UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA — IZTAPALAPA
DIVISION DE CIENCIAS BASICAS E INGENIERIA

Casa abierta al tiempo

UKIVERSIOAD AUTONOMA METROPOLITANA

ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES EMULSIFICANTES DE
FRACCIONES DE ALMIDON GELATINIZADO DE MAIZ CEROSO,
MAiZ, ARROZ Y TRIGO NATIVOS EN LA ESTABILIZACION DE
EMULSIONES ACEITE-EN-AGUA

TESIS QUE PRESENTA:
M.C. DANIEL GOMEZ LURIA

PARA OBTENER EL GRADO DE:
DOCTOR EN CIENCIAS (INGENIERIA QUIMICA)

ASESORES:
DR. EDUARDO JAIME VERNON CARTER
DR. JOSE DE JESUS ALVAREZ RAMIREZ

SINODALES: 4 Lok ,%

PRESIDENTE: DRA. CONSUELO LOBATO CALLEROS
SECRETARIO: DR. JOSE DE JESUS ALVAREZ RAMIREZ
VOCAL: DRA. ANGELICA ROMAN GUERRERO

VOCAL: DR. ELICEO SOSA HERNANDEZ

CIUDAD DE MEXICO, 4 DE JUNIO DE 2019



Z» o Cy .
Qjmm'(e/ &, mey %/ﬁ(ﬁ . /jy)ﬂ{/ﬂﬁmrmﬂ/ﬂo’

Agradecimientos

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por la beca otorgada para la

realizacion de los estudios del Doctorado en Ciencias en Ingenieria Quimica.

Al Dr. Eduardo Jaime Vernon Carter, por todas sus ensefianzas durante la realizacion del
Doctorado. Sin duda, sus aportaciones, consejos y comentarios en general, fueron muy

valiosos para la finalizacion de este proyecto.

Al Dr. José de JesUs Alvarez Ramirez, por haberme guiado en la experimentacion

involucrada en este proyecto y apoyado en la escritura del manuscrito.

A mi adorada esposa Elizabeth, por todo su apoyo, carifio, comprension y amor
incondicional. Por compartir conmigo, todos esos momentos felices de la vida, asi como
estar a mi lado en los momentos de tristeza, apoyandome siempre para seguir adelante.

Gracias Chapy por ensefiarme a descubrir el amor a los gatos, en especial a “Rocky”.

A mis padres Abelina y Daniel, y a todos mis hermanos, por todo el apoyo, carifio y amor
incondicional que me han brindado durante toda mi vida. Concluir este proyecto de vida,
no seria posible sin el apoyo de todos ellos. Gracias mama por todas esas veces que
interrumpiste tus horas de suefio para que yo no llevara el estbmago vacio a la escuela, y
siempre preocuparte por mi bienestar. Gracias papa por confiar en mi; siempre tengo
presente aquella frase “hijo, no te preocupes, yo veré cémo le hago, pero tu estudiaras”, a
pesar de la limitacion de los recursos; sin duda alguna, sentir tu apoyo fue siempre un

impulso para seguir adelante.

A mis comparieros del laboratorio W-107, por todo el aprendizaje y apoyo que recibi de

ellos.

A todas aquellas personas que en algiin momento de mi vida me han brindado su apoyo,

carifio y amistad.

iMuchas Gracias!



D (Y
@(lﬂiﬁ/ (ng .'ﬂlrt/e)"/’ (/ (74444

indice
Pag.
INAICE @ FIGUIBS. ... et 6
INICE @ tADIAS. ... .. eeeeiee e 8
NOMENCIATUIAL ..ot et 9
RESUMBN. ...t 10
1o o (U Ttod o o 1 11
Planteamiento del problema...............ooi i 13
O BEIVOS. . . ettt 13
ODbBJELIVO gENEIAL. ... ... 13
ODbJetivos PartiCUIAreS. .......cciui i e 13
JUSHIFICACION. ... 14
HI DO B SIS, . et 14
(7= T o 1 (1] 0100 PP 15
L ANTECEARINEIES. ...ttt 15
1.2 EMUISIONES. ..ottt et 15
1.2. Estructura del almidOn. ... 18
1.2.1. Quimica de carbohidratos..........ccooiiiiiiiii 18
1.2.2. Propiedades de la amilosa y amilopectina.............cccocvviiiiienn.. 21
1.2.2. 0 AMIIOSA. .. ettt 21
1.2.2.2. AMIIOPECHING. ... et 22
1.2.3. Granulos de almidOn...........ooieiiii 24



Zp S -
@(l/ﬂ/ﬁ/&lﬂh/e)@ (/ (7444 '\_Z’(//ﬂﬂ

1.2.3.1. Estructura interna del granulo de almidén........................... 24

1.2.3.2. Constituyentes menores del granulo de almidén................... 26

1.3. Complejos de inclusién almiddn-lipidos..........ccooviiiiiiiiii e 27
1.3.1. Fuerzas motrices para la formacion de complejos...................ccuueee. 28

1.3.2. Organizacion lipidica dentro de la hélice................ccooiiiiiiiiiinn, 29
CaPITUID 2. . 30
2. MaterialeS Y MELOUOS. ......ue e 30
2.1 MAEIIAIES. ... e 30
2.2. Preparacion de las dispersiones de almidon gelatinizado......................... 30

2.3. Contenido de sélidos totales, amilosa aparente y proteina de las fracciones

SODIENATANTES. ...ttt 31

2.4. Tension interfacial diNAMICA. ..........co.iuiiii e 31
2.5. Preparacion de las emulsiones aceite-en-agua.............ccccceeiviiiiieininnnnnn. 32
2.6. ANALISIS FTIR ..o e 32
2.7. MICrOSCOPIA OPLICA. .. .t e 32
2.8. Determinacion del tamafio de gota promedio............coveiiiiiiiiiiiiiiea, 33
2.9. Difraccion de Rayos X (DRX).....ouiiiiriiiiii e, 33
2.10. Potencial Zeta (POteNCIAl-C)........vueeeie e 33
2.11. Estabilidad al cremado............cooiiiiii 33
CaPItUIO B, e 34
3. ReSUItadOS Y AISCUSION. ... ..e et 34

3.1. Contenido de solidos totales, amilosa aparente y proteina de las fracciones

SOBIENATANTES. . ...ttt e, 34



@/1///(// (/gl/llh”)” %///?1

Tnddvee

3.2. Cinética de la tension interfacial...........ooeee oo

3.3. Cinética de la presion interfacial.............c..ooooiiiiii

3.4. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)..................

3.5. Tamaino de gota Promedio. ..........ouvuiuiuieii e

3.6. Difraccion de Ray0s X (DRX).....couiiiiiiii i e

R 1 (=1 1 4 1= Vo [0 J

CaPItUIO ..o

A, CONCIUSIONES. . . et e e e e e

Bibliografia

35

39

42

44

47

49

53

53

54



7z . -
Daniel (§ ey Yria Inddice (/(‘/y////’(//)/

indice de figuras

Pag.
Figural. Estructuras de cadena abierta y anillo de piranosa del azlcar 19
hexosa D-glucosa.
Figura 2. Enlaces glicosidicos a-1,4 y a-1,6 del almidén. 20
Figura 3. Estructura de la amilosa y la amilopectina. 23
Figura4. Modelo de la gelatinizacién del almidén. 25
Figura5. Corte transversal de un grano de sorgo tratado con a-amilasa. 26
Figura6. Una hélice de amilosa simple levégira, formando un complejo con 27
un ligando cuya cabeza polar esta ubicada fuera de la hélice,
mientras que su cadena alifatica esta situada en la cavidad de la
hélice.
Figura7. (a) Evolucién en el tiempo de la tension interfacial (y) para la 37
adsorcioén de las fracciones solubles de almidon (AMC, AMN, AAN
y ATN) en la interfase aceite-agua. Constantes de tiempo de
relajacion (b) rapidas y (c) lentas, y (d) tensién residual, estimada
al ajustar un modelo de decaimiento exponencial de segundo
orden.
Figura 8. (a) Dependencia de la presion interfacial (Pin) como una funcién de 41

la raiz cuadrada del tiempo (t¥?). La linea continua representa la
pendiente lineal de las curvas donde la adsorcion esta controlada
por la difusion (kdiff). (b) Gréfica de In (Pint,10800 - Pint,t)/( Pint,10800 —

Pinto) versus t. Las lineas continuas representan la primera



7z . -
Daniel (§ ey Gria Inddice (/(‘/y////’(//)/

pendiente correspondiente a la constante de velocidad de primer
orden de la penetracion (1/tpen), mientras que la segunda pendiente
corresponde a la constante de velocidad de primer orden del

reordenamiento estructural (1/trea).

Figura9. (a) Espectros FTIR de las emulsiones estabilizadas con las FS.. 43
(b) Detalle de los espectros de la regién 2950-2900 cm™.

Figura 10. Variacion del diametro de gota promedio (ds3) de las emulsiones 44
monitoreadas durante los 28 dias de almacenamiento a

temperatura ambiente.

Figura 11. Imagenes ¢pticas de las emulsiones 3 dias después de su 46
preparacion: (a) Eamc, (b) Eawn, (€) Eaan Yy (d, e, f) Eamn. Las
imagenes (a), (b), (c), y (f) se tomaron con un aumento de 100x;

(d y (e) se tomaron con un aumento de 10x y 40x,

respectivamente.

Figura 12. (a) Espectros DRX de las diferentes FSx. (b) Patrones de DRX de 48
las emulsiones estabilizadas con las fracciones solubles de
almidén de diferentes fuentes botanicas. (c) Cristalinidad relativa

del sobrenadante a la emulsion.

Figura 13. Cremado en las emulsiones O/W después de (a) 3 horas y (b) 28 49
dias de preparacion.

Figura 14. Transmision integrada (%) versus tiempo (s) de las emulsiones. 50



D0 - -
@mm’(e/ (g ,lﬂlﬂ)@’ (/ (174 c%l(/((‘(’x de lablas

indice de tablas

Pag.
Tablal. Contenido aproximado de amilosa y amilopectina en almidones 24
comunes.
Tabla 2. Contenido de sélidos totales (ST), amilosa aparente y proteinas de 35
las FSx.

Tabla 3. Parametros dinamicos de la adsorcién de las fracciones solubles de 40

almidoén en la interfase aceite-agua.

Tabla4. Potencial- de las emulsiones. 51



T L () SN
gj((”/?/ﬁ/ (ng /fllﬂ)//’?’ (/ (75444 LL/ mlﬁ/lﬂ alira

AMC
AMN
ATN
Co

K

Ts

Tt

da;3
DRX
D
DAG
Emulsion O/W
Eaan
Eamc
Eamn

Eatn

FTIR

FSx

Ary As
Potencial-{
Pint

ST

T

Y
Yres

Nomenclatura

Almidén de arroz nativo

Almidén de maiz ceroso

Almidén de maiz nativo

Almidén de trigo nativo

Concentracion inicial de adsorbente

Constante de Boltzmann

Constante de tiempo de relajacion lenta

Constante de tiempo de relajacion rapida

Didmetro de gota promedio ponderado en volumen

Difraccion de Rayos X

Difusividad

Dispersion de almidon gelatinizado

Emulsion aceite-en-agua

Emulsién hecha con el sobrenadante de almidén de arroz nativo
Emulsién hecha con el sobrenadante de almidén de maiz ceroso
Emulsion hecha con el sobrenadante de almidon de maiz nativo
Emulsion hecha con el sobrenadante de almidén de trigo nativo

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

Fraccion sobrenadante para cada tipo de almidén

Parametros pre-exponenciales

Potencial zeta

Presién interfacial

Sdélidos totales

Temperatura

Tension interfacial

Tension interfacial residual

Tiempo



7. P o3
Danidl (g mey %//fmﬁ Resumen

Resumen

Dispersiones acuosas (5.0 g/100 g de agua) de almidones de diferente origen botanico (x
= maiz ceroso (AMC), maiz (AMN), arroz (AAN) y trigo (ATN) nativos) se calentaron (90
°C, 20 min) para gelatinizarlos completamente. Las dispersiones de almidén gelatinizado
(DAGy) se centrifugaron y se utilizo la fraccion sobrenadante (FSy) para la preparacion de
emulsiones aceite-en-agua (O/W,) con una fraccibn masica de la fase dispersa de 0.15.
La actividad interfacial de las diferentes FS, se evalu6 mediante mediciones de la tension
interfacial dindmica. Las FSawn, FSaan Y FSarn mostraron tasas de decaimiento de la
tension interfacial significativamente mas altas y rapidas que FSamc. Todas las FSx fueron
capaces de formar emulsiones O/W. El diametro de gota promedio ponderado en volumen
(ds3) de las emulsiones frescas fue significativamente diferente, con un rango de ~1.4 a
19 pym. Las emulsiones hechas con FSawn, FSaan y FSarn mostraron un mayor daz y
velocidades de cremado mas rapidas que la hecha con FSauc. Esta dltima produjo una
emulsion que practicamente no mostré cambios en ds 3 con el tiempo de almacenamiento,
y la velocidad de cremado fue la mas lenta. La Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR), la Difraccion de Rayos X (DRX), las mediciones de
potencial-, y las constantes de tiempo de relajacibn de la adsorcion interfacial,
permitieron postular que la estabilidad de las todas emulsiones estaba relacionada con la
formacion de complejos de inclusibn de moléculas de almidén-lipidos en la interfase
aceite-agua, y en términos generales, a mayor concentracién de amilosa aparente en la
FSx, mayor el nimero de complejos de inclusién y mayor la estabilidad de las emulsiones
O/W. Este estudio proporciona informacién acerca de los mecanismos de interaccion
entre ingredientes de una emulsion alimenticia en la interfase aceite-agua y que

eventualmente tienen efecto sobre su estabilidad y propiedades funcionales.

10
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Introduccién

Las emulsiones aceite-en-agua (O/W) son estructuras comunmente utilizadas en las
industrias farmacéutica y alimentaria para acarrear y proteger compuestos lipofilicos de
condiciones ambientales adversas (pH, oxigeno y luz). Hoy en dia, la fabricacién de
emulsiones O/W es relativamente simple, e involucra la dispersibn de un agente
emulsionante (v. gr., surfactantes) para evitar la coagulacion y la agregacion de las gotas
de aceite. Los surfactantes sintéticos (v. gr., tweens) se han utilizado tradicionalmente
para estabilizar emulsiones O/W. La estructura molecular de estos compuestos esta
hecha de una cola lipofilica y una cabeza hidrofilica, que se empaquetan de forma
compacta en la interface aceite-agua. El efecto es la formacién de una capa interfacial
que puede desarrollar un término de repulsién electrostatica que ralentiza la interaccion
gota-gota y proporciona una barrera mecanica contra la coalescencia de gotas
(Bergenstahl, 1995). Los surfactantes sintéticos son emulsificantes eficientes, producen
emulsiones altamente estables con tamafios de gota relativamente pequefos. Sin
embargo, el uso de estos compuestos es cada vez mas controvertido en las industrias
farmacéutica y de alimentos debido a los efectos adversos reportados para la salud
humana (Fadeel et al.,, 2017). En la Ultima década, se han considerado alternativas

innovadoras para sustituir el uso de surfactantes sintéticos.

Motivados por la busqueda de alternativas naturales saludables, de bajo costo y faciles de
usar, los fabricantes de alimentos y los consumidores han prestado atencion a los
almidones de diferentes origenes botanicos para estabilizar emulsiones O/W. El almidon
es barato, biodegradable y generalmente etiquetado como grado alimenticio.
Comunmente, los granulos de almidén se modifican por medio de anhidrido
octenilsuccinico (OSA) para obtener particulas hidrofébicas con actividad interfacial (Song
et al.,, 2015; Tesch et al., 2002). El tratamiento térmico también puede aumentar la
hidrofobicidad de las particulas de almidon, aumentando la estabilizacion de las
emulsiones O/W (Tabara et al., 2015; Timgren et al., 2013). Por otro lado, las particulas
de almidon nativo se usan comunmente como agente estabilizador en platillos
tradicionales y listos para comer que contienen fracciones de lipidos (Skrede, 1989). Una
comprension detallada de los mecanismos implicados en la estabilizacion de la emulsion
podria proporcionar informacion valiosa para optimizar la preparacion de los platillos. En

general, la gran cantidad de resultados en la literatura ha demostrado que las

11
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moléculas/particulas de almidon modificadas por métodos adecuados son viables para

proporcionar estabilidad a mediano y largo plazo a las emulsiones O/W.

En general, los granulos de almiddn tienen una hidrofobicidad reducida, de modo que se
requiere alguna modificacion (por ejemplo, hidrélisis acida, aplicacion de OSA o
tratamiento térmico) para obtener particulas adecuadas para la estabilizacion de
emulsiones O/W. Kasprzak et al. (2018) exploraron la capacidad de los almidones
gelatinizados no modificados quimicamente para estabilizar emulsiones de aceite-en-
agua, y descubrieron que no todos podian lograrlo. Por otro lado, Vernon-Carter et al.
(2015) demostraron que la fraccion sobrenadante obtenida de dispersiones de almidon
gelatinizado centrifugadas tenia una morfologia cristalina similar a una aguja que se
aglomeraba en estructuras laminares después del secado. Los resultados sugirieron que
tales nanocristales eran de naturaleza hidrofébica, con la capacidad de mostrar actividad
interfacial. Motivado por esto, el presente trabajo exploré la capacidad de la fraccién
sobrenadante de dispersiones de almidén gelatinizado de diferentes fuentes botanicas

para estabilizar emulsiones O/W.

12
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Planteamiento del problema

Actualmente, existe una tendencia mundial por el desarrollo de alimentos saludables.
Debido al surgimiento de enfermedades asociadas con la alimentacién, hoy en dia los
consumidores estdn demandando alimentos que sean funcionales. El desarrollo de estos
alimentos muchas veces requiere del uso de sistemas dispersos alimenticios, tales como
emulsiones aceite-en-agua. Para estabilizar estas emulsiones tradicionalmente se han
usado surfactantes sintéticos (v. gr., tweens). Sin embargo, el uso de estos compuestos
en la industria alimentaria es cada vez mas controvertido debido a los efectos adversos
reportados para la salud humana. Debido a esto, es necesario buscar nuevas alternativas
de materiales naturales saludables con propiedades emulsificantes que puedan

reemplazar a estos compuestos sintéticos.

Objetivos
Objetivo general

Estudiar las propiedades emulsificantes de las fracciones sobrenadantes de
dispersiones de almidones gelatinizados (FSy) de diferente origen botanico en la

estabilizacién de emulsiones aceite-en-agua.
Objetivos particulares

1. Determinar el contenido de sdlidos totales, amilosa aparente y proteina

para cada una de las FSx.

2. Estudiar la adsorcion de las moléculas de las FSx en la interfase aceite-

agua mediante la medicion de la tensién interfacial dinamica.

3. Evaluar la estabilidad de las emulsiones aceite-en-agua (O/W) a través del
seguimiento de la variacion del diametro promedio de gota ponderado en
volumen (das3) en el tiempo, de su sedimentacién centrifuga, del potencial

zeta (potencial-¢), y de su morfologia por microscopia éptica.

4. Estudiar la formacién de los complejos almidén-lipidos mediante el analisis
FTIR y DRX.

13
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Justificacion

Los surfactantes sintéticos se han utilizado tradicionalmente para estabilizar emulsiones
O/W. Sin embargo, el uso de estos compuestos en las industrias farmacéutica y
alimentaria es cada vez mas controvertido debido a los efectos adversos reportados para
la salud humana. Esto ha llevado a la busqueda de materiales de origen natural de bajo
costo, faciles de usar, saludables y con propiedades emulsificantes que puedan
reemplazar el uso de compuestos sintéticos. Motivados por esto, los fabricantes de
alimentos y los consumidores han prestado atencion a los almidones de diferentes
origenes botanicos para estabilizar emulsiones O/W. El almidén es barato, biodegradable
y generalmente etiquetado como grado alimenticio, y su uso en la estabilizacién de
emulsiones se ha incrementado a lo largo de los afios. Sin embargo, debido a que el
almidoén tiene una hidrofobicidad reducida se requiere alguna modificacion (por ejemplo,
hidrélisis acida, aplicacibon de OSA o tratamiento térmico) para obtener particulas
adecuadas para la estabilizacion de emulsiones O/W. Algunos de estos métodos de
moadificacion del granulo de almidén, ademas de representar un costo econémico, tienen
impactos negativos en el medio ambiente debido a la generacibn de residuos

contaminantes.

Hoy en dia existen trabajos reportados sobre el uso del almidén gelatinizado completo en
la estabilizacibn de emulsiones alimenticias, donde la estabilizacion se logra
principalmente por un aumento en la viscosidad en la fase continua, reduciendo asi la
movilidad de las gotas y los fendmenos agregativos de las gotas. Sin embargo, no existen
reportes donde se hayan usado las fracciones sobrenadantes del almidén gelatinizado
para estabilizar emulsiones. Esto ha llevado a proponer el presente trabajo para explorar
la capacidad de las fracciones sobrenadantes de dispersiones de almidones gelatinizados
de diferentes fuentes botanicas para estabilizar emulsiones O/W. Los conocimientos que
se generen seran importantes para dilucidar la capacidad de las cadenas de almidon para

proporcionar estabilidad a mediano y largo plazo de mezclas de aceite y agua complejas.
Hipotesis

Las fracciones solubles de almidones gelatinizados de distintos origenes botanicos son
capaces de formar complejos de inclusion almidon-lipidos en la interfase aceite-agua de
emulsiones O/W, brindando estabilidad a las gotas de aceite a corto y mediano plazo

contra factores agregativos y coalescencia.

14
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Capitulo 1
1. Antecedentes
1.1. Emulsiones

Una emulsién consiste en dos liquidos inmiscibles (cominmente aceite y agua), con uno
de los liquidos disperso (fase dispersa) en el otro (fase continua) en forma de pequefias
gotas esféricas. Las emulsiones convencionales pueden ser clasificadas de acuerdo con
la distribucion de las fases oleosa y acuosa. En una emulsion de aceite-en-agua (O/W) las
gotas de aceite estan dispersas en agua, mientras que en una emulsién agua-en-aceite
(W/O) las gotas de agua se encuentran dispersas en aceite. La concentracion de gotas en
una emulsién se describe en términos de la fraccién masica de la fase dispersa (@)
(McClements, 1999).

Las emulsiones son sistemas termodindmicamente inestables debido a que el contacto
entre las moléculas de agua y aceite no es favorable energéticamente. Sin embargo, es
posible formar emulsiones que sean cinéticamente estables (metaestables) por un periodo
de tiempo razonable (unos pocos dias, semanas, meses, 0 afios) incorporando sustancias
conocidas como emulsificantes y/o agentes espesantes. Los emulsificantes son moléculas
superficialmente activas que se adsorben en la superficie de las gotas, que estabilizan las
gotas contra fendmenos agregativos (floculacién) debido a el surgimiento un potencial de
repulsién (eléctrico y/o estérico), o que retardan y evitan su fusién en gotas mayores
(coalescencia) debido a la formacién de una membrana interfacial viscoelastica resistente
contra diversas perturbaciones ambientales. Los agentes emulsificantes mas comunes
utilizados en la industria alimentaria son las proteinas y polisacaridos de baja viscosidad
gue contienen una pequefia fraccion de proteina unida covalentemente a los azucares.
Los agentes espesantes son ingredientes los cuales son usados para incrementar la
viscosidad de la fase continua de las emulsiones, y mejoran la estabilidad de la emulsién
retardando el movimiento browniano de las gotas. Los agentes espesantes mas comunes
utilizados en la industria alimentaria son los polisacaridos de alta viscosidad y carentes de

grupos superficialmente activos (McClements, 1999).

Las emulsiones aceite-en-agua (O/W) son estructuras comunmente utilizadas en las
industrias farmacéutica y alimentaria para acarrear y proteger los compuestos lipofilicos

de condiciones ambientales adversas (pH, oxigeno y luz). Hoy en dia, la fabricacion de

15
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emulsiones O/W es relativamente simple, e involucra la dispersibn de un agente
emulsionante (v. gr., surfactantes) para evitar la coagulacién y la agregacion de las gotas
de aceite. Las micro- y nano-emulsiones pueden ser obtenidas dependiendo de la
estructura fisicoquimica de los agentes emulsificantes y de la tasa de corte aplicada para
dispersar la fase oleosa. Entre muchas otras, las aplicaciones sobresalientes de las
emulsiones O/W incluyen la proteccién de la curcumina (Wang et al., 2008), B-caroteno
(Villalobos-Castillejos et al., 2017), oleorresina de paprika (Pascual-Pineda et al., 2018),
vitaminas D y E (Granillo-Guerrero et al., 2017), aceite de sésamo (Fuentes-Ortega et al.,
2017) contra los factores ambientales degradantes y la liberacién controlada de sabores a

base de aceite (Arancibia et al., 2011).

Los surfactantes sintéticos (v. gr., tweens) se han utilizado tradicionalmente para
estabilizar emulsiones O/W. La estructura molecular de estos compuestos esta hecha de
una cola lipofilica y una cabeza hidrofilica, que se empaquetan de forma compacta en la
interface aceite-agua. El efecto es la formacion de una capa interfacial que puede
desarrollar un término de repulsién electrostatica que ralentiza la interaccion gota-gota y
proporciona una barrera mecanica contra la coalescencia de gotas (Bergenstahl, 1995).
Los surfactantes sintéticos son emulsificantes eficientes, producen emulsiones altamente
estables con tamafos de gota relativamente pequefios. Sin embargo, el uso de estos
compuestos es cada vez mas controvertido en las industrias farmacéutica y de alimentos
debido a los efectos adversos reportados para la salud humana (Fadeel et al., 2017). En
la Gltima década, se han considerado alternativas innovadoras para sustituir el uso de
surfactantes sintéticos. Por ejemplo, se utilizaron particulas de microgel de proteina de
suero para estabilizar emulsiones de grado alimenticio (Destribats et al., 2014). Aqui, las
particulas rodean la gota de aceite, formando una barrera eficiente para prevenir la
coalescencia y cremado de las gotas. En general, los cristales de grasa y cera, las
particulas de proteina y los complejos de proteina-polisacarido se pueden usar para la
estabilizacién de emulsiones por medio de particulas naturales y confiables (Tavernier et
al.,, 2016). Las pectinas metoxiladas se han explorado con resultados que muestran un
tamafio de gota pequefio en comparacion con, por ejemplo, goma arabiga (Bai et al.,
2017; Guerra-Rosas et al., 2016).

Motivados por la busqueda de alternativas naturales saludables, de bajo costo y féciles de

usar, los fabricantes de alimentos y los consumidores han prestado atencion a los
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almidones de diferentes origenes botanicos para estabilizar emulsiones O/W. El almidén
es barato, biodegradable y generalmente etiquetado como grado alimenticio.
Comunmente, los granulos de almidon se modifican por medio de anhidrido
octenilsuccinico (OSA) para obtener particulas hidrofébicas con actividad interfacial (Song
et al., 2015; Tesch et al., 2002). Se encontrd que el tamafio de las particulas de almidén
(Saari et al.,, 2016) y el grado de sustitucion (Bello-Perez et al., 2015) afectan la
estabilidad de las emulsiones. EIl tratamiento térmico también puede aumentar la
hidrofobicidad de las particulas de almidén, aumentando la estabilizacién de las
emulsiones O/W (Tabara et al., 2015; Timgren et al., 2013). Los nanocristales obtenidos
por hidrdlisis con &cido sulfarico de granulos de almidon de maiz demostraron ser
eficientes en la estabilizacién de emulsiones a través del mecanismo Pickering (Li et al.,
2012). Se han considerado mezclas de almidon/hidrocoloides no almidonaceos son
capaces de impartir propiedades funcionales deseadas a aplicaciones orientadas
(Mahmood et al., 2017). Por otro lado, las particulas de almidon nativo se usan
comunmente como agente estabilizador en platillos tradicionales y listos para comer que
contienen fracciones de lipidos (Skrede, 1989). Una comprension detallada de los
mecanismos implicados en la estabilizacion de la emulsion podria proporcionar
informacion valiosa para optimizar la preparacion de los platillos. En general, la gran
cantidad de resultados en la literatura ha demostrado que las moléculas/particulas de
almidon modificadas por métodos adecuados son viables para proporcionar estabilidad a

mediano y largo plazo a las emulsiones O/W.

En general, los granulos de almidén tienen una hidrofobicidad reducida, de modo que se
requiere alguna modificacion (por ejemplo, hidrélisis acida, aplicacion de OSA o
tratamiento térmico) para obtener particulas adecuadas para la estabilizacion de
emulsiones O/W. Kasprzak et al. (2018) exploraron la capacidad de los almidones
gelatinizados no modificados quimicamente para estabilizar las emulsiones de aceite-en-
agua, y descubrieron que no todos podian lograrlo. Por otro lado, Vernon-Carter et al.
(2015) demostraron que la fraccion sobrenadante obtenida de dispersiones de almidén
gelatinizado centrifugadas tenia una morfologia cristalina similar a una aguja que se
aglomeraba en estructuras laminares después del secado. Los resultados sugirieron que
tales nanocristales eran de naturaleza hidrofébica, con la capacidad de mostrar actividad

interfacial.
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1.2. Estructura del almidén

El almidén es uno de los polisacaridos mas importantes y abundantes en la naturaleza, y
es un componente importante de muchas plantas alimenticias como el trigo, la cebada, el
arroz, el maiz, la papa, el camote y la yuca. El almidon se utiliza en alimentos,
cosmeéticos, papel, textiles y en ciertas industrias, como adhesivo, espesante,
estabilizante y gelificante. Es un polisacarido que se encuentra naturalmente como
granulos semi-cristalinos, constituido por dos tipos de moléculas, conocidas como amilosa
y amilopectina, en relaciones molares de 15-25% y 85-75%, respectivamente (Tako et al.,
2014; Genovese y Rao, 2003). Las caracteristicas quimicas y fisicas unicas del almidén lo

diferencian de todos los otros carbohidratos.
1.2.1. Quimica de carbohidratos

Independientemente de la fuente botanica, el almidon es basicamente polimeros del
azucar de seis carbonos D-glucosa, a menudo denominado como el "bloque de
construcciéon" del almidéon. La estructura del monosacarido D-glucosa puede
representarse en forma de cadena abierta o en forma de anillo (Figura 1). La
configuracion de anillo se denomina piranosa, es decir, D-glucopiranosa. El anillo de
piranosa es el mas estable termodindmicamente y es la configuracién del azdcar en
solucién. El grupo aldehido altamente reactivo en el carbono ndmero 1 (C1) en la D-
glucosa lo convierte en un azucar reductor (Thomas y Atwell, 1999).
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Figura 1. Estructuras de cadena abierta y anillo de piranosa del azicar hexosa D-glucosa.
La forma del anillo se conoce como D-glucopiranosa y puede estar en la configuracién a o
B [figura adaptada de Thomas y Atwell, 1999]. Los polimeros de almidon contienen

solamente enlaces a.

El almidén consiste principalmente en polimeros de D-glucopiranosa unidos entre si por
enlaces glicosidicos a-1,4 y a-1,6 (Figura 2). Al formarse estos enlaces, el carbono
namero 1 (C1) en una molécula de D-glucopiranosa reacciona con el carbono namero 4
(C4) o el carbono nimero 6 (C6) de una molécula de D-glucopiranosa adyacente. Debido
a que el grupo aldehido en un extremo de un polimero de almidén siempre esta libre, los
polimeros de almiddn siempre tienen un extremo reductor. El otro extremo del polimero se
llama el extremo no reductor. Dependiendo del nimero de ramificaciones poliméricas
presentes en una molécula de almidon, podria haber un gran nimero de extremos no
reductores. Los enlaces glicosidicos en el almidon estan en la configuracion alfa (a). La
formacion de un enlace a esta determinada por la orientacion del grupo hidroxilo (—OH) en
C1 del anillo de piranosa (Figura 1). El enlace a permite que algunos polimeros de
almidon formen estructuras helicoidales. Para ilustrar la importancia del enlace a, el
almidon a veces se compara con la celulosa, un polimero de glucosa con enlaces 3-1,4

entre subunidades. Esta diferencia aparentemente trivial resulta en grandes diferencias
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entre los polimeros de almidon y celulosa, especialmente en la configuracion estructural,
las propiedades fisicoquimicas y la susceptibilidad a ciertas enzimas (Thomas y Atwell,
1999).

Debido a su configuracién B, la celulosa forma una estructura laminada en forma de cinta,
mientras que los polimeros de almidén suelen ser helicoidales. La configuracion a y la
geometria helicoidal del almidén contribuyen a sus propiedades Unicas y a la digestibilidad
de las enzimas. Los polimeros de almidén pueden ser hidrolizados por las enzimas
amilasas, a menudo denominadas enzimas que "dividen el almidon". Dado que los
enlaces B-1,4 de la celulosa no son susceptibles a las enzimas amilasas, la mayoria de

los animales no pueden digerir la celulosa.

La polimerizacién de la glucosa en el almidén da como resultado dos tipos de polimeros,
amilosa y amilopectina. La amilosa es un polimero esencialmente lineal, mientras que la
molécula de amilopectina es mucho mas grande y esta ramificada. Las diferencias
estructurales entre estos dos polimeros contribuyen a diferencias significativas en las
propiedades y la funcionalidad del almidon (Thomas y Atwell, 1999).

Enlace a-1,6

Extremo reductor

Enlace a-1,4

Figura 2. Enlaces glicosidicos a-1,4 y a-1,6 del almidon [figura adaptada de Thomas y
Atwell, 1999].
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1.2.2. Propiedades de la amilosa y amilopectina

Aunqgue la amilosa y la amilopectina estan compuestas de moléculas de D-glucopiranosa,
las diferencias entre estos dos polimeros dan como resultado diferencias importantes en

las propiedades funcionales.
1.2.2.1. Amilosa

Se considera que la amilosa es un polimero esencialmente lineal compuesto casi en su
totalidad de D-glucopiranosa con enlaces a-1,4. Sin embargo, evidencias sugieren que
algunas ramificaciones estan presentes en el polimero de amilosa (Cura et al., 1995). El
modelo simplificado para la estructura de la amilosa se muestra en la Figura 3. Aunque
tipicamente se ilustra como una estructura de cadena recta por razones de simplicidad, la
amilosa es en realidad helicoidal. El interior de la hélice contiene atomos de hidrégeno vy,
por lo tanto, es hidrofébico, lo que permite que la amilosa forme un tipo de complejo de
clatrato con &cidos grasos libres, componentes de &cidos grasos de glicéridos, algunos
alcoholes y yodo. La complejacién con lipidos, particularmente mono y diglicéridos, es una
propiedad bien conocida de la hélice de amilosa. La formacion y la integridad estructural
de los complejos de amilosa-lipidos son funciones de varios factores, incluidos la
temperatura, el pH, el tiempo de contacto y/o mezclado entre el polimero de amilosa
“anfitrion” y la molécula "huésped", y la estructura del acido graso o glicérido. El "complejo
de inclusion” resultante, como suele llamarse, puede alterar las propiedades del almidén.
La complejacién de la amilosa con grasas y emulsionantes alimenticios, como los mono y
diglicéridos, pueden cambiar las temperaturas de gelatinizacién del almidén, alterar los
perfiles de textura y viscosidad de la pasta resultante, y limitar la retrogradacion (Thomas
y Atwell, 1999).

Otro atributo bien conocido de la amilosa es su capacidad para formar un gel después de
gue el granulo de almidén se haya cocinado, es decir, se haya gelatinizado y se haya
hecho pasta. Esta propiedad es evidente en el comportamiento de ciertos almidones que
contienen amilosa. El almidén de maiz, el almidon de trigo, el almidon de arroz, y
particularmente el almidon de maiz alto en amilosa aislado de las plantas de maiz
hibridas, generalmente se consideran almidones gelificantes. La formacién de gel es
principalmente el resultado de la reasociacion (es decir, la retrogradacién) de los
polimeros de almiddn solubilizados después de la coccion y puede ocurrir rapidamente

con el polimero lineal de amilosa (Thomas y Atwell, 1999).
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1.2.2.2. Amilopectina

La amilopectina, la molécula predominante en la mayoria de los almidones normales, es
un polimero ramificado que es mucho mas grande que la amilosa (Figura 3). La
amilopectina esta compuesta por segmentos de glucosa enlazados en a-1,4 conectados
por puntos de ramificacion enlazados en a-1,6. Se ha estimado que alrededor del 4-6% de
los enlaces dentro de una molécula de amilopectina promedio son enlaces a-1,6. Esto
puede parecer un pequefio porcentaje, pero da como resultado méas de 20,000
ramificaciones en una molécula promedio, aunque las ramificaciones en si mismas no son
grandes. Los estudios sugieren una distribucion de tamafio bimodal de las cadenas de
polimeros, es decir, cadenas pequefias y grandes. Las cadenas pequefas tienen un
grado promedio de polimerizacion (GP) de aproximadamente 15, mientras que el de las
cadenas mas grandes es aproximadamente 45. Esta configuracion Unica contribuye a la
naturaleza cristalina de la amilopectina y una disposiciébn ordenada de moléculas de
amilopectina dentro del granulo de almidon. ElI comportamiento de las cadenas de
ramificacién de la amilopectina es similar al de las cadenas de amilosa en que las
cadenas completas o, mas comunmente, las porciones de las cadenas pueden ser
helicoidales (Thomas y Atwell, 1999).

Debido a la naturaleza altamente ramificada de la amilopectina, sus propiedades difieren
de las de la amilosa. Por ejemplo, dado el tamafio de la molécula y su estructura similar a
una “planta rodadora”, la retrogradacion se ralentiza y la formacion de gel puede
retrasarse o prevenirse. Las pastas de almidones que contienen esencialmente toda la
amilopectina (almidones cerosos) se consideran no gelificantes, pero tipicamente tienen

una textura cohesiva y gomosa (Thomas y Atwell, 1999).
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cadenas ocasionales moderadamente largas unidas mediante a-(1-6).

CH,OH CH,OH 6CH:OH
(0]
H l!l H H/H

OH H H

HO
CH,0OH

H H H

Amilopectina: puntos de ramificacién a-(1—6). Para
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cadenas interiores b = aprox. 20-30. Tanto a como b
varian de acuerdo con el origen botanico,

Figura 3. Estructura de la amilosa y la amilopectina [figura adaptada de Tester et al.,
2004].

La amilosa de diversas fuentes botanicas tiene un GP de aproximadamente 1,500-6,000.
La molécula de amilopectina, mucho mas grande, tiene un GP de aproximadamente
300,000-3,000,000 (Zobel, 1988). Sobre la base de estos nimeros y dado un peso
molecular (PM) para la anhidroglucosa de 162, el PM de la amilosa puede variar de
aproximadamente 243,000 a 972,000. Aunque se ha reportado que la amilosa de almidén
de papa tiene un PM de hasta aproximadamente 1,000,000, el PM de la amilosa es
generalmente menor a 500,000. EI PM de la amilopectina puede oscilar entre
aproximadamente 10,000,000 y 500,000,000. Las diferencias en el PM de las fracciones
de amilosa y amilopectina estan directamente relacionadas con la fuente vegetal, el
método de aislamiento del polimero (generalmente se usa un método de precipitacién con

solvente) y el método de determinacion del PM (Thomas y Atwell, 1999).

La relacion de amilosa y amilopectina dentro de un tipo dado de almidon es un punto muy
importante que considerar con respecto a la funcionalidad del almidén en los alimentos. El

contenido y la estructura de amilosa y amilopectina afectan la arquitectura del granulo de
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almidon, los perfiles de gelatinizacion y pastado, y los atributos de textura. Los contenidos
aproximados de amilosa y amilopectina de varios almidones se muestran en la Tabla 1.
Mediante el uso de técnicas de reproduccion clasicas y de biologia molecular sofisticada,
ahora es posible obtener almidones de varias fuentes vegetales hibridas que contienen

esencialmente pura amilosa, pura amilopectina o varias relaciones intermedias.

Tabla 1. Contenido aproximado de amilosa y amilopectina en almidones comunes.

Tipo de almidon Contenido de amilosa (%) Contenido de amilopectina (%)

Maiz 25 75

Maiz ceroso <1 >99
Tapioca 17 83

Papa 20 80

Maiz de alta amilosa 55-70 (o mayor) 45-30 (0o menor)

Trigo 25 75

Arroz 19 81

Tabla tomada de Thomas y Atwell, 1999.

1.2.3. Granulos de almiddn

La amilosa y la amilopectina no existen de forma libre en la naturaleza, sino como
componentes de agregados discretos, semicristalinos, llamados granulos de almidén. El
tamafio, la forma y la estructura de estos granulos varian sustancialmente entre las
fuentes botanicas. Los didametros de los granulos generalmente varian de menos de 1 ym
a mas de 100 um, y las formas pueden ser regulares (por ejemplo, esféricas, ovoides o

angulares) o bastante irregulares.
1.2.3.1. Estructura interna del granulo de almidon

La disposicion de amilosa y amilopectina dentro del granulo de almidén no se entiende
completamente. El "empaquetamiento” de estos dos polimeros en el granulo de almidon
nativo no es aleatorio, sino que estd muy organizado. Sin embargo, cuando se calientan
en presencia de agua, los granulos de almidon se vuelven mucho menos ordenados. Esta

pérdida de orden interno ocurre a diferentes temperaturas para diferentes tipos de
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almidon. Dependiendo del almidén, si se calienta en agua indefinidamente, el granulo
nativo se hincha hasta que su estructura eventualmente se desintegra, y la amilosa y la
amilopectina se liberan en una suspension acuosa (Thomas y Atwell, 1999). Este proceso
es conocido como gelatinizacién del granulo de almidén. Los almidones gelatinizados
tipicamente contienen una mezcla de polimeros solubilizados (principalmente moléculas
de amilosa y amilopectina lixiviadas con bajo peso molecular) y estructura granular
residual (también denominados (fragmentos de) "fantasmas" de granulos, constituidos
principalmente de amilopectina) (Prentice et al., 1992). En la Figura 4 se muestra un
modelo de la gelatinizacién del almidén. Es un modelo de los eventos moleculares de la
gelatinizacion, la formacion, el control y la degradacién de los fantasmas de granulos que

coinciden con una curva DSC ajustada hipotéticamente (Atkin et al., 1998).

Energia @ Fantasmay

. ® residuos de fantasma

. L)

«

\J
-
L ]
Ruptura
Envoltura del grinulo Polimeros del almidon

Temperatura

A\ 4

Figura 4. Modelo de la gelatinizacion del almidon [figura adaptada de Atkin et al., 1998].

Gran parte de lo que se sabe sobre la estructura interna es el resultado de la evaluacion
microscopica de granulos parcialmente degradados. En comparacién con las areas
cristalinas, las areas amorfas del granulo generalmente se degradan mas facilmente con

acido y enzimas, como la a-amilasa. Los granulos tratados de manera exhaustiva de esta
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manera demuestran un patron anillado analogo a los anillos de crecimiento en una pieza
de madera cortada desde un tronco de arbol (Figura 5). Este patron indica que las areas
cristalinas y amorfas del granulo se alternan. Se cree que esta configuracion resulta de
periodos alternos de crecimiento y reposo durante la sintesis del granulo de almidén
(Hoseney, 1994).

Figura 5. Corte transversal de un grano de sorgo tratado con a-amilasa. Observe los
anillos concéntricos en los granulos de almidén rotos. Barra = 10 um [Imagen tomada de
Thomas y Atwell, 1999].

1.2.3.2. Constituyentes menores del granulo de almidén

Proteinas, lipidos, humedad y cenizas (minerales y sales) también estan presentes en los
grénulos de almidén en cantidades muy pequefias (Thomas y Atwell, 1999).
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1.3. Complejos de inclusién almidén-lipidos

Como se mencion6 anteriormente, el almidén es una mezcla de dos polimeros, la
amilosa, que es un polimero de glucosa predominantemente lineal, y la amilopectina, que
es un polimero de glucosa ramificado. En presencia de ligandos tales como el yodo y
alcoholes lineales, la amilosa sufre un cambio de conformacion que resulta en una hélice
simple con enrollamiento en sentido antihorario que puede acomplejar el ligando (Figura
6). En su forma no ordenada, los complejos de inclusion de amilosa se conocen como
complejos "tipo I". Cuando estos complejos amorfos se organizan en laminillas y dan lugar
a la formacién de cristalitos, se les denomina complejos de inclusién de amilosa "tipo 11"
(Putseys et al., 2010).

vuelta —

vuelta — paso

\
P

vuelta —

Figura 6. Una hélice de amilosa simple levégira, formando un complejo con un ligando
cuya cabeza polar esta ubicada fuera de la hélice, mientras que su cadena alifatica esta
situada en la cavidad de la hélice [figura basada en Putseys et al., 2010]. El paso es la

distancia entre puntos idénticos en vueltas secuenciales.

Colin y de Claubry descubrieron la interaccion del almidon y el yodo en 1814 (Saenger,
1984) y su naturaleza helicoidal fue demostrada por primera vez por Rundle y Baldwin
(1943). En esta forma, la amilosa también se conoce como amilosa “V” (Katz, 1937). Katz

eligio este nombre porque consideraba que el patron observado era el de almidon
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gelatinizado, o "Verkleisterter Starke" en aleman, abreviado como almidén “V”. Sin
embargo, se encontré que el patrén resulté de la complejacién del almidén gelatinizado
con el alcohol usado para deshidratarlo. Sin embargo, el nombre se mantuvo (Zobel,
1988).

El mecanismo por el cual los lipidos interactian con el almidon es similar al descrito para
el yodo y los alcoholes (Mikus et al., 1946). Los complejos de amilosa-lipidos pueden
estar presentes de forma natural en el almidon (Evans, 1986; Morrison et al., 1993) o
formarse tras la gelatinizacion del almidén en presencia de lipidos. Sin embargo, si bien la
ausencia del patron de amilosa “V” en los granulos de almidén nativo implicaria que los
complejos de amilosa endbégenos carecen de orden cristalino, el predominio de los
cristales de almidén nativo puede ocultar la presencia de una contribucién de amilosa “V”
(Putseys et al., 2010).

Las estructuras de la amilosa “V” son hélices simples con enrollamiento en sentido
antihorario con una cavidad interna donde puede residir el ligando acomplejado (Saenger,
1984), como se muestra en la Figura 6. Sin embargo, cada ligando impone sus propias
dimensiones de hélice especificas. Por lo tanto, el didmetro y las dimensiones de la hélice
estan determinados por el agente complejante y la cantidad de agua unida a las unidades

de glucosa, segun lo propuesto por Valletta et al. (1964).
1.3.1. Fuerzas motrices parala formacién de complejos

La presencia de un ligando adecuado induce una conformacion helicoidal compacta de la
amilosa. Esto da como resultado una hélice con una cavidad hidrofébica que proporciona
sitios de unién con una alta afinidad por el ligando (o parte de él) apolar. Después de esta
asociacion molecular inicial entre la amilosa y el ligando, y dependiendo de las
condiciones de reaccion, los complejos obtenidos pueden adquirir un cierto grado de
orden, lo que resulta en la formacién de cristales (Whittam et al., 1989). Heinemann et al.
(2001) propusieron que la fuerza motriz para la creacion de estas estructuras complejas

es la tendencia de la amilosa a minimizar su interaccién con el agua.

La complejacion entre la amilosa y un compuesto de inclusién es un proceso reversible.
La calorimetria diferencial de barrido (DSC) de los complejos revela una endoterma
durante el calentamiento y una exoterma durante el enfriamiento (Biliaderis et al., 1985).

La necesidad de calor para disociar el complejo entre la amilosa y su ligando sugiere que
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hay ciertas fuerzas que estabilizan la conformacién de la hélice. Los enlaces
intramoleculares, como las fuerzas de van der Waals y los enlaces de hidrégeno, se
producen entre los giros a lo largo de la hélice y estabilizan una hélice de cadena simple
(Banks y Greenwood, 1971; Karkalas et al., 1995; Rappenecker y Zugenmaier, 1981;
Yamashita y Monobe, 1971). Las fuerzas intermoleculares, por otro lado, estabilizan la
interaccion entre la amilosa y su ligando. La hélice de amilosa es hidrofilica en el exterior
e hidrofébica en el interior de su cavidad (Immel y Lichtenthaler, 2000), lo que favorece la
formacion de interacciones hidrofébicas (Winter y Sarko, 1974). Sin embargo, las fuerzas
de van der Waals también se han descrito (Banks y Greenwood, 1971; Immel y
Lichtenthaler, 2000). Karkalas et al. (1995) sugieren que las interacciones de van der
Waals son posibles solo entre los grupos metileno del lipido y el hidrégeno del carbono

cinco en la glucosa.
1.3.2. Organizacion lipidica dentro de la hélice

Tebricamente se requieren 18-24 unidades de glucosa para la complejacién de una
molécula lipidica (es decir, acido graso o monoacilglicerol con 14, 16, 18, atomos de
carbono en su cola), organizadas en tres vueltas, cada una con seis u ocho residuos de
glucosa por paso (Figura 6). El paso es la distancia entre puntos idénticos en dos vueltas
secuenciales. Algunas ramificaciones externas de la amilopectina tienen longitudes de
cadena promedio de aproximadamente 15-25 unidades de glucosa (Hizukuri, 1986; Mua y
Jackson, 1997; Tester et al., 2004) y, por lo tanto, también pueden participar parcialmente
en la formacién de complejos (Eliasson, 1994), como observado para almidones libres de

amilosa (Kaneda et al., 1996).

En general, se acepta que, para la mayoria de los complejos de amilosa-lipidos, las
moléculas lipidicas estan ubicadas con su cadena alifatica dentro de la cavidad de la
hélice, con los grupos terminales metilo enfrentados entre si. Godet et al. (1993)
sugirieron que los grupos carboxilo estaban fuera de la hélice debido a las repulsiones
estéricas y electrostaticas. Todos los demas grupos polares de un tamafio superior al de
un grupo carboxilo, por lo tanto, probablemente estaran ubicados fuera de la cavidad de la
hélice (Snape et al., 1998). Sin embargo, Shogren et al. (2006) describieron el grupo

carboxilo de los lipidos como si estuvieran incluidos en el canal central.
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Capitulo 2
2. Materiales y métodos

En este capitulo se presentan los materiales utilizados en la experimentacion, asi como
cada uno de los métodos experimentales que se llevaron a cabo durante la realizacién del

proyecto.
2.1. Materiales

Todas las muestras de almidén utilizadas en este estudio no fueron modificadas
quimicamente. Almidon de maiz ceroso (AMC, S4251), almidon de maiz nativo (AMN,
S4126), almidon de arroz nativo (AAN, S7260) y almidon de trigo nativo (ATN, S5127) se
compraron a Sigma-Aldrich Quimica, S.L. (Toluca, Estado de México, México). Ademas,
aceite de canola (Capullo®, ACH Foods México, S. de R.L. de C.V., Ciudad de México,
México) se us6 como la fase oleosa en la preparacion de emulsiones aceite-en-agua.

Todas las pruebas experimentales se realizaron con agua desionizada.
2.2. Preparacion de las dispersiones de almidén gelatinizado

Dispersiones acuosas de AMC, AMN, AAN y ATN (5 g/100 g) se agitaron suavemente
(250 rpm) a temperatura ambiente por 30 min para su hidratacién. Las dispersiones se
calentaron en un bafio Maria a 90°C durante 20 min con agitacién constante a 250 rpm
para permitir la gelatinizacion completa de los granulos de almidén. La evaporacion de
agua se minimiz6 cubriendo los matraces con varias capas de una pelicula resistente al
agua. Las dispersiones de almidén gelatinizado se enfriaron a temperatura ambiente por 1
h, y luego se centrifugaron (Centrifuga HERMLE modelo Z383K, con rotor 220.97 V02,
tubos cénicos de 50 mL, HERMLE Labortechnik GmbH, Wehingen, Alemania) a 3863 x g,
a 25 °C por 30 min con el fin de obtener dos fracciones de almidén: (i) un precipitado que
consiste principalmente de remanentes insolubles ricos en amilopectina (p. e€j.,
“fantasmas”), y (ii) un sobrenadante (FS.) que consiste principalmente en una fase
continua rica en amilosa en el caso de los almidones normales, o en una fase rica en
amilopectina en el caso del almidon de maiz ceroso. Las fracciones precipitadas se
descartaron, mientras que las fracciones FSy se usaron como fase continua para preparar
las emulsiones de aceite-en-agua (O/W), y donde el subindice x representa a los
almidones de distinto origen botanico: AMC, almidon de maiz ceroso; AMN, almidén de

maiz nativo; AAN, almidén de arroz nativo; y ATN, almidén de trigo nativo.
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2.3. Contenido de solidos totales, amilosa aparente y proteina de las fracciones

sobrenadantes

Las FSyx se deshidrataron con la ayuda de un liofilizador Labconco FreeZone de 4,5 litros
(Labconco Corporation, Kansas City, MO, EE. UU.) operado a -50 ° C y 43 Pa de vacio, y
se analizaron para determinar los contenidos de solidos totales, amilosa aparente y
proteina. El contenido de sélidos totales (ST, g/100 g de agua) se obtuvo mediante un
balance de masa. Para la estimacion del contenido de amilosa aparente, se tomaron
muestras de 100 mg, y se transfiieron a un matraz volumétrico de 100 mL.
Posteriormente, se agregé 1 mL de etanol para humectar la muestra, y se adicionaron 10
mL de solucién de hidroxido de sodio (1 N), y la mezcla se mantuvo en agitacion
aproximadamente por 1 hora hasta lograr la disolucion de la muestra. Después, la
disolucién se diluy6 aforando al volumen con agua desionizada, y luego se pipetearon 2
mL de esta dilucion en otro matraz aforado de 100 mL y se agregaron 50 mL de agua
desionizada y 100 yL de una solucién alcohdlica de fenolftaleina (1% p/v). Se afadi6é gota
a gota acido clorhidrico (0.1 N) hasta neutralizar la solucién. Posteriormente, se agregaron
2 mL de solucién de yodo (2.0 g de yoduro de potasio y 0.2 g de yodo en 100 mL de agua
destilada) a la solucion neutralizada y luego se ajustaron a 100 mL en el matraz aforado.
Esta solucién final se dejé reposar durante 30 minutos para lograr el desarrollo completo
del color. El contenido de amilosa aparente se calculé a partir de la relacién de las
mediciones de 620/510 nm obtenidas con un espectrofotometro UV-visible (Spectronic
Genesys 2, Thermo Electron Corporation, Madison, WI, EE. UU.) (Zhu et al., 2008).

Finalmente, el contenido de proteina se analizé con el método 46-13 de la AACC-2000.
2.4. Tension interfacial dinamica

Se consider6 la adsorcién interfacial dinAmica para evaluar la capacidad de las FSyx para
estabilizar las interfaces aceite-agua. Se determiné la disminucién de la tension interfacial
(y) entre el aceite de canola y el agua en funcion del tiempo (t). Para este fin, se utilizé un
medidor de angulo de contacto Optico (OCA 20, Dataphysics Instruments GmbH,
Filderstadt, Alemania). Cada FSx (x = AMC, AMN, AAN y ATN) se colocé en la jeringa y
luego se administr6 una gota de aproximadamente 35 uL en una cubeta de vidrio que
contenia aceite de canola purificado. La forma de la gota se analizé para registrar cambios
en la tension interfacial durante un periodo de 3 h con una camara CCD. Todos los

experimentos se llevaron a cabo a 25 °C (Trujillo-Ramirez et al., 2018).
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2.5. Preparacioén de las emulsiones aceite-en-agua

Se prepararon emulsiones O/W con las diferentes FSx usando aceite de canola como fase
oleosa. La fraccibn masica de la fase dispersa en las emulsiones fue de 0.15. Las
emulsiones se prepararon incorporando gota a gota el aceite de canola en cada una de
las FSy con la ayuda de un homogeneizador de alto esfuerzo cortante (Ultra-Turrax® T50
basic, IKA® Works, Inc., Wilmington, NC, EE. UU.), operado a 10,000 rpm. (167 Hz)
durante 5 minutos para formar una emulsién gruesa. Se usé un bafio de hielo para evitar
el aumento de la temperatura durante la formacion de la emulsion. Finalmente, las
emulsiones gruesas se pasaron a través de un homogeneizador de alta presion
(NanoDeBEE, B.E.E. International, Inc., Easton, MA, EE. UU.), operado a 1.72 x 108 Pa
durante tres ciclos, acoplado a un bafo refrigerado (HAAKE K20, Thermo Electron Co.,
GmbH, Karlsruhe, Alemania) para evitar el aumento de la temperatura durante el proceso
de presurizacién. Las emulsiones resultantes se codificaron como Ex, donde x = tipo de
almidon en cada FSx (AMC, AMN, AAN y ATN) utilizado en su preparacion. Las

emulsiones se almacenaron a temperatura ambiente antes de los andlisis posteriores.
2.6. Anélisis FTIR

El espectro de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) de muestras de las
emulsiones se obtuvo por medio de un espectrometro Frontier (PerkinElmer, Inc.,
Waltham, MA, EE. UU.), equipado con un accesorio de muestreo ATR universal de cristal
de diamante/KRS5. Durante las mediciones, la muestra estuvo en contacto con la placa
superior del ATR universal de diamante/KRS5. Se us6 un espectro de la celda vacia para
corregir los efectos de fondo. Para cada muestra, el espectro representd un promedio de
32 escaneos con una resolucion de 4 cm™. Ademas, los espectros se corrigieron en linea

base a 4000-400 cm™ dibujando una linea recta debajo de la sefial registrada.
2.7. Microscopia Optica

Se usO microscopia éptica para observar la morfologia de las emulsiones. Las muestras
se colocaron en portaobjetos concavos de vidrio (G.S.C. International, Inc., VWR, Radnor,
PA, EE. UU.) para evitar el rompimiento de la muestra al colocar el cubreobjetos
(Martinez-Velasco et al., 2018). Se utiliz6 un microscopio Olympus BX45 (Olympus
Optical Co., Ltd., Tokio, Japdn), y se capturaron imagenes a 100x, 40x y 10x con una

camara Carl Zeiss AxioCamERc 5s (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Géttingen, Alemania).
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2.8. Determinacion del tamafio de gota promedio

El diametro promedio de gota ponderado en volumen (ds3) se determiné en emulsiones
frescas y después de 3, 7, 14, 21 y 28 dias de almacenamiento a temperatura ambiente
(~20 °C) con un analizador de tamafo de particula por difraccion de rayo laser
(Mastersizer 2000, Malvern Instruments, Ltd., Malvern, Worcestershire, Reino Unido),
utilizando agua desionizada como dispersante. Se utilizé un indice de refraccion relativo
de 1.103 (relacién de los indices de refraccion de las fases de aceite y agua) para todas

las mediciones.
2.9. Difraccion de Rayos X (DRX)

Los patrones de DRX de las FSx y muestras de las emulsiones se midieron a temperatura
ambiente con un difractometro Siemens D-5000 (Siemens AG, Karlsruhe, Alemania). Se
uso radiacion de Cu Ka (k = 1.543) y se operé un monocromador de grafito de haz
secundario a 40 kV y 30 mA. Las intensidades se midieron en el rango de 5-50° con un

tamafio de paso de 0.03° y un tiempo de medicién de 2.0 segundos por punto.
2.10. Potencial zeta (potencial-g)

El potencial-¢ de las emulsiones frescas se determiné con un equipo Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments, Ltd., Malvern, Worcestershire, Reino Unido). Las muestras de
emulsiones se diluyeron en agua desionizada (relacion de 1:100 v/v) y luego se vaciaron
por separado en la celda de prueba y se colocaron en el equipo de medicion.

El potencial-C se calcul6 con el instrumento utilizando el modelo de Smoluchowski.
2.11. Estabilidad al cremado

Se us6 un analizador de dispersion (LUMiSizer, L.U.M. GmbH, Berlin, Alemania) para
determinar la velocidad de cremado de las emulsiones. El instrumento emplea la
sedimentacion centrifuga para acelerar la aparicion de fenédmenos de inestabilidad como
la sedimentacion, la floculaciéon o el cremado. Las muestras de emulsiones (0,4 mL) se
sometieron a centrifugacion a 2198.3 x g durante aproximadamente 127 minutos a 25 °C,
y se determinaron 255 mediciones a intervalos de tiempo de 30 segundos. La velocidad
de cremado fue estimada por el software del equipo SEPView y se correlacioné con la
estabilidad de la emulsion; esto es, cuanto mayor es la velocidad de cremado, menor es la

estabilidad de la emulsion.
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Capitulo 3
3. Resultados y discusion

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en la experimentacion, asi como la

discusion correspondiente de los mismos.

3.1. Contenido de sdlidos totales, amilosa aparente y proteina de las fracciones

sobrenadantes

El contenido de sdlidos totales, amilosa aparente y proteinas de las FSy utilizadas para la
preparacion de las emulsiones O/W se presentan en la Tabla 2. AMC mostré el contenido
mas alto de solidos totales (2.55 g/100 g de agua), mientras que AAN presentd el
contenido mas bajo (0.85 g/100 g de agua). La nocion de amilosa aparente se refiere a la
molécula de amilosa de cadena lineal y las ramificaciones mas largas de la molécula de
amilopectina de cadena ramificada que forman complejos con yodo (Delwiche et al.,
1995). Interesantemente, AMC exhibié el contenido de amilosa aparente mas alto,
mientras que AAN presentd el valor mas bajo. En contraste, AAN exhibi6 el contenido de
proteina mas alto. El contenido de solidos totales esta relacionado con la estabilidad de
los granulos de almidén bajo calentamiento con exceso de agua. Debet y Gidley (2007)
encontraron que las proteinas desempefan un papel importante en la integridad de los
granulos de almidén, ya que actian como agentes entrelazantes de las cadenas de
polisacaridos en la superficie de los granulos. Zhang et al. (2014) encontraron que la
eliminacion de proteinas de la superficie de los granulos mediante reacciones enzimaticas
interrumpia la integridad de los remanentes insolubles (es decir, los fantasmas),
produciendo una gran fraccion de cadenas de almidon dispersas. El contenido de
proteinas de los granulos de almidon se correlaciona bien con la cantidad de material
lixiviado que se muestra en la Tabla 2. De hecho, los almidones de maiz nativo y ceroso
contenian una cantidad relativamente baja de proteinas. Esto llevd a AMC a exhibir una
cantidad significativamente mayor de sdlidos totales en relacion con AMN, AAN y ATN, y
entre estos ultimos, AMN exhibié el mayor contenido de sélidos. Las cadenas de almidén
lixiviadas dispersadas en la fase acuosa son importantes ya que se convierten en los

medios para estabilizar las emulsiones.
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Tabla 2. Contenido de sélidos totales (ST), amilosa aparente y proteinas de las FSx.

Almidon ST (g/100 g agua) Amilosa aparente (% de ST) Proteina (% de ST)

AMC 2.55+0.18? 41.32 +0.78? 1.19+0.18°
AMN 1.10 £ 0.04° 34.16 + 0.94° 0.71 +0.14°¢
AAN 0.85 + 0.05°¢ 21.05 +0.75° 3.83+0.152
ATN 1.00 + 0.05° 35.04 + 0.85° 1.24 +0.15°

Diferentes letras indican una diferencia significativa (p<0.05) entre los valores de una misma

columna.

3.2. Cinética de latensién interfacial

La adsorcién de moléculas con capacidad tensoactiva en la interfase aceite-agua juega un
papel importante en la formacion y estabilizacion de las emulsiones. El proceso de
adsorcion imprime cambios conformacionales en las moléculas adsorbidas, lo que permite

una interaccién estrecha con la interfase (Yuan et al., 2013).

La Figura 7a ilustra la dependencia de la tension interfacial (y) con el tiempo de adsorcion
para las cuatro diferentes fracciones de almidén. La tension interfacial de la interfase
aceite-agua, sin la presencia de cadenas de almidén, fue 29.9 + 0.7 mN/m. La
incorporacion de las FSy produjo a una disminucion gradual de la tension interfacial, con
un patron de decaimiento exponencial aparente dependiendo de la fuente botanica. Dicho
decaimiento exponencial esta vinculado a procesos de relajacion atribuidos al
empaguetamiento de las moléculas de almidén en la interfase aceite-agua. La tensién
interfacial exhibié un decaimiento rapido para tiempos <500 s y un decaimiento lento para
tiempos mas altos. Esto sugiere utilizar la siguiente funciéon de relajacion de segundo

orden para ajustar los datos experimentales:

y(t):}/res-i_Af exp(_rlj_'_AseXp(_TL] (1)

f s
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Donde v, €s la tension interfacial residual para tiempos muy largos, 15 y 75 son las
constantes de tiempo de relajacion mas rapida y mas lenta, respectivamente. Ademas, As
y A, son parametros pre-exponenciales. Se empleé un ajuste numérico de minimos
cuadrados para estimar los parametros de la ecuacion (1) y los resultados se muestran en
las Figuras 7b, 7c y 7d. Las fracciones de almidon de AAN y AMN exhibieron los valores,
mas pequefio (~193.8 s) y mas alto (~292.8 s) de tf, respectivamente. Esto significa que
AAN ofrecié las mejores condiciones para lograr una disminuciébn mas rapida, y por lo
tanto una estabilizacion mas rapida de emulsiones O/W. Después del rapido proceso de
adsorcion, la tension interfacial exhibié una disminucion bastante lenta y la constante de
tiempo de relajacion correspondiente se muestra en la Figura 7c. Asi, en el caso del
proceso de relajacion mas lento, AAN también exhibio el valor mas pequefio (~2724.3 s).
En contraste, AMC mostro el valor mas alto de 75 (~8723.7 s). Finalmente, el valor mas
pequefio de la tension interfacial residual lo present6 AAN (~9.3 mN/m), AMC y AMN
presentaron el valor mas alto (~15.4 mN/m). Se observa que la reduccion de la tension
interfacial mas pequefia mostrada por AAN esta vinculada a la baja cantidad de sélidos
totales liberados en el proceso de gelatinizacion (0.85 g/100 g de agua) en comparacion

con la cantidad liberada por los otros almidones (2.55 g/100 g de agua).
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Figura 7. (a) Evolucién en el tiempo de la tension interfacial (y) para la adsorcion de las
fracciones solubles de almidon (AMC, AMN, AAN y ATN) en la interfase aceite-agua.
Constantes de tiempo de relajacién (b) rapidas y (c) lentas, y (d) tension residual,
estimada al ajustar un modelo de decaimiento exponencial de segundo orden.
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La naturaleza de la cinética de adsorcion en términos de dos procesos de relajacion no
esta del todo clara. Sin embargo, una posible explicacibn se puede delinear de la
siguiente manera. Al calentarse con exceso de agua, los granulos de almidén se hinchan,
lo que agrega inestabilidad a la integridad de los granulos. Material se libera del granulo
de almiddn, dejando solo estructuras insolubles también conocidas como “fantasmas”.
Debet y Gidley (2007) encontraron que la formacion de fantasmas puede explicarse por la
reticulacion de las cadenas de polisacaridos dentro de los granulos hinchados, lo que
probablemente involucra hélices dobles formadas por cadenas de polimeros que se
vuelven libres para moverse luego de la hinchazén de granulos inducida por el calor. El
material liberado en la fase acuosa continua estd compuesto por cadenas de amilosa y
amilopectina que se empaquetaron en las geometrias de anillo del granulo de almidén
(Debet y Gidley, 2007).

La amilosa de hélice simple posee una superficie exterior hidrofilica con un canal interno
claramente hidrofébico que contiene una espiral de moléculas de agua. Se ha postulado
que, en presencia de moléculas de lipidos o0 aromas, el agua en el canal hidrofébico se
pierde relativamente facil para formar complejos de inclusion (Kong et al., 2014; Putseys
et al., 2010). Por otro lado, la formacién de complejos de inclusion amilopectina-lipido alin
es controvertida, aunque se ha argumentado que su formacion es posible para las
ramificaciones externas (Eliasson, 1994). De esta manera, la actividad interfacial de las
fracciones de almidén y los dos parametros de relajacion de la caida de la tensién
interfacial podrian explicarse de la siguiente manera. Las cadenas de almidén liberadas
durante la gelatinizacion de los granulos de almidén migran a la interfase para formar
complejos con lipidos, lo que lleva a una reduccion relativamente rapida de la tension
interfacial. De acuerdo con los resultados en la Figura 7, la escala de tiempo caracteristico
de este proceso es del orden de 200-300 s. La escala de tiempo mas lenta (2500-8000 s)
podria estar relacionada con el reordenamiento y el empaquetado compacto de los
complejos en la interfase, que involucran mecanismos de difusion superficial

relativamente lentos.
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3.3. Cinética de la presion interfacial

La cinética de adsorcion también se caracteriz6 por los cambios de presion en la
superficie (Pin)) a lo largo del tiempo. A presiones superficiales relativamente bajas, la

cinética de la adsorcion se puede describir mediante la ecuacion de Ward y Tordai (1946):

1

P,y = 2C,KT [ET @
T

Aqui, C, es la concentracion inicial de adsorbente, K es la constante de Boltzmann, T es
la temperatura y D es la difusividad. La dependencia del tiempo en la ecuacion (2) sugiere
describir los datos como P;,,, versus t/2, como se hace en la Figura 8a. Si la difusién en
la interfase controla el proceso de adsorcion durante tiempos relativamente cortos, la
grafica es lineal y la pendiente corresponde con la velocidad de difusion
kaifr = 2C,KT(D/m)Y?. Se observa que la velocidad de difusion es proporcional a la
difusividad. La Figura 8a muestra que la linealidad de la gréafica se puede detectar para los
primeros 200-300 s, coincidiendo con la escala de tiempo de relajacion mas rapida de la
cinética de la tension interfacial (Figura 7b). Los sobrenadantes de AAN y AMC exhibieron
respectivamente los valores mas alto (0.47 + 0.02 kg-mol.s*?) y mas pequefio (0.18 + 0.02
kg-mol.s¥?) de la tasa de difusién (ver Tabla 3), lo que indica que las moléculas de AMC
encontraron una mayor resistencia a su movilidad en la vecindad de la interfase aceite-
agua. Después de un rapido periodo de adsorcion inicial (~200-300 s), la velocidad de

adsorcion se redujo (Figura 7c).

Para corroborar la existencia de un proceso de relajacion lento, los datos se analizaron

con la siguiente relaciébn empirica:

P

int, 10800 ~ " int,0

P -P
In(wj versus —t/z, ’

Aqui, Py,¢. €s la presion interfacial en el tiempo t, Py,¢ 10500 €S la presion interfacial para

tiempos muy largos (tomado como el tiempo experimental maximo), Py,., €S la presion
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interfacial inicial, y t; es una constante de tiempo. La gréfica correspondiente a la
ecuacion (3) estd dada por la Figura 8b, mostrando un comportamiento lineal por partes.
El proceso de relajacion més rapido se ha relacionado con el proceso de penetracion en
las capas adsorbidas en la interfase, mientras que el proceso de relajacion mas lento se
ha relacionado con el reordenamiento del material adsorbido en las capas de adsorcion
(Trujillo-Ramirez et al., 2018). AMC presenté los valores més altos de las constantes de
tiempo de penetracion y reordenamiento. Siguiendo el posible escenario de adsorcion
descrito en la Subseccion 3.2, los valores relativamente altos de las constantes de tiempo
podrian ser causados por la estructura ramificada de las cadenas de amilopectina, que es
mas compleja que las cadenas de amilosa lineal. AMC sélo contiene cadenas de
amilopectina, ofreciendo una movilidad mas restringida en la vecindad y en la superficie
de la interfase aceite-agua. Las FSy contienen cadenas de amilosa y amilopectina
lixiviadas durante el proceso de gelatinizacibn. Ambas cadenas de almidén son
relativamente poco solubles en agua, por lo que tienden a migrar y acumularse en las
interfaces, como lo demuestran las Figuras 7 y 8. De esta manera, la hidrofobicidad es la
fuerza impulsora que mueve las cadenas de almidon de las FSx desde el seno de la

dispersion acuosa a la interfase aceite-agua.

Tabla 3. Parametros dinamicos de la adsorciéon de las fracciones solubles de almidén en

la interfase aceite-agua.

Almidén Kaitr (kg-mol-s®?) Toen X 1073 (S) Trea X 1073 ()
AMC 0.18 £ 0.02¢ 4.54 £ 0.152 1.67 £ 0.152
AMN 0.20 £ 0.01° 4.13 + 0.22% 1.69+0.122
AAN 0.47 £ 0.022 3.01 £ 0.28¢ 0.28 + 0.06
ATN 0.36 + 0.02° 3.16 £ 0.31° 0.42 + 0.05°

Diferentes letras indican una diferencia significativa (p<0.05) entre los valores de una misma

columna.
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Figura 8. (a) Dependencia de la presion interfacial (Pii) como una funcién de la raiz
cuadrada del tiempo (t?). La linea continua representa la pendiente lineal de las curvas
donde la adsorcién esta controlada por la difusion (kar). (b) Gréafica de In (Pint10s00 — Pint.t)/(
Pint10soo — Pinto) versus t. Las lineas continuas representan la primera pendiente
correspondiente a la constante de velocidad de primer orden de la penetracién (1/tpen),
mientras que la segunda pendiente corresponde a la constante de velocidad de primer

orden del reordenamiento estructural (1/trea).
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3.4. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros FTIR de emulsiones fabricadas con las diferentes FSx se muestran en la
Figura 9a. La banda ancha que se extiende a 3750-3000 cm™ se ha atribuido al hidroxilo-
OH, lo que refleja las vibraciones de las moléculas de agua. La banda a 1155 cm™ se ha
atribuido al estiramiento de los enlaces C-O de los ésteres alifaticos o vibraciones de CH..
El pico de absorcién a 1743 cm™ se ha asignado al estiramiento C=0O de los ésteres
alifaticos del aceite de canola. Las bandas pequefias de 2924 y 2855 cm™ estan
relacionadas con el aceite de canola y también se han vinculado a las vibraciones
asimétricas y simétricas de estiramiento C-H de los grupos CH (Zhang et al., 2015). Las
bandas a 2924 cm™ y 1743 cm también se relacionaron con la formacién de complejos
almidén-lipido (Chen et al., 2018; Flores-Morales et al., 2012). La intensidad relativa de
estos picos fue menor para Eawc (Figura 9b) y ligeramente desplazada hacia la derecha, lo
que refleja el hecho de que AMC no contiene cadenas de amilosa. En contraste, la
intensidad fue maxima para Earn Y Eawn Ya que ATN y AMN contienen una gran fraccion
de cadenas de amilosa (>25%). De esta manera, los espectros de FTIR en la Figura 9a
proporcionan informacion valiosa sobre la formacién de complejos de inclusion de
amilosa-lipidos en la interfase aceite-agua. El caso de Eamc €s mas llamativo desde el
punto de vista de FTIR, ya que no se puede atribuir una banda visible a la formacién de
complejos de amilopectina-lipidos. Sin embargo, Eliasson y Ljunger (1988) encontraron
gue las ramificaciones externas de la amilopectina ayudan en la formacién de un complejo

de inclusién helicoidal con las cadenas acilicas de los lipidos.
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Figura 9. (a) Espectros FTIR de las emulsiones estabilizadas con las FSx. (b) Detalle de

los espectros de la regién 2950-2900 cm™.
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3.5. Tamafio de gota promedio

Los resultados descritos anteriormente mostraron que las FSy presentaron actividad
interfacial. La Figura 10 presenta la variacion del diametro ds 3 de las emulsiones durante
28 dias de almacenamiento. La Eamc exhibié el tamafio de gota promedio inicial méas
pequefio (~1.4 ym); el tamafio de la gota se mantuvo practicamente sin cambios durante
los 28 dias de almacenamiento, lo que indica una estabilidad a largo plazo. En contraste,
las emulsiones hechas con las FS de los almidones nativos presentaron tamarfos de
gotas iniciales relativamente mas grandes, de ~2.8 um de Eawn, de ~3.4 um para Eaan, Y
de ~19.0 um para Earn. Dentro de los 3 dias de almacenamiento, estas emulsiones
sufrieron un aumento significativo en el tamafio de gota de aproximadamente 10.4, 4.1y
39.5 um, respectivamente. Sorprendentemente, las tres emulsiones hechas con las FS de
almiddn nativo no mostraron cambios significativos en el tamafio de gota entre 3 y 28 dias

de almacenamiento.
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Figura 10. Variacién del diametro de gota promedio (ds3) de las emulsiones monitoreadas

durante los 28 dias de almacenamiento a temperatura ambiente.
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La Figura 11 ilustra la morfologia de las emulsiones, confirmando que Eamc presento las
gotas mas pequefias, mientras que Earn las mas grandes. Los resultados en la Figura 7
indican que todas las FSx mostraron un proceso de adsorcion rapido inicial en la interfase
aceite-agua dentro de una escala de tiempo de aproximadamente 200-300 s. Este rapido
proceso de adsorcion dot6 a las gotas de las emulsiones de una estabilizaciéon a corto
plazo contra la coalescencia de gotas incipientes. A medida que el proceso de adsorcién
continuaba a velocidades mas lentas (escala de tiempo de ~2500-8000 s), se produjo un
mejor empaquetamiento de las cadenas de almidon en la interfase, lo que proporcioné a
la emulsién O/W una estabilidad a largo plazo. Se observa que AMC y AMN exhibieron los
valores mas altos de la constante de tiempo de relajacién méas lenta. Estas fracciones de
almidon también presentaron estabilidad a largo plazo, como se refleja por el hecho de
que el diametro de gota promedio de las emulsiones fabricadas con dichas FS,
permanecieron practicamente sin cambios después de 3 dias de almacenamiento (Figura
10).
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Figura 11. Imégenes Opticas de las emulsiones 3 dias después de su preparacion: (a)
Eawmc, (b) Eamn, (€) Eaan y (d, €, f) Eatn. Las imagenes (a), (b), (c), y (f) se tomaron con un
aumento de 100x; (d) y (e) se tomaron con un aumento de 10x y 40x, respectivamente.
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3.6. Difraccién de Rayos X (DRX)

Los espectros de difraccién de rayos X de las diferentes FSx se muestran en la Figura
12a, los cuales son consistentes con los exhibidos por los materiales amorfos. La
cristalinidad relativa estimada no es superior al 2.0%, el cual se encuentra dentro del
rango de error de medicion. La falta de picos de intensidad discernible es clara, lo cual
esta en linea con el hecho de que los granulos de almidon se gelatinizaron y por lo tanto

se destruyo la estructura cristalina original.

Por otro lado, los espectros de DRX para las cuatro emulsiones diferentes se muestran en
la Figura 12b. Las cuatro emulsiones exhibieron un halo amorfo que se extiende en el
rango de 5 - 50°. Sin embargo, la intensidad a 20° mostr6 un aumento importante en
comparacion con las fracciones sobrenadante. La banda de intensidad a 20° es distintiva
de los patrones tipo-V, asociados a la formacién de complejos de almidén-lipidos (Chen et
al., 2018; Tang y Copeland, 2007). Sin embargo, el aumento de la intensidad en esta
banda podria estar reflejando la recristalizacion de las cadenas de almidén en la interfase
aceite-agua. A su vez, tanto los complejos de almidén-lipidos como las cadenas de
almidon recristalizadas actuarian como barreras contra la coalescencia de las gotas de

aceite.

La Figura 12c presenta el cambio de cristalinidad relativa del sobrenadante a la emulsion.
El cambio de cristalinidad fue mas pronunciado para Eavmc Y Eamn, Y mas pequefio para
Earn. Esto sugiere que el almidon de maiz ceroso exhibiria una mayor capacidad para

estabilizar las emulsiones de aceite-en-agua.
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Figura 12. (a) Espectros DRX de las diferentes FS.. (b) Patrones de DRX de las
emulsiones estabilizadas con las fracciones solubles de almidon de diferentes fuentes

boténicas. (c) Cristalinidad relativa del sobrenadante a la emulsion.
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3.7. Cremado

La Figura 13 ilustra la estabilidad al cremado de las emulsiones preparadas con las
diferentes fracciones solubles de almidon. Todas las emulsiones envejecidas por 3 horas
mostraron un aspecto homogéneo, sin mostrar separacion de fases. Si bien Eamc no
mostré una separacion de fases visible después de 28 dias de almacenamiento a ~20 °C,
las emulsiones estabilizadas con las FS de almidones nativos mostraron una separacion
de fases significativa, que ocurrié en el siguiente orden de mayor a menor: Eaan> Eatn >
Eamn. El cremado observado, experimentado por las emulsiones estabilizadas con las FS
de almidones nativos no se puede atribuir solamente a sus diferencias en el tamafio de
las gotas, ya que Eaan tuvo un diametro dss significativamente menor que Earn durante
todo el periodo de almacenamiento, y un didmetro ds3 mas pequefio que Eaun entre 3y
28 dias de almacenamiento. Esto significa que el comportamiento inestable mostrado por
las emulsiones no sélo estuvo relacionado con la coalescencia de las gotas y con el

aumento de la flotabilidad asociado con el aumento del tamafio de las gotas.

(@) Eamc Eamn Eaan

a S ‘l { =
-

oK 304 |
Y g ii

l':'
S |

Figura 13. Cremado en las emulsiones O/W después de (a) 3 horas y (b) 28 dias de
preparacion.
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La tendencia al cremado se evalué en condiciones aceleradas y los resultados se
muestran en la Figura 14. La transmision integrada cuantifica la cantidad de luz
transmitida a través del seno de la emulsién y se considera como un indice de cremado.
Cuanto mayor sea la luz transmitida, mayor sera la velocidad de cremado, y menor sera la
estabilidad de la emulsién. De esta manera, la emulsion Eamc presentd la transmision
integrada mas baja, seguida en orden creciente por Eaun, Eatn Y Eaan. Estos resultados

estan de acuerdo con la evaluacién visual del cremado observado en la Figura 13.

N
o
1

70 , , i
S 60¢
> .
.
° 50‘§ o E
© AMC
— -X E
o
D 40 AMN
c ] N
= A Epan
S 30-
2 © Bam
Q2
=
7
c
@®
S
|_

=
o
1

T T T T T T T T T T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Tiempo (S)

Figura 14. Transmision integrada (%) versus tiempo (s) de las emulsiones.

Se pueden obtener algunos conocimientos sobre el origen del cremado analizando el
potencial-¢ de las emulsiones. La mediciébn del potencial-{ se basa en la movilidad
hidraulica de las gotas en un fluido. La Tabla 4 muestra los valores del potencial-¢ de las
emulsiones, y fueron de mayor a menor como sigue: Earn (-26.2 mV) > Eaun (-18.9 mV) >
Eavc (-12.9 mV) > Eaan (-11.4 mV). Los valores de potencial-¢ mayores dificultan la
agregacion de gotas de emulsion en fléculos y contribuyen a disminuir la velocidad de
cremado. En términos practicos, la formacion de floculos acelera la velocidad de cremado

(McClements, 2005). Por lo tanto, la velocidad de cremado se ve afectada por una
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interaccion compleja entre el tamafio de las gotas de emulsion y la capacidad de las gotas
para agregarse en fléculos, que a su vez se ve afectada por el potencial-¢ acarreado por
las gotas, que a su vez puede causar cambios en las propiedades de flujo de las

emulsiones.

Tabla 4. Potencial-C de las emulsiones.

Emulsion Potencial-¢ (mV)
Eamc -12.9 £ 0.5¢
Eamn -18.9 +0.8b
Eaan -11.4 +£0.2¢
Eatn -26.2 +0.72

Diferentes letras indican una diferencia significativa (p<0.05) entre los valores de la columna.

La Figura 7 mostré que los sobrenadantes de AAN y ATN presentaron los valores mas
bajos de tensién interfacial. En principio, uno esperaria que estos almidones tuvieran la
capacidad de producir emulsiones O/W con mejor estabilidad. Sin embargo, los resultados
en la Figura 10 mostraron que la emulsion O/W hecha con ATN present6 el mayor tamafio
de gota promedio, y experimento cierto grado de cremado. Este resultado sugiere que la
estabilizaciéon de la emulsibn no esta mediada s6lo por la reduccion de la tension

interfacial, sino también por otros mecanismos.

Los resultados de DRX en la Figura 12 indicaron que las FSx sufrieron una recristalizacion
en la interfase aceite-agua. Los complejos de almidén-lipidos y las estructuras de doble
hélice podrian estar involucradas en el aumento de la cristalinidad relativa observada en
la Figura 12c. Los resultados de DRX sugieren que la formaciéon de una capa de
recristalizacion alrededor de las gotas de aceite es un mecanismo importante que
conduce a la estabilizacién de la emulsion. Es decir, las estructuras cristalinas formadas
alrededor de la interfase reducen efectivamente la coalescencia de las gotas y, por lo
tanto, la velocidad de cremado. Informacién adicional de este mecanismo est4 dada por
los sélidos totales (Tabla 2) del material lixiviado, que fue relativamente mas alto para
AMC y AMN.
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Kasprzak et al. (2018) encontraron que el almidén de trigo nativo condujo a resultados de
cremado. Sin embargo, debe mencionarse que, a diferencia del presente estudio, las
emulsiones estudiadas por estos autores se hicieron con los almidones gelatinizados
completos. En tal caso, las gotas de aceite se dispersaron en la fase continua altamente
viscosa de los hidrogeles, lo que contribuyd a la reduccion de la movilidad de las gotas y

de los fendmenos agregativos de las gotas.

Finalmente, los resultados de DRX en la Figura 12 mostraron que las FSy presentaron
valores de cristalinidad bajos del orden del 3-7%. Esto sugiere que las cadenas de
almidén se adsorbieron en la interfase aceite-agua en forma enredada proporcionando
una barrera fisica protectora contra la coalescencia. El valor de la cristalinidad relativa no
esté directamente relacionado con el tamafio medio de las gotas (Figura 10), aunque los
tamafios medios mas pequefios de las gotas se obtuvieron para AMC y AMN, para los
cuales se obtuvieron los niveles mas bajos de cremado (Figura 13) y los tamafios de

gotas mas pequefios (Figura 10).
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Capitulo 4
4. Conclusiones

En este estudio se evalud la estabilidad de emulsiones aceite-en-agua preparadas con las
fracciones solubles (sobrenadante) de dispersiones de almidon gelatinizado de diferente
origen botanico. Se obtuvieron emulsiones estables de hasta 28 dias para el almidon de
maiz ceroso, desprovisto de amilosa, mientras que se obtuvieron emulsiones con
estabilidad limitada para almidones nativos que contenian una gran fraccion de amilosa.
La estabilidad de aproximadamente un mes de las emulsiones aceite-en-agua es
suficiente en general para muchos casos, incluida la preparacibn de productos
alimenticios tradicionales, que se consumen comdnmente en los siguientes 2 a 7 dias. Se
postulé que la estabilizacion de la interfase aceite-agua se logré mediante la formacion de
complejos de inclusién de amilosa-lipidos y amilopectina-lipidos unidos a la interfase. La
velocidad de cremado de las emulsiones se vio afectada por una interaccibn compleja
entre el tamafio promedio de las gotas, el potencial- y la naturaleza de las capas
interfaciales adsorbidas formadas alrededor de las gotas de aceite. El presente estudio
proporciond informacion sobre la estructura de emulsiones aceite-en-agua modelo
formadas por la interaccion entre las fracciones de almidén cocido y los lipidos, como un

ejemplo de lo que podria ocurrir durante el procesamiento de alimentos.
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