéutica, entre otros (Wurzburg
y Szymanszki, 1970; Bello y col., 2002).

En general la modificacion logra un incremento en la resistencia de pastas
ante el calentamiento durante el cocinado, y durante condiciones acidas del
proceso, lo que hace las pastas de almidén mas estables, o presenta propiedades

funcionales especificas (BeMiller, 2007).

2.6 Tipos de modificacion

Los almidones pueden ser modificados por diferentes vias, ya sean fisicas,

enzimaticas y quimicas como se muestra en la tabla 3 (Thomas y Atwell, 1998).

2.6.1 Modificacién fisica

La alteracion de la estructura interna mediante la introduccion de
compuestos para sustituir a un grupo hidroxilo o la degradacion de la estructura
molecular a través de la descomposicion por acidos o enzimas, son procesos de

modificacion fisica (Branen y col. 2002).
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El almidon dispersable en agua fria, es un almidon que ha sufrido un
intenso hinchamiento en agua fria se elabora por calentamiento en 75-90 % de
etanol o por un proceso especial de secado por nebulizacién. Es muy util para la

fabricacion de postres y masas de galletas (Fennema, 2000).

La pregelatinizacion es el proceso en el que el almidén se calienta arriba
del punto de gelatinizacion y se seca, produciendo un almidén pregelatinizado,
instantaneo o precocido (Branen, 2002). Estos almidones son generalmente
utilizados como espesantes en los alimentos que reciben tratamiento minimo de

calentamiento (Thomas y Atwell, 1998).

El tratamiento térmico de humedad del almidén es un tratamiento fisico en
el que los almidones son tratados con diferentes niveles de humedad (<35 %) por
un periodo de tiempo determinado a una temperatura por encima de la
temperatura de transicion vitrea y por debajo de la temperatura de gelatinizacion.
Sin embargo, la temperatura suele ser elegida sin tener en cuenta la temperatura

de gelatinizacion (Cui, 2005).

2.6.2 Modificacién enziméatica

La modificacion enzimatica mas ampliamente utilizada en el almidon es la
conversion de almidon en maltodextrina, jarabe de maiz y azucares (por ejemplo,
dextrosa). Existe una amplia gama de estos productos, que varian segun el
tamafio de las moléculas en la mezcla de reaccion final (Thomas y Atwell, 1998).

El poder reductor del producto es una medida del grado de degradacion de
almiddn, el equivalente de dextrosa (DE) se utiliza para definir el poder reductor.
Se mide de manera especifica y se calcula como la dextrosa, expresado como
porcentaje de materia seca. Por la definicion de DE es de 100 dextrosa (Cui,
2005).

Hay muchas enzimas capaces de hidrolizar los enlaces glucosidicos en los
polimeros de almiddn. Principalmente las amilasas hidrolizan los enlaces a-1, 4.

Otro grupo, desramificante de enzima, especificamente rompe los enlaces a-1, 6
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en los puntos de ramificacion en los polimeros de almidén (Thomas y Atwell,
1998).

2.6.3 Modificacién quimica

El tipo mas comun de modificacion es el tratamiento del almidon nativo con
pequefias cantidades de reactivos quimicos y trata basicamente de las reacciones
asociadas a los grupos hidroxilos del polimero de almidén. La modificacion
cambia la funcionalidad del almidon, debido a su alta eficiencia y a que brinda la
posibilidad de controlar variables que influyen en las propiedades del material
(Thomas y Atwell, 1998); cabe destacar que el resultado de cualquier modificacién
de almidén depende de su origen botanico, susceptibilidad de los granulos de
almidon a la hinchazén (absorcién de agua) y la penetraciéon de los productos

quimicos (Tomasik, 2004).

Las modificaciones quimicas se dividen en métodos de conversion
(hidrdlisis, oxidacién, dextrinizacion) y métodos de derivacion (entrecruzamiento,

estabilizacion y la adicion de grupos funcionales) (Singh et al., 2007).

La hidrélisis &cida consiste en la suspension del almidén en una solucion
acuosa de acido clorhidrico (HCI) o &cido sulfurico (H2SO4) y mantener a
temperatura ambiente para prevenir la gelatinizacion. Cuando se obtiene la
reduccion de la viscosidad, el acido se neutraliza y el almidén es recuperado por
filtracion. Amilodextrinas son producidas por la inmersion en acido sulfarico de
almidon (por lo general a una concentracion de 1.7 millones o 15 %) a
temperatura ambiente durante un periodo determinado de tiempo. El tratamiento
con 2.2 M de HCI a temperaturas elevadas (tipicamente alrededor de 30 a 40 °C)
produce almidén lintnearizado (Cui, 2005).

La reaccion de oxidacion constituye la ruptura de las cadenas de polimero
de los grupos en grupos carbonilo y carboxilo. La introduccion de los grupos
carbonilo y carboxilo da como resultado una reduccién de la temperatura de
gelatinizacion, aumento de la solubilidad, y la disminucion de gelificaciéon (Branen,

2002). Es ampliamente utilizado en la alimentacion, papel, textiles, ropa de
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acabado y de la construccion material para proporcionar aprestado en la

superficie y las propiedades de revestimiento (Chavez, 2008).

En piroconversion o dextrinizacion, estos productos se conocen como
dextrina 0 mas exactamente como pirodextrinas. Dependiendo de las condiciones
de reaccion (por ejemplo, pH, humedad, temperatura y duracion del tratamiento),
piroconversion produce una gama de productos que varian en la viscosidad, la
solubilidad en agua fria, el color, la reduccion del contenido de azlcar, y la
estabilidad (Thomas y Atwell, 1998).

El entrecruzamiento minimiza la ruptura de los granulos, la perdida de la
viscosidad y la formacion de una pasta fibrosa durante el cocimiento. El
entrecruzamiento es realizado por el tratamiento del almidén granular con
reactivos multifuncionales capaces de formar enlaces éter o éster con los grupos
hidroxilos del almidén. Los siguientes agentes pueden ser utilizados legalmente
para entrecruzar almidones: Fosfato monosaddico, Trimetafosfato de sodio (STMP,
por sus siglas en ingles), Epiclorohidrina (EPI), Oxicloruro de Fésforo (POCls), una
mezcla de acido adipico-anhidrido acético y una mezcla de anhidrido succinico-
acetato de vinilo. Dos agentes, POCIls y STMP, pueden ser usados solamente
para dar almidones entrecruzados solamente o en combinacién con otros
reactivos para realizar modificaciones duales en el almidon (Carmona y col.,
2007).
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Tabla 3. Diferentes tipos de modificacién del almidén y sus principales propiedades.
Modificacion Tipo Propiedades

Fisica e Tratamiento con humedad y calor Aumenta la solubilidad del

ePregelatinizacion almidon en agua fria

Enzimatica eHidrolisis parcial Reduce el peso molecular

Quimica

Conversion eHidroélisis acida

eTratamiento alcalino Reduce el peso

molecular, disminuye la

eOxidacion . :
viscosidad, blanquea el
ePiroconversion- Dextrinizacion almidon
Derivacién eEsterificacion — Hidropropilacién

eEsterificacion- Acetilacion, Reduce la retrogradacion,

Succinacion estabiliza la molécula para

eEntrecruzamiento- almidén los procesos fisicos

fosfatado

eModificacion dual

Fuente: Shing y col., 2007

2.7 Acetilacion

La acetilacién es una modificacion quimica del almidon por esterificacion, en
el cual se sustituyen sus grupos hidroxilos por grupos acetilos (CHs-C=0) que le
brindan mayor estabilidad, variando sus propiedades fisicoquimicas y funcionales,
aun teniendo un bajo Grado de Sustitucion (GS) (Rutenberg y Solarek, 1984;
Thomas y Atwell, 1999). Estos se introducen mediante la reaccién de algunos de
los grupos hidroxilo con o6xido de propileno, ortofosfato, anhidrido acético o

acetato de vinilo (Wurzburg, 1970).
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Los almidones acetilados tienen diferentes caracteristicas a los nativos,
presentan aproximadamente 6 °C menos en la temperatura de gelatinizacion (Tg)
y el pico de viscosidad maxima es mayor con respecto al nativo, lo cual indica que
los almidones acetilados se dispersan mas faciimente que los nativos. La
acetilacion también incrementa la claridad y estabilidad de los geles que se

forman con este almidén y reduce la retrogradacion (Rutenberg y Solarek, 1984).

En la industria, este tipo de almidon es util principalmente en los productos
para refrigerar y congelar, ya que la acetilaciéon disminuye la sinéresis, también
son usados como espesantes debido a que al aumentar la viscosidad del almidén,
imparten textura, estabilidad y claridad (Rutenberg y Solarek, 1984). En la
industria no alimentaria los almidones acetilados son usados para la fabricacion
de tela y papel (Singh, 2003).

La Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) sélo
permite en alimentos almidones con Bajo Grado de sustitucién. El almidén
acetilado que se utiliza en alimentos contiene 0.5-2.5 % de grupos acetilos. La
FDA limita a 2.5 % de grupos acetilos en almidones para uso en la industria
(Rincon y col. 2007); y los almidones con alto GS han sido utilizados como
termoplasticos, sustitutos de acetato de celulosa (de Graaf y col., 1995; Xu y col.,
2004; Saartrat y col., 2005).

2.7.1 Obtencién del almidén acetilado

Los almidones acetilados se obtienen con diferentes agentes modificantes
como el acido acético, anhidrido acético, vinil acetato y cloroacetato;
generalmente, a pH basico de 7.5-9.0 y se realiza en presencia de catalizadores
como NaOH, piridina, acido sulfarico, entre otros. Se deja reaccionar a
temperatura constante; la reaccion se detiene disminuyendo el pH o con la adicion
de agua o alcohol, posteriormente se hacen lavados para eliminar los residuos y
se deja secar (Wurzburg, 1964; Rutenberg y Solarek, 1984; de Graaf y col., 1995).
Mediante esta metodologia se pueden obtener almidones acetilados de bajo y alto
GS; el GS maximo sin gelatinizacién es de 0.5 aproximadamente, aunque esto
depende del tipo de almidén. Cuando se requiere obtener almidones con alto GS,
18
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se recomienda gelatinizar los almidones y/o aumentar la concentracion de los
reactivos (Mark y Mehltretter, 1972).

2.7.2 Reaccioén de acetilaciéon

La acetilacion del almidéon es llevada a cabo en un medio acuoso de
anhidrido acético a un pH alcalino; durante la acetilacion tres grupos hidroxilo
libres en los carbonos 2, 3 y 6 de la molécula de almidon pueden ser sustituidos

con grupos acetilos (Xu y col., 2004; Cui, 2005).

Las reacciones que ocurren durante la acetilacion son ilustradas en la figura
3; en la reaccion principal, el almidén es acetilado con anhidrido acético y con una
base como catalizador, esta reaccion es un ejemplo de una sustitucién

nucleofilica en un carbono insaturado del anhidrido acético (Della, 2007).

O

N

CH,

Figura 3. Reaccién quimica durante la acetilacion.
Fuente: Xuy col., 2004
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Ademas los tres diferentes grupos hidroxilo tienen diferente reactividad. El
primer OH en el carbono 6 es mas reactivo y la acetilacion es llevada a cabo mas
facilmente que en los carbonos 2 y 3. De los grupos OH secundarios, el grupo -
OH en el C2 es mas reactivo que el del C3 (Xu y col., 2004); sin embargo, Heins y
col. (1998) demostraron mediante resonancia magnética nuclear (RMN) que al
hacer el analisis de los almidones ya acetilados la posicion que se encontré

mayormente acetilada fue la del C3.

La acetilacion de los almidones depende de ciertos factores, como la fuente
de obtencion del almidon, concentracion del reactivo, tiempo de reaccién y pH.
Varios investigadores menciona que la reaccion de acetilacion es reversible,
mostrando una desacetilacion en el almidon (Rutenberg y Solarek, 1984; de Graaf
y col., 1995; Xu y col., 2004).

2.7.3 Determinacion de los Grupos Acetilos

El nivel de sustitucion de los grupos hidroxilos a lo largo de la cadena de
almidén a menudo son expresados como grado de sustitucion (GS). El grado de
sustitucion son los moles de sustituyente pos mol de d-glucosa (unidad de
anhidridoglucosa). EI maximo posible de GS es de 3 cuando los tres grupos
hidroxilo son sustituidos a lo largo de la cadena de almidén (Cui, 2005). El Grado

de Sustituciéon puede ser calculado con la siguiente ecuacion:

GS = 162 x % Acetil
4300 - (42 x % Acetil )

Los cambios en propiedades fisico-quimicas en el almidon acetilado en
comparaciéon con el almidén nativo es proporcional al grado de acetilacién o el
grado de sustitucion de C=0. Por lo tanto, es importante para medir esta cantidad
para controlar cuantitativamente el grado deseado de la acetilacion de un almidén

para uso en diferentes procesos (Phillips y col., 1999).

Si bien el nivel de los sustituyente presentes en los almidones acetilados
para uso alimenticio es bajo, estos grupos suelen tener efecto sobre las

propiedades fisicas de almiddon. Los almidones modificados han abierto una
20
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multitud de nuevos usos de los sistemas alimentarios en los almidones naturales
(Wurzburg y Szymanszki, 1970).

Tradicionalmente, el grado de acetilacion en almidones modificados
guimicamente se encuentra utilizando métodos humedo que implican la
separacion y los procedimientos de valoracién. EI método de desarrollado por
Wurzburg supone que las muestras de almidon modificado ha sido purificada y
libre de compuestos residuales que podrian interferir con la valoracion utilizados

para medir el grado de acetilacion (Phillips y col., 1999).

La espectroscopia de infrarrojo de los metil-ésteres puede ser utilizada para
identificar si se llevé a cabo la acetilacion en los almidones; el pico de los grupos
carbonilo que se localiza a 1724 cm-! del espectro infrarrojo, se ha utilizado para
determinar el contenido de grupos acetilo en almidones acetilados (Xu y col.,
2004).

2.7.4 Determinacion de las caracteristicas morfolégicas

La Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) ha desempefiado un papel
importante para la comprension de la estructura granular de los almidones
modificados. Se ha utilizado para detectar los cambios estructurales causados por
los cambios quimicos en las regiones sustituidas de los granulos de almidén;
figura 4 (Singh y col., 2007).
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Figura 4. Efectos de la acetilacion en las caracteristicas morfolégicas de los granulos de almidon de
maiz y papa: (A) granulo de almidén nativo de maiz; (B) granulo de almidon acetilado de maiz; (C) granulo de
almidén nativo de papa; (D) granulo de almidon acetilado de papa.

Fuente: Singh, 2007.

Existen diferentes tipos de microscopia como la microscopia electrénica de
transmision (TEM), la microscopia electrénica de barrido (MEB), que nos permiten
una mayor apreciacion de la superficie del granulo y su morfologia en general
(Chmelink, 2001).

La introduccién de los grupos acetilo en las moléculas de almidén por
acetilacion da lugar a la reorganizacion estructural a causa del impedimento
estérico. La morfologia de los granulos del almidon modificado a un bajo GS, no
muestra grandes diferencias con respecto a los nativos; sin embargo, cuando los
almidones son de alto GS, pierden la estructura granular y forman conglomerados
22
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(Betancur y col., 1997; Xu y col., 2004; Singh y col., 2007).

2.7.5 Determinacion de las propiedades térmicas

La Calorimetria diferencial de barrido (DSC) es un método valioso para
obtener informacion sobre las propiedades del almidén (Ciesla, 2002);
originalmente se habia desarrollado como una herramienta para entender las
caracteristicas y las transiciones térmicas en polimeros sintéticos (Yu y Chistine,
2001).

La aplicacion de DSC ha permitido la identificacion de estructuras que son
consecuencia de las condiciones de procesamiento como las generadas durante
la gelatinizacion y la retrogradacion del almidén al que igual que las
modificaciones térmicas por los tratamientos de calor y humedad (Sandoval y col.,
2005). Mide los cambios térmicos que presenta la muestra en este proceso, y la
energia requerida para la gelatinizacion, lo cual principalmente refleja la pérdida

del orden molecular (Jacobs y Delcour, 1998).

La temperatura de gelatinizacion de los almidones acetilados se reduce al
incrementarse el contenido de grupos CHs-C=0 aproximadamente 6 °C (Guerra,
2007). La gelatinizacion ha sido estudiada por diversos medios, como el analisis
térmico, difraccion de rayo X y resonancia magnética nuclear; el DSC es la

técnica mas comunmente utilizada (Singh y col., 2007).

En algunas industrias se utiliza la acetilacion debido a que ésta reduce la
temperatura de gelatinizacién de los almidones y también porque interfiere en la
reasociacion molecular de sus componentes (evita la retrogradacion) (Singh y
col., 2007).

2.7.6 Determinacién de las propiedades reoldgicas

Reologia es el estudio de la relacion entre las fuerzas ejercidas sobre un
material y la deformacion resultante en funcion del tiempo; establece relaciones
entre tres variables: deformacion, esfuerzo y tiempo. El esfuerzo y la deformacion
se relacionan con la fuerza aplicada y con el cambio de forma que resulta de la

aplicacion de la fuerza (Franco, 2005). El almidén presenta diversas propiedades
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funcionales debido a los cambios hidrotérmicos principalmente, para caracterizar
estas propiedades de las dispersiones acuosas de almidon, se utiliza la reologia
(Della, 2005).

El conocimiento de las propiedades reolégicas de las suspensiones de
almidon y geles, no solo proporcionan informacion tecnolégica, sino que ayuda a
entender y predecir la textura, propiedades de flujo durante el procesamiento, asi
como también la vida media y atributos de calidad de los productos que contienen
almidon (Sasaki y col., 2007).

La acetilacion incrementa la claridad de los geles de almidén ya que
aumenta la capacidad de hinchamiento y solubilidad de los granulos. La claridad,
viscosidad y estabilidad de los almidones acetilados son las propiedades que lo
hacen una buena materia prima en las industrias de alimentos, papel y textil

(Wurzburg y Szymanszki, 1970).

Las propiedades de los almidones acetilados con GS 2-3 dependen
principalmente del tipo de almidén, la longitud de las cadenas de sus
componentes y las condiciones de la reaccion de acetilacion. La gravedad
especifica, la rotacion, la temperatura de gelatinizacién y la degradacion de los
granulos de almidones varian dependiendo del contenido de grupos CHs-C=0
(Della, 2007).
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I OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Modificar quimicamente almidones de cebada asi como caracterizarlos

fisicoquimicamente.

3.2 Objetivos especificos

e Aislar los almidones por métodos fisicos.

e Modificar los almidones mediante el uso de agentes quimicos.
e Caracterizar de forma fisica el almidon modificado.

e Evaluar los diferentes niveles de modificacion.

e Determinar su temperatura de gelatinizacion y retrogradacion mediante el

uso del calorimetro diferencial.

e Caracterizar la microestructura de los granulos de almidén mediante el uso

de microscopia electronica de barrido y espectroscopia de infrarrojo.

e Caracterizar sus propiedades fisicoguimicas mediante el uso de un

reémetro de placas paralelas.

e Determinar los grupos acetilos mediante un analisis de Rayos X.
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IV. MATERIALES Y METODOS

La cebada que se utilizar4 para la extraccion y modificacion del almidén es
de la variedad Esmeralda, cultivada en el municipio de Apan en el afio 2007.

4.1 Seleccion y preparacion de las muestras

El grano de cebada se limpié en un agitador de tamices (W.S. TYLER, Mod.
RX-29). Posteriormente se realiz0 una limpieza manual eliminando el material
distinto al grano (piedras, hojas, restos florales) y se seleccionaron los mejores
granos de acuerdo a la norma NMX-FF-043-SCFI-2003, para productos no
industrializados para consumo humano cereal-cebada malatera (Hordeum vulgare

L. y Hordeum disticum L.)

Para el perlado la muestra se prepard de la siguiente manera: El grano se
acondicion6 a una humedad del 10.5 % con un reposo de 24 h. La férmula que se
utilizé para acondicionar el grano a una humedad del 10.5 % en 100 g de materia

seca fue:

cantidad de agua (ml)

% Humedad requerida X g materia seca o
= — . - - — % Humedad inicial
% Diferencia de humedad

Una vez trascurrido el tiempo, se realizé el descascarillado en una perladora
(Dayton, Mod. 4K638C), con el fin de eliminar las glumas del grano y al mismo

tiempo el contenido de cenizas.

4.2 Métodos

Los analisis realizados se hicieron por triplicado para cada una de las
muestras de los almidones (Nativo, Acetilado con Vinil Acetato y Acetilado con
Anhidrido Acético).
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4.2.1 Aislamiento del almiddén

Para el asilamiento de almidén se emple6 el método de aislamiento neutro
de Adkins y Greenwood (1966) modificado por Paredes y col. (1989). El grano se
lavé con agua potable para eliminar el polvo y otras sustancias adheridas al
mismo. Posteriormente se remojaron por 16-24 h en una solucién reguladora de
acetato de sodio 0.02 M con sales de cloruro de potasio 0.01 M en una relacion
1:1 (v/v) ajustando a un pH= 6.5, con acetato de sodio 2 M. La relacién de grano:
solucién fue de 1:2 (p/v). La mezcla se mantuvo en refrigeracion (2-8 °C). Los
granos suavizados se drenaron, se lavaron al menos 5 veces para eliminar el
exceso de la solucion y se molieron. Para la molienda se colocaron 150 g de
grano dentro de un vaso de licuadora casera (marca Osterizer, modelo Galaxy, 10
velocidades, 1 L de capacidad) conteniendo 500 ml de agua potable y se licué a
una velocidad méaxima por 1.5 min., posteriormente la pasta obtenida se pasé por
tamices (marca W.S Tyler ) en mallas nimero 425, 150, 75 y 45 (um), en cada
tamizado se lavo el residuo con agua potable hasta que en el liquido de salida no
existieran particulas de almidon aparente, usando guantes y una pala de madera.
El precipitado obtenido del tamizado y lavado se suspendié en una solucion de
NaCl 0.1 M con tolueno en una relacién 7:1 (v/v) y se mantuvo en agitacion
durante 15 h a temperatura ambiente. Posteriormente la suspensién se centrifugd
a 3500 rpm por 15 min. a 4 °C en una centrifuga (marca IEC modelo GP8R), con
la finalidad de separar los sélidos (almidon) desechando el liquido obtenido de
ésta operacion.

El precipitado presentd dos capas, la superior de aspecto mucilaginoso de
color café y la inferior de color blanco que corresponde al almidon. Ambas capas
se separaron cuidadosamente con la ayuda de una espatula. Después de juntar el
residuo blanco, se resuspendié en la solucion NacCl:tolueno (7:1 v/v), se volvio a
dejar en agitacion con las condiciones antes especificadas y nuevamente se
repitié el proceso completo. El almidon aislado se dejé secar en una estufa a 35 +
3 °C durante toda la noche, se pas6 por un molino de harina y se tamizé en una
malla ndmero 150 (um) para obtener un polvo homogéneo. El almidon obtenido

se pesoO y fue almacenado a temperatura ambiente para la utilizacion de los
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posteriores andlisis.

4.3 Acetilacion
4.3.1 Tratamiento con anhidrido acético

El método descrito por Huang y col. (2007), fue utilizado para modificar por
acetilacion los almidones de cebada. El almidon de cebada fue dispersado en
agua destilada (45 mL) y agitado durante una hora a 25 °C. La solucion de
hidroxido de sodio al 3% fue utilizada para ajustar el pH 8.0. El anhidrido acético
(11.6 mL) fue agregado gota a gota a la mezcla, mientras se mantenia el pH en
un intervalo de 8.0-8.3 con el NaOH al 3%. Después de agregar el reactivo la
reaccion se mantuvo por 10 min. La mezcla fue ajustada a pH 4.5 con HCI 0.5 M,
después fue lavada dos veces con agua destilada y una vez con alcohol al 96 %.

Se sec6 en una estufa por 24 h a 40 °C.

4.3.2 Tratamiento con vinil acetato

El método descrito por Huang y col. (2007), fue utilizado para modificar por
acetilacion los almidones de cebada. El almidon de cebada fue dispersado en
agua destilada (45 mL) y agitado durante una hora a 25 °C. La solucion de
hidroxido de sodio al 3 % fue utilizada para ajustar el pH 8.0. El acetato de vinilo
(11.4 mL) fue agregado gota a gota a la mezcla, mientras se mantenia el pH en
un intervalo de 9.0-9.3 con el NaOH al 3 %. Después de agregar el reactivo la
reaccion se mantuvo por 10 min. La mezcla fue ajustada a pH 4.5 con HCI 0.5 M.
después fue lavada dos veces con agua destilada y una vez con alcohol al 96 %.

Se sec6 en una estufa por 24 h a 40 °C.

4.3.3 Determinacion del porcentaje de acetilos

El porcentaje de acetilacion y el grado de sustitucion se determinaron de
acuerdo al método propuesto por Sodhi y Singh (2005). El porcentaje de
acetilacion y el grado de sustitucibn se determinaron volumetricamente. El
almidon aceétilado (1 g) fue colocado en un matraz de 250 mL, se le agregaron 50
mL de etanol al 75 %, se tapé y fue calentado en un bafio de agua a 50 °C por 30

min. Después de ese tiempo se dejé enfriar a temperatura ambiente y se le
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agregaron 40 mL de KOH (0.5M). Fue titulado con HCI (0.5M) usando
fenolftaleina como indicador. EI mismo procedimiento se realizé en los almidones
nativos para utilizarlo como referencia. El porcentaje de grupos CHs-C=0 se

calcul6 con la siguiente férmula:

% de (mL Blanco) - (mL de la muestra) x N del HCI x 0.043
Acetilos

X 100
g de muestra (base seca)

donde: 0.043 = miliequivalentes del grupo CH3-C=0

4.3.4 Determinacion del Grado de sustitucion

Se determin6 el GS en el almidén acetilado que equivale al numero
promedio de grupos OH que se reemplazaron por grupos CH3-C=0 en la UAG

(Wuzburg, 1964) y se calculo con la siguiente férmula:

162 x % de acetilos

4300 — (42 x % de acetilos)

GS =

donde: 162 = Peso molecular de la UAG
4300 = 100 x peso molecular del grupo CH3z-C=0
42 = (Peso molecular del grupo CH3-C=0) — 1

4.4 Determinacion de las caracteristicas fisicas

4.4.1 Determinacién del tamafio de particula

Para la determinacion se utilizaron 1 g de muestra de cada uno de los
almidones. Posteriormente, el analisis se realizO por medio del método de
difraccion de rayos laser en polvo. El andlisis fue realizado en granulémetro
Mastersizer 2000 (Malvern Instrument, USA) con un indice de refraccion de 1.494
y una precision de 1 % en el DV 50 utilizando estandares de calidad Malvern,

donde se utiliz6 como medio de transporte en el aire.
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4.4.2 Analisis por Difraccion de Rayos X (DRX)

Para la determinacion del patron de difraccion de rayos-X los almidones
nativos y acetilados se colocaron sobre el portamuestras del difractometro de
rayos X (Philips PW 1710, Netherlands), equipado con una fuente de cobre
operado a un voltaje de 50 kV y un amperaje de 30 mA, produciendo una
radiacion con una longitud de onda (A) 1.543 A. Los datos fueron almacenados
con los siguientes parametros operativos: intervalo de 26 entre 2 — 60° cada
0.02°, a una velocidad de barrido de 60 s/°; el difractometro contenia 18 ranuras

de divergencia y una ranura de recepcion de 0.01 mm (Millan y col., 2005).

4.4.3 Analisis por espectroscopia de Infrarrojo (FTIR)

Los espectros de IR por transformada de Fourier (FTIR) de los almidones
nativos y acetilados fueron obtenidos mediante el método de Pushpamalar y col.
(2006). La muestra seca se mezcld con KBr en una relacion almidén/KBr de 4:1.
La mezcla se prenso para obtener una pastilla y se analiz6 en un espectrometro
Nicolet Magna-IRTM 550. Cada espectro fue analizado en un intervalo de

resolucién de 400 - 4000 cm™ y se realizaron 16 barridos.

4.5 Caracterizacion morfoldgica del almidén

4.5.1 Microscopia electrénica de barrido

Las muestras de almidén fueron secadas en una estufa a una temperatura
de 35 °C + 3 °C por dos dias. Las muestras se colocaron sobre una cinta
conductora de doble adhesion, la cual se fij6 previamente en un soporte de
aluminio. Posteriormente, las muestras se recubrieron con una capa de oro en un
electro-depositador (marca Denton modelo Vaccum Desk Il). Las muestras se
observaron en un microscopio electrénico de barrido (MEB, marca JOEL, modelo
JSM-G-300) a un voltaje de 20 KV, 18 mm. Las fotografias se tomaron por
triplicado a las siguientes amplitudes 2000x, 1500x, 1000x, 500x y 100x.

4.5.2 Microscopia de luz normal y luz polarizada

Se coloco una cantidad minima de muestra de almidén en el portaobjetos, se
adicion6 una gota de agua destilada y se puso un cubreobjetos. Las muestras se
30
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observaron en un microscopio de luz polarizada (marca Nikon modelo EFD-3)
acoplado a una camara de video (marca Dage, modelo MTI DC- 330) utilizando
un programa About Meta Morph version 6.1r0, con un objetivo de 10x. Los
granulos de almidén se seleccionaron al azar y se observd el fenbmeno de
birrefringencia mediante la formacién de la cruz de malta en el centro del granulo
de almidon. Utilizando el mismo microscopio la muestra fue observada en campo
claro con un objetivo de 10x. Las imagenes obtenidas fueron analizadas utilizando

el programa Sigma Scan Pro, version 5.0.0.

4.6 Analisis térmico de los almidones acetilados

4.6.1 Gelatinizacién por calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La temperatura de gelatinizacion de los almidones se evalué por el método
propuesto por Paredes y col. (1994). Se pesaron 2.2 mg de muestra de almidon
en base seca dentro de una charola de aluminio. Posteriormente se adicionaron
7.5 uL de agua desionizada. La charola fue sellada herméticamente y se dejé
equilibrar por espacio de unos 30 min. antes de realizar el analisis. Como
referencia se utilizé6 una charola de aluminio vacia. Transcurrido el tiempo de
humectacién (1 h) la muestra fue sometida a un programa de calentamiento en un
intervalo de temperatura de 10 a 120 °C y una velocidad de 10 °C/min. La
temperatura de inicio (Ti), temperatura de gelatinizacion o de pico (Tp),
temperatura final (Tr) y la entalpia (AH) fueron obtenidas a partir de los
termogramas directamente del andlisis del software TA Instruments OS/2 versién
2.1.

4.6.2 Retrogradacion

Para la determinacidén de retrogradacion se almacenaron las charolas en
refrigeracion por siete dias. Transcurrido el tiempo, la muestra fue sometida a un
programa de calentamiento en un intervalo de temperatura de 10 a 120 °C y una
velocidad de 10 °C/min. La temperatura de inicio (Ti), temperatura de
gelatinizacion o de pico (Tp), temperatura final (Tr) y la entalpia (AH) fueron
obtenidas a partir de los termogramas directamente del analisis del software TA

Instruments OS/2 version 2.1.
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4.7 Evaluacion de las propiedades reoldgicas del almidon

Los perfiles reolégicos se analizaron en un Redmetro TA Instruments,
modelo AR1000-N, con un sistema de placas paralelas y un espesor de muestra
de 100 mm. Se hicieron suspensiones al 5 % (p/v) de soélidos totales. Se utilizo un
sistema de placas paralelas de 60 mm y un espesor de muestra de 1000 mm.
Primeramente se realizé la coccion de los almidones realizando un calentamiento
de 25 a 90 °C manteniendo isotérmico a esta temperatura 5 min. Para evitar

perdidas de humedad se utilizo aceite mineral antes de iniciar cada cinética.

4.7.1 Perfiles de viscosidad

Los perfiles de viscosidad se obtuvieron en funcion del tiempo global,

temperatura y la viscosidad (Pa/s).

4.7.2 Método viscosimétrico (Curvas de flujo)

Se obtuvo una pasta de almidon a 60 °C bajando la temperatura de 90 a 60
°C para realizar la medicion a esa temperatura. La velocidad de calentamiento-
enfriamiento en todo el ciclo fue de 2.5 °C/min. La medicién se realiz6 en dos
barridos de deformacién de 0.06 a 300 s' ascendente y descendente

respectivamente, y un tercer barrido descendente de 300 a 0.06 s™.

La viscosidad fue calculada mediante la relacion del esfuerzo de corte y la
velocidad de deformacién (t/g) como una funcion de la velocidad de deformacion.
Se reporto el ultimo ciclo (descendente) como una funcién del esfuerzo de corte
(t), donde g = f(t), en este ciclo se obtuvo la mejor homogenizacion de la muestra
y se refleja en las graficas que se presentan a continuaciéon (curvas de flujo o
reogramas), de esta manera se determin6 el comportamiento de los almidones
nativos y acetilados con los dos métodos de modificaciébn quimica. Para evitar

pérdidas de humedad se utilizé aceite mineral antes de iniciar cada cinética.

4.7.3 Método viscoelastico dinamico

Se realiz6 una cinética de gelatinizacion a una velocidad de calentamiento

y enfriamiento de 2.5 °C/min. Se siguid una cinética de gelatinizacion, que se
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realizd en tres etapas: inicid en 25 °C, se llevd hasta 90° y terminé en 25°C; los
barridos de amplitud de la deformacién se realizaron, de 0.1 a5 % parala 22y la
32 etapa donde se realizaron las mediciones para determinar la region
viscoelastica lineal y escoger un valor de deformacibn en ambas etapas,
aplicando un valor de frecuencia de 1Hz. Una vez determinados los valores de
deformacion para todas las muestras se procedié a realizar un barrido de
frecuencia de 1 a 10 Hz para lo cual se utilizé un valor de deformacion constante
de 0.7 % para la 22 (90 °C) etapa y de 0.9 % para la 32 etapa (25 °C,
enfriamiento). Se evaluaron los pardmetros: modulo de almacenamiento (G),
modulo de pérdida (G”) y tangente del angulo de desfasamiento (tan d). Para

evitar pérdidas de humedad se utilizé aceite mineral antes de iniciar cada cinética.
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1. Seleccién y preparacion del grano de cebada para la
extraccion de almidon

Uno se los usos mas importantes de los cereales es como materia prima
para la obtencién de almidon. La molienda humeda, tiene como objetivo obtener

el maximo rendimiento de granulos de almidon nativo sin dafar (Serna, 2001).

El contenido de impureza que presentd la muestra fue de un 15.60 %
(84.40% limpio). Es importante remarcar que las materias extrafias son
principalmente restos vegetales, florales, tallos y semillas. Marquez (2006) obtuvo
un rendimiento similar (86.46%), mientras que Lopez y col. (2005) reporté un
contenido de impurezas para la variedades cultivadas en el estado de Hidalgo
entre un 2.1-3.8 %. De acuerdo con la NMX-FF-043-SCFI-2003, este valor se
encuentra fuera de los limites permisibles, ya que debe de contener el 2 % de
impurezas para ser comercializada. Esto indica que no se tiene especial cuidado
al momento de la separacion de los granos con el resto de la planta, debido a que
la recoleccion del grano puede ser llevada a cabo de manera mecéanica. Al no
encontrarse dentro de los limites permisibles para ser comercializada, esta
cebada recibe una deduccién del 2.5 % por cada 5 kg/t en cuanto a su precio
respecto a la Norma Mexicana. Debido a que se llevd a cabo limpieza los granos
seleccionados son de buena calidad, ademas que el precio debido a la
penalizacion que recibe es accesible su obtencion. Por lo tanto se decidio trabajar
con esta muestra debido a que no presenta ningun riesgo para ser usada en la

industria alimentaria.

El resultado obtenido del rendimiento en cuanto al descascarillado fue del
80 %, el restante se encuentra conformado por las glumas y parte del pericarpio
gue se desprendido durante el proceso. El acondicionamiento realizado al 17 %
de humedad, ayuddé a que el pericarpio se separa mas facilmente y evitdé que

ocurrieran dafios mecanicos que pudieran afectar el rendimiento el aislamiento del
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almidon. En estudios anteriores se encontr6 un rendimiento de 71.89-79.45 %
respecto al perlado de cebada (Marquez, 2006; Delgadillo, 2008). Dado que el
acondicionamiento realizado es el correcto y no se dafio el grano, al momento de
realizar la extraccién el granulo de almidon no fue dafiado por proceso. La
preparacion de la muestra se realiz6 para facilitar la molienda, y extraer un
almidon con una mayor pureza, ya que si no se llevara a cabo durante el proceso
se dificultaria, debido a que el grano seria mas dificil de moler, ademas de que los
demés componentes, como fibra y proteinas, serian arrastrados durante el
proceso, por lo que se obtendria menor rendimiento en cuanto a la extraccion de

almidon.

5.2. Aislamiento y extraccion de almidén de cebada

En cuanto al aislamiento del almidén el resultado fue del 30%, partiendo de
1 Kg de cebada perlada. Con respecto al contenido de almidon presente en el
grano (60 %) el rendimiento obtenido es de un 50 %, esto puede deberse a que
durante el proceso puede haber mermas debido a que el almidén se hace pasar
por tamices de diferente tamafio que pueden detener parte del almidén. En el
proceso de molienda hay una separacion de dos capas, una de color blanco que
es el almidén con un 99 % de pureza y una capa de color café que contiene el
restante 70% de carbohidratos presentes en el grano, ademas contiene proteinas
y minerales. Delgadillo (2008) report6é un rendimiento del 38.51 % para la variedad
Esmeralda Zapotlan. Tovar (2008) obtuvo un rendimiento de entre 29-41 % de
almiddn extraido de maiz, en tanto que Flores y col. (2004) obtuvieron almidon de
platano por molienda hiumeda reportando un rendimiento del 71 %. De acuerdo a
la fuente de obtencién el contenido de almidon va a variar y por lo tanto el
rendimiento sera diferente (Flores y col., 2004). Este resultado indica que el
método de obtencion, asi como, la materia prima son una buena fuente de

obtencién de almidon.

5.3. Determinacion del porcentaje de acetilos

El porcentaje de acetilos que se encontré segun metodologia propuesta por
Sodhi y Singh (2005) para el almidon de cebada, en dependencia del agente
35
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utilizado (vinil acetato o anhidrido acético) se muestra en la tabla 4. En ésta se
puede observar como se alcanza entre 3 y 6 % de acetilacion, resultado que del
uso del anhidrido acético se obtuvo 1.6 veces mayor incorporacion de grupos
acetilos. Estos resultados guardan relacion directa con el grado de sustitucion
(GS) que equivale al numero promedio de grupos -OH que se reemplazaron por

grupos CHs-C=0 en la molécula de almidén de cebada en este caso.

Tabla 4. Porcentajes de Acetilos en los almidones modificados de cebada

Almidén Porcentaje de acetilos (%)
de VA AA
Cebada 3.66 = 0.07 6.00+£0.11
VA (Vinil Acetato) AA (Anhidrido Acético)

5.4 Determinacion del Grado de Sustitucion

El nivel de sustitucion de los grupos hidroxilos a lo largo de la cadena de
almidon, a menudo son expresados como grado de sustitucion (GS) (Wuzburg,
1964). En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos durante el proceso

acetilacion del almidén nativo de cebada.

Tabla 5. Grado de Sustitucién de los almidones modificados con diferentes agentes.

Almidoén Grado de Sustitucién (GS)
de VA AA
Cebada 0.143 £ 0.008 0.240 £ 0.008
VA (Vinil Acetato) AA (Anhidrido Acético)

Se puede observar que el Grado de Sustitucion (GS) del almidon obtenido
después del tratamiento con 11.4 mL de vinil acetato y 11.6 mL de anhidrido
acético, en iguales condiciones. EI GS es mayor para el almidon tratado con
anhidrido acético con respecto al tratado con vinil acetato, esto se debe a que el
anhidrido es un agente muy reactivo. La sustitucion se llevada a cabo en los
carbonos 2, 3y 6, debido a que son los menos impedidos estéricamente a lo largo
de la amilosa, por lo que al ser una cadena lineal sus grupos -OH pueden ser

sustituidos mas facilmente. En la amilopectina la sustitucion se da en menor
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cantidad ya que sus grupos -OH se encuentran mas imposibilitados para
reaccionar. El grado de sustitucion también se va a ver limitado por la
disponibilidad de los grupos -OH dentro de la cadena de almidén, dado que la
reaccion siempre va a comenzar por el carbono que se encuentre mas libre para

reaccionar.

En estudios realizados por Huang y col. (2007) en almidones extraidos de
leguminosas, el grado de sustitucion es mayor para los almidones tratados con
vinil acetato, el grado de sustitucion en los almidones de chicharos tratados con
anhidrido acético fue de 0.066, para los que se utilizé vinil acetato fue de 0.07,
para los almidones de garbanzo el grado de sustitucién fue de 0.059 con
anhidrido acético y 0.064 con vinil acetato y en los almidones extraidos del ejote
el grado de sustitucion fue de 0.057 con anhidrido acético y 0.068 con vinil

acetato.

Por otra parte, Mormoghtadaide y col. (2009) y Lawal (2004) obtuvieron
valores mas bajos de grado de sustitucion el almidones acetilados con anhidrido
acético a diferentes concentraciones, Mormoghtadaide y col. (2009) utilizaron
concentraciones de 6 % y 8 % en almidon de avena (27.77 mL y 37.88 mL de
anhidrido, respectivamente), dando un grado de sustitucion de 0.05 y 0.11
respectivamente, mientras que Lawal y col. (2004) trataron su almidén de maiz
con 10 g de anhidrido acético (9.25 mL segun densidad del producto), obteniendo
un grado de sustitucion de 0.03 y con 15 g (13.88 mL) se obtiene 0.04 de grado
de sustitucién. Las variaciones en el grado de sustitucion pueden deberse a la
utilizacion de diferentes fuentes de almidon, contenidos diferentes de amilosa y
amilopectina, tamafo y morfologia del granulo y a las condiciones en las que se
lleven a cabo la reaccién de acetilacion, asi como en la variacién de diferentes

pardmetros como son el tiempo de reaccion y temperatura.

El bajo grado de sustitucion obtenido en estos almidones los hace aptos
para su utilizacion el la industria de alimentos, ya que la FAO permite la utilizacion
de almidones acetilados con bajo grado de sustitucion. Asimismo la

Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA)
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permite en alimentos, almidones con bajo grado de sustitucién, limitAndolos a
valores menores a 2.5 % de grupos acetilos en almidones para uso en la industria
(Rincon y col., 2007).

5.5. Determinacion de las caracteristicas fisicas

5.5.1. Determinacién del tamafio de particula

En la figura 5 se puede apreciar el promedio del tamafio de particula de los
almidones nativos y modificados por acetilacion. Se puede observar una
diferencia en cuanto al diametro promedio de particula entre los tres almidones, el
tamafio para el almidén nativo (AN) fue de 19 um, mientras que para los
almidones tratados con vinil acetato y anhidrido acético fue de 22 um y 104 um

respectivamente. El aumento en el tamafio se debe a la introduccién de los

grupos acetilos a las cadenas de almidon.
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Figura 5. Distribucién del tamafio de particula de los almidones nativos y modificados.
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Las moléculas largas y ramificadas de la amilopectina forman cristales en
una orientacion regular entre regiones amorfas y cristalinas, que dan al granulo
las caracteristicas de birrefringencia segun reportan algunos autores (Fox y
Cameron, 2002). Estas regiones amorfas contienen en lo fundamental moléculas
de amilosa. Esto posibilita asumir que cuando el granulo de almidén absorbe
agua, las areas amorfas quedan mas disponibles y por tanto se pueden mover

mas libremente dentro del granulo.

Los estados de gelatinizacion que fueron determinados a diferentes
temperaturas y en correspondencia con el tamafio y distribucion de los granulos
de almidon nativo de cebada, con cascara (AEC) o perlado (AEP), sin acetilar, se

muestran en la Tabla 6.

A las temperaturas iniciales de 20 °C y hasta 35 °C, no se observo ninguna
variacion en el tamafio promedio de los granulos del almidén nativo de cebada ni
tampoco diferencia significativa entre las muestras AEC y AEP. Esto indica que al

menos hasta 35 °C no se produce hinchamiento en los granulos de almidon.

Tabla 6. Tamario de granulos de almidén (um) por tipos (%DSR)

Temperatura °C AEP AEC
20 19.76 (0.77) 19.54 (0.53)
35 19.76 (0.77) 19.54 (0.53)
45 30.45 (1.05) 25.12 (0.79)
55 49.56 (2.04) 30.15 (1.68)
65 88.60 (2.76) 36.65 (2.07)
75 96.35 (3.21) 40.25 (2.16)
85 94.60 (5.12) 34.56 (1.88)
95 42.60 (2.22) 28.70 (0.93)
100 39.20 (1.85) 27.00 (0.68)
105 37.60 (1.66) 26.50 (0.64)

Se observa como aproximadamente a partir de los 75 °C alcanzan su maximo
tamafio de granulo, correspondiendo al maximo nivel de hinchamiento; también se

puede apreciar como el almidon procesado con cascara se hincha menos por
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efecto del tratamiento térmico, lo cual indica que la cédscara ejerce un efecto
protector. A temperaturas mayores se observa como el tamafio promedio de los
granulos comienza a disminuir, lo cual indica que se produce un dafio estructural
que se observd por microscopia electrénica (ver figura 6 a y b) después de los
100 °C, lo cual indica la gelatinizacion completa del granulo.

Figura 6 a). Andlisis por MEB de granulos de almiddn nativo (sin cascara), antes de gelatinizar y
luego de la total gelatinizacion (dafio morfologico).

Figura 6 b). Analisis por MEB de granulos de almidén nativo (con cascara), antes de gelatinizar y
luego de la total gelatinizacion (dafio morfoldgico).

%/a{mﬁ'@ L-@j)”ﬁm% ZZ[/ %ﬂ%ﬂ@/ldo’ 40



5.5.2 Difraccion de rayos X

Los almidones son materiales semicristalinos, y su cristalinidad depende de
las caracteristicas estructurales de la amilopectina y la reasociacion de la amilosa
(Della, 2007). La difraccion de rayos X, es una técnica que se utiliza para el
estudio de la naturaleza cristalina de los almidones. En la figura 7 se muestra el
patron de difraccion de rayos X correspondiente a los almidones nativos y
acetilados.

Almiddn Nativo
28.5%

Anhidrido Acético
28%

Intensidad

Vinil Acetato
28.3%

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
20

Figura 7. Patrén de difraccion de rayos X del almidén de cebada, nativo y modificado por
acetilacion.

Se puede observar que el pico de cristalinidad del almidén tratado con vinil
acetato es mucho mas definido en comparacion con el almidén nativo,
presentando una cristalinidad de 28.3 %. Por otra parte el almidon modificado con
anhidrido acético disminuye su pico de cristalinidad y su cristalinidad es de 28 %,
esta perdida en la cristalinidad se debe a que la modificacion se llevé a cabo en la
region cristalina del almidon. Debido a que la modificacién es llevada a cabo con
mayor facilidad en la regibn amorfa (compuesta por la amilosa), y al no tener un
alto grado de sustitucion su region cristalina no se va a ver dafada, como se

observa en el patron de difraccion del almidon acetilado con vinil. Della y col.
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(2008) observaron que la cristalinidad en los almidones acetilados de platano va
disminuyendo conforme el tiempo en la reaccion se va aumentando. Otros
estudios realizados en almidones de maiz acetilado, muestran que los almidones
con bajo Grado de Sustitucion muestran perfiles de cristalinidad similares al del
nativo. Sin embargo cuando aumenta el GS la estructura cristalina del almidon es
destruida (Chi y col. 2008). La disminucién en cuanto al porcentaje de cristalinidad
no es significativo, pero demuestra que la modificacion aunque en menos

cantidad también es levada a cabo en la amilopectina.

5.5.3 Espectroscopia Infrarrojo (FTIR)

El andlisis de FTIR se efectu6 para corroborar el grado de acetilacion del
almidon de cebada con los dos reactivos ensayados y analizar las diferencias
fundamentales entre los tres almidones (almidon nativo, AN; almidon acetilado
con Vinil Acetato, AV; y almidon acetilado con Anhidrido Acético, AA). EI AN
mostro sefiales (ver Figura 8) que corresponden a la elongacion (estiramiento) de
los principales grupos caracteristicos de la molécula de almidon lo que coincide
con lo que sefialan algunos autores (Mano y col., 2003; Guerra y col., 2008). De
igual manera, las muestras acetiladas de almidon de cebada, presentaron dichas
sefales (ver Figuras 9 y 10), y también mostraron las sefiales en el intervalo de

900 - 1280 cm™, que corresponde al estiramiento del enlace C-O.

Asi se puede observar que la sefal que aparece aproximadamente a 1255
cm® corresponde especificamente al estiramiento del enlace C-O de los grupos
acetilo lo cual han confirmado y discutido algunos autores (Colthup y col., 1990).
Esta sefial fue mayor cuando la reaccion de acetilacion se llevé a cabo con
anhidrido acético (ver Figura 9) debido al aumento en el grado de sustitucién (GS)
del almiddn; esto permite corroborar la mayor reactividad que mostro el ahidrido
acético en comparacion con el acetato de vinilo. Guerra y colaboradores (Guerra y
col., 2008) han reportado esta sefial en 1226 cm™ para el almidén de platano
acetilado; a diferencia con este estudio, para el almidén de cebada acetilado, se

puede reportar como sefal tipica esta que aparece a 1255 cm, ligeramente
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desplazada a mayores numeros de ondas en comparacion con el almidén de

platano acetilado.

Cuando se produce la reaccion de acetilacion en la molécula de almidon,
se observa una disminucion (acortamiento) en las sefiales que corresponden a las
vibraciones por estiramiento o tension (las que aparecen entre 3000-3900 cm™?) y
a las vibraciones por flexion (1650 cm™) de los grupos -OH (principalmente se
hace mas notable en esta ultima vibracion y sefialadas en las Figuras), lo cual es
apreciable si se comparan las Figuras 8, 9 y 10. Esto es debido a la introduccién
de grupos acetilo en el almidén de cebada, que propician un cierto efecto estérico
a las vibraciones por flexion, corroborando que la acetilacion se efectudé en las

muestras analizadas.

Ademas, se observé un incremento en la sefial a 1730 - 1740 cm™ en el
almidon de cebada modificado. Esta sefial es caracteristica para el almidon
acetilado y se corresponde con reportes de la bibliografia consultada y se sefiala
en las Figuras 9 y 10 (Colthup y col., 1990; Adebajo y Frost, 2004; Aziz y col.,
2004; Xu y col., 2004; Xu y Hanna, 2005). Guerra y colaboradores (Guerra y col.,
2008) también reportan esta sefial para el almidon de platano acetilado e indican
gue se hace mayor, cuanto mayor es el tiempo en que se lleva a cabo la reaccion.
En este trabajo se observd ademas que en el almidon acetilado con anhidrido
acético (AA, Figura 10) es mas intensa esta sefal, lo que corrobora la mayor
reactividad del anhidrido acético con respecto al acetato de vinilo en el proceso de

acetilacion del almidon.
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Figura 8. Andlisis por FTIR del Almidén Nativo de cebada (AN)

%/d/m//a @jjﬁe/ﬁ <7y(f %?17’(/()//(1/)’ 1 44



100.0 _

90 . 21570

80 |
70 |

60 |

50

2850.7
40 | ' \

%T

/1428.3

30 . 14616
[
13769
1
20 |
29206
10 |
11593 1016.1
34307 10816
4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 370.0
cm-1

Figura 9. Analisis por FTIR del AlImidén de cebada modificado con Acetato de Vinilo (AV)
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5.4 Caracterizacion morfologica del almidon

Para determinar de los diferentes cambios en la morfologia de los
granulos en los almidones acetilados se utilizaron diferente microscopias como
son: microscopia de luz normal, microscopia de luz polarizada y microscopia
electronica de barrido, asi como también la determinacién del tamafio de

particula.

5.4.1. Microscopia de Luz Normal (MLN) y Microscopia de Luz
Polarizada (MLP)

La disposicion radial de las moléculas de almidon le da un caracter de
cristalinidad, el cual es observado en la formacion de la “cruz de malta”, cuando
es visto bajo el microscopio con luz polarizada. Este fendmeno es conocido
como birrefringencia y es un indicador del orden molecular dentro del granulo
de almidén (Thomas y Atwell, 1998; Millan y col., 2005). En las figuras 11, 12y
13 se muestran los almidones vistos a través del microscopio de luz normal y

luz polarizada.

En las figuras 11a y 11b, se muestran las micrografias con luz normal y
luz polarizada para el almidon nativo. Se puede observar que muestran la
estructura granular reportada por Delgadillo (2008) para almidones de cebada
nativos y la “cruz de malta”. En la figura 12a y 12b se observan las
microfotografias para el almidon de cebada acetilado con vinil acetato. Se
aprecia que aun se conserva la “cruz de malta” aunque en menor cuantia que

para el almidon nativo.

Se muestra en la figura 13a y 13b que el almidon pierde su estructura
interna al ser modificado con anhidrido acético. Esta perdida en la estructura
interna fue también reportada por Della (2007) para almidones de platano y
maiz, al ser acetilados a diferentes tiempos de reaccion. Esto pone de
manifiesto la mayor reactividad del anhidrido acético en comparacién con el

vinil acetato.

Los almidones nativo y derivatizados con vinil acetato (figuras 11b y 12b)

presentaron la formacion de la cruz de malta. Este fendbmeno indica el grado de
47
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orientaciéon molecular dentro del granulo sin hacer referencia a alguna forma
cristalina. En el caso del almiddn nativo la estructura presentada es similar a la
reportada por Delgadillo (2008) en almidones de cebada. Sivoli y col. (2005)
reportaron que al observar con microscopia de luz polarizada almidones
modificados de Yuca, no hubo variacion en la forma granular por efecto de la
modificacion, por lo que se presume que no hay alteracion a nivel cristalinidad
de los granulos. Esta tendencia no se presenta en los almidones tratados con

anhidrido acético (figura 13 b).

Figura 11. Micrografia del almidén nativo de cebada

a) Luz Normal b) Luz Polarizada
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Esto también se puede observar en la figura 7 (DRX), donde se observa que el
almidon acetilado con VA no pierde apreciablemente su cristalinidad. Contrario
de lo que sucedio con el almidon tratado con AA, ya que aumento de su GS;

por ello se puede afirmar que la sustitucion se lleva a cabo en la region
cristalina del granulo.

Figura 12. Micrografia del almidon de cebada acetilado con vinil acetato

a) Luz Normal b) Luz Polarizada
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Figura 13. Micrografia del almidon de cebada acetilado con anhidrido acético

a) Luz Normal b) Luz Polarizada
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5.4.2 Microscopia electronica de barrido

La morfologia del granulo se evalu6 mediante Microscopia Electronica
de Barrido (MEB), para mostrar un panorama mas amplio de la superficie del
mismo. En las figuras 14, 15 y 16 se muestran las micrografias de los

almidones nativo y acetilados; con amplitudes de 1000x y 2000x .

En las figuras 15 y 16 se muestran la micrografias del almidones
acetilados, donde se puede comparar con respecto a las micrografias del
almidon nativo, que no hay un cambio en su estructura externa. Esto indica que
la modificacion no dafa la superficie del granulo de almidon, ya que conserva
una superficie suave y son idénticos a los nativos con respecto a su apariencia
externa; el granulo presenta una distribucion bimodal. Se puede observar
proteinas adheridas en las micrografias de los almidones acetilado con

anhidrido acético (figura 16).

Saartrat y col. (2005) obtuvieron resultados similares al no encontrar
diferencias en la forma y superficie de los granulos de almidon obtenidos de la
flor de Lirio, estos almidones seguian intactos. Mirmoghtadaie y col. (2007)
tampoco encontr6 cambios en los almidones acetilados de avena, estos
autores indican que ello es debido a que el tamafio del granulo es pequefio. En
otras investigaciones Singh y col. (2004) observaron que los granulos de
almidon de papa y maiz se ven dafiados por la modificacion por acetilacion
cuando el grado de sustitucion es alto, resultando en la fusion de los granulos
después de la acetilacion. La fusion resulta mayor en los granulos de papa que
en los de maiz tratados en las mismas condiciones, esto se debe a que la
estructura del grdnulo de almidon de maiz es mas rigida y muestra mayor

resistencia a la modificacion.

El tamafio del granulo, asi como las condiciones en que se lleve a cabo
la modificacién y el grado de sustitucion que tengan los almidones van a influir
en la estabilidad o dafio que puedan causarle a la superficie del almidon. Esto
indica que la modificacibn no dafia la estructura externa del granulo de

almidon.
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El alImidén nativo de platano estudiado por Guerra y col. (2008), mostré
una superficie mas lisa que el almidon nativo de maiz ya que este ultimo
presentd poros en la superficie del granulo. Estos autores corroboraron lo que
sefalaran Huber y BeMiller (2001) cuando reportaron que se esperaria que los
canales y poros afecten la reactividad del almidén cuando se modifica por
tratamientos quimicos. Esto esta en concordancia con los resultados obtenidos

con los mas altos valores de GS para el almidon de maiz.
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En las micrografias anteriores, se puede observar que el granulo del almidén
conserva su forma lenticular aun cuando es tratado con vinil acetato. En
cambio el almidén modificado con anhidrido acético muestra un ligero
incremento en su superficie. Singh y col. (2004) obtuvieron una pequefia
diferencia en el tamafio de particula de almidones acetilados de maiz y papa.
Huang y col. (2007) no encontrd diferencias significativa entre los tamafios de
particula de los almidones acetilados de chicharo, garbanzo y ejote con vinil

acetato y anhidrido acético con respecto a los nativos.

5.5. Analisis térmico de los alImidones acetilados

5.5.1. Gelatinizacién por calorimetria diferencial de barrido (DSC) y
retrogradacion.

Los métodos calorimétricos se han aplicado extensivamente en el
estudio de la estructura y las transiciones de fase del almidon puro. La
presencia en el granulo de almiddn de las regiones molecularmente ordenadas,
su caracter metaestable (de no equilibrio) y sus interacciones con los
constituyentes alimenticios pueden comprobarse por calorimetria diferencial de
barrido (DSC) a través del cambio en el flujo de calor durante el calentamiento

de una muestra en un rango de temperatura (Sandoval y col., 2005).

La aplicaciéon de DSC ha permitido la identificacion de estructuras que
son consecuencia de las condiciones de procesamiento como las generadas
durante la transicion vitrea, la gelatinizacion y la retrogradacion del almidon, las
cuales cambian las propiedades fisicoquimicas del almidon sin destruir su

estructura su estructura granular. (Sandoval y col., 2005).

Las propiedades térmicas de los almidones nativos y modificados,
fueron evaluadas por medio de DSC. La temperatura de pico (Tp) y la entalpia
(AH) de gelatinizacion de los almidones nativos y acetilados se presenta en la
tabla 7. La temperatura inicial (Ti) y final (Tr) de gelatinizacidbn se muestran en
la columna de gelatinizacion de la tabla 7; se puede observar que hay una
disminucién en cuanto a estas temperaturas de los almidones modificados

entre 6.4-12.9 °C con respecto a las temperaturas del almidon nativo. Lui y col.
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(1999) obtuvo una reduccién en los almidones acetilados de arroz y arroz
ceroso. Mormoghtadaie y col. (2009) también observaron una disminucion en
las Tiy Tp en almidones modificados de avena, esta disminucion, indican los
autores, se debe al debilitamiento de las fuerzas intragranulares e

intergranulares de las moléculas de almidon.

A los siete dias se observa que no hay gran variacién con respecto a las
temperaturas inicial y finales de gelatinizacién con respecto a los almidones,
nativo y acetilados, ya que se mantienen en el mismo rango; esto mismo ocurre
a los catorce dias de retrogradacion, no se muestran variaciones significativas.
En cuanto a la entalpia de gelatinizacion se puede observar una disminucién
en los almidones derivatizados, siendo de 4.84 J/g para el almidén acetilado
con vinil acetato y menor en el almidon tratado con anhidrido acético de 2.36
J/g. Esto se atribuye a que durante la modificacién el granulo sufre dafio y va
perdiendo su organizacion, lo cual provoca que disminuya la cantidad de
energia necesaria para realizarse la transicion de fase (Della, 2007). Lawal
(2004) observé una reduccidén en la entalpia de gelatinizacion después del
segundo y séptimo dia, entre las muestras de almidén derivatizados; el mas
alto nivel de reduccién se observd en el almidén acetilado después del
segundo y séptimo dia. La recristalinizacién de las moléculas de almidon se
produjo durante el almacenamiento congelado y el recalentamiento del gel en
un DSC produjo una transicion endotérmica que estaba ausente en las

primeras muestras.

Tabla 7. Andlisis térmico del almidéon modificado.

Almidon Gelatinizacion Retrogradacion (7 dias) Retrogradacion (14 dias)

Nativo VA AA Nativo VA AA Nativo VA AA

Cebada Ti 55.52+0. 49.96+0. 48.05+0. 55.07+0. 49.96+0. 44.18+0. 55.89+0. 46.56+1.3 46.65+1.

35 21 19 14 17 48 06 8 40
Tp 59.48£0. 54.17+0. 52.58+0. 59.3840. 54.17+0. 49.65+1. 59.13+0. 51.28+1.1 51.63%0.

10 02 20 14 01 40 13 2 96
T; 77.20+£0. 66.54+0. 61.90+0. 74.77+1. 66.54+0. 59.63+0. 76.47+0. 63.58+0.1 61.51+0.

94 34 51 89 28 96 83 9 49
AH 7.65x0.1 4.84+0.1 2.36x0.1 8.26+0.6 4.84+0.0 2.76x0.3 7.87+0.3 5.39+0.16 2.47+0.1

4 1 4 8 9 2 1 4

VA (Vinil Acetato) AA (Anhidrido Acético) + Error estandar
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.5.6. Evaluacion de las propiedades reoldgicas del almiddn
5.6.1 Perfiles de viscosidad

El calentamiento continuado de los granulos de almidén en un exceso
de agua resulta en un mayor hinchamiento de los granulos, lixviacion adicional
de componentes solubles (amilosa principalmente) y de manera especial si se
aplican fuerzas de cizalla, disrupcion del granulo. Este fenémeno resulta en la
formacion de una pasta de almidon. El hinchamiento del granulo y la disrupcién

da lugar a una masa viscosa (Fennema, 2000).

En la figura 17 se muestran los perfiles de viscosidad de los almidones

de cebada nativo y acetilados.
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Figura 17. Perfil de viscosidad de los almidones modificados

Se observa que el pico de viscosidad del almidon nativo se encuentra
por debajo del de los almidones acetilados. El almidon modificado con AA

muestra un pico de viscosidad de 386 Pa.s a una temperatura de 90 °C,
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mientras que el pico de viscosidad del almidon tratado con VA se encuentra en
234 Pa.s a una temperatura de 82.5 °C. Esto se debe a que la acetilacion
causa dafio en los granulos de almidon, por lo que se llevaria a cabo una
hidratacion de manera mas rapida, pero al estarse aplicando calor y fuerza los
granulos se rompen mas facilmente lo cual deriva en el incremento de la
viscosidad. Rincon y col. (2007) obtuieron en almidones acetilados de fruto de
Pan, un incremento en los valores de viscosidad a una temeperatura inicial de
gelatinizacion de 69.3 °C. Lui y col. (1999) también observaron un aumento en
los picos de viscosidad de almidones cerosos de arroz modificacos por
acetilacibn a menores temperaturas que los almidones nativos. Iguales
resultados fueron reportados por Lawal (2004) en almidones acetilados de
maiz.

Durante la etapa de calentamiento los almidones comienzan a hincharse
hasta alcanzar una viscosidad maxima, en el cual se presenta un incremento
gradual de la viscosidad hasta obtener el valor maximo, cuando estos son
cocinados en un exceso de agua (granulos hinchados), al mismo tiempo parte
de los componentes se solubilizan considerablemente en una suspension de
particulas hinchadas dispersadas en una fase continua macromolecular
(Méndez, 2006, Nufiez y col., 2004). La acetilacion causa un incremento en el
pico de viscosidad, los granulos de almidon ampliamente hidratados se
desintegran mas facilmente a temperatura mas alta lo que resulta en una

mayor cizalla (Gunaratne y Corke, 2007).

5.6.2 Método viscosimétrico (Curvas de flujo)

La viscosidad es una propiedad de los fluidos que describe la magnitud
de la resistencia a fluir originada por fuerzas de corte en el seno del fluido
(Lozada, 2007). Por medio de este analisis viscosimétrico se determina
principalmente el comportamiento del almidén como fluido durante un proceso
de calentamiento (Della, 2005). En la figura 18 se muestra la curva de flujo de

los almidones nativo y acetilados.
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Figura 18. Curva de flujo de los almidones nativo y modificados por acetilacion.

Se puede observar en la figura 18 de los datos de viscosidad (h) en
funcion de la velocidad de deformacién (g) de los almidones nativos y
acetilados, que el comportamiento del almidén nativo es de tipo Newtoniano ya
gue carece de propiedades elasticas, lo cual se observa en su comportamiento
que permanece constante. Los almidones acetilados mostraron una
disminucién de la viscosidad al tener un aumento en la velocidad de cizalla, por
lo tanto son fluidos reofluidizantes, ya que el comportamiento anterior es
caracteristico del sistema (Nufiez y col., 2001). Este comportamiento también
fue observado en almidones acetilado y oxidados de platano (Della, 2005). Al
aplicar el modelo de la Ley de la Potencia, los almidones presentaron un tipo
de fluido reofluidizante (Della, 2005).
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Los almidones acetilados, como se observa en la tabla 8, presentaron
un indice de comportamiento de flujo (n) menor a 1, esto indica y confirma un

fluido no-newtoniano produciendo aclaramiento y un material reofluidizante.

Tabla 8. Resultado de la Ley de la Potencia para almidones

Almidén n k r2
Nativo 1 - -
Vinil 0.379 0.867 0.997
Anhidrido 0.517 0.117 0.997

6.3.3 Método viscoelastico dinamico

En la figura 19 se presenta la evolucion de los mdédulos dinamicos, Gy
G” en funcién de la fecuencia de oscilacion de las dispersiones acuosas de
almiddn. En los tres casos se observa que el modulo de almacenamiento (G")
es mayor (escala entre 10-100 Pa en la figura 19), al modulo de perdida (G”)
(escala entre 1-10 Pa en la figura 19) en todo el intervalo de frecuencia (1-10

Hz) evaluado. Este es un comportamiento reoldgico tipo “gel”.

El almidon acetilado con vinil acetato y el almidon nativo presentaron un
valor mayor en cuanto al modulo elastico (G"), mostrando asi que los granulos
de este almidén le confieren una respuesta mayor a esta dispersion, sin
haberse incluido un efecto por temperatura lo que concuerda con lo reportado
por algunos autores (Waliszewski y col., 2003). Como se observa en la figura
19, se presenta el barrido de frecuencia en el cual se tiene el mayor
hinchamiento y el consecuente desordenamiento de los granulos de almidén y
en la que los valores alcanzados por el almidon nativo y acetilado con vinil
aceato son mayores que los obtenidos para el almidén acetilado con anhidrido
acético. Esta diferencia se debe a la desorganizacion del almidén durante el
proceso de acetilacion. Resultados similares fueron obtenidos por Della (2005)

en almidones acetilados de platano.
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VI. CONCLUSIONES

v El rendimiento obtenido hace posible la utilizacion de cebada forrajera como

una buena fuente de obtencién de almidon para su uso industrial.

v Al realizarse la modificacion se obtuvieron almidones con bajos valores de
grado de sustitucion. Estos valores muestran que estos almidones
acetilados pueden ser utilizados en la industria alimentaria como aditivos,

ya que se encuentran dentro del rango permitido por la FDA.

v' El analisis morfolégico mostré que el almidéon tratado con vinil acetato
durante la reaccion de modificacion no sufrio dafio en su superficie, en
cambio en el almidén tratado con anhidrido acético, los granulos sufren un

cierto dafo debido a la modificacion.

v" En el analisis térmico se evidencian los cambios sufridos por la modificacion
en los almidones, ya que se diminuye su temperatura de gelatinizacion, asi

como la energia necesaria para que se lleve a cabo la transicion de fases.

v' Otros analisis como espectroscopia de infrarrojo (FTIR), microscopia
electrénica de barrido (MEB) o el analisis del tamafio de particulas, han
permitido caracterizar los productos modificados por acetilacion y su

comparacion con el almidén nativo.

v' El andlisis reoldgico se determiné que al modificar los almidones por
métodos quimicos, se afecta la estructura lo cual se observa en los

diferentes analisis reolégicos realizados.
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VIl PERSPECTIVAS

Sera recomendable continuar este trabajo sobre la base de poder:

e Valorar la obtencion de mejores rendimientos en la extraccion de
almiddn nativo de la cebada forrajera para hacer mas atractivo y factible

econdémicamente, el uso de ésta en lugar de destinos forrajeros.

e Valorar en los procesos de acetilacion rangos de optimizacion de

concentraciones de reactivos acetilantes y tiempos de reaccion.

e Realizar pruebas de aplicaciones con los almidones acetilados en la
elaboracién de algun tipo de embutido u otras opciones para la industria

alimentaria.

e Posteriormente, realizar un andlisis de factibilidad economica que
demuestre las ventajas de extraccidbn y modificacion del almidon de

cebada calidad no maltera, para sustituir su tradicional uso como forraje.
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