Revista Mexicana de Ingenieria Quimica
Vol. 14, No. 1 (2015) 73-80

Ingenieria de alimentos

CHEMICAL GELATINIZATION: MORPHOLOGICAL, PHYSICOCHEMICAL AND

Instituto Politécnico Nacional Centro de desarrollo de Productos Bioticos. Km 8.5 carr. Yautepec-Jojutla, colonia

ESTRUCTURA INTERNA DE LOS GRANULOS DE ALMIDON DE PLATANO
MEDIANTE GELATINIZACION QUIMICA SUPERFICIAL: PROPIEDADES

MORFOLOGICAS, FISICOQUIMICAS Y MOLECULARES
INNER STRUCTURE OF PLANTAIN STARCH GRANULES BY SURFACE

MOLECULAR PROPERTIES
E. Agama-Acevedo, L.A. Bello-Pérez*, G. Pacheco-Vargas y S. Evangelista-Lozano

San Isidro, apartado postal 24, 62731 Yautepec, Morelos, México.
Recibido 20 de Noviembre 2013; Aceptado 21 de Enero de 2015

Resumen

Se estudi6 la organizacién estructural de los componentes (amilosa y amilopectina) del almidén de platano usando
gelatinizacion superficial. A los granulos remanentes se les evalud la morfologia, sus propiedades térmicas y caracteristicas
moleculares. Se probaron dos reactivos quimicos para realizar la gelatinizacién; el cloruro de litio 13 M provocé mayor
dafio en la estructura del granulo de almidén que el cloruro de calcio 2 M, por lo que se continué usando el segundo
a diferentes tiempos de reaccion. La superficie gelatinizada incrementd y el tamafio del granulo disminuy6 cuando
increment6 el tiempo de reaccién. En general, la temperatura promedio y la entalpia de gelatinizacién disminuyeron
al incrementar la superficie removida, indicando una desorganizacién o “debilitamiento” de la estructura del granulo. Sin
embargo, la gelatinizacion superficial no afecté el patrén de difraccion de rayos X ni el porcentaje de cristalinidad. Conocer
la organizacién de los dos componentes (amilosa y amilopectina) del granulo de almidén de platano, ayudara a explicar
sus propiedades fisicoquimicas, funcionales y de digestibilidad, asi como su reactividad cuando es modificado quimica o
enzimdticamente.
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Abstract

The structural organization of starch components (amylose and amylopectin) of plantain starch was studied using surface

gelatinization. The remnant starch granules were studied in the morphological, thermal, and molecular features. Two
reagents were tested to carried out the surface gelatinization; 13 M lithium chloride produced higher damage than 2
M calcium chloride on structure of starch granule, so calcium chloride was used to carried out surface gelatinization at
different reaction times. Gelatinized surface increased and the granule size decreased when the reaction time increased. In
general, the average temperature and enthalpy of gelatinization decreased when the removed surface increased, showing
disorganization or “weakening” of the granule structure. However, surface gelatinization did not affect the X-ray diftraction
pattern and the crystallinity level. Knowledge of the organization of plantain starch components (amylose and amylopectin),
support to explain the physicochemical, functional and digestibility characteristics, as well as its reactivity when the plantain
starch is enzymatic and chemical modified.

Keywords: starch, plantain, chemical gelatinization, microscopy, granule size.

[ 4
1 Introduccion Consiste de dos polisacdridos con estructura quimica
diferente: la amilosa y la amilopectina (Wang vy
El almidén es un carbohidrato constituido White, 1994). La amilosa es esencialmente lineal y
esencialmente por unidades de D-glucosa (98-99%). la amilopectina es el componente ramificado. Las
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fracciones de amilosa y amilopectina se orientan en
forma radial para originar los granulos de almidén,
definiendo su tamafio y forma. Por otro lado,
la organizacién y distribuciéon de la amilosa y
amilopectina dentro de la estructura granular también
difiere, dependiendo de la fuente botdnica; por
ejemplo, en el almidén de maiz la amilosa esta
mds concentrada en la periferia que en el centro del
granulo, mientras que las cadenas ramificadas de la
amilopectina son mas cortas en la superficie que en el
interior del granulo (Pan y Jane, 2000). La distribucién
de la amilosa y amilopectina dentro del granulo
difiere en funcién del contenido de amilosa y esto
a su vez repercute en sus propiedades fisicoquimicas
(Kuakpetoon y Wang, 2007). El almidén de platano ha
sido estudiado en los tltimos diez afios, proponiéndose
su uso en diversos alimentos, ya que se caracteriza
por presentar alto contenido de almidén resistente, in
vitro constituye aproximadamente el 37% (Aparicio-
Saguilan y col., 2005) e in vivo entre 50 y 66%
(Englyst y Cummins, 1986). Ademds, el almidén
de platano se ha utilizado en la elaboracién de
peliculas biodegradables (Romero-Bastida y col.,
2011) El almidén de platano presenta un patréon de
difraccién de rayos X tipo C, que involucra ambos
polimorfismos (A y B) dentro de la estructura granular,
un porcentaje de cristalinidad (29%) que impacta en
los valores de temperatura y entalpia de gelatinizacion,
a pesar de su mayor contenido de amilosa (37%) que
el almidén de maiz normal (Espinoza-Solis y col.,
2009). Actualmente, no se conoce la distribucion
de la amilosa y amilopectina dentro de la estructura
granular del almidén de pldtano, lo cual ayudaria a
entender sus propiedades fisicoquimicas, funcionales
y de digestibilidad, asi como explicar su hidrolisis
enzimdtica y su susceptibilidad a diferentes reactivos
quimicos usados durante su modificaciéon (Nuifiez-
Santiago y col., 2011). El objetivo de este trabajo
fue realizar la gelatinizacién superficial del almidén
de platano y estudiar los granulos, después de remover
capas, usando diferentes técnicas.

2 Metodologia

2.1 Aislamiento del almidon

Se utiliz6 platano (Musa paradisiaca L.) de la variedad
Macho. El fruto se peld, la pulpa se cortd en rodajas
y se secd en un horno de convencién forzada a 40 °C
por 24 h. Posteriormente, se moli¢ y tamiz6 (malla
50 U.S.) para obtener la harina. Se pesaron 100 g de

harina de platano, se agregaron 500 mL de solucién de
bisulfito de sodio al 1% (pH 4.5), la mezcla se agit6
durante 12 h a temperatura ambiente. Transcurrido
el tiempo, se filtré a través de una malla 200 U.S., el
residuo se lavé con agua destilada, se centrifugd a 100
X g para remover la fibra. Posteriormente, el residuo
se resuspendié en agua destilada y centrifugd a 1000
X g para precipitar el almidén. EI residuo se filtr6 a
través de una membrana de celulosa (Whatman No. 1)
y se secO en un horno de conveccién a 40 °C durante
12 h (patente US 5, 797, 985 de Whistler, 1998). Para
determinar la pureza del almidén aislado se utilizé el
método oficial 76.13 (AACC, 2000).

2.2 Separacion de los grdnulos del almidon
por sedimentacion

Tomando en consideracién que los granulos pequefios
son granulos inmaduros que no han alcanzado su
tamafio final (Pan y Jane, 2000, Dhital y col., 2011),
se realiz6 una separacion de los granulos del almidén
por sedimentacion, para separar los granulos en dos
fracciones: granulos pequefios < 25 um y granulos
grandes > 25 um, utilizando la metodologia propuesta
por Dhital y col. (2010).

2.3 Gelatinizacion quimica superficial de
los granulos de almidon

Se utiliz6 cloruro de litio (LiCl) 13 M y cloruro de
calcio (CaClp) 2 M para llevar a cabo la gelatinizacién
superficial de los granulos de almidén, mediante la
metodologia descrita por Pan y Jane (2000). El
almidén (5 g) se suspendié en 100 mL de LiCl 13
M a una temperatura entre 21 y 23 °C, durante una
hora. Cuando se utilizé6 CaCl,, se probaron diferentes
tiempos de reaccion (15, 30, 60 y 120 min). Al término
del tratamiento, a la mezcla se le agregaron 600 mL
de agua destilada a 4 °C para parar la gelatinizacién
y se centrifugd a 3500 x g a 4 °C durante 15 min.
Se descart6 el sobrenadante y el almidén se lavd
dos veces. Para separar la superficie gelatinizada
de los granulos remanentes, el almidén tratado fue
resuspendido en 300 mL de agua destilada a 4 °C
y se licué durante 10 min, se centrifugé a 3900 x
g durante 15 min, este proceso se repitié de 5 a 8
veces hasta que el sobrenadante saliera claro. El
sobrenadante contenia la fraccién gelatinizada y el
residuo los remanentes de los granulos de almidén.
Los granulos remanentes de almidén se lavaron con
60 mL etanol absoluto, se centrifug6 a 5000 x g por 15
min y se seco a 40 °C durante 8 h. Los sobrenadantes
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colectados después de los lavados se concentraron y
se precipitd con etanol, el precipitado se sec6 a 40 °C
durante 8 h.

2.4 Andlisis morfologico
2.4.1 Microscopia de luz transmitida y luz polarizada

Se esparcié almidén en un portaobjetos de manera
uniforme, a éste se le agregd una gota de agua y con
ayuda de una espatula se homogenizé la mezcla. Se
colocé un cubre objetos y se observd bajo una lente
con luz transmitida y luz polarizada.

2.4.2. Andlisis de distribucion de tamario de particula.

El tamafo del grdnulo se determind por andlisis de
difraccion de rayo laser (Malvern Instruments, 2000).
Las mediciones se llevaron a cabo por cuadruplicado
a temperatura ambiente. El tamafio de particula se
expres6 como didmetro medio D (v, 0.5) y distribucién
de volumen (Malvern Instruments Ltd., 1990).

2.5 Contenido de amilosa

El contenido de amilosa se determind mediante
un kit (amylosa/amilopectina; catalogo K-AMYL,
Megazyme International, Wicklow, Irlanda).

2.6 Patron de difraccion de rayos X y
porcentaje de cristalinidad

Se utiliz6 el método propuesto (Zamudio-Flores
y Bello-Pérez, 2013) con algunas modificaciones.
El almidén se colocé en el portamuestra del
difractémetro de Rayos X (Bruker D5005, Inglaterra)
de dngulo ancho, equipado con una fuente de cobre
operado a 40 KV y 30 mA, produciendo una radiacién
de CuK con una longitud de onda de 1.54 A. Los datos
fueron colectados en un rango de 4-38° a intervalos de
0.1° con una velocidad de barrido de 60 s/°. Hermans
y Weidinger (1948) establecieron un método para
cuantificar la cristalinidad en polimeros, el cual ha sido
ampliamente utilizado. Se propuso una integracion
que involucra la relacion del drea del pico cristalino a
partir del area total de la muestra (regiones cristalinas
mas amorfas).

Area di da cristali
rea 1spersa a crista 1nax 100%

ey

Cristalinidad (%) = —
Area total dispersada
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2.7 Propiedades térmicas

Se pesaron 2.2 mg de muestra en una charola de
aluminio y se le adicioné 7 yumL de agua desionizada.
El anélisis se realiz6 en un intervalo de temperatura de
20 a 120 °C a una velocidad de calentamiento de 10
°C/min, usando un calorimetro de barrido diferencial
(Q10, TA Instruments, New Castle, DE, USA). Para
medir las propiedades de retrogradacién, las muestras
gelatinizadas se almacenaron a 4 °C durante 7 dfas. Se
aplicé el mismo programa de calentamiento utilizado
para gelatinizacion.

3 Resultados y discusion

3.1 Pureza del almidon y distribucion del
tamarnio promedio de los granulos

Se aislé aproximadamente un kg de almidén, el cual
presentd una pureza de 92.5 %. El tamafio promedio
del granulo del almidén de pldtano fue de 25 pum (Fig.
1), por lo que se decidi6 eliminar los granulos menores
a 20 um, mediante un proceso de sedimentacion.
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Fig. 1. Distribucién de tamafio de granulo del almidén
nativo de platano.
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Fig. 2. Distribucion de tamafio de granulo del almidén

nativo de platano después de la sedimentacién para
concentrar los granulos mayores a 25 um.
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La Fig. 2 muestra que durante la sedimentacién los
granulos menores a 18 um representaron solo el 10
% volumen. Por lo cual este almidén fue utilizado
para llevar a cabo la gelatinizacion superficial de los
granulos.

3.2 Andlisis morfologicos de los grdanulos
remanentes

Los estudios de microscopia de luz normal de
los granulos remanentes, que fueron sometidos a
gelatinizacion superficial con cloruro de litio (tiempo
de reaccion de 1 h), no presentaron cambios
significativos en su forma y tamafio, comparados con
el almidoén nativo (Fig. 3 A y C). Cuando esta muestra
se observo bajo luz polarizada, los granulos mostraron
birrefringencia (indicativo de un orden molecular),
por lo que el cloruro de litio no produjo ningin
efecto sobre la estructura molecular de los granulos
remanentes (Fig. 3 D). Los resultados del andlisis de
difraccion de rayos ldser, para determinar el tamafio
promedio de los granulos remanentes, no mostraron
un cambio en el tamafio de particula promedio (dato

no mostrado) comparado con el almidén nativo, lo cual
corrobora lo observado por microscopia. Sin embargo,
una pérdida de muestra fue observada posterior al
proceso de gelatinizacién superficial, ya que solo un
20% de muestra total (g de almidén, en base seca,
b.s.) fue recuperada como granulos remanentes. Estos
resultados indican que el cloruro de litio provocé
una gelatinizacién total de los granulos de almidén,
y que los gridnulos remanentes que se pudieron
recuperar, fueron granulos que probablemente estaban
aglomerados, que no tuvieron contacto con el agente
quimico, evitando su gelatinizacién superficial. Fue
reportado que el cloruro de litio 13 M, utilizado
para gelatinizar la superficie del almidén de maiz y
papa, mostré6 mejores resultados que el cloruro de
calcio 4 M, debido a que la superficie gelatinizada
de los granulos pudo ser desprendida efectivamente
de los granulos remanente (Pan y Jane, 2000). La
eleccién del cloruro de litio 13 M para gelatinizar
superficialmente el almidén de plitano se debid, a
que este almidon presenta una alta resistencia a
modificaciones con agentes quimicos comparado con
almidones de otras fuentes botdnicas, por ejemplo
maiz y papa (Sanchez-Rivera y col., 2013 ).

20 um

Fig. 3. Microscopia de luz transmitida y luz polarizada de almidén nativo de platano (A y B) y grdnulos remanentes
después de la gelatinizacion superficial con cloruro de litio (C y D).
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Tabla 1. Porcentaje de superficie gelatinizada, tamafo promedio de granulos remanentes
después de la gelatinizacion superficial con cloruro de calcio (CaCly)

Tiempo de reaccién con (min)  Superficie gelatinizada (%) Tamaifio promedio de granulo (um).

15
30
60
120

19
13
8

»

L |

Fig. 4. Microscopia de luz transmitida (A) y luz polarizada (B) de granulos remanentes después de gelatinizar con

cloruro de calcio el 90% de la superficie.

Debido a los resultados obtenidos con el cloruro
de litio, se plante trabajar con una sal menos fuerte
y a menor concentracion (2 M) a la reportada en
trabajos previos (Pan y Jane 2000; Kuakpetoon y
Wang 2007). En la Tabla 1 se muestran los resultados
del porcentaje de superficie gelatinizada a diferentes
tiempos de reaccién (15, 30, 60 y 120 min) con cloruro
de calcio 2 M. Se encontr6 que el tratamiento con
cloruro de calcio fue menos dréastico que con el cloruro
de litio. El porcentaje de superficie gelatinizada
incrementd cuando incrementd el tiempo de reaccién.
Después de los 120 minutos se encontré que los
granulos fueron totalmente gelatinizados, ya que su
porcentaje de superficie removida fue del 100%. La
superficie gelatinizada va a depender del arreglo de
los componentes dentro del granulo de almidén, de
la relacién amilosa/amilopectina, asi como del agente
quimico usado y el tiempo de reaccién; por ejemplo,
para obtener un 40 % de superficie removida en
un almidén ceroso (alto en amilopectina), normal y
alto en amilosa, se requirieron 20, 90 y 45 min,
respectivamente (Kuakpentoon y Wang 2007). El
tamafo de los granulos disminuyé en funcién de la
superficie removida, pero siguieron conservando la
birrefringencia (Fig. 4). El tamafio promedio de los
granulos remanentes, obtenido a través de difraccion
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de rayo laser, mostré que de 25 ym (tamafo promedio
de los granulos de almidén nativo de platano) la
reduccion del tamafio del granulo fue en el orden
de 19, 13 y 8 um a los 15, 30 y 60 min de
tiempo de reaccion, respectivamente (Tabla 1). Estos
resultados indican que la gelatinizacién con cloruro
de calcio fue producida de la superficie del granulo
hacia el interior, removiendo progresivamente capas
superficiales de los granulos, conservando intacta de
esta manera la estructura interna de los granulos
remanentes a diferentes niveles (en funcion del tamafo
del granulo remanente). Los primeros estudios sobre
la gelatinizacion superficial de almidén reportan que
algunas sales gelatinizan el almid6n del interior al
exterior del granulo, mientas que otras sales lo hacen
de manera inversa (Jane, 1993).

3.3 Contenido de amilosa en los grdnulos
remanentes

El contenido de amilosa en los granulos remanentes
da informacién acerca de su ubicacién en la estructura
granular. Lo resultados muestran que el contenido
de amilosa disminuy6 en funcién de la superficie
gelatinizada (Tabla 2).
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Tabla 2. Contenido de amilosa, propiedades térmicas y porcentaje de cristalinidad de granulos remanentes
después de la gelatinizacion superficial con cloruro de litio (LiCl)

Superficie gelatinizada (%) Contenido de amilosa (%) Tp (°C) AH (J/g) Cristalinidad (%)
0 (nativo) 26.78 + 0.53¢ 79.98 + 0.59¢ 14.53 + 0.93¢ 33.8
28 22.34 + 0.72¢ 73.66 +0.19”  14.56 + 0.88¢ 33.5
64 20.59 + 0.49° 70.89 £ 1.67¢ 10.65 £ 0.69¢ 33.6
90 20.50 + 0.68¢ 69.90 + 0.74¢  12.86 + 0.85” 33.5

Promedio de tres repeticiones =+ error estandar

Por lo que menos amilosa es concentrada en el
centro del granulo, este resultado concuerda con
lo descrito en el mecanismo de biosintesis del
almidon, donde la amilosa es sintetizada después
de la amilopectina, ubicidndose en los espacios que
quedan libres (principalmente entre los puntos de
ramificacién de la amilopectina o zonas amorfa, que
son menos compactas) (Smith, 2001). Conforme se
da el crecimiento granular, la periferia se va tornando
menos compacta, por lo que mds amilosa es sintetizada
en la superficie. La misma tendencia fue encontrada en
almidén de maiz y papa (Jane y Shen, 1993; Pan y Jane
2000). En controversia con los resultados obtenidos
con el almidén de platano, cuando almidones de maiz
con diferente contenido de amilosa se sometieron a
gelatinizacion superficial, se encontré que en maiz
normal la amilosa fue ligeramente mds concentrada en
el interior del granulo, mientras que en almidones altos
en amilosa se concentrd en la periferia (Kuakpetoon
y Wang, 2007). Aunque existe la posibilidad de que
durante la gelatinizacién superficial, la cual se realiza
en un medio acuoso, las moléculas de amilosa que
se encuentran en el interior de los granulos, migren
hacia la superficie, concentrandose en la periferia del
granulo.

3.4 Propiedades térmicas de los grdnulos
remanentes

La temperatura promedio de gelatinizaciéon (Tp),
presentd tendencia a disminuir conforme mds
superficie gelatinizada fue removida del granulo
(Tabla 2). Una disminucién de Tp (79 a 73 °C)
se observd cuando se retird la primera capa de
superficie gelatinizada (28%), y posteriormente la
disminucién de la Tp fue en menor medida, 73°C,
70°C y 69°C en las muestras con 28%, 64% y 90%
de superficie gelatinizada, respectivamente. Estos
resultados indican, que las moléculas que se encuentra

en mayor proporcion en la primera capa gelatinizada
y removida del grinulo de almidén de platano,
pudieran tener un papel importante en la integridad
del granulo. Ha sido postulado que la amilosa se
encuentra intercalada entre la matriz cristalina de
la amilopectina, reforzando la integridad granular
(Jane y col., 1999); estos resultados concuerdan con
los valores de amilosa determinados en este trabajo,
ya que al encontrarse ésta predominantemente en la
periferia del granulo, es eliminada cuando se removi6
el 28 % de superficie, lo cual pudiera desestabilizar
las moléculas remanentes en el granulo, por lo que
fueron disociadas a menor temperatura. La entalpia
de gelatinizacién (AH) es un indicativo de la calidad
y perfeccion del cristal (Tester, 2004). La AH fue
de 14 J/g antes y después de gelatinizar el 28 % de
la superficie del granulo, pero cuando se gelatiniz6
mas del 64% de la superficie, el valor disminuy6. El
almidén de platano presenta una mezcla de cristales
compactos (tipo A) y cristales menos compactos (tipo
B) (Espinoza Solis y col., 2011). Los resultados de
AH en este estudio podria depender del radio de estos
dos polimorfismos dentro de la estructura granular, as{
como de su ubicacién dentro de la estructura granular,
el cual pudiera ser heterogéneo.

3.5 Difraccion de rayos X

En la Figura 5 se muestra el patrén de difraccion de
la muestra de almidén nativo (como un ejemplo), ya
que en las muestras gelatinizadas superficialmente no
se observaron diferencias. Los almidones presentaron
los picos caracteristicos del patrén tipo B (20 =
5.6°) y del patrén tipo A (260 = 17° y 23°).
Estos resultados podrian sustentar lo discutido en los
estudios térmicos del almidén. O’Brien y Wang
(2008), reportaron que en la lamela cristalina tipo
A se encuentra puntos de ramificacién, produciendo
regiones ‘“débiles”, mientras que en el patrén tipo
B estos puntos de ramificacién se encuentras fuera
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Intensidad relativa

20

Fig. 5. Patrén de difraccion de rayos X del almidéon
nativo de platano.

de la lamela cristalina (zona amorfa), evitando su
debilitamiento. EI porcentaje de cristalinidad de los
almidones presentd valores similares, por lo que la
cristalinidad se mantuvo en los grdnulos remanentes
independientemente de la superficie gelatinizada.

Conclusiones

El cloruro de calcio (2 M) provocé gelatinizacion
superficial de los granulos de almidén de platano.
El tamafio de los grdnulos disminuyé en funcién del
porcentaje de superficie gelatinizada. La amilosa
fue mdas concentrada en la periferia del grdnulo.
La cantidad de amilosa en la superficie podria
ser la responsable de la disminucién de la Tp
observada después de remover las primeras capas
de superficie gelatinizada (28%). La heterogeneidad
del polimorfismo A-B podria ser el responsable
de los valores de entalpia de gelatinizaciéon. La
gelatinizacion superficial del almidén de platano
ayudoé a conocer la organizacién estructural de sus dos
componentes principales (amilosa y amilopectina),
lo cual es importante para explicar sus propiedades
fisicoquimicas, funcionales y de digestibilidad, asi
como su susceptibilidad a las modificaciones quimicas
y enzimaticas.
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