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RESUMEN

El amaranto (Amaranthus cruentus), se considera como un grano de alto potencial como
alimento funcional, debido a su valor biol6gico, contenido de almidén (entre 42% y 68 %) y
proteina (14% a 18%), acidos grasos insaturados, mono y polinsaturados, y aminoacidos
esenciales (lisina), caracteristicas que han atraido el interés industrial y cientifico.

Esta investigacion incluyo la hidratacion, extraccion y caracterizacion reoldgica, térmica y
estructural del almidon de amaranto. Se establecio el efecto de la temperatura sobre los
parametros de hidratacidn del grano, los cuales fueron evaluados usando los modelos de
Peleg, Michaelis—Menten y Fick, con el fin de determinar las constantes de velocidad y
capacidad de hidratacion, humedad de saturacién y coeficiente de difusividad. Los
modelos fueron apropiados (R*> 0.96), indicando un ajuste adecuado para describir el
proceso de hidratacion. Por medio del modelo de Peleg se obtuvieron los valores de la
constante K; de 1.373 min?, 1.264 min™ y 0.9839 min™ para las temperaturas 24°C, 37°C
y 51°C, respectivamente. Finalmente, el coeficiente de difusion de Fick es afectado
favorablemente al incrementar su temperatura y a su vez disminuye con el aumento del
tiempo de hidratacion. La temperatura de operacién mas apropiada para este trabajo fue
de 51°C, en la cual se obtienen diferencias significativas para los parametros de
hidratacion analizados.

Por otra parte, se evalu6 el efecto de las condiciones de maceracion (temperatura,
concentracion de hidréxido de sodio y lauril sulfato de sodio) sobre el rendimiento de
almidon puro extraido. Se utilizé un disefio Box-Benhken, involucrando tres factores con
tres niveles: temperatura (24, 37 y 51 °C), concentracibn de NaOH (0.2, 1.6, 3%) y
concentracion de lauril sulfato de sodio (0.1, 0.5y 0.9%), por medio del cual se obtuvieron
superficies de repuesta. El analisis del modelo de regresion de superficies, mostré que
hay un efecto de interaccion entre la temperatura y la concetracion de NaOH, de manera
gue cuando estos disminuyen, aumenta la extraccion de almidon, debido a que hay menor
pérdida de sélidos solubles en aguas de proceso. Caso contrario sucede con el efecto de
interaccion entre la temperatura y LDS; mediante la superficie de respuesta, el
rendimiento maximo de almidén (67.6 %) se obtiene bajo las siguientes condiciones
operativas: 24°C, 0.2% NaOH, 0.89% LDS.

Las pruebas reoldgicas realizadas a los almidones, mostraron cambios importantes en el
perfil de viscosidad; el efecto de la temperatura de maceracion influy6é directamente en el
pico de viscosidad, breakdown y setback. Es decir, la temperatura a la cual se lleva a
cabo la maceracion permite obtener almidones con diferentes comportamientos en la
viscosidad. Se comprobé por medio de la calorimetria diferencial de barrido que las
condiciones de maceracion afectan la entalpia de gelatinizacion, encontrando que tanto la
temperatura como la concentracion de tensoactivo, tienen un efecto cuadratico en la
entalpia. Los cambios en los perfiles de viscosidad, asi como, en las propiedades
térmicas, fueron explicados a cambios estructurales en los enlaces C-O (estiramiento) C-
O-H dentro de los granulos de almidén, estos cambios fueron estudiados mediante la
espectroscopia de infrarrojo (FT IR).



Este trabajo establece una base cientifica para determinar las condiciones 6ptimas de
extraccién y la forma como afectan el potencial uso agroindustrial del almidén de

amaranto.

Palabras clave: Amaranto, Maceraciéon, FTIR, Almidon.



ABSTRACT

Amaranth (Amaranthus cruentus) is a grain of great potential as a functional food, due to
its biological value, its starch content varies between 42% and 68%, its protein content
ranges from 14% to 18%, it has large amount of unsaturated, semi-saturated and
polyunsaturated fatty acids, essential amino acids in particular lysine. In recent years,
these characteristics have attracted industrial and scientific interest.

This research work dealt with hydration, extraction and rheological, thermal and structural
characterization of amaranth starch. In the first part, the effect of the temperature on the
parameters of hydration of the grain was evaluated, which were evaluated using the
models of Peleg, Michaelis-Menten and Fick in order to determine the constants of speed
and capacity of hydration, humidity of saturation and diffusivity coefficient. The models
adjusted satisfactorily (R2> 0.96) indicating an adequate fit to describe the hydration
process. By means of the Peleg model, the values of the K1 constant (1,373 min-1, 1,264
min -1 and 0.9839 min -1) were obtained for the temperatures (24 ° C, 37 ° C and 51 ° C),
respectively. Finally, the diffusion coefficient of Fick is favorably affected by increasing its
temperature and in turn decreases with the increase in hydration time. The most
appropriate operating temperature for this work was 51°C, in which significant differences
were obtained in the different hydration parameters analyzed.

On the other hand, the effect of the maceration conditions (temperature, concentration of
sodium hydroxide and sodium lauryl sulfate) on the yield of pure starch extracted was
evaluated. A Box-Benhken design was used, involving 3 factors with 3 levels: temperature
(24, 37 and 51 °C), concentration of NaOH (0.2, 1.6, 3%) and concentration of sodium
lauryl sulfate (0.1, 0.5 and 0.9%) by means of which, surfaces of answers were obtained.
The analysis of the surface regression model showed that there is an interaction effect
between the temperature and NaOH, when the temperature and the concentration of
NaOH decrease, increases the extraction of starch; This is because there is less loss of
soluble solids in process water. Otherwise it happens with the effect of interaction between
temperature and LDS. Through the response surface the maximum vyield of starch (67.6%)
is obtained under the following operating conditions 24 ° C, 0.2% NaOH, 0.89% LDS.

The rheological tests carried out on the different starches showed important changes in
the viscosity profile, the effect of the maceration temperature directly influenced the
viscosity peak, break down and set back; in other words, the temperature at which the
meceracion takes place allows to obtain starches with different behaviors in the viscosity.
It was verified by means of the differential scanning calorimetry that the maceration
conditions affect the enthalpy of gelatinization, it was found that the temperature as the
concentration of surfactant have a quadratic effect in the enthalpy, this means that there is
an optimal point of temperature and LDS in which a starch with low enthalpy of
gelatinization is obtained, this is important in the industry, since, at lower enthalpy, lower
energy expenditure in the process. The changes in the viscosity profiles, as well as in the
thermal properties, were explained to structural changes in the C-O (stretch) C-O-H bonds
within the starch granules, these changes were studied by infrared spectroscopy (FT IR).



This work serves as a scientific basis to determine the optimal extraction conditions and
how these conditions affect the potential agro-industrial use of amaranth starch.

Keywords: Amaranto, Maceration, FTIR, Starch.



INTRODUCCION

El nombre del amaranto (Amaranthus spp.) se deriva del griego y significa “inmortal” e
“inmarchitable”. Es una planta que pertenece a la familia Amaranthacea, dicotiledonea y
presenta una florescencia tipo panoja, es decir, formada por racimos laterales; retne
cerca de 60 géneros y 800 especies; tuvo gran importancia en la alimentacién de pueblos
de América precolombina, extendiéndose hacia los Andes, México y otras partes del
mundo. Las muestras arqueoldgicas de este grano datan del afio 4000 a.C. en Puebla,
México, en donde el amaranto era consumido como vegetal y cereal, segun los registros
histéricos.

Este falso cereal es considerado un alimento de alto valor biolégico, del cual se ocnsumen
hojas y semillas. Las especies mas cultivadas son Amaranthus cruentus, Amaranthus
caudatus y Amaranthus hipochondriacus. Su excepcional valor nutritivo se deriva del
contenido de aminoacidos esenciales, que oscila entre un 14% a un 18%, en particular de
lisina. Ademas, actlla como complemento proteico de cereales tales como maiz, sorgo y
arroz, entre otros. Por otra parte, contiene entre 5-8 % de aceite con acidos grasos
saturados, monoinsaturados y poliinsaturados y se considera como una fuente de
escueleno, almidon, minerales y vitaminas.

Los primeros estudios realizados a este grano datan de hace 30 afios en Estados Unidos,
obteniendo informacion de propiedades nutricionales y caracteristicas del cultivo (Zanaro,
2012). En los ultimos afios se han incrementado las investigaciones sobre el uso de sus
componentes, debido a que posee bajo contenido de amilosa, tamafio de granulo menor a
3 micras, contenido y calidad proteica (Lorenz, 1981), ademas de ausencia de gluten, por
tanto podria ser utlizado para alimentos de pacientes celiacos, ingrediente para
formulaciones infantiles o personas con tendencia a alergias.
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1. MARCO REFERENCIAL

1.1 LOCALIZACION

El proyecto se desarrollé en los laboratorios de Semillas, Biotecnologia, Plantas Piloto y
Reologia y empaques, adscritos a la facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad del
Cauca, en Popayan, situada a una altitud media de 1760 msnm, temperatura media de
19°C y humedad media de 77.75% (Alcaldia de Popayan, 2018).

1.2 MARCO TEORICO

1.2.1 Materia prima. Amaranthus cruentus fue el grano utilizado en el proceso de
obtencion de fracciébn amilacea (almiddn) y fraccion proteica (proteina- otros compuestos)
que seran usados para posteriores analisis. La importancia de su alto contenido de
proteina (14 al 18%) radica en la calidad dada por su balance de aminoacidos esenciales,
puesto que tiene un alto porcentaje de lisina. Segun la FAO y la OMS, el amaranto posee
75 del valor proteico ideal que corresponde a 100, con una digestibilidad del 93%. Por otra
parte, este grano no posee gluten, es decir este es buena opcién para personas que
presentan celiaquia.

Figura 1. Granos de amaranto

1.2.1.1 Composicién y estructura del amaranto. Los granos de amaranto son muy
pequefis, miden entre 0,9 y 2 mm de diametro, son lisos, brillantes, ligeramente aplanados
y de color blanco amarillento, dorado, rojo, rosado, purpura y/o negro (Condés, 2012).
Contienen lisina, aminoacido que contribuye al crecimiento, formacién de enzimas,
anticuerpos, obtencion de energia y sintesis de proteinas y su aporte se encuentra entre
el 14 % y 18 % (Condés, 2012). Esta semilla es fuente de folato, esencial en la formacién
de los glébulos rojos y material genético y es importante para la fertilidad; ademas
contribuye a la reduccion y regulacion de la hipertension, arritmias cardiacas e indice
glucémico (Instituto Nacional de Desarrollo Social de México, 2014).
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La morfologia de la semilla del Amaranthus cruentus fue descrita por Irving y col (1981).
En los cortes longitudinales del grano se observa el embrién campilétropo, el cual rodea la
perisperma en forma anular como se muestra en la figura 2 (Resio, 1999). El perispermo
es un tejido de depésito, constituido por células parenquimatosas poliédricas que alberga
los depdsitos de almiddén. El tejido meristeméatico o procambium (pericarpio) cumple la
funcién de proteccion de la semilla y esta asociado con la perisperma; el embrién esta
unido a las células mediante una pared gruesa de endospermo y parte del endospermo
esta unido al pericarpio y al embriéon de forma anular (Resio, 1999).

Figura 2. Corte de una semilla de amaranto. a. Longitudinal 400x); b. Trasversal

Tinciéon hematoxilina-eésica, 400x
co: cotiledones, Pe: perisperma almidonoso, Pr: procambium, Te: tegumento, Ra: raiz.
Fuente: Calzetta, 1999.

1.2.1.2 Proteinas del amaranto. El contenido proteico del grano depende esencialmente
de la especie; estudios sefialan que la especie A. hypochondiacus tiene un contenido de
proteina del 18 %, sin embargo, A. cruentus tiene un contenido proteico varia entre el 13 —
18 % (Irving y col., 1981; Bressani, 1989). Los aminoacidos presentes en el grano son
triptéfano, treonina, metionina y aminoécidos esenciales como la lisina (0,34 g Lys /g N),
lo que configura una alta eficiencia proteica al no ser el aminoacido limitante, como ocurre
en la mayoria de alimentos (Roa, 2015). Otras proteinas que constituyen al grano son las
globulinas, glutelinas y albaminas, que son fuentes de reserva del grano (Petras y col,
2013).

1.2.1.3 Lipidos del amaranto. La fraccion lipidica, encontrada generalmente en el
germen, aporta entre el 5 y el 8%; sin embargo, algunas variedades reportan hasta un
19,3% (A. tenuifolius) (Ventureira, 2010; Ariza y col, 2016). Entre los acidos grasos que se
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encuentran en su estructura, estan el acido linoleico (70%), oleico y palmitico, esteéarico
(20 %) y &cido linoleico (Petras, 2009). El aporte lipidico de este grano se encuentra entre
5y 8% de grasas insaturadas, entre ellas el escualeno (Petras, 2013).

1.2.1.4 Fibra dietaria y otros micronutrientes. La fibra presente en el grano varia entre
el 9 y el 15%; sin embargo, la estructura de esta es mas blanda (Ventureira, 2010). El
grano contiene altas concentraciones de micronutrientes como Potasio, Zinc, Calcio,
Hierro, Fosforo y vitaminas del complejo B, A, C y D (Ventureira, 2010), lo que lo hace un
alimento completo y con bajos factores que afecten la nutricion humana (Roa, 2015).

1.2.1.5 Almidén de amaranto. El almidén es un polisacarido que constituye una fuente
de energia de reserva. El almidén tiene un alto nivel nutricional y tecnoldgico (Tovar,
Tomas, 2008); es una mezcla de dos polisacaridos, amilosa y amilopectina, y contiene
pequefias cantidades de lipidos, fosfatos y proteinas. En los granulos de almidén, la
amilosa y la amilopectina estan densamente empaquetados en estructuras semi-
cristalinas con bandas inter e intra-moleculares.

La fraccion amilacea constituida por amilosa y amilopectina, constituye entre el 48- 62 %
de grano de amaranto (Uriyapongson y Rayas,1994). En el género de Amaranthus se han
encontrado tres tipos de almidones basado en el contenido de amilosa: normal (19.4 -
27.8 % de amilosa) waxy o glutinoso (0 a 1 % de amilosa) y no waxy o ho-glutinoso (6.6 -
12.6 % de amilosa) (Naoyoshi y col., 1999). En cuanto a los hidratos de carbono en las
semillas de amaranto, se puede afirmar que la fraccién abundante en su estructura es el
almidon, que esta constituido principalmente por amilo pectina, ya que solo contiene entre
3 y 8 % de amilosa, dependiendo de los diferentes genotipos (Choi y col., 2004). Los
granulos de almidén son muy pequefios, con didmetros que varian entre 0,5y 2 um y
posee una digestibilidad entre 2,4 y 5 veces mayor al almidén de maiz, debido al tamafio
(Marcone. Massimo F, 2001). Cabe aclarar que el grado de amilosa en la estructura
depende del grado de madurez de la semilla (Konishi y col, 2006; Medina y col., 2008).

En cuanto a la gelatinizacién del almidén, el calentamiento en medio acuoso es un
conocido fendmeno debido a la pérdida de su semicristalinidad y la hinchazén de los
granulos (Avanza, Puppo y Afion, 2004). Esto depende del contenido de amilopectina,
puesto que permite obtener soluciones claras y altamente viscosas, mientras que la
amilosa tiende a retrogradacion. Este comportamiento se debe a las fuertes uniones
intermoleculares en las areas cristalinas de los granulos, que resisten a la disolucién en
agua (Evans y Haisman, 1982). Los cambios se aprecian cuando las temperaturas
alcanzan 60 a 70°C, momento en que los granulos se hinchan aumentando el volumen
debido a una absorcién de agua por los grupos polares hidroxilos, generando nuevos
enlaces que envuelven moléculas de agua (Stone, Lorenz y Fort, 1984). La temperatura
de gelatinizacién (tg) es el punto en el cual los granulos de almidén pierden su cruz de
polarizacion; sin embargo, no todos los granulos lo hacen de forma simultanea (Stone,
Lorenz y Fort, 1984). La tg depende de factores como el tamafio del granulo, la variedad
de almidén, contenido de amilosa y amilopectina, pH, cantidad de agua y contenido de
sales (Konishiy col., 2006).
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La retrogradacién es el proceso de transformacion que ocurre cuando el almidén
gelatiniza; las moléculas de almidon gelatinizadas se aglomeran progresivamente
mediante enlaces de hidrégeno, incrementdndose la cristalinidad dentro del gel;
resultando una estructura ordenada dentro del mismo (Baker y Rayas, 1998).

Fuente: Roa, 2015.

La amilosa es un polimero lineal, que consta de moléculas de glucosa unidas por enlaces
glucosidicos a-D (1— 4) (Figura 4); el numero de unidades varia entre los tipos de
almidones, pero generalmente se encuentran entre 200 y 2500 unidades de glucosa por
molécula de amilosa y tiene forma de espiral.

Figura 4. Estructura de la amilosa
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Fuente: Herrero et al, 2004.

Dentro de la estructura se encuentran los grupos hidroxilo, que le otorgan propiedades
hidrofilas al polimero; por otra parte, debido a su linealidad, los polimeros de amilosa
tienden a agruparse de forma paralela formando puentes de hidrogeno entre los hidroxilos
de los polimeros adyacentes, limitando la solubilidad del agua (Guevara et al., 2016;
Acosta y Blanco, 2013; Meneses et al., 2007).

La amilopectina es un polimero ramificado formado por cadenas lineales, constituidas
alrededor de 100 000 moléculas de glucosa unidas por enlaces a-D(1—4) y se encuentran
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unidas a la cadena central por enlaces a- D (1— 6) cada 15 — 25 unidades lineales de
glucosa (Pefiaranda et al., 2008). Usualmente presentan una granulometria entre 2 y 100
micras, dependiendo del vegetal (Acosta y Blanco, 2013; Meneses et al., 2007).

Figura 5. Estructura de la amilopectina
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Fuente: Herrero et al, 2004.

1.2.1.6 Cristalinidad de almidén. La cristalinidad en moléculas consiste en su capacidad
de ordenarse espacialmente, minimizando la energia libre del sistema mediante
estructuras cristalinas. Estas estructuras se forman por flexiones de cadenas y se ordenan
en varios niveles. Algunos materiales se cristalizan de forma mas uniforme debido al
tamafio de sus moléculas donde la fase amorfa tiene una participacion alta la cual
promueve la formaciéon de estructuras con alta trasparencia modificando propiedades
fisicas como el punto de fusion (Aleman y Mufioz, 2003).

Estudios realizados en cuanto a calores de sorcién, permitieron referenciar el grado de
cristalinidad del almidon de amaranto con respecto al trigo; tienen similitudes en cuanto a
su aspecto estructural, sin embargo cabe resaltar que la cristalinidad esta asociada a el
contenido de amilopectina presente en la estructura analizada (Resio, 1999).

Martinez y col. (2007), reportaron la disminucién de la cristalinidad del almidén de jicama
y yuca, después del tratamiento con el molino de alta energia; observaron que un
incremento en el contenido de hiumedo durante el proceso de molienda, produce una
pérdida mayor de cristalinidad (Garcia, 2011). La reduccién de esta propiedad se debe al
grado de fragmentacion y al dafio mecénico de la molienda, la hidrélisis acida y el
incremento de la temperatura de la conduccién (Acosta, 2013; Blanco, 2013).

1.2.1.7 Gelatinizacién de almidon. La gelatinizacion o hidratacién del almidén, es un
proceso que ocurre debido a sus propiedades hidrofilicas; la presencia de grupos
hidroxilos en los polimeros de glucosa, atraen moléculas de agua y forman puentes de
hidrégeno entre ellas. Las temperaturas de gelatinizaciéon se encuentran en un rango de
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60 a 85°C, dependiendo de varios factores entre los que se incluye la fuente del almidén,
las cantidades relativas de amilosa y amilopectina, y la cantidad de humedad disponible
para la hidratacion (Tester, 2004). Durante la gelatinizacion, las moléculas de almidon se
separan mientras los granos absorben agua. A medida que absorbe agua, la viscosidad
de la lechada de almidén se incrementa, hasta un punto donde el estado granular del
almidon se pierde. Esto ocurre porque los granos de almidén se dispersan hasta formar
una masa amorfa y junto con el agua termina formando un gel, en un proceso irreversible.
La importancia del grado de gelatinizacion, radica en que produce cambios en sus
propiedades reoldgicas, las cuales son determinantes desde el punto de vista del proceso
y funcionalidad del almidon y dan las caracteristicas del producto final (Avali, 2003).

Cada almidon tiene un diferente grado de cristalizacion y por lo tanto se hincha y
gelatiniza en distintas condiciones de temperatura. Una mayor temperatura de
gelatinizacion en almidones nativos, refleja una mayor estabilidad interna del granulo,
normalmente asociada a una mayor presencia de zonas semicristalinas (amilosa) y a un
menor contenido de amilopectina (Acosta, Blanco y Santander, 2013).

1.2.1.8 Cinética de hidrataciéon. La hidratacién de materiales es de suma importancia
para el control de un proceso; los fendmenos de trasferencia de calor o masa permiten
modificar la estructura fisico- quimica del grano por molienda himeda; sin embargo, es
necesario utilizar modelos que permitan explicar el comportamiento de los fenémenos de
trasferencia de masa o calor (Bello, 2009; Fernandez y col., 2007).

Modelo de Peleg. El modelo de Peleg (1988) es una propuesta matematica simple,
donde se modelan los fenbmenos de absorcién de agua de gran cantidad de materiales,
como cereales y granos; este modelo (ecuacién 1), se utilizé para corroborar la efectividad
de la prediccion de tiempos de hidratacion de semillas de amaranto (Peleg, 1988).

Ec. 1)
M, =M, + ———— (
t 0+K1+K2t

M;: masa de tiempo t

M,: masa inicial

t: tiempo de rehidratacion

Ki: constante de rata de Peleg (%)

K,: constante de capacidad de Peleg (%™

Modelo de Fick. Para el célculo del coeficiente efectivo de difusion, se asume que el
mecanismo controlante durante la absorciéon de agua en la humectacién, es el de difusion
liquido-sdlido. Este fendbmeno de transferencia puede representarse matematicamente por
la ecuacion diferencial, que describe el proceso de movimiento de la humedad en el
interior del grano, expresado por la segunda ley de Fick (ecuacion 2), en el que se
considerao la semilla con una geometria esférica (Crank, 1975).

23



OH _ (0°H  20H (Ec. 2)
at ¢ \arz " ror

Para resolver la expresion anterior se han supuesto las siguientes condiciones:

H (t = 0) = Ho Condicién inicial
H (t=~) = He Condicién de equilibrio.

Ademas, se considero que:

La temperatura en todo el grano es uniforme y se alcanza en el tiempo igual a cero,
debido al tamafio pequefio de la semilla.

La composicion del grano es homogénea en relacion a la difusividad.

A tiempo cero la superficie de la semilla estd en equilibrio con el ambiente.

La transferencia de masa es unidireccional.

El radio del grano es un promedio de los radios de las semillas maceradas en las distintas
condiciones.

La solucién analitica de la segunda ley de Fick, considerando difusion en esferas de radio
r, tiene la siguiente expresién (Crank, 1975) (ecuacion 3).

H,—H) 6 i 1 o, (Dest (Ec. 3)
Hy—H,] m? e 1%

n=1

En las expresiones anteriores:

De: coeficiente efectivo de difusién, m?%/s.

H: humedad en funcion del tiempo, en base seca.
Ho: humedad inicial, en base seca.

He: humedad en el equilibrio, en base seca.

rp,: radio de particula, m.

t: tiempo

Por otra parte, para determinar la energia de activacioén para las curvas de hidratacion se
utiliza la ecuacién de Arrhenius:

Ea ’
De = Dye R (Ec. 3)
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Do: constante

Ea: Energia de activacion (J/mol)

R: constante universal de los gases (8.314 J/mol °K)
T: temperatura absoluta en grados kelvin.

Modelo de Michael Menten. Se utilizé la ecuacién 4 propuesta por Michaelis-Menten en
1913, que describe el consumo del sustrato por una enzima. La teoria propone que la
enzima E se combina en primer lugar con el sustrato S para formar el complejo enzima-
sustrato ES; a continuacion, en una segunda etapa se forma una enzima libre y producto
P. Se supone que estas reacciones son reversibles. Posteriormente Briggs-Haldane
desarrollaron la teoria que es fundamental para el analisis cuantitativo de todos los
aspectos de la cinética de las enzimas (Fernandez, 2007).

Viax- [S] (Ec. 4)

Vo= Ry + 5]

Dénde:

[S] es la concentracion de sustrato

V, es la velocidad con que la enzima consume al sustrato para cualquier [S]

Kum es la constante de Michaelis-Menten y es la velocidad méaxima la cual se tiene a alta
concentracion de sustrato.

Otros autores utilizan este modelo para determinar velocidad de hidratacién en granos
como el maiz, modificando los parametros de la ecuacién 4 de S por t, donde t es el
tiempo de hidratacién, V. por A y Ky por B (A tiene unidades de porcentaje de
hidratacién y B, de tiempo). Se propone la siguiente ecuacion empirica de Michaelis-
Menten, para predecir la hidratacién en funcién del tiempo de humectacion, transformada
para los propositos de esta investigacion:

* 100 — ——

_ A * )
0 =[5

Donde:

h(t): porcentaje de hidratacion del grano de amaranto a un tiempo t
m.: masa del grano hidratado a un tiempo t

my: masa de grano de maiz nativo

t: es el tiempo de hidratacion

Ay B constantes
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Las condiciones iniciales (4) que debe cumplir la ecuacion (5) son:

_[(0et=0 (Ec. 5)
h(® _{hsat ot-o oo

Estas condiciones de frontera se determinaron con base a la observacion experimental,
donde h(t) = O significa que so6lo se encuentra presente en el grano la humedad
enddgena, es decir el grano no ha empezado a hidratarse; h(t) = hgy €s la humedad que
tendria el grano de amaranto si se hidratara por un tiempo infinito, hsy es la humedad de
saturacion (o humedad de equilibrio como la llama Peleg (1988) donde el grano no tiene
cambios significativos en la hidratacion a medida que el tiempo trascurre (Fernandez,
2007). Evaluando las condiciones iniciales (5) en (4) se obtiene lo siguiente:

Axt (Ec. 6)
1 h(t) =li
im ) lim=—3 =0
Axt Axt (Ec. 7)
lim h(t) = lim === tliooW A = hsat
Tt
Entonces (4) toma la siguiente forma:
*t (Ec. 4”)
h — sat
®=-"

Haciendo un analisis del pardmetro B (tiene unidades de tiempo), cuando B—0 y a B—~
de la ecuacion 4”:

. . hgaext (EC. 8)
Hm b =g = D
hgae * t
11m h(t) = llm Ba-tl- = 0 (Ec.9)
hgge * t hsat (Ec. 10)
1 h —l =
im (v) im——— Brt - 2

El parametro B se asimila como un tiempo de retardo en la hidratacion de las muestras,
qgue influira en alcanzar el punto de saturacion (hsy). Cuando B—0 nos aproximamos
rapidamente a hgy y mientras B—« la muestra no se hidrataria.

26



La velocidad de hidratacion de granos de amaranto, se obtuvo derivando la ecuacion 4”:

p= 4 Bsacxt (Ec. 11)
S dt (B+1)?

Condiciones de equilibrio que debe cumplir son:

Vmax —t—>0 (EC 12)

dh
e ={0<—>t—>oo

Tt

La velocidad es maxima cuando t—0, debido a que se tiene mayor capacidad de
absorcion de moléculas de agua en los espacios disponibles en el interior del grano;
cuando t—« los espacios receptores de las moléculas de agua tienden a disminuir y como
consecuencia la velocidad tiende a cero. Sustituyendo las condiciones de iniciales (12) en
(12):

. . hgae * B hgat * B hgat (Ec. 13)
ltlfév_lt%((BH)Z)_ gz~ B /max
. . (hsat*B (Ec. 14)
{im V= lim ((B n t)Z) -

Se encontré que la velocidad es maxima cuando t—0 y su valor es Vo= hsy /B. Ademas,
con las ecuaciones (4’) y (11) se puede predecir la hidratacién y velocidad de hidratacion
de las muestras de maiz apropiadamente para todo tiempo. El comportamiento de la
velocidad de hidratacién es asintotico cuando t—« y su valor tiende a cero, debido a que
ya no se existe vacancias en el interior del grano donde se pueda incorporar las
moléculas de agua (Fernandez, 2007).

1.2.2 Operaciones

1.2.2.1 Molienda. Es una operacion que puede realizarse en materiales secos o a
suspensiones de sélidos en liquido (agua), el cual seria el caso de la molienda Himeda.
Es habitual que la molienda seca esté relacionada basicamente con la reduccion de
tamafio y que sea hiumeda en la separacion de compuesto por concentracién o lixiviacion
de los mismos (McCabe et al., 1998)

La molienda seca es una operacion unitaria que implica solo una trasformacion fisica de
la materia sin alterar su naturaleza; es de suma importancia en diversos procesos

27



industriales, debido a que esta relacionada de forma indirecta con la geometria o areas,
que afectan fenémenos de trasferencia de masa y calor (Garcés et al., 2017). La
reduccién de tamafio en granos o sélidos implica unidades de masa mas pequefias, a
partir de masa mas grandes de la misma materia; para cumplir con este objetivo, es
necesario someterlas a estrés mediante la aplicacion de fuerzas como compresién,
impacto y cizallamiento. Este tipo de fuerza depende bésicamente del molino usado
(Brennan, 2006; Roa, 2015; Bartosik, 2013).

Entre los molinos de alto impacto encontramos el de martillos, en el cual el rotor gira a alta
velocidad en una cdmara cilindrica, resultando la coalicion entre particulas, paredes y
martillos. Cabe resaltar que la cara delantera de los matillos puede ser afilada o
contundente (Berk, 2009). Al someter el grano de cereal a esta operacion, se desprenden
partes estructurales o tejidos como el pericarpio, germen, aureola y endospermo. Estos
tejidos pueden afectarse en cuanto a su composicion, valor biolégico e incluso usos
finales. Ademas, permite eliminar capas y partes indeseables de los mismos, mejorando
apariencia, textura, digestibilidad, etc. (Wang et al., 1997).

Durante la operacion se pueden remover nutrientes como proteinas, vitaminas, minerales,
entre otros, los cuales se concentran en las capas externas de los granos (Awika et al.,
2005). En granos y cereales, la molienda tiene como objeto obtener productos intermedios
para su posterior uso en la fabricacion de alimentos (Zanaro, 2012).

La molienda himeda es un proceso tecnolégico que involucra funciones quimicas,
bioguimicas y mecanicas, que permiten la separacion de sus principales componentes en
su forma mas pura (Roa, 2015; Haros, 1999). El proceso comienza con la maceracion del
grano con el fin de ablandarlo e hidratarlo en soluciones acidas o alcalinas, hasta alcanzar
un contenido de humedad superior al 40%, con el fin de extraer compuestos de interés.
Los granos himedos son sometidos a diversas etapas de molienda, separacion por
densidad, decantacion, filtrado y secado. Los granos de amaranto y quinua, tienen un
potencial para la separacién de compuestos mediante molienda hiumeda, debido a que se
puede extraer compuestos como almiddn, germen, proteina, fibra y acidos grasos, los
cuales se pueden tener multiples aplicaciones en el sector industrial (Haros, 1999).

Para que la molienda humeda se lleve a cabo, es necesario que los granos tengan un
contenido de humedad y tiempo de hidratacién adecuados; por lo tanto, es necesario
conocer la capacidad de absorcion de la solucion en funcién del tiempo y la temperatura.
Autores reportan fenédmenos ocurridos en la absorcion de agua y soluciones en granos,
por ejemplo, el estudio de cinéticas de absorcion de agua, SO,, acido lactico y otras
soluciones en granos a maiz, amaranto, linaza, soya (Khazaei & Mohammadi, 2009;
Lopes, Ramos & TelisRomero, 2006; Omoto et al., 2009; Resende & Corréa, 2007; Resio,
Aguerre & Suarez, 2006; Sopade & Obekpa, 1990; Resio, 2006; Tolaba y Suarez, 2006).

A nivel industrial, este proceso es usado para la extraccién de principales componentes
de maiz empleando grandes cantidades de agua, a diferencia de la molienda seca (Haros,
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1999). Sin embargo, la molienda humeda en granos de amaranto ha sido desarrollada a
escala piloto; sin embargo, no se ha industrializado (Roa, 2015; Balmaceda, 2015).

Molienda himeda alcalina: es un proceso que involucra soluciones alcali o base como el
hidroxido de sodio o de potasio, con el fin de favorecer la lixiviacion o extraccién
compuestos. Este proceso tiene ventajas, en cuanto se refiere a que permite obtener
soluciones mas puras, usando reactivos en bajas concentraciones. Cabe resaltar que la
velocidad de disolucion esta influenciada principalmente por las condiciones del medio,
temperatura y parametros en general.

Roa et al. (2014) utilizaron una solucién alcalina de hidroxido de sodio con el fin de
obtener almidén nativo de amaranto, la cual fue asistida por un molino planetario que
favorece la disgregacion del matriz almidén — proteina. Sin embargo, en este momento se
han desarrollado pocos trabajos sobre el grano de amaranto (Roa et al., 2014; Roa,
2015). Ootros estudios han combinado este método con hidrdlisis de proteasas (Villareal,
Ribotta e Ituriaga, 2013).

En la molienda humeda acida, el efecto de la temperatura y concentracion de agentes
guimicos acidos ha sido estudiado en unos pocos trabajos, con diferentes propésitos (Roa
et al., 2014).

Roa et al. (2017), buscaron evaluar la fraccién proteica a partir de una molienda himeda y
la separacion del almidén en medio acido, investigando el efecto de la temperatura y la
concentracion de dioxido de azufre (SO,) durante la etapa de maceracion en las
caracteristicas termo — visco elasticas de los granos, obteniendo como resultado mayor
firmeza en geles asociados a la sinergia de temperatura - concentracién de 4cido (Roa et
al., 2017).

La molienda humeda enzimatica es un proceso derivado de la molienda himeda
convencional para la recuperacion y purificacion de almidén y subproductos, que utiliza
proteasas para eliminar la necesidad de sulfitos y disminuir el tiempo de remojo (steeping
time). Por otra parte, cabe resaltar que para obtener un buen rendimiento, es necesario
controlar condiciones de pH y temperatura, para que las enzimas actien de forma
adecuada al separar compuestos. A continuacion, se presentan algunas enzimas
utilizadas en hidrolisis de almidén (Sepulveda, 2016).

Tabla 1. Enzimas utilizadas en la hidrélisis enziméatica del almidén

Enzima Descripcion

a-amilasa Endoenzima que hidroliza los enlaces a-1,4 en diferentes puntos internos del
polimero, generando como producto dextrinas y, en menor proporcion,
oligosacaridos como malto triosas, maltosas y glucosa.

B-amilasa Exoenzima que hidroliza los enlaces a-1,4 que se encuentran en los extremos no
reductores del polimero, liberando en cada corte una molécula de maltosa
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Tabla 1. (Continuacion)

Enzima Descripcion

B-amilasa (dimero de glucosas). De acuerdo a este mecanismo, los productos de esta
enzima son maltosa y dextrinas.

Pululanasa Enzima desramificante, es decir, actia sobre los enlaces a-1,6 del polimero.

Glucoamilasa Exoenzima que hidroliza tanto enlaces a-1,4 como a-1,6, teniendo mayor afinidad
por el primero. De este modo, libera moléculas de glucosa a partir de los
extremos no reductores del polimero.

Glucosa Enzima capaz de producir fructosa a partir de jarabes de glucosa

Isomerasa

Fuente: Sepulveda, 2016.

1.2.2.2 Reduccidon de tamafio. Se aplica a las particulas de soélidos, con el fin de cortar o
romper en piezas mas pequefias el material. En los procesos industriales la reduccion de
tamafio de sélidos se lleva a cabo por distintos métodos y con fines diferentes como la
optimizacion de procesos. La reduccién de particulas aumenta también la reactividad de
los sélidos, permite la separacion por métodos mecanicos de ingredientes no deseados, la
extraccion de compuestos de interés facilitando su tratamiento (McCabe et al., 1991).

El objetivo de la trituracién y molienda es producir pequefias particulas a partir de otras
mas grandes, aplicando fuerzas como compresion, impacto, frotacion, rozamiento y corte,
mejorando la eficiencia de operaciones que se basan en la aplicacion de energia, debido
a que ésta reduce gracias a la superficie creada por esta operacidon (McCabe et al., 1991).
Durante este ensayo, el objetivo fue optimizar el proceso de extraccion de compuestos de
interés como el almidén, permitiendo facilitar su remocion.

1.2.2.3 Proceso de separacion. El tamafio y la distribucién de las particulas en los
procesos de molienda, es fundamental para determinar las propiedades de las fracciones
obtenidas y realizar su posterior caracterizacién. El tamizado es un método de separacion
de particulas, que consiste en la utilizacién de una serie de tamices de malla de acero
mediante vibracion de los mismos o de forma manual; de esta manera son separadas la
fraccion rica en proteina y la lechada rica en almidén y solidos solubles. En este ejercicio,
los pesos de las fracciones obtenidas se expresaron como porcentajes retenidos en cada
malla con respecto a la muestra total de los granos de amaranto (McCabe et al., 1991).

1.2.2.4 Centrifugacion. Es un método que permite separar sélidos de liquidos o liquidos
de liquidos, teniendo en cuenta la densidad de sus componentes. Por accion de fuerzas
gravitacionales, la centrifuga obliga a los componentes a acumularse en la periferia. Sin
embargo, existen correlaciones entre el tamafo, la densidad y la velocidad que separa
particulas de mezclas. En el caso del amaranto, la solucion obtenida es homogénea y en
tiempos cortos se logra separar el almidon del exceso de agua presente en la solucién
(McCabe et al., 1991).

1.2.2.5 Secado. Esta operacién consiste en eliminar la humedad de los sélidos por
evaporacion, en una corriente de aire generalmente a temperatura elevada y con un
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contenido de humedad menor al del sélido. Es decir, es una operacion en la que existe
una transferencia simultadnea de calor y masa (Vasquez & Vizcarra, 2004). Generalmente,
la eliminacién de humedad permite reducir el contenido de liquido residual hasta un valor
aceptablemente bajo (un valor seguro), en un proceso que disminuye la humedad de los
granos y contribuye a conservarlos (Vasquez & Vizcarra, 2008)

El secado es habitualmente la etapa final de una serie de operaciones y, con frecuencia,
el producto que se extrae de un secadero pasa a empaquetado. Generalmente eliminar
liguidos por métodos mecéanicos es mas barato que por métodos térmicos, y por esta
razon en este ensayo se redujo el contenido de liquido mediante centrifugacion, antes de
introducir la muestra en secadero térmico (Cala et al., 2007; McCabe et al., 1991).

1.2.3 Caracterizacion fisicoquimica, estructural y térmica.

1.2.3.1 Espectroscopia infrarroja. La técnica consiste en analizar la radiacion infrarroja
gue es absorbida por un compuesto dado, de tal manera que la molécula, al absorberla,
cambia su estado de energia vibracional y rotacional. Para el caso de moléculas sélidas y
liquidas, ésta afecta la energia vibracional, lo que permite caracterizar grupos funcionales
presentes en la estructura molecular del compuesto de forma cualitativa y ocasionalmente
esta técnica aporta informacion adicional sobre la estructura de la misma (Barrera et al.,
2013).

El espectro infrarrojo se extiende desde los 10 a 14000 cm™, dividiéndose en tres zonas:
IR lejano, IR medio e IR cercano. En general, la técnica vibracional mas utilizada en la
identificacion y autenticacion de materiales es la espectroscopia de infrarrojo medio (MIR)
que se encuentra alrededor de los 4000 cm™ a 400 cm™, midiendo la absorcién de la luz
del material a través de un rango de longitudes de onda que corresponde a vibraciones
moleculares (Alpert et al., 1964; Boletin De Jenck, 2010). Esto hace que la espectroscopia
infrarroja media sea una herramienta importante para investigaciones de la estructura
analizada, su maodificacion, plegamientos y fendémenos producidos por reacciones
quimicas, identificando su composicion, incluso las estructuras mas complejas como los
polisacéridos (Hell et al., 2016). FTIR es un método utilizado para analizar la estructura de
almidones, proteinas, entre otras, ya que es un método no destructivo aplicable a
variedad de condiciones y requiere poca muestra (Beck et al., 2017).

En peliculas biodegradables a partir de granos de amaranto, Jiménez y colaboradores
determinaron cambios de la relacion amorfo/cristalino (Shrestha et al., 2010). Por otra
parte, en un articulo que reporta el efecto del contenido de humedad en almidén de maiz
mediante espectroscopia infrarroja, Tapia- Blacido y col. (2006) describieron espectros de
FT —IR de peliculas elaboradas en base a fracciones de grano de amaranto: proteina,
proteina-lipidos, almidén, harinas. Otros autores describieron bandas cercanas a 3000
cm™ asociadas al estiramiento de enlace CH—CH, (lipidos), entre 1500 — 1600 cm™
asociadas al estiramiento del enlace N—H (proteinas) y bandas comprendidas entre 950 a

31



1150 cm™ asociadas al estiramiento del enlace C—O del almidén (Cremer & Kaletung,
2003; Roa, 2015).

Los almidones poseen bandas que corresponden a estiramientos de grupos —OH de
grupos hidroxilo libres, enlazados intra e intermolecularmente de anhidroglucosa de la
amilosa y amilopectina, estructuras propias de almidon (Enriquez et al., 2013). En la
region 1075 -1020 cm™ de la banda aguda, se puede llegar a determinar el grado de
cristalinidad del almidén, que para nativos y modificados se encuentra en 1040 cm™ y
otras vibraciones.

e Principio de FTIR y proceso de andlisis. El FT-IR esti4 basado en espectroscopia
molecular, donde el espectrofotémetro determina el espectro de absorcion para un
compuestoy las moléculas absorben energia de la luz en longitudes de onda especificas
conocidas como frecuencias de resonancia (vibracion). El espectrofotometro de
transformada de Fourier, proporciona el espectro IR mucho mas rapido respecto a
métodos tradicionales. La figura 6 ilustra esquematicamente el componente principal de
un espectrofotémetro FTIR simple.

Figura 6. Mecanismo de accion de espectrofotometro infrarrojo de trasformada de Fourier
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IR Tight
source

Interferometer

|
| II 0.0012
e E | S
\ [ 0.0008 /\-
. - _AAI I Vl | ‘—"Q — i 0.0004 /_.'“,NV 1
Actinic light == Sample [ |
| = : g
\| i — F
| 'v' . | | e
A J"" p BonHosoe yucno, cM”
| - Spectrum
} Tntererogram Fourier transform on PC
Detector @

Fuente: Termo Nicolet Corporation, 2001.

El instrumento produce un haz de irradiacion infrarroja que se emite desde una brillante
fuente de cuerpo negro. En consecuencia, el haz pasa a través del interferémetro donde
tiene lugar la codificacion espectral. La recombinacién de haces con diferentes longitudes
de trayecto en el interferdmetro, crea una interferencia constructiva y destructiva llamada
interferograma. El rayo entra al compartimiento de muestras, que absorben frecuencias
especificas de energia caracteristicas Unicas de la muestra del interferograma. Luego, el
detector mide la sefal especial del interferograma en energia contra el tiempo para todas
las frecuencias simultaneamente. Mientras tanto, se superpone una viga para
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proporcionar una referencia (fondo) para la operacién del instrumento. Finalmente, el
espectro deseable se obtiene después de que el interferograma restara automaticamente
el espectro del fondo del espectro de muestra, mediante el software informatico de
transformacion de Fourier.

Basicamente, el espectro IR obtenido del espectrometro FTIR, muestra energias de
transicién correspondientes a los cambios en el estado de energia vibratoria y rotacional
para muchos grupos funcionales que se encuentran en la regiéon IR media (4000-400 cm™)
y, por lo tanto, la aparicion de una banda de absorcion en esta region puede usarse para
determinar si existen grupos funcionales especificos dentro de la molécula. Tipicamente,
hay cuatro regiones de tipos de enlaces que se pueden analizar a partir de los espectros
FTIR. Como se muestra en la figura 7, el enlace simple a (O-H, C-H, y N-H) es detectable
en un nimero de onda mayor comprendida entre 2500 cm™ - 4000 cm™. Ademas, el triple
enlace y el doble enlace son detectables en la region del medio numero de onda 2000-
2500 cm™ y 1500-2000 cm™, respectivamente. Ademas, la vibracién de la molécula como
un todo da lugar a un patréon complejo de vibraciones en la region de bajo nimero de
onda 500-1500 cm?, gue son caracteristicas de la molécula como un todo y, por lo tanto,
se pueden usar para la identificacion (Mohamed et al., 2017).

Figura 7. Los espectros infrarrojos de transformada de Fourier tipicos de la membrana de
celulosa regenerada con los diversos tipos comunes de enlaces se absorben en las
regiones aproximadas
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1.2.3.2 Curvas de empastamiento. Corresponden a cambios en el comportamiento
reolégico de suspensiones de almidon, que proporcionan informaciébn sobre el
hinchamiento y solubilizacién de moléculas hasta la gelatinizacién durante los ciclos de
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calentamiento y enfriamiento (Jan et al., 2016; Bemiller y Whistler, 2009). EI
empastamiento es el fendbmeno inmediatamente posterior la gelatinizacion del almidon;
corresponde al colapso o ruptura de un orden molecular del granulo de almidén,
manifestando un cambio irreversible de propiedades como hinchamiento granular, fusién
de las regiones cristalinas, pérdida de retractaciébn de luz polarizada (birrefringencia),
solubilidad del almidén en agua e incluso exudacién de macromoléculas o desintegracién
de los granulos de almidon (Rodriguez-Sandoval et al., 2007). Este fenbmeno puede
estudiarse mediante los cambios en la viscosidad; la pasta de almidén es una mezcla de
amilosa y/o amilopectina solubilizados; estas dispersiones son monitoreadas
continuamente bajo agitacion constante, usando equipos como el analizador rapido de
viscosidad (RVA) y Micro Visco Amilograma (MVAG), los cuales estan configurados para
simular el perfil de calentamiento y enfriamiento de procesos reales. La técnica implica
calentar una suspension de almidén-agua en un recipiente bajo cizallamiento constante
aplicado con una paleta y medir los cambios en la viscosidad como el par en la paleta. Un
perfil de pegado es un registro del cambio en la viscosidad como una funcion de la
temperatura y el tempo (Vamadevan & Bertoft, 2014).

El rango de la temperatura inciial y final de gelatinizacion, indica el tiempo de
gelatinizacion durante el procesamiento. Es la temperatura a la que se mide el primer
aumento detectable de la viscosidad y es un indice caracterizado por el cambio inicial
debido al hinchamiento del almidén. Una temperatura de empastamiento mas alta implica
una mayor capacidad de uniéon al agua, mayor gelatinizacion y menor propiedad de
hinchamiento del almidén debido a un alto grado de asociacién entre los granulos de
almidon (Walter & Schwartz, 1996; Villada, 2005, Enriquez, 2012).

La temperatura de empastamiento también da una indicacién de la temperatura minima
de coccién de una muestra dada. La viscosidad maxima refleja la capacidad del almidén
para hincharse libremente antes de su descomposicion fisica; a menudo se correlaciona
con la calidad del producto final y también proporciona informacién de la carga viscosa
gue probablemente se encuentre durante la mezcla (Sanni et al.,, 2004). Durante el
periodo de retenciéon de una prueba de empastamiento tipica, la muestra es sometida a
cizallamiento mecéanico y temperatura constante (usualmente 95°C), ocasionando
alteraciones en los granulos de almidén y moléculas de amilosa, las cuales se alinean en
direccién a la fuerza de cizalla, alcanzando temperaturas criticas como la temperatura de
transicion vitrea (temperatura de gelatinizacion).

Tras alcanzar el estrés extremo de los granulos, la viscosidad de la pasta desciende
gradualmente debido a la descomposicion térmica del almidén, por lo tanto, puede
considerarse una medida de estabilidad; a esto se le denomina valor minimo de
viscosidad y mide la capacidad de la pasta para resistir la descomposicion durante el
enfriamiento. Los valores grandes indican una pequefia descomposicion de los almidones
de muestra. La tasa de degradacion de la muestra depende de la naturaleza del material,
de la temperatura y del grado de mezcla y cizallamiento aplicados. La viscosidad final es
el cambio en la viscosidad, después de mantener el almidén cocido a 50°C y representa la
estabilidad del almidon cocido; este es el parametro mas comunmente utilizado para
definir la calidad de una muestra, ya que indica la capacidad del material para formar una
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pasta o gel viscoso después de la coccion y enfriamiento, asi como la resistencia de la
pasta a la fuerza cortante durante la agitacion. La viscosidad después de enfriar a 50°C,
representa un retroceso o la viscosidad de la pasta cocida. Es una etapa donde ocurre la
retrogradacion o reordenamiento de las moléculas de almidén, el cual corresponde a la
cristalizacion de cadenas de polimeros que permiten el endurecimiento de geles; esta
cristalizacion se ha correlacionado con la textura de varios productos.

Una alta retrogradacion también se asocia con sinéresis; durante los ciclos de
congelacién/descongelacion, la expulsién de la parte disolvente produce una caida de la
viscosidad. El grado de retrogradacion es afectado por la concentracion de amilosa,
amilopectina, tamafio molecular, pH y otras variables. Un valor alto es util si es usado
para productos donde se requieran alta viscosidad y estabilidad en pastas con
temperatura baja (Oduro et al., 2000). El tempo medido en el pico de maxima viscosidad,
es una medida del tiempo de coccion (Oladeji et al., 2017). La viscosidad de ruptura, es la
medida de la resistencia de la pasta de almidon al calor y cizallamiento, indicando su
estabilidad o el grado de retrogradacion, el cual se correlaciona positivamente con el
contenido de amilosa del almidon (Abdel-Aal et al., 2002).

Figura 8. Curva de viscosidad tipica de RVA comUnmente evaluados
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1.2.3.3 Calorimetria diferencial de barrido (DCS). Esta técnica permite medir la
diferencia de temperatura entre una muestra y una referencia interna en funcién del
tiempo y de la temperatura; esto se traduce en flujo de calor, que permite medir las
transiciones endotérmicas y exotérmicas en el material (Roa, 2015). Los datos obtenidos
presentan una diferencia de temperatura en funcién del tiempo (Sandoval, et al., 2004).
Trabajos anteriores muestran andlisis de calorimetria de barrido diferencial de almidones
(Surifach et al.,1993; Sandoval et al., 2004; Roa, 2015; Jiménez y Beltran, 2003). Las
transiciones de orden/desorden que ocurren durante el calentamiento de una suspension
acuosa de granulos de almidén, han sido investigadas usando calorimetria diferencial de
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barrido (DSC) (Sandoval, 2005; Donovan, 1979; Hoover, 2001; Kaur, 2002). En esta
técnica se mide la temperatura y el flujo de calor asociados con transiciones de fase
especificas de primer orden como la gelatinizacion/retrogradacion del almidén puro o
harinas y de segundo orden como la transicién vitrea (Afion y Jovanovich, 2000, Roa,
2015).

La gelatinizacioén ocurre inicialmente en las regiones amorfas y se extiende a las regiones
cristalinas del granulo, debido a los débiles puentes de hidrégeno que se forman en la
region amorfa (Morrison y Tester, 1994). Las diferencias en las temperaturas de transicion
entre los distintos almidones pueden ser atribuidas a la diferencia en el grado de
cristalinidad. Altas temperaturas de gelatinizacion han sido reportadas para muestras con
alta cristalinidad, la cual promueve estabilidad estructural y hace que los granulos sean
mas resistentes a la gelatinizacion (Singh y col., 2003). Con referencia al almidén de
amaranto, Calzetta (2007) analiz6 mediante calorimetria DSC suspensiones de almidén
con diferente contenido de agua. Los picos observados en los termogramas presentaron
una temperatura de inicio (T;) de 64.7°C y una temperatura de pico (T,) de 76.1°C. Pereira
(2004) informé una entalpia de gelatinizacién de 12.6J/g de almid6n seco, siendo T, = 68.
3°Cy T,= 76.1°C. Zanaro (2012) observo temperaturas de gelatinizacion de 63.8°C (Tj) y
74.8°C (T,) cuando determind las propiedades térmicas (calorimetria DSC) de fracciones
de harina de amaranto enriquecida en proteina (contenido de almidén, contenido de
proteina 40%). En el caso de harina de amaranto, Tapia-Blacido (2006) observé que los
valores de las temperaturas de gelatinizacion de la harina fueron superiores a la de los
correspondientes almidones.

Segun este autor esto es debido a la presencia de lipidos y proteinas en la harina que se
encuentran formando complejos y/o interactuando con el almidén. Por lo tanto, la
calorimetria DSC ha resultado satisfactoria para la determinacion de las propiedades
relativas a la gelatinizacion en cereales y derivados.

1.3 MARCO HISTORICO

1.3.1 Antecedentes. EIl amaranto (Amaranthus spp) es una dicotiledénea cultivada
extensamente en regiones templadas y tropicales de América (Mapes, 2015). En
Tehuacan, muestras encontradas de amaranto datan del afio 4.000 a.C., e indican que
este seudocereal es originario de Centro América y Suramérica; ademas, ocup6 un lugar
importante en la alimentacion de culturas como los Aztecas, Mayas e Incas (Hernandez et
al., 1998), fue conocido antes de la llegada de los espafioles con el nombre “nahuatl de
huautli”.

El amaranto pertenece a la familia Amarantacea, que se compone de 60 géneros y cerca
de 800 especies. Unas 50 especies estan distribuidas en regiones templadas y tropicales
de ambos hemisferios (Rzedowski, 1979) (Instituto Nacional de Desarrollo Social, 2014).
El amaranto es un falso cereal cuyas hojas y semillas son consumidas como alimento en
varias partes del mundo. La planta presenta una florescencia tipo panoja o panicula,
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siendo por eso considerada como un falso cereal. Las especies de amaranto mas
cultivadas y que fueron recomendadas por la NASA son: Amaranthus cruentus (México,
Africa, Caribe, Asia y América del sur), Amaranthus caudatus (América de Sur) y
Amaranthus hypochondriacus (India, México y Estados Unidos) (Breene, 1991).

Los primeros estudios datan de hace 30 afios en Estados unidos, donde se obtuvo
informacién respecto a las propiedades nutricionales y caracteristicas agronémicas del
cultivo de amaranto (Zanaro, 2012). Actualmente, se han incrementado las
investigaciones sobre el uso de los componentes del grano, ya que ha mostrado
excelentes propiedades funcionales para uso industrial y comercial. Se han comprobado
propiedades interesantes y Unicas, como por ejemplo su bajo contenido de amilosa, el
tamafio del granulo, contenido y calidad proteica (Lorenz, 1981). ElI A. hybridus esta
siendo utilizado para mejoramiento genético para aprovechar algunas de sus
caracteristicas como precocidad y altura (Instituto Nacional de Desarrollo Social, 2014;
Mapes, 2015).

Las variedades de amaranto mas preciadas por la produccién de la semilla, son el
Amaranthus Caudatus que se cultiva en la regién de Los Andes y se comercializa como
planta de ornato, principalmente en Europa y Norteamérica; Amaranthus Cruentus, que es
originaria de México, Centroamérica e India, donde se cultiva principalmente para obtener
grano y es consumido como vegetal, y, Amaranthus Hipochondriacus, procedente de la
parte central de México, India y Estados Unidos, se cultiva para obtener grano (Breene,
1991; Herrera y Montenegro, 2012). Actualmente, los agrébnomos, nutricionistas vy
profesionales de la industria alimentaria, estdn evaluando al amaranto en relacion al
genotipo, condiciones agronémicas y de procesamiento industrial, con el fin de fomentar
aun mas el cultivo como un grano especial en América Latina, asi como en Europa y Asia
(Amaranth future food., 2000). A fin de ser usado regularmente por la industria de
alimentos, la produccion tiene que cumplir con la cantidad y calidad requeridas; se espera
gue, con el interés del sector industrial privado y el apoyo de politicas gubernamentales, el
grano de amaranto entre a competir con los cereales en el mercado de la alimentacion
humana y animal.

1.3.2 Usos potenciales. Cerca de la década de los 80, los Estados Unidos realizaron los
primeros estudios respecto a las propiedades nutricionales del cultivo y del grano; el
interés de los investigadores aumenté al observar el bajo contenido de amilasa, alta
calidad proteica y carencia de gluten del grano, lo cual lo hace un alimento apto para
pacientes celiacos e individuos propensos a alergias (Mapes, 2015). Actualmente, el
grano de amaranto se utiliza para elaboracién de subproductos como granolas, hojuelas o
cereales de consumo humano; también se puede obtener harina para la elaboracién de
productos de panificacién, reposteria, bebidas, pastas para sopa, productos extruidos,
alimentos para infantes (papillas), alimentos dietéticos, libres de gluten y organicos con
alto contenido de proteina (Mapes, 2015).

1.3.3 Valor nutricional. El contenido de proteina, fibra y grasa del amaranto es superior
respecto a cereales como trigo, avena, maiz y arroz. Ademas, la fraccion proteica de este
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seudocereal es considerada de buena calidad, debido al contenido de lisina, Treonina y
leucina, entre otros aminoacidos esenciales, los cuales son deficientes o carentes en la
estructura de otros cereales (Bressani, 1989; Grobelnik, 2009). En lo que respecta a la
fraccion lipidica del grano, estudios han encontrado que contiene &cidos grasos
insaturados en proporciones considerables (Roa, 2015). Algunas investigaciones reportan
gue la fraccion amilacea del grano contiene cerca del 62% + 3% de almidon, por lo que
puede ser una materia prima para alimentos u otros procesos como aglutinante,
encapsulante, espesante, entre otros (Bressani y Rodas, 1989; Roa, 2015).

En cuanto a la produccién de amaranto a nivel mundial, el principal productor de este
grano, con 150.000 hectareas sembradas, es China, le sigue India y Per con 1899 ha,
México con 900 ha y Estados Unidos con 500 ha. En cuanto a la participacion en el
mercado de exportaciones, Argentina representa el 49%, Perl el 45.24% y México
solamente tiene el 3.02%, seguido de Bolivia con 0.36% y Ecuador con 0.25%. Sin
embargo, el consumo se extiende a paises industrializados como Estados Unidos, Japén
y Alemania.
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2. METODOLOGIA

A continuacion, se describe la metodologia empleada en el desarrollo de este Proyecto.

2.1 MATERIALES

2.1.1 Materias primas. Se utilizé6 grano de amaranto libre de impurezas, sano, sin ningun
dafo fitosanitario, previamente seleccionado de la variedad Amaranthus cruentus
proveniente de la distribuidora Panan. Fueron almacenados a temperatura ambiente en
bolsas de polipropileno de alta densidad hasta su uso. El contenido de humedad
enddgena equivale a 10,8% en BS (base seca). En la extraccion de almidon se emple6
hidréxido de sodio como agente lixiviante con 99% de pureza y Lauril sulfato de sodio
(conocido como dodecilsulfato sddico) como agente tenso-activo, certificados por
proveedor.

2.1.2 Ensayos preliminares. Para desarrollo del presente trabajo se experimenté con
diferentes concentraciones de hidréxido de sodio (NaOH), Lauril sulfato de sodio (LDS) y
temperatura antes de seleccionar el rango a utilizar, con el fin de usar condiciones
extremas y un punto medio para la extraccién del almidon. Por otra parte, se realizaron
cinéticas de hidratacion a diferentes temperaturas, para observar el comportamiento de
las curvas de hidratacion a través del tiempo y su efecto en la extraccion de almidén, con
el fin de determinar el rango operativo. El rango de temperatura se establecié en 24°C,
37°C y 51°C, mientras que para la concentracion de la base alcalina (NaOH) y lauril
sulfato de sodio (LDS), fueron 0.2%, 1.6% y 3% y 0.1%, 0.5%, 0.9%, respectivamente,
con el fin de observar la velocidad de reaccion ocasionada por los iones disociados y la
temperatura, ademas de su influencia en la extraccion de compuestos en la matriz del
grano de amaranto.

2.1.3 Disefio experimental Box — Benhken. Para analizar el efecto de las condiciones
de operacidn como la temperatura, concentracién de hidroxido de sodio (NaOH) y
concentracion de lauril sulfato de sodio (SLS) sobre el rendimiento del almidén y
propiedades térmicas, reoldgicas y estructurales, se empled un método de superficies de
respuesta (MRS) bajo un disefio experimental de Box — Benhken. Los rangos de
temperatura fueron (25, 37 y 51°C), la concentracién de hidréxido de sodio (3%, 1,6% vy
0,2%) y de lauril sulfato de sodio (0.2%, 0.5%, 0.9%) fue determinada con base en
ensayos previos.

2.1.4 Cinética de hidratacion. Se prepararon muestras de 10 g de semillas con
humedad inicial 10.8% BS, determinada por método gravimétrico utilizando balanza
analitica marca Precisa. Las muestras de 100 gramos se sumergieron en un vaso de
precipitado a razén de 1:3 o 300 ml de solucibn NaOH-LDS de 1.6% y 0.5%,
respectivamente, acondicionada a las diferentes temperaturas de trabajo durante periodos
comprendidos entre 0 minutos hasta completar 12 horas. Cada experimento fue realizado
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por triplicado. Las hidrataciones a 24°C, 37°C y 51°C se realizaron en una incubadora
convencional Memmert GmbH + Co. KG. Con el fin de eliminar el agua superficial retenida
en la semilla durante el proceso de humectacion, se filtr6 haciendo uso de papel filtro,
renovandose el mismo cada 15 minutos hasta obtener peso constante, en condiciones
ambientales.

Tras retirar la humedad remanente la muestra, se deposita en vidrio reloj, con el fin de
medir la humedad absorbida por la matriz del grano.

Determinacion de la humedad en el equilibrio: se humectaron las semillas durante 12 y 24
horas a las temperaturas de trabajo. La humedad adquirida por las mismas se midié con
una balanza analitica. De los ensayos realizados se obtuvieron las curvas de hidratacién,
graficando la humedad de las muestras en funcion del tiempo a temperatura constante,
como una adaptacion del procedimiento establecido por Agudelo (2009) aplicado a frijol
(Phaseolus vulgarus) y arveja seca (Pisan vulgaris L.). Las muestras de amaranto
seleccionadas adecuadamente y libres de cualquier contaminacién, se sometieron a
método de cuarteo para realizar un disefio completamente aleatorizado.

Los datos obtenidos fueron modelados mediante los métodos de Peleg, Fick y Michaelis-
Menten, descritos anteriormente.

2.1.5 Extraccion de almidén. EIl grano de amaranto libre de impurezas fue sometido a
un proceso de maceracion himeda, con el fin de que una solucion compuesta por NaOH
y LDS, con ayuda de temperatura, ingrese a la matriz del grano para la lixiviacion o la
extraccion de almidén. Para ello se emple6 la metodologia propuesta por Pérez (1993)
con algunas modificaciones; para la obtencién de almidon puro y subproducto. El proceso
de secado se realiz6 en un horno secador de conveccion forzada marca DIES (Figura 9).

Obtencion del almidon. La muestra de grano de amaranto (100g) previamente humectado
con la solucién durante 12 horas, se neutralizé hasta llevar a un pH = 7 usando acido
citrico 2N y un ph-metro 744 marca Metrohm Ltd (Suiza); se licuo en un equipo Osterizer
por 4 minutos con pausa de 1 minuto, usando el volumen de solucibn mas 50 mi
adicionales. Posteriormente, la mezcla homogénea es escurrida usando un tamiz ASTM
No 120 (125 um), adicionando 300 ml de agua destilada; la lechada es pasada a través de
un tamiz L3S200 No 200 (75 pm) con el fin de mejorar su grado pureza. A continuacion, la
solucién almidonosa es centrifugada en una centrifuga HERNLE LabortechnikGmbH,
modelo Z 306 (Alemania), a 6000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente y se raspa
el mucilago atrapado en la malla. Nuevamente se centrifuga el almidén con agua y
subproducto y se repite dos veces. Finalmente, las muestras son secadas a 48°C durante
16 horas y reducidas de tamafio mediante molino analitico de cuchillas A11 BASIC S1 de
25000 rpm (Brasilia, Brasil). Adicionalmente se determiné el contenido de humedad final
mediante balanza de humedad serie MA45C marca SARTORIUS (Alemania).
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Figura 9. Esquema ilustrativo de la etapa de extraccion de almidén
| MACERACION HUMEDA |

LECHADA

I NEUTRALIZAR
pH=7.0

| GRANO DESGERMINADO |

ADICIONAR" (AGUA
DESTILADA)

| TRITURAR t=4 min, vel. max. |

TAMIZAR malla 120
(125 pum)

TAMIZAR MALLA 200 ( 75
wm

1 CENTRIFUGAR
6000 rpm, t= 10 min.

2 CENTRIFUGAR
6000 rpm, t= 10 min

3 CENTRIFUGAR
6000 rpm, t= 10 min

| SECAR 48°C, t=16 hrs |

MEDIR HUMEDAD> 12%

PESAR

EMPACAR

ALMACENAR

—

—>

2.1.6 Caracterizacion fisicoquimica, estructural y térmica.

2.1.6.1 Espectroscopia infrarroja FT-IR.
laboratorio de reologia, adscrito a la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad del
Cauca, mediante espectrémetro SHIMADZU modelo IRAFFINITY-1S (Japdn), utilizando
como diluyente bromuro de potasio en polvo (KBr) con una pureza superior al 99.9%.
Para realizar las mediciones de transmitancia, es necesario realizar previamente los

siguientes ajustes:

Preparacion de la muestra: las muestras fueron sometidas a otro proceso de molienda en
un molino analitico de cuchillas A11 BASIC Slde 25000 rpm (Brasilia, Brasil), para
obtener un menor tamafio de particula; se tamizaron de tal manera que se obtuviera un
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tamafio de particula igual en todas las muestras, para lo cual se utilizaron los tamices
ASTM No 100 (150 pum) y No 120 (125 um), de los cuales se tom6 como muestra para el
analisis lo que paso por el tamiz No 120 y lo retenido en el fondo.

Secado del KBr: el diluyente se debe secar para eliminar el agua absorbida durante el
almacenamiento y uso del reactivo, para lo cual se sometié durante 12 horas a 70°C y se
deposité en un desecador para su posterior uso.

Elaboracién de las pastillas: se pesaron 96 mg de KBr y 4 mg de muestra, se mezclaron y
trituraron en un mortero de agata durante aproximadamente tres minutos, con el fin de
obtener una mezcla homogénea de polvos finos, que se deposité y presiondé con una
pinza de prensado manual de tabletas durante 2 minutos, después de lo cual se
obtuvieron las pastillas, 3 por cada mezcla.

Medicién de transmitancia: el espectro de la fuente de luz se midi6 mediante FT-IR sin
colocar ninguna muestra en la ruta Optica y se almacendé como background (fondo) para
referencia. Se posicionaron las pastillas para su medicién y se obtuvieron espectros en el
modo reflexion entre 600 y 1400 cm™, el equipo proporciond el espectro promediando 40
barridos con una resolucién de 4 cm™. El andlisis espectral fue realizado utilizando el
software OriginPro version 8.0 (Origin Lab Corporation, Northampton, Estados Unidos). El
promedio y la desviacion de los triplicados para cada muestra molida fueron reportados.
La linea base fue corregida y los espectros se normalizaron entre O y 1.

2.1.6.2 Curvas de empastamiento. Se realizaron en el laboratorio de Reologia, adscrito
a la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad del Cauca, por duplicado; se preparé
cada suspension al 8% en 25 mL agua destilada para cada tratamiento y se adicioné en la
celda de aluminio. La medicién se realiz6 en un redmetro AR 1500 ex marca TA
Instruments (New Castle, USA).

El método programado por el software fue:

Etapa de acondicionamiento a una temperatura de 50 °C, con una velocidad angular de
pre cizalla de 78,53 rad/s durante 30 segundos.

Etapa de equilibrio a una velocidad angular de 16,75 rad/s durante 1 minuto, a 50 °C.

Rampa de temperatura desde 50 °C hasta 90 °C a una velocidad de calentamiento de
12,20 °C/min y velocidad angular de 16,75 rad/s.

Etapa de equilibrio (Peak hold step) a una velocidad angular de 16,75 rad/s durante 2
minutos y 30 segundos a 90 °C.

42



Rampa de temperatura desde 90°C hasta 50°C a una velocidad de enfriamiento de
12,20°C/min y velocidad angular de 16,75 rad/s.

Etapa de equilibrio (Peak hold step) a una velocidad angular de 16,75 rad/s durante 2
minutos a 50°C.

Post experiment step a una temperatura de 30°C.

Las variables analizadas en la caracterizacion de las curvas de empastamiento fueron:
Viscosidad maxima (Peak viscosity cP), Inestabilidad del gel (Breakdown viscosity cP) y
reorganizacion (Setback viscosity cP).

2.1.6.3 Calorimetria diferencial de barrido. Se realizaron los espectros FT-IR en el
laboratorio de reologia, adscrito a la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad del
Cauca. Para el almidon extraido a partir de amaranto, se realizé un estudio para
determinar el cambio de las propiedades térmicas de los tratamientos. El procedimiento
consistid en ingresar 25 mg de muestra de suspension de almidéon en una cépsula de
aluminio, la cual se sell6 herméticamente. La medicion se realiz6 equipo calorimetro de
barrido diferencial DSC Q20 marca TA Instruments.

El método programado por el software fue:

Equilibrio a 20 °C por 20 min.

Rampa de calentamiento de 20 °C hasta 95 °C.

Rampa de calentamiento a una velocidad de 10 °C/min hasta 95 °C

Cabe resaltar que esta prueba se midié durante los dias 0 y dia 90 para determinar el
comportamiento del almidon.

2.1.6.4 Andlisis estadistico. El efecto de molienda sobre el grado de cristalinidad, los
indices FT-IR, las propiedades de hidratacidn/solubilidad, propiedades reoldgicas,
térmicas y del almidoén, fuerdn evaluadas mediante el andlisis ANOVA (nivel de confianza
0a=0.05 %) con un Tukey’s post-test usando el programa Prism 6 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, Estados Unidos). En algunos casos, el valor p fue calculado mediante el
T-test con el fin de analizar las diferencias entre muestras. La correlacion (entre los datos
de IR con WAXS) y la regresion no lineal, fueron hechos mediante el mismo programa. Se
utilizé el método de superficie para determinar el efecto de las variables de proceso sobre
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las respuestas. Para ello se propusé utilizar el modelo de Box-Benhken el cual considera
tres factores con tres niveles incompleto. El software empleado sera el Statgraphics
Centurion XVL.LI.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 CINETICAS DE HIDRATACION

La hidratacién de granos en proceso de coccion alcalina es importante, debido a que es el
medio por el cual se incorporan iones de sodio al interior del grano de amaranto. En las
fases de coccién y reposo alcalino, ocurren de manera simultanea la hidratacién y el
proceso de gelatinizacion parcial de los almidones de los granos; de manera paralela se
tiene el proceso de difusion de los iones de sodio que van a determinar las propiedades
fisicoquimicas y sensoriales del producto final. El proceso de hidratacion de granos ha
sido investigado por Pumacahua y col (2016), quienes estudiaron la absorcién de agua
por variedades de quinua en un proceso de molienda hiumeda; Khazaei y Mohammadi
(2009) investigaron el efecto de la temperatura sobre la cinetica de hidratacién en semillas
de sésamo (Sesamum indicum L.); Fernandez y col (2007) investigaron modelaciones
matematicas de cinética y la velocidad de hidratacién de maiz blanco durante coccion
alcalina, donde se han calcula el incremento de la humedad en el grano en intervalos de
tiempo. Fernandez y col (2007) y Zhe Le y col (2004), concluyen que los ensayos de
hidratacién estan influenciados por tamafio del grano, variedad, temperatura de
incubacién y coadyuvantes adicionados.

Las cinéticas de hidratacion de las semillas de amaranto se generaron al graficar el agua
absorbida (g de agua/g de sdlidos secos) vs tiempo (min) y se evaluaron para cada
temperatura estudiada (24°C, 37°C y 51