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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue disefar el proceso y optimizar los pardmetros para la
sintesis de nanocristales a partir de almidones de papa amarga Ocucuri negra (Solanum
curtilobum) y de su respectiva tunta; mediante hidrolisis con un 4cido organico. Se utilizd
un disefio multifactorial categoérico para estimar el efecto de los factores (molienda,
concentracion de almidon en la suspension, concentracion de acido y tipo de almidon).
Se determin6 que el factor molienda tuvo un efecto estadisticamente significativo (p <
0,05) en el proceso de obtencion de nanocristales de almidon. La optimizacion del proceso
se realizd por el método de Taguchi, donde los factores considerados fueron:
concentracion de almidon, concentracion de acido orgénico y tipo de almidén molido,
para lo cual se utilizo el disefio ortogonal L4 (2%), y las variables respuesta optimizadas
fueron: la cristalinidad relativa y el porcentaje de rendimiento, buscando en ambos casos
su maximizacion. Las condiciones Optimas se obtuvieron con el criterio de “mayor es
mejor”. Se determinaron las propiedades morfoldgicas (mediante microscopia electronica
de barrido), estructurales (difraccion de rayos X, FTIR), térmicas (DSC) y fisicas
(distribucion de tamaiio, potencial zeta) a los nanocristales de almidén obtenidos con el
tratamiento Optimo. Los nanocristales de almidoén obtenidos presentaron didmetros
hidrodindmicos en un rango de 118 — 399 nm y valores de cristalinidad relativa en un

rango de 12,56 — 26,2 por ciento.

Palabras clave: Tunta, nanocristales de almidon, hidrolisis acida, acido citrico,

optimizacion, método de Taguchi.



SUMMARY

The objective of the research was to design the process and optimize the parameters of
the synthesis of nanocrystals from bitter potato starch Ocucuri negra (Solanum
curtilobum) and its respective tunta; prepared by hydrolysis using an organic acid. A
categorical multifactorial design was used to estimate the effect of the factors (ball
milling, starch concentration in the slurry, acid concentration and type of starch). It was
determined that the ball milling factor had a significant effect (p < 0,05) in the synthesis
of starch nanocrystals. The optimization of the process was employed by the Taguchi
method where the factors considered were: starch concentration, organic acid
concentration and type of milled starch, for which the L4 (2*) orthogonal array was used
and the optimized response variables were: relative crystallinity and yield percentage,
the target for both was their maximization. The optimal conditions were obtained
considering the "bigger is better” criterion. The morphological (by scanning electron
microscopy), structural (by X-ray diffraction, FTIR), thermal (by DSC) and physical (by
dynamic ligth scattering, zeta potential) properties of the starch nanocrystals obtained
with the optimal conditions were determined. The starch nanocrystals presented
hydrodynamic diameters in a range of 118 — 399 nm and relative crystallinity values in a

range of 12,56 — 26,52 percent.

Keywords: Tunta, starch nanocrystals, acid hydrolysis, citric acid, optimization,

Taguchi’s method.



I. INTRODUCCION

El mercado de almidones esta en constante crecimiento, lo que lleva a una busqueda
continua de productos con caracteristicas especificas que cumplan con los requisitos de
la industria. En el afio 2020, el Perti importé 21 066 t de almidon de papa (Koo 2021),
porque la produccion nacional no llega a cubrir la demanda interna. En el afio 2018 la
produccion nacional fue de 9 752 t de almidon de diferentes fuentes botanicas y la
demanda interna fue de 37 533 t (Chavez y Choy 2020). La falta de estudios en la gran
diversidad de variedades de papas nativas, que se encuentran en el Peru, para clasificarlas
y designarlas a la produccion de almidon genera una falta de uniformidad en el producto

final de los almidones nativos.

La produccion de almidén modificado es una alternativa que se ha desarrollado para
superar una o mas limitaciones de los almidones nativos, y asi aumentar la utilidad de
este polimero en aplicaciones industriales (Gongalves et al. 2014). La modificaciéon por
hidrolisis acida, una escision de los enlaces glucosidicos, es uno de los métodos para la
modificacion del almidon nativo. En general, las regiones amorfas se hidrolizan mas
rapidamente en comparacion con la region cristalina y el residuo después de una hidrolisis
acida prolongada consiste en partes cristalinas de amilopectina resistentes a los acidos
(Ahmed y Auras 2011). Industrialmente, los almidones modificados con 4cido se
preparan tratando la suspension de almidon con acidos minerales (HCI/H2SO4) durante
varios periodos de tiempo (Hoover 2000). Estos acidos generan humos tdéxicos y
subproductos no deseados (Muller 2000; Babu et al. 2015). Actualmente, se busca
disminuir el uso de los acidos minerales. Los éacidos organicos son considerados
nutricionalmente inofensivos y se emplean en la industria alimentaria como aditivos para
una gran cantidad de productos, ademés son reconocidos como seguros (GRAS) para el

consumo humano (Navaf et al. 2021).

La hidrolisis acida se emplea para modificar significativamente la estructura granular y

las propiedades funcionales del almidon. Durante la ultima década, los nanocristales de



almidon (NCA) han atraido un interés creciente debido no solo a su tamafio nano sino
también debido a su abundancia y a su naturaleza renovable, biodegradable y
biocompatible. Debido a que el almidén es amigable con el medio ambiente las
nanoparticulas obtenidas de éste se presentan como uno de los biomateriales
prometedores para la utilizacion novedosa en alimentos, cosméticos, medicinas y en

diversos materiales compuestos (Lin ez al. 2011).

El objetivo principal del presente trabajo de investigacion fue sintetizar y caracterizar los
nanocristales de almidén (NCA) de papa amarga y tunta. Y los objetivos especificos

fueron:

- Disenar el proceso y optimizar los pardmetros de sintesis de nanocristales de
almidon, considerando como factores: la concentracion de acido organico, la
concentracion de almidén en la suspension, molienda y tipo de almidon (papa o
tunta).

- Caracterizar los nanocristales de almidon obtenidos mediante diferentes técnicas

instrumentales (morfoldgicas, estructurales y térmicas).



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. LA PAPA AMARGA

A través del tiempo los agricultores andinos han desarrollado cultivos resistentes a la

helada y a la sequia, los mismos que pueden sembrarse en alturas mayores a los 3.800

metros sobre el nivel del mar. Entre estas especies esta el grupo de las papas amargas (S.

Jjuzepczukii y S. curtilobum), las que pertenecen a la gran familia de las papas nativas. Se

consideran a S. x ajanhuiri (diploide), S. x juzepczukii (triploide) y S. x curtilobum

(pentaploide) como especies hibridas separadas derivadas de cruces entre domesticados

y parientes silvestres (Figura 1). En general, estas papas tienen gran adaptacion a las zonas

altoandinas donde, a diferencia del otro grupo grande de papas nativas comunes o dulces

(Solanum tuberosum sub especie Andigena), no experimentan mayores limitaciones para

su normal desarrollo a pesar de las extremas condiciones climdticas a esas altitudes

(Gianella 2004).
S. acaule X S tuberosum S. megistacrolobum
(4x, wild) Gp Stenotomum (2x) (2x, wild)
S. X juzepczukii (3x) S. x ajanhuin  (2x)

Unreduced
gametes L. X S. tuberosum

Gp Andigena (4x)

|

S. x curtilobum (5x)

Figura 1: Origen de S. x ajanhuiri, S. x juzepczukii 'y S. x curtilobum, especies

cultivadas con sabor amargo y tolerancia a las heladas

Fuente: Bradshaw y Ramsay (2009)




Las papas amargas estan constituidas por tres especies:

* Especie DIPLOIDE (2n = 2x = 24), :S. x ajanhuiri,

* Especie TRIPLOIDE (2n = 3x = 36): Solanum X juzepczukii

* Especie PENTAPLOIDE (2n = 5x = 60): Solanum x curtilobum

Estas especies, se originaron de la especie silvestre Solanum acaule Bitt por hibridaciones

naturales (Huaman 1983 citado por Cahuana y Arcos 2002).

Solanum curtilobum, se origin6 del cruzamiento natural entre especies hibridas Solanum
X juzepczukii y Solanum tuberosum ssp andigena (2n = 4x = 48). Constituye un hibrido de
segunda generacion de cruzamiento y se caracteriza por su mediana tolerancia a las heladas
(soportan hasta -3 °C), de alta capacidad productiva, tolerantes a periodos de sequia y son
susceptibles a la verruga. Las variedades mdas representativas de esta especie son los

denominados Ocucuris o choquepitos (Cahuana y Arcos 2002).

Las papas amargas reciben esta denominacién porque presentan un sabor amargo y
desagradable, por su alto contenido de glicoalcaloides (mayores de 20 mg/100g de peso
fresco). La papa comun tiene un tenor de glicoalcaloides menor de 12 mg/100g. Asimismo,
la papa amarga presenta un contenido significativo de azticar (de 0,3 a 0,5 por ciento) y
alrededor de 12 por ciento de almidén (Canqui y Morales 2009). Estos glicoalcaloides
hacen que las papas al estado fresco, no sean aptas para el consumo; por lo que, los
tubérculos de estas especies de papa, se someten a un proceso de transformacion para la
obtencion de chuiio negro y chufio blanco (conocido como moraya en quechua y tunta en
las zonas de habla aymara). Aunque, se ha comprobado que después de 4 6 5 meses de
almacenamiento en oscuridad, es posible consumir en forma fresca, ya que los
glicoalcaloides y otros componentes del tubérculo (carbohidratos, proteinas, vitaminas,
minerales y principalmente el agua) han sufrido pérdidas por respiracion, brotamiento,
transpiracion y cambios cualitativos y, posiblemente hay mayor transformacion de almidon
en azucares durante el proceso de almacenamiento (Cahuana y Arcos 2002; Palomino et

al. 2009).

La papa amarga es un producto estratégico de elevado impacto para la alimentacion de la
poblacion rural, a la que proporciona el mayor porcentaje de calorias con relacion a los

demas alimentos de la dieta diaria. Es uno de los productos alimenticios de mayor

4



produccion en zonas altas y frias, ya que se cultiva entre los 3,500 a 4,000 m de altitud. La
papa amarga presenta ventajas comparativas por su alta tolerancia a bajas temperaturas
(hasta —5° C) y resistencia prolongada a periodos de deficiencia hidrica (sequias),
caracteristicas que confieren al cultivo un alto valor de tolerancia a las condiciones
climaticas adversas del Altiplano. Entre las propiedades que explican en parte estas
caracteristicas de adaptabilidad, se tiene la estructura morfoldgica propia del cultivo, que
al tener un habito de crecimiento arrosetado y follaje apretado, proporciona una resistencia
natural a las heladas y granizadas; ademés posee un sistema radicular profundo, lo que le

confiere resistencia a la sequia (Canqui y Morales 2009).

2.1.1.Variedad ocucuri morado o negra

El cultivar de papa nativa amarga Ocucuri morado es de suma importancia en la region de
Puno, por su origen, difusion, buen comportamiento, volumen de produccion y calidad para
la elaboracion de chufio blanco. Su cultivo se realiza desde tiempos muy antiguos en las
diferentes localidades donde se produce actualmente. EI nombre vernacular Ocucuri
Morado, por su similitud a su forma y color de tubérculo, proviene de la “masa o bola de
ceniza de canihua” que se usa para la elaboracion de “llujta”, subproducto que se utiliza en

el pijchado de coca (Palomino ef al. 2009).

El cultivar Ocucuri morado (Figura 2), anualmente se cultiva una extension de 450 a 480
hectareas que representa el uno por ciento de la superficie total cultivada de papa en la
region de Puno. Se cultiva en las zonas agroecologicas de Suni o Altiplano, Circunlacustre
y muy poco en Ceja de Selva y, generalmente, no se consume en forma fresca, por su alto
contenido de sabor amargo, pero si en forma procesada, ya sea en forma de tunta o chuiio

negro en diversos tipos de potajes de la region de Puno (Palomino ez al. 2009).

Figura 2 : Papa Ocucuri Morada

Fuente: Cahuana y Arcos (2002)



2.1.2.Produccion de papa amarga

Actualmente, el 16 por ciento de la produccién anual de papa es nativa y se exporta
alrededor de 500 toneladas en presentaciones precocidas congeladas y chips (Andina
2022). Las papas nativas amargas (S. juzepczukii y S. curtilobum), constituyen el 2,5 por
ciento de la superficie total de papa de nuestro pais y en el 2013, de 50 mil ha sembradas
de papa, 8 mil fueron de las variedades amargas (INEI 2014 citado por Ramos 2016). La
superficie cosechada en Puno durante los Gltimos 20 afios (1981 -2000) constituye en
promedio 29839 ha; de las cuales, a la papa dulce corresponde aproximadamente el 80 por
ciento y, a las papas amargas el 20 por ciento. El rendimiento promedio es de 6.1 t/ha;
ademas, no hay diferencias significativas entre variedades dulces y amargas en el
rendimiento (Cahuana y Arcos 2002). En el Cuadro 1 se presenta la produccioén de papa

(tn) en el departamento de Puno (1998-2014).

Cuadro 1: Produccion de papa en el departamento de Puno (1998-2014)

Pérdidas

Superficie cosechada (Ha) (Ha) Produccion (TM) Rendimiento (TM/Ha)
Aifio

Papa Papa Papa Papa Papa Papa

Amarga Dulce Total Amarga  Dulce Total Amarga Dulce Total

1998 11,279 33,836 45,115 25 73,687 233,341 306,958 6,5 69 68

1999 9,845 29,535 39380 150 82,740 262,008 344,748 8.4 89 87

2000 9,328 37,313 46,641 58 86,752 310,349 397,101 9,3 9,3 9,3

2001 - - 37,142 4,099 - - 314,095 - - 8,4
2002 - - 47,099 195 - - 479,644 - - 10,1
2003 - - 46,670 1,372 - - 477,698 - - 10,2
2004 - - 46,928 1,971 - - 433,100 - - 9,2
2007 - - 49,079 619 - - 485,785 - - 9,9
2008 - - 48,341 2,187 - - 465,246 - - 9,6
2009 - - 49,897 525 - - 506,227 - - 10,1
2010 - - 51,796 621 - - 576,638 - - 11,1

2012 7,714 43,715 51,429 3,613 85,089 482,523 567,612 11,0 11,0 11,0

2013 8,002 47,530 55,532 853 92,585 550,450 643,035 11,6 11,6 11,6

2014 5,721 51,487 57,208 737 66,933 602,559 669,492 11,7 11,7 11,7

Total 51,890 243,415 72,257 17,025 487,787 2,441,229 6,667,379

Fuente: Julca (2016)



2.2. TUNTA

La produccion de las papas amargas que pertenecen a las especies de Solanum
Jjuzepczukii,Solanum curtilobum y Solanum ajanhuiri casi exclusivamente se destinan a
la elaboracion de chufio y tunta o moraya, debido a que los tubérculos tienen alto
contenido de glicoalcaloides que limita su consumo en forma fresca o directa. En el
Altiplano de Peru y Bolivia, el 40 a 50 por ciento del volumen total de produccién de la
papa se destina para el procesamiento de chuiio negro y chufio blanco (tunta) porque es
una de las formas de conservacion de alimentos por periodos largos de tiempo, ya que
estos subproductos pueden almacenarse por varios aios, constituyéndose en una fuente
importante de carbohidratos y calorias (Arcos y Holguin 2010). En el departamento de
Puno, las zonas de mayor produccion de tunta se encuentran en la provincia de El Collao,
principalmente en el distrito de Ilave, destacando Chijichalla, Chingani Jarani, Concahui
y otros. Le siguen en importancia las provincias de Lampa, Yunguyo, Azangaro y San
Romén (Quenta et al. 2018). En el Cuadro 2 se presenta la oferta de tunta en El Collao
(Puno).

Cuadro 2: Cantidad de tunta en El Collao, Puno (2017)

Mercado V(z!l?::)en Porcentaje
Chijichaya 891,72 75
Ullacachi 62,5 5
Jarani 37 3
Otras comunidades 196,75 17
Total 1187,97 100

Fuente: Quenta et al. (2018)

El chuiio blanco (tunta) procesado de las variedades nativas, tales como: Ccompis, Imilla
Negra, Locka y Pifiaza, tiene buena demanda en los mercados de Desaguadero, Arequipa,
Cusco, Tacna, Moquegua y entre otros (Arcos y Holguin 2010). En el Cuadro 3 y 4 se

presenta el destino de su comercializacion y su demanda historica, respectivamente.



Cuadro 3: Destino de la tunta para su comercializacion 2017

Mercado V?!Fnl?)en Porcentaje
Desaguadero 593,99 50
Arequipa 356,39 30
Juliaca 118,8 10
Ilave 29,1 2,5
Puno 89,1 7.5
Total 1187,38 100

Fuente: Quenta ef al. (2018)

Cuadro 4: Informacion historica de consumo tunta

Afio Volumen
(Tm)
2012 998,34
2013 1010,45
2014 1096,34
2015 1101,76
2016 1078,12
2017 1187,38

Fuente: Quenta ef al. (2018)

Segun la Norma Técnica Peruana (011.400:2007) la tunta es un alimento elaborado
mediante un proceso de deshidratacion de tubérculos a través de sucesivos
congelamientos (con proteccion solar), sumergido en agua corriente (rio) y secado al sol.
Y de caracteristicas fisicas de color blanco, superficie dspera con hendiduras propio de

los ojos del tubérculo que le dio origen.

La elaboracion de tunta es considerada un método antiguo de conservacion de la papa,
donde las papas se liofilizaban naturalmente en las montafias altas y frias, un proceso que
ha continuado en uso hasta el dia de hoy (Hawkes, 1990 citado por Bradshaw y Ramsay
2009) dando como resultado un producto muy apreciado por la poblacion de los pueblos
de los paises andinos. El procesamiento del chufio por remojo es un preludio necesario
para el consumo de papas amargas ya que elimina los glicoalcaloides toxicos. Por lo tanto,

es probable que haya sido méas generalizado cuando los andinos usaban solo papas



silvestres. También da un producto deshidratado que puede almacenarse durante varios

anos y utilizarse cuando escasean las papas frescas (Bradshaw y Ramsay 2009).

El chufio, producto de papa procesada tradicionalmente, es un componente importante de
la dieta de las poblaciones indigenas del altiplano de Peru y Bolivia. El chufio se prepara
después de la temporada principal de cosecha en junio y julio, cuando las heladas intensas
de la noche se alternan con altos niveles de radiacion solar durante el dia y la humedad es
baja. Se reconocen comunmente dos tipos de chufio: blanco y negro. El procesamiento de
chufo blanco, también conocida como moraya (en las zonas de habla quechua) o tunta
(en las zonas de habla aymara), implica la exposicion prolongada de los tubérculos al
agua (corriente) para reducir el contenido de glicoalcaloides de las especies de papa
amarga que se utilizan con frecuencia: Solanum ajanhuiri 2n = 2x = 24), S. juzepczukii
(2n=3x=36) y S. curtilobum (2n = 5x = 60). A diferencia del chufio blanco, que se lava
0 se sumerge en un rio o estanque para eliminar los glicoalcaloides, el chuiio negro no

esta expuesto a agua durante su elaboracion (De Haan ef al. 2011).

2.3. NANOCRISTALES DE ALMIDON

Los almidones nativos y modificados se usan cominmente en la industria alimentaria
(Martinez et al. 2019a) Una alternativa reciente para mejorar las propiedades
fisicoquimicas o agregar nuevas funcionalidades en los almidones es modificar estas
macromoléculas desde la micro hasta la nanoescala (Alves et al. 2021) y, recientemente,
los almidones a escala nanométrica se estan utilizando como materiales novedosos que
presentan propiedades fisicas, quimicas, reologicas y funcionales unicas debido a su
pequeio tamafio y gran area de superficie (Da Rosa Zavareze et al. 2019). En los Gltimos
afnos, un nuevo uso industrial del almidon, la produccion de nanocristales de almidon, ha
atraido una atencion sustancial debido a su tamafio a nanoescala, bajo costo, abundancia,

biocompatibilidad, biodegradabilidad y no toxicidad (LeCorre et al. 2012).

La ciencia y la tecnologia de las particulas es un 4rea de investigacion interdisciplinaria
en rapido crecimiento, que trata de explorar las relaciones entre las propiedades micro y
macroscopicas de los materiales granulares. En cuanto al tamafio, la palabra “nano” se
refiere a la milmillonésima parte de un metro (10° m) y la nanotecnologia incluye la

fabricacion y manipulacion de materiales particulados con tamafios inferiores a 100 nm
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(Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria — EFSA, 2011 citado por Kumari et al.
2020). Sin embargo, se reporta que en el area del almidon la nanoescala se puede
considerar de 1 a 999 nm, ya que estas particulas son heterogéneas en forma y tamano

(Qiu et al. 2020 citados por Tagliapietra ef al. 2021).

Los nanosistemas basados en almidon se clasifican cominmente en dos grupos
principales: nanocristales de almidon (NCA) y nanoparticulas de almidon (NPA). Los
NCA se obtienen por hidrdlisis de la fase amorfa del granulo de almidon, eliminando
principalmente la amilosa hasta lograr particulas de tamafio nanométrico. Por otro lado,
las NPA son particulas casi completamente amorfas. Se ha informado que las NPA
tienden a tener particulas de mayor tamafio que las NCA y que, en ambos casos, su tamafo
y morfologia pueden controlarse mediante el método de sintesis (LeCorre et al. 2011;
LeCorre et al. 2012 citados por Zabala 2020). Se utilizan varias terminologias para
describir los nanocristales de almidon: cristalitos de almidon, nanocristales de almidon,
almidon microcristalino y almidén hidrolizado; todos se refieren a la porcion cristalina
del almidon obtenida por hidrolisis o desintegracion fisica (Le Corre et al. 2011 citados
por Da Rosa Zavareze et al. 2019). Como la mayoria de la parte amorfa del almidon se
han hidrolizado de la estructura del almidén, los NCA han mostrado una estructura mas
organizada y una cristalinidad mas alta (> 40 por ciento) que los granulos de almidon
comun (~ 25 por ciento). Las NCA se componen principalmente de estructuras similares
a plaquetas con un didmetro nanométrico y, como resultado de su alta cristalinidad,
pueden soportar altas temperaturas, como las que se encuentran en el procesamiento de
alimentos y materiales. (Kumari et al. 2020). Debido a estas caracteristicas, se consideran
la fuente renovable mas prometedora de nanorrelleno para refuerzo de polimeros o como

estabilizador de emulsion (Xu et al. 2014).

2.4. OBTENCION DE NANOCRISTALES DE ALMIDON

Los protocolos mas utilizados en la preparacion de nanocristales a partir de almidon se
basan principalmente en la hidrolisis 4cida, empleando 4cidos minerales, debido a su
simplicidad y capacidad de control. Sin embargo, existen algunos problemas asociados
con el método; la hidrdlisis &cida requiere mucho tiempo y el rendimiento o la
recuperacion de nanocristales de almidon es bajo (Amini y Razavi 2016). En busca de

métodos mas eficientes, algunos investigadores utilizan pretratamientos como:
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ultrasonido (Amini y Razavi 2016), molienda (Dai et al. 2018) y enziméatico (Kim et al.
2012). Un pretratamiento deseado romperia el granulo de almidén, o crearia poros en el
granulo de almidon, de modo que se produzca una mejor difusion del acido a través del

granulo de almidon (Hu et al. 2015).

2.4.1. Hidrolisis acida
Las condiciones de hidrolisis durante el proceso de extraccion (como el tipo de acido, la
concentracion de acido, la temperatura y el tiempo) afectan el tamafio y el rendimiento de

los nanocristales de almidon (Lin ef al. 2011).

La hidrolisis con acidos es un método tipico para generar NCA. La porcion cristalina de
los granulos de almidon se puede aislar por hidrélisis acida de las regiones amorfas
utilizando acido clorhidrico (HCI) o acido sulfurico (H2SOs4). Se cree que el acido ataca
preferentemente las regiones amorfas del granulo a una temperatura mas baja que la
temperatura de gelatinizacion (Jenkins y Donald 1997 citados por Kumari et al. 2020), lo
que resulta en la disolucidon de la porcién amorfa, mientras que las laminillas altamente
cristalinas e insolubles en agua permanecen intactas (Wang, Truong y Wang 2003 citados
por Kumari et al. 2020). El residuo que queda después de la hidrdlisis acida se compone
principalmente de estructuras de particulas altamente cristalinas y similares a plaquetas
con un tamano de nanoescala. La cristalinidad relativamente alta de los NCA obtenidos
después de la hidrdlisis acida los hace térmicamente muy estables. La mayoria de los
almidones exhiben una hidrdlisis inicial rapida, seguida de una hidrolisis lenta (Jayakody
y Hoover 2002 citados por Kumari et al. 2020). A la rapida hidrolisis inicial de las
regiones amorfas de los granulos le sigue la lenta erosion de las regiones cristalinas.
Varios parametros, como la fuente botanica del almidon y el grado relativo de
cristalinidad de los almidones, el tipo y la concentracion de acido y las condiciones de
tiempo y temperatura de la hidrolisis afectan el grado de hidrdlisis y, en consecuencia,
tienen un efecto considerable en el rendimiento y la calidad de los NCA producidos por

hidrdlisis (LeCorre, Bras y Dufresne 2012 citados por Kumari et al. 2020).

De los dos acidos principales utilizados en la sintesis de NCA, el acido sulfurico permite
velocidades de hidrélisis mas rapidas y mayores rendimientos, mientras que la hidrolisis

del acido clorhidrico consume mads tiempo. Normalmente, las particulas de tamafo
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nanométrico se pueden obtener después de 5 a 7 dias de hidrolisis de H2SO4, mientras
que esto puede llevar hasta 15 dias usando HCI. (Kim et al. 2015 y Putaux et al. 2003
citados por Zabala 2020). Ademas, durante la hidrdlisis del HoSO4 se incorporan grupos
sulfato en la superficie de la NCA, aumentando su dispersabilidad y estabilidad en
solucién acuosa, en comparacion con la NCA obtenida por hidrdlisis del HCI. (Angellier
et al. 2006 citados por Zabala 2020). La Figura 3 muestra una representacion esquematica
de la modificacion superficial de la NCA obtenida mediante el uso de diferentes agentes

hidrolizantes.

(a) Hidrélisis H,SO04 (b) Hidrélisis HCI

S0y OH
L s0v L
5% - ﬁ@% VY -
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Figura 3 : Representacion esquematica de los NCA obtenidos usando (a)
H2SO4y (b) HCI como agentes hidrolizantes
Fuente: Zabala (2020)

Se pueden utilizar diferentes tipos de 4cidos para la modificacion del almidon, como los
acidos minerales y los acidos organicos. Sin embargo, los agentes modificadores (acidos)
pueden actuar de diferentes maneras sobre las estructuras del almidon. Los acidos
minerales o inorgdnicos son llamados fuertes porque en solucion liberan una alta cantidad
de iones (protones), en tanto que los acidos organicos son llamados débiles por la baja
cantidad de iones que generan. Los acidos organicos son sustancias que poseen al menos
un grupo carboxilico en su molécula y son solubles en agua (Scapinello et al. 1998).
Dentro de los 4cidos organicos carboxilicos, mas conocidos y de mayor importancia en
la industria alimentaria, se tienen: acético, citrico y propionico. El 4cido citrico (AC) es
el acido organico compuesto por tres acidos carboxilicos (Figura 4) por lo que es

considerado como el mas fuerte de los acidos orgénicos.



CH:—  COOH

HO __C __COOH

CH; — COOH

Figura 4 : Estructura del acido citrico

Fuente: Garcia et al. (1999)

Recientemente, se ha utilizado el 4cido oxalico para obtener nanocristales de almidén de
maiz ceroso cuyo objetivo fue desarrollar un nuevo método eficiente para la preparacion

de NCA con altos rendimientos (Zhou et al. 2020).

2.4.2. Pretratamientos de la hidrolisis acida

a. Molienda
La molienda es una técnica ambientalmente limpia para la produccién de nanoparticulas
de almidon y puede afectar directamente las caracteristicas fisicoquimicas de los

almidones, formando nanoparticulas mas amorfas (Campelo et al. 2020).

Patel et al. (2016) y Lu et al. (2018) observaron una fuerte reduccion en la cristalinidad
de las nanoparticulas con el aumento del tiempo de molienda. Ademas, Lin et al. (2016)
mencionan que en el proceso de formacion de nanoalmidon, por medio de la molienda,
los granulos de almidén y las bolas de molienda se agitan simultineamente en los
recipientes de molienda a alta velocidad y todo tipo de fuerzas, incluyendo impacto,
friccion, colision, cizallamiento y la extrusion actuan sobre los granulos de almidon. Esta
accion violenta resulta en dafios que ocurrieron inicialmente en las grietas granulares y
los granulos grandes se dividieron en particulas mas pequefnas. Sin embargo, cuando la
bola de molienda es grande, se observaron numerosos espacios entre las bolas, como se
muestra en la Figura 5A, que no se ven afectados por la accién mecanica y, por lo tanto,
reducird el efecto de molienda. Cuando las bolas de molienda son pequeiias, el area de las
zonas no afectadas disminuye, como se muestra en la Figura 5B y el area de contacto
entre las bolas de molienda y el polvo de almidon aumenta y se mejora el efecto de la

accion mecanica, por lo tanto, se pueden obtener particulas mas pequenas.



Bolas para
molienda
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Figura S : Ilustracion del mecanismo de molienda, bolas grandes (A) y bolas
pequeiias (B)
Fuente: Lin et al. (2016)

b. Hidrdlisis enzimatica

El pretratamiento enzimatico aument6 la fragmentacién de los granulos de almidon,
permitiendo la difusion del acido en los granulos y haciendo que las regiones amorfas
fueran mas selectivas e hidrolizables (Tagliapietra et al. 2021). La hidrodlisis &cida y la
entalpia de fusion aumentaron cuando los granulos de almidon de arroz ceroso se trataron
previamente con a-amilasa, lo que indica que la hidrolisis fue selectiva en las regiones
amorfas. El pretratamiento enzimatico del almidon antes de la hidrolisis acida reduce el
tiempo de dias a horas y aumenta el rendimiento. Es un proceso que ahorra tiempo, pero

el costo es muy alto (Kumari et al. 2020).

c. Ultrasonido

Los nanocristales de almidon aislados con &cido sulfurico o clorhidrico tienden
facilmente a agregar las microparticulas formadas, especialmente cuando se secan los
nanocristales de almidon para formar polvos. El tratamiento ultrasénico no solo acort6 la
duracion de la hidrolisis y mejor6 el rendimiento de los nanocristales de almidon, sino
que también rompid los agregados de manera efectiva. En general, existen dos métodos
de ultrasonicacion para tratar la suspension de nanocristales de almidon; uno es usar
ultrasonidos una vez al dia en la suspension durante la hidrolisis; la otra es aplicar
ultrasonidos a la redispersion de los precipitados de almidon obtenidos de la hidrolisis del
almidon nativo. El tratamiento ultrasonico durante la hidrolisis acida conserva la
estructura cristalina del almidon nativo y puede aumentar efectivamente el rendimiento

de los nanocristales de almidon (Hu et al. 2014).



2.5. PROPIEDADES DE LOS NANOCRISTALES DE ALMIDON

2.5.1.Tamafo de particula

El tamafio de particula es uno de los andlisis mas importantes en la produccioén de
nanocristales porque confirma la eficiencia de las condiciones del proceso de
nanometrizacion del almidon. Ademads, es importante entender su influencia cuando se
aplica a productos como emulsiones o peliculas. La heterogeneidad del tamafio de
particula puede explicarse por las diferencias en los tipos de almidén y la dificultad de
obtener imagenes bien definidas de nanocristales no agregados. Algunas nanoparticulas
superan los 1000 nm debido a la aglomeracion (Lin et al. 2020 citados por Tagliapietra
et al. 2021). La fuente botanica también puede influir en el tamafio de los nanocristales
de almidon, diferentes fuentes botanicas (maiz, tapioca, frijol mungo, papa, cebada y
garbanzo) presentaban nanocristales en el rango de 25,5 a 117,1 nm, lo que puede estar
influenciado por el patron cristalino o por el contenido de amilosa de los almidones

nativos (Xu et al. 2014 citados por Tagliapietra et al. 2021).

Las principales técnicas de caracterizacion de tamafio de particula se basan en mediciones
de granulometria laser. Angellier ef al. (2004) informaron sobre el uso de un Malvern
Mastersizer (que mide particulas de 0,05 a 900 um) para determinar las condiciones
optimas de preparacion para nanocristales de almidon. Mas recientemente, se utilizo la
dispersion de luz dindmica para medir el tamafio de las particulas utilizando un Malvern
Zetasizer (con un tamafio maximo que oscila entre 0,3 nm y 10 micras). Sin embargo, los
resultados de esta técnica de granulometria pueden ser facilmente perturbadas por

sedimentacion, agregacion o formas mal definidas (Le Corre y Dufresne 2013).

La técnica de dispersion de luz dinamica (DLS): permite determinar el tamafio de
particulas en suspension hasta rangos del orden de los nanémetros, el uso del movimiento
Browniano de las particulas en suspension permite alcanzar estos limites de sensibilidad,
adicionalmente este método no altera de ninguna manera la matriz de estudio debido a

que es una técnica no destructiva (Uribe et al. 2013).

La técnica de difraccion laser: es una técnica de medicion de tamano de particula
ampliamente utilizada para materiales que van desde cientos de nanémetros hasta varios

milimetros en tamafio. Mide las distribuciones de tamafio de particula mediante la
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variacion angular de la intensidad de la luz dispersada cuando un rayo laser pasa a través
de una muestra de particulas dispersas. Los parametros se reportan con base al maximo
tamafo de particula dado para un porcentaje de volumen de la muestra. Los percentiles
son definidos como XaB (X = pardmetro, usualmente D para didmetro, a = distribucion
de la ponderacion, como por ejemplo “v” de volumen, B = porcentaje de la muestra debajo
de este tamafo de particula. Por ejemplo, el Dv50 seria el maximo didmetro de particula
que existe debajo del 50 por ciento del volumen de la muestra. Los percentiles mas

comunmente reportados son los Dv10, Dv50 y Dv90 (Tabin del Pinal 2021).

2.5.2.Cristalinidad relativa

El almidoén nativo es un biopolimero de forma granular que presenta regiones amorfas y
semicristalinas. La semicristalinidad da lugar a los diferentes patrones de cristalinidad
denominados A, B y C. El patrén A, caracteristico de los almidones de cereales, presenta
los picos principales (20) a 15°, 17°, 18.1° y 23.3°, y un débil pico a 11.2°. El patréon B,
caracteristico de los tubérculos y del almidon de maiz con alto contenido de amilosa,
presenta los picos principales (26) a 5.5°, 15.2°, 17.2°, 22.3° y 24.0°-24.7°. El estandar
tipo C se considera una mezcla en diferentes proporciones de los tipos A y B, siendo
caracteristico de los almidones de leguminosas y de algunas raices como el almidon de

yuca (Tagliapietra et al. 2021).

El grado de cristalinidad define la relacion entre la masa de las regiones cristalinas y la
masa total de los nanocristales, y debe ser del 100 por ciento para los nanocristales de
polisacaridos, pero debido a la eliminacion incompleta de las regiones amorfas, puede dar
como resultado un menor grado de cristalinidad (Kumari et al. 2020). A diferencia de los
nanocristales de celulosa, los nanocristales de almidon no son casi 100 por ciento
cristalinos sino 45 por ciento cristalinos con variaciones dependiendo sobre el origen
botanico. El grado de cristalinidad permanece bajo incluso después de la hidrolisis acida,
lo que demuestra que una cantidad importante de materiales no organizados permanece
en la suspension de los nanocristales de almidon. También se encontraron que los
nanocristales de almidon preparados por hidrolisis &cida retuvieron el mismo tipo
cristalino que su contraparte nativa (Le Corre y Angellier 2014). Cuando los almidones
granulares se tratan durante mucho tiempo a temperaturas por debajo de la gelatinizacion

y soluciones de HCI o H»SO4, la region amorfa se degrada, lo que da como resultado un
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residuo de cristalinidad relativa (CR) mas grande (4rea del pico/area de difractograma
total) en comparacion con el almidon de origen (Xiong et al. 2021 citados por Tagliapietra

etal 2021).

2.5.3. Gelatinizacion

Se ha demostrado que las temperaturas de transicion de gelatinizacion y la amplitud de la
endoterma de gelatinizacion aumentan con la hidrélisis acida. Sin embargo, se ha
informado que la influencia de la hidrdlisis acida sobre la entalpia de gelatinizacion varia
con la fuente de almidon y el tiempo de hidrdlisis. Dado que la hidrolisis acida ataca
preferentemente a las regiones amorfas en el granulo, los cristalitos se desacoplan y ya
no se desestabilizan por las partes amorfas. En consecuencia, los cristalitos de almidon
de los almidones tratados con acido se funden a una temperatura mas alta y el intervalo
de temperatura de transicion es mas amplio. Las temperaturas de transicion mas altas
podrian deberse a hélices dobles de amilopectina mas largas que en la molécula de
amilopectina no hidrolizada, donde los puntos de ramificacion podrian reducir la longitud

de los segmentos que forman la hélice (Hoover 2000).

Estos analisis son de gran importancia porque definen las condiciones térmicas en las que
se pueden aplicar las nanoparticulas y en qué proceso se mantendran estables. En general,
las nanoestructuras de almidoén tienen caracteristicas térmicas diferentes a las de los
almidones nativos y pueden estar relacionadas con fuentes botanicas, estructuradas, tipos
de 4cidos utilizados en la hidrélisis y el método de producciéon de nanocristales

(Tagliapietra et al. 2021).

2.5.4.Estructura funcional

La espectroscopia infrarroja es una técnica analitica utilizada para caracterizar la
estructura ordenada del almidon. La region del espectro infrarrojo por transformada de
Fourier (FTIR) entre 1050 y 950 cm™ es sensible a las estructuras de orden de corto
alcance de la doble hélice. Por tanto, la relacion de intensidad de las bandas FTIR a 1022
y 1044 cm™ es un indicador de la cristalinidad del almidén. La intensidad de la banda a
1022 cm™ disminuye al aumentar el estado amorfo. Generalmente, esta relacion de
intensidad se usa para comparar como cambia la cristalinidad del almidon nativo a través

de modificaciones fisicas y quimicas (Van Soest et al. 1995).
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Segtin Pozo et al. (2018) la comparacion de espectros FTIR de almidones de diferentes
variedades basados en la relacion de absorbancia 1047/1022 y 1022/995 cm™ se ha
utilizado para estimar el nivel de estructura ordenada dentro de los granulos de almidon.
Los almidones de papa y de maiz con alto contenido de amilosa muestran un orden de
nivel mas alto en el borde de los granulos que el trigo y el maiz ceroso, y que FTIR es
una técnica engafosa para discriminar polimorfos. Sin embargo, Warren et al. (2016) con
una gama mas amplia de almidones secos mostr6 una débil correlacion entre la relacion
de absorbancia de ambos picos y XRD. En todos estos trabajos se tomo el espectro FTIR
con reflectancia interna total atenuada (ATR), por lo que el nivel de orden se refiere

unicamente a la superficie del granulo de almidon.

2.5.5.Potencial zeta

El concepto de potencial zeta (Z) se ha aplicado con mucho éxito en el campo de la ciencia
coloidal para comprender las interacciones coloidales y controlar la estabilidad de un
sistema coloidal. La magnitud de Z da una indicacion de la estabilidad potencial del
sistema coloidal. Generalmente, cuando todas las particulas tienen un valor de Z, positiva
o negativa, grande (donde la positividad y la negatividad es mayor o menor que +30 mV
y -30 mV), se repelen entre si y la dispersion es estable. Por otro lado, cuando las
particulas tienen valores bajos de Z, no habrd fuerza para evitar que las particulas se

agreguen (Wongsagonsup et al. 2005).

Cuando los nanoalmidones se aplican como sistemas dispersos en diferentes solventes o
en emulsiones alimentarias/farmacéuticas, los valores de potencial zeta son esenciales
para predecir la estabilidad de estos sistemas ante fendmenos fisicos relacionados con la
inestabilidad de las soluciones coloidales (como formacion de crema, aglomeracion,
decantacion y otros). Los sistemas coloidales pueden considerarse termodindmicamente
estables si los valores del potencial zeta son superiores a £ 30 mV. Debido a su naturaleza
quimica, los almidones nativos no tienen valores elevados de potencial zeta, lo que hace
inviable su aplicacion en sistemas coloidales. Sin embargo, dependiendo del pH de la
solucion, el almidon puede adquirir cargas superficiales debido a la presencia de proteinas
y lipidos residuales de la extraccion. El valor del potencial zeta es un parametro
importante cuando se aplican nanoparticulas de almidon en emulsiones y soluciones.

Cuantificar el valor de potencial zeta del almidon, sin ningun tipo de aplicacion, parece
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un parametro sin sentido ya que las cargas superficiales de estas nanoparticulas pueden
ser modificadas por otros ingredientes durante la produccion de la emulsion (Tagliapietra

etal.2021).

2.6. METODOS DE OPTIMIZACION

La optimizacioén de nuevos procesos puede ser una de las actividades que consume mas
tiempo durante el desarrollo de productos o métodos. Los altos costos de los equipos, los
reactivos y el tiempo del personal pueden retrasar el proceso de optimizacién y dificultar
el desarrollo e implementacion de nuevas metodologias. Un enfoque alternativo utiliza
arreglos ortogonales para reducir la cantidad de experimentos requeridos. Un método
ortogonal comtinmente utilizado es el disefio de Taguchi, ampliamente aplicado para la
optimizacion de procesos de ingenieria (Ballantyne ef al. 2008) (Anexo 1). La diferencia

entre el disefio de experimento clasico y el enfoque de Taguchi se muestra en el Cuadro

5.

Cuadro 5: Disefio de experimentos enfoque clasico versus Taguchi

Enfoque clasico Enfoque Taguchi

Enfasis en técnicas estadisticas, Modelos de diseno de sistemas,

Filosofia matematicas parametros y tolerancias con un
objetivo
L Mejorar la eficiencia de la Mejora de la eficiencia y la
Proposito L . ., . . i
adquisicion de informacion. ingenieria de calidad
Detectar las causas para el Se esfuerza por la robustez
Objetivo cumplimiento de las
especificaciones
. Deteccion de causas Eliminacion del impacto de las
Contenido causas

Multiples técnicas estadisticas ~ Arreglos ortogonales, graficos
Disefio lineales, disefio de arreglo
interno/externo

Minimiza las interacciones entre los
. Intenta dar cuenta de todas las
Interacciones . ! factores de control (prefiere los
Interacciones e
efectos principales)



«continuaciony

Sigue estrictamente las
Metodologia  estadisticas, suposicion de Desarrollo de métodos rentables
igual variabilidad

Disefio de parametros para ruido

Enfasis en la prueba F, (S/N), prefiere los efectos
Diferencias interacciones tratadas principales, énfasis en seleccionar
técnicas defensivamente, suposicion de caracteristicas con buena aditividad,

distribucion multivariante enfoque de funcién de pérdida para

el disefio de tolerancia

Fuente: Rao et al. (2008)

2.7.1. Arreglos ortogonales

Los arreglos ortogonales son disefios propuestos por Taguchi que, como su nombre lo
indica, tienen la propiedad de ortogonalidad, misma que también poseen los disefios
factoriales clasicos. Se dice que una matriz de disefio es ortogonal si sus columnas son
linealmente independientes, lo cual se tiene si la multiplicacion de dos columnas

cualesquiera es igual a cero (Gutiérrez y De La Vara 2008).

Las columnas de un arreglo ortogonal (AO) representan los parametros experimentales a
optimizar y las filas representan los ensayos individuales (combinaciones de niveles). Las
columnas son ortogonales por pares, es decir, para cada par de columnas (parametros)
todas las combinaciones de niveles de parametros ocurren el mismo numero de veces. Un
AO representa solo una pequefia fraccion del disefio experimental factorial completo
(Packianather et al. 2000). En el método de Taguchi se hace uso sistematico de arreglos
ortogonales para investigar los efectos principales y, a veces, las interacciones de dos
factores. Un ejemplo de arreglo ortogonal de Taguchi se denota por Lis(3%) para indicar
dieciocho tratamientos y seis factores con tres niveles cada uno. Cabe sefialar que el
factorial completo de seis factores con tres niveles seria de 729 tratamientos, que se

reduce a 18 utilizando el método de Taguchi (Rao et al. 2008).

En el Cuadro 6 se muestra un OA comun para parametros que se prueban en tres niveles

diferentes



Cuadro 6: Arreglo ortogonal Lo

N° Prucha Columna/parédmetro

1 2 3 4
1 1 1 1 1
2 1 2 2 2
3 1 3 3 3
4 2 1 2 3
5 2 2 3 1
6 2 3 1 2
7 3 1 3 2
8 3 2 1 3
9 3 3 2 1

Fuente: Packianather ez al. (2000)

2.7.2.El disefio robusto

Los productos/procesos no solo se ven afectados por factores controlables, sino también
por factores que son incontrolables o dificiles de controlar. Estos ultimos factores se
conocen como factores de ruido, que hacen que una caracteristica se desvie de su nivel
deseado y/o especificado. Dado que la eliminacion de los factores de ruido es poco
practica y, a menudo, imposible, el método de Taguchi busca minimizar los efectos del
ruido y determinar el nivel dptimo de los factores controlables importantes basdndose en
el concepto de robustez El objetivo es crear un disefio de producto/proceso que sea
insensible a todas las combinaciones posibles de los factores de ruido incontrolables y
que, al mismo tiempo, sea eficaz y rentable como resultado de establecer los factores
controlables clave en ciertos niveles (Mitra 2016). La relacion S/R es un indice de solidez
de la calidad y muestra la magnitud de la interaccion entre los "factores de control" y los
"factores de ruido". Los factores de control y de ruido deben asignarse a diferentes grupos
para el estudio de la robustez, lo que es significativamente diferente del enfoque del
disefio de experimento tradicional, donde no hay distinciones entre los factores de control

y de ruido (Rao et al. 2008).

2.7.3. Larelacion seiial-ruido (S/R)
Taguchi generaliz6 el concepto de la relacion sefial-ruido (relacién S/R) como se usa en
la industria de la comunicacion y lo aplico para la evaluacion de sistemas de medicion,

asi como para la funcién de productos y procesos. La relacion S/R es una escala de



medicion que se ha utilizado en la industria de las comunicaciones durante casi un siglo.

Cuanto mayor sea la relaciéon S/R, mejor sera la calidad (Barrett 2007).

La relacion S/R es un indice de robustez de la calidad y muestra la magnitud de la
interaccion entre los "factores de control" y los "factores de ruido" y es un estimador
logico de alguna medida de desempefio (Rao et al. 2008). Los factores controlables se
separan en dos grupos principales: (i) factores de control: que afectan la variabilidad en
una respuesta; y (i1) factores de sefial: que afectan solo la respuesta media subyacente. El
término senal, o valor promedio de la caracteristica, representa el componente deseable,
que preferiblemente estard cerca de un valor objetivo especificado. El término ruido
representa el componente indeseable y es una medida de la variabilidad de la
caracteristica de salida, que preferentemente sera lo mas pequefia posible. Los factores de
control son los factores que el investigador puede especificar libremente para mejorar la
relacion S/R. Sus niveles se seleccionan para minimizar la sensibilidad del rendimiento
del producto a todos los factores de ruido Taguchi combino estos dos componentes en
una medida conocida como relacion sefial-ruido (S/R) y al resultado de esta relacion se le
denomina ETA (Packianather et al. 2000). Las expresiones matematicas para la relacion
S/R dependen de las tres situaciones (el objetivo/nominal es mejor, mas pequefio es mejor
y mas grande es mejor) y se mide en decibelios usando las formulas que se presentan en

el Cuadro 7.

Cuadro 7: Formulas para la relacion S/R

n
1 1]
—E =
=00

S/R = —10log

Mas grande es mejor

n
1
i . ) S/R = —101 —Z 2
Mas pequeiio es mejor / 29 [n & i ]

n
1 2
;Z(}’i —-m)
=1

Donde: Y; = es el valor de respuesta, n = es el nimero de repeticiones, m = el valor
objetivo (nominal) de la respuesta
Fuente: Packianather et al. (2000)

S/R = —10log

Nominal es mejor




2.7.4.Metodologia de Taguchi

Segtn Rao ef al. (2008) la metodologia de Taguchi consta principalmente de cuatro pasos,
como se ilustra en un diagrama de flujo que se muestra en la Figura 6.

Paso uno - Fase de planificacion: Se debe tener una comprension general del
proceso/producto para investigar el efecto de las variables en la caracteristica de
rendimiento de salida o para optimizar cualquier proceso.

Paso dos - Fase de conduccion: se realizan experimentos disenados utilizando arreglos
ortogonales especiales.

Paso tres - Fase de analisis: se analizan los datos de los experimentos y se predicen las
condiciones Optimas.

Paso cuatro — Fase de implementacion: Se realizan experimentos de seguimiento para

verificar los resultados obtenidos e implementar soluciones.

Determinar los factores

v

Identificar la condicion de prueba

v

Identificar los factores de control v ruido Fase 1

v

Disefio del experimento de matriz (OAs)

v

Definir el procedimiento de anélisis de datos _

v

Llevar a cabo experimentos disefiados Fase 2
Analizar los datos (software) Fase 3
Contribucion Interaccion Determinacion Analisis
individual de factorial del nivel 6ptimo ANOVAy S/N
los factores relativa
| |
Experimento de validacion Fase 4

Figura 6: Pasos involucrados en el uso de la metodologia de Taguchi

Fuente: Rao et al. (2008)



III. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION
El trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio asignado al Grupo de
Investigacion de Propiedades de Biopolimeros y sus Aplicaciones de la Facultad de

Industrias Alimentarias de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM).

3.2. MUESTRA
Se utilizaron los almidones nativos obtenidos de la papa amarga y la tunta del cultivar
Ocucuri Negra (Solanum curtilobum) procedente de la comunidad campesina de

Jallamilla, Ilave (region Puno).

3.3. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

3.3.1. Materiales
- Bandeja de secado Pyrex®

- Bolsas Ziploc de polietileno

- Materiales de vidrio diversos (placas Petri grandes, matraces Erlenmeyer con tapa
rosca de 500 ml, probetas, fiolas con tapa de 1000 ml, vasos precipitados de 250
ml, baguetas, etc.).

- Papel aluminio

- Pipetas de Pasteur

- Silica Gel (Fisher Chemical, Espana)

- Tamiz de 12" didmetro, N° 120 (125 um) en Acero Inoxidable (Marca RICELI)

- Tubos para centrifuga

3.3.2. Equipos
- Agitador magnético (Heidolph®, modelo MR Hei-Tec, Alemania)

- Analizador de tamafo de particula NanoBrook (Brookhaven Instruments, modelo

90 Plus, USA)



- Analizador de tamafo de particula (Malvern Instruments Ltd., modelo
Mastersizer S, Reino Unido)

- Balanza analitica (Ohaus®, modelo Explorer, USA)

- Balanza de precision (AND®, modelo GX-6002A, UK)

- Balanza infrarroja para medicion de humedad (Mettler Toledo®, modelo MJ33,
USA)

- Centrifuga (Eppendorf®, modelo 5804 R, Alemania)

- Difractémetro con tubo con 4nodo de cobre (A=1.54060A) y geometria Bragg-
Brentano (0-0) (Bruker, modelo D8 ADVANCE. Alemania)

- Microcalorimetro Diferencial de Barrido con celdas de acero inoxidable
Hastelloy® (TA Instruments, modelo MCDSC, USA)

- Espectrofotometro infrarrojo con Transformada de Fourier equipado y atenuador
de reflactancia total (ATR) (Shimadzu, modelo IRPrestige-21, Japon)

- Estufa de aire caliente (MMM, modelo Venticell55, Alemania)

- Incubadora de laboratorio con agitacion orbital (MRC, modelo TOU-120, Israel)

- Liofilizador (Millrock Technology, modelo STELLAR®, USA)

- Microscopio electronico de barrido (Carl ZEISS, modelo EVO MA10, Alemania)

- Molino eléctrico (s/m)

- Molino planetario de bolas (Retsch, modelo PM100, Alemania)

- Potenciometro (CRISON, modelo Basic20, Espafia)

- Refrigeradora-Congeladora (BOSH®, modelo KAD62V40, Alemania)

3.3.3.Reactivos
- Acido citrico anhidro para sintesis (Merck®, Alemania)

- Bicarbonato de sodio p.a. (Movilab, Argentina)
- Etanol absoluto p.a. (Merck®, Alemania)

3.4. METODO DE ANALISIS

3.4.1. Determinacion de tamaiio de particula

a) Medicion de particulas de tamafio micro

Se utiliz6 el método reportado por Sevenou et al. (2000) con ligeras modificaciones. El
analisis del tamafo de las particulas se realizo con dispersion de luz laser de dngulo bajo

(LALLS, acronimo en inglés) usando el analizador Malvern Mastersizer S (Malvern
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instrument Ltd, Worcester, Reino Unido). Se eligio un modo de andlisis polidisperso y
un indice de refraccion de 1.533 para almidén con una adsorciéon de 0.001. Se disperso
una muestra de 100 mg en 20 ml de agua destilada. Los resultados se procesaron con el

software Mastersizer Sv2.19.

b) Medicion de particulas de tamaifio de nano

Se utilizé la metodologia descrita por Wu et al. (2022) con ligeras modificaciones. El
diametro medio de las particulas, la distribucion del tamafo y el indice de polidispersidad
(PDI, acronimo en inglés) de los nanocristales (NC) se caracterizaron mediante dispersion
dindmica de la luz (DLS, acrénimo en inglés) con un analizador de tamafio de particula

escala nanométrica Brookhaven modelo 90 plus (Anexo 2).

3.4.2. Morfologia electrénica de barrido

Se utiliz6 la metodologia descrita por Niu et al. (2020) con ligeras modificaciones. Las
caracteristicas morfoldgicas se observaron mediante microscopia electronica de barrido
(Carl ZEISS, modelo EVO MA10, Alemania) a un voltaje de aceleracion de 20 kv y una
amplificacion de 1500X.

3.4.3. Difraccion de rayos X

Se utiliz6 la metodologia descrita por Duan et al. (2011) con ligeras modificaciones. La
estructura cristalina de las muestras se analiz6 utilizando un difractometro de rayos X D8
ADVANCE (Bruker, Alemania) con rayos Cu-Ka (A=1.54060A). La cristalinidad relativa

se calcul6 utilizando el software PeakFit v4.12 SeaSolve.

3.4.4. Rendimiento de los nanocristales de almidon (porcentaje)
El rendimiento de los NCA se determind como un porcentaje del peso seco de los
nanocristales liofilizados en relacion con el peso seco inicial del almidon nativo como lo

describe Xu et al. (2014).

o peso de nanocristales de almidon (b.s)
Rendimiento = — — - x100
peso inicial del almidén nativo (b.s)
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3.4.5. Espectroscopia infrarroja con transformada de fourier (FTIR)

Se utilizd la metodologia descrita por Mukurumbira et al. (2017) con ligeras
modificaciones. Los espectros infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR-ATR) de
las muestras se registraron en el espectrofotometro FTIR IRPrestige-21 utilizando el
accesorio de reflectancia total atenuada (ATR). La resolucién fue de 4 cm™ y se realizaron
un total de 20 escaneos y un rango de frecuencia de 4000 cm™ a 650 cm™ en el modo de

transmitancia.

3.4.6. Propiedades térmicas

Se siguid la metodologia descrita por Saeng-On y Aht-Ong (2017) con ligeras
modificaciones. El comportamiento de la transicion térmica de las muestras se examiné
mediante un calorimetro diferencial de barrido (MCDSC, TA Instruments, USA). La
mezcla del polvo (20 mg) y el agua ultra pura (60 mg) se colocaron en una celda de acero
inoxidable y se sellaron herméticamente. Luego, la mezcla se dejé equilibrar a
temperatura ambiente durante una hora antes del analisis. Se us6 una celda vacia como
referencia. La temperatura que se aplicé a las muestras fue 25 °C a 125 °C a una velocidad
de calentamiento de 2 °C/min. Las temperaturas y la entalpia de gelatinizacion de las

muestras se obtuvieron del pico endotérmico.

3.4.7. Potencial zeta

Se siguid la metodologia descrita por Wei ef al. (2014) con ligeras modificaciones. El
potencial zeta se determind en presencia de KCl 1 mM a 25 °C usando Brookhaven DLS
modelo 90Plus. La concentracion de la muestra en agua utilizada fue 0,02 por ciento (p/v).
Las mediciones se realizaron por triplicado y se reportaron los valores promedio

utilizando el software BIC Zeta Potential Analyzer (Anexo 3).

3.5.METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.5.1. Obtencion de nanocristales del almidon de papa y tunta

Se diseio el flujo de operaciones se presenta en la Figura 7, tomando como referencia la
metodologia de Dai et al. (2018) quienes obtuvieron nanocristales de maiz por el método
de hidrolisis acida con acido sulfarico. A continuacion, se detalla el procedimiento que

se determino en esta investigacion:
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Molienda: La molienda de los almidones se realizé con el molino planetario de bolas
(Retsch, modelo PM100, Alemania). Brevemente, se pesé el almidon de papa amarga
o de tunta (40 g, base seca) en el recipiente de molienda (de 6xido de circonio) con las
billas de 3 mm de didmetro (de 6xido de circonio) y se afiadieron 120 ml de etanol
absoluto para dispersar el almidon. La operacion se realizo a una velocidad de rodadura
de 300 rpm durante 15 min.

Secado: El almidon molido fue separado por un tamiz de acero inoxidable (N° 120) y
finalmente se seco en estufa a 40 °C por 24 h.

Hidrélisis: Se prepararon suspensiones de almidén molido de papa amarga o de tunta
empleando soluciones de acido citrico. Las suspensiones se prepararon en matraces
Erlenmeyer, los cuales fueron colocados en el shaker orbital (MRC, modelo TOU-120,
Israel) a 40 °C por 15 dias con agitacion constante de 150 rpm.

Centrifugaciéon: Terminado el periodo de hidrolisis, el almidén fue lavado con agua
destilada y separado con dos centrifugaciones sucesivas (4500 rpm durante 15 min),
Neutralizacion: Posteriormente, el material suspendido en agua se neutralizo con una
solucion de bicarbonato de sodio (1,2 g/2 1) hasta alcanzar un pH neutro.
Liofilizacion: El material obtenido fue congelado a -40 °C y el hielo contenido fue
sublimado a 40 ° C, 100 mTorr.

Almacenamiento: El producto liofilizado (nanocristales de almidon) fue
acondicionado en un mortero, tamizado y almacenado en contenedores herméticos

para su posterior caracterizacion.
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Figura 7: Flujo de operaciones del proceso de obtencion de nanocristales de
almidon de papa amarga y tunta

3.6. ESQUEMA EXPERIMENTAL

Las etapas de la investigacion se muestran en el Cuadro 8.

Etapa 1: Obtencion de los nanocristales

Para la obtencion de los nanocristales de almidon se utilizaron almidones de papa amarga
y de tunta con y sin molienda, siguiendo la metodologia descrita en la Figura 7.
Asimismo, se evaluo el rendimiento de los nanocristales.

Etapa 2: Evaluacion del tamafio de particula y seleccion de nanocristales

Se evaluo el efecto significativo de la molienda por medio de la medicion de tamafio de
particula de los cristales obtenidos. Y se selecciono para la caracterizacion y optimizacion

los tratamientos que presentaron tamafo a escala nanométrica.



Etapa 3: Caracterizacion de los nanocristales

Se realizaron las siguientes evaluaciones en los nanocristales: propiedades estructurales
medidas con FTIR y XRD, asi como sus propiedades térmicas medidas por MCDSC con
el objetivo de evidenciar las caracteristicas de los nanocristales obtenidos después la
molienda y continuar con el proceso de optimizacion.

Etapa 4: Optimizacion del proceso

Se optimizd el proceso utilizando el método de Taguchi con arreglo ortogonal Ly (2%).
Etapa 5: Caracterizacion morfoldgica, estructural y térmica del tratamiento optimo

Se realizo la caracterizacion de los nanocristales obtenidos con las condiciones Optimas.

Cuadro 8: Esquema experimental

ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3 ETAPA4
OBTENCION DENANOCRISTALES | CARACTERIZACIONDE | OPTIMIZACION DEL CARACTERIZACION DEL
LOS NANOCRISTALES PROCESO TRATAMIENTO OPTIMO
P1
P2 T1
SIM P3
b / P4 P
\ Ps +—» P5
C/M P6 +—» P6 T2
P7 +—» P7
+— p ,
P8 8 OPTIMO
1 "MAYOR ES MEJOR"
E E T2
SIM T3
T / T T3
\ 5 1 » TS
C/M T6 +—» T6 T
7 4+—» T7
™ +—> T8 T4
Controles:
*TEMPERATURA Y
. ENTALPIA DE
*TAMANO GELATINIZACION *CRISTALINIDAD *MEB
*RENDIMIENTO SFTIR *RENDIMIENTO *POTENCIAL ZETA
*CRISTALINIDAD

3.7. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

3.7.1. Evaluacion del tamaiio de particula
Se aplico un disefio multi factorial categdrico que estimo el efecto de los cuatro factores
(tipo de almiddn, concentracion de almidon, concentracion de &cido citrico y tiempo de

molienda). El disefio fue un factorial estandar, que const6 de todas las combinaciones de



los niveles de los factores (Cuadro 9 y 10). Hubo un total de 16 tratamientos y una réplica.
Se utiliz6 el valor-p en la tabla ANV A para determinar la significacion estadistica de cada
uno de los factores. Un valor-p inferior a 0,05, tiene un efecto estadisticamente
significativo en la variable respuesta con un nivel de confianza del 95,0 por ciento. En

esta etapa se utilizo el programa estadistico STATGRAPHICS® CENTURION XVI.

Cuadro 9: Niveles de los factores para el disefio multifactorial categérico

Factores Niveles
1 2
Concentracion de almidon (%, almidén/solucion éacido citrico) (p/p) 10 20
Concentracion de acido citrico (%, acido citrico/agua) (p/p) 10 20
Tipo de almidon Papa Tunta
Molienda Sin molienda Con molienda

Cuadro 10: Disefio multifactorial categorico para la evaluacion del tamaiio

N.° TRATMIENTO/ FACTORES/NIVELES
NOMBRE REPLICA TIPODE CONCENTRACION CONCENTRACION MOLIENDA
DEL TRAT. ALMIDON ALMIDON ACIDO CITRICO
1 1 PAPA (1) (1) (1) (1)
2 1 PAPA (1) (1) (1) @)
3 1 PAPA (1) (1) ) (1)
4 1 PAPA (1) (1) ©) ©)
5 1 PAPA (1) ) (1) (1)
6 1 PAPA (1) ) (1) ©)
7 1 PAPA (1) ) ) (1)
8 1 PAPA (1) ) ©) ©)
9 1 TUNTA (2) (1) (1) (1)
10 1 TUNTA (2) (1) (1) )
11 1 TUNTA (2) (1) ) (1)
12 1 TUNTA (2) (1) ) @)
13 1 TUNTA (2) ) (1) (1)
14 1 TUNTA (2) ) (1) ©)
15 1 TUNTA (2) ) ) (1)
16 1 TUNTA (2) ) ) ©)

3.7.2.Optimizacion por el método de Taguchi
Se aplico el disefio experimental correspondiente del método de Taguchi con arreglo
ortogonal L4 (2°) (Cuadro 11 y 12). Las variables respuestas fueron la cristalinidad

relativa (porcentaje) (Y1) y el porcentaje de rendimiento de los nanocristales de almidon



(Y2). El efecto de los factores y las condiciones Optimas fueron analizadas utilizando el

software STATISTICA 10 StatSoft.Inc®, empleando el criterio de “mayor es mejor”.

Cuadro 11: Niveles de los factores para el arreglo ortogonal L4 (2%)

Niveles
1 2

Factores

Concentracion de almidon (%, almidon/solucion 4cido citrico) 1 2
Concentracion de 4cido citrico (%, acido citrico/agua) 1 2
1 2

Tipo de almidén molido

Cuadro 12: Disefio ortogonal Ls (2°) de Taguchi

Factores/Niveles
T s X1 X X
Réplica Tratamiento 2 3
(Tipo de (Concentracion (Concentracion
almidén) de acido citrico) de almidon)
1 1 Papa (1) 1 1
1 2 Papa (1) 2 2
1 3 Tunta (2) 1 2
1 4 Tunta (2) 2 1
2 1 Papa (1) 1 1
2 2 Papa (1) 2 2
2 3 Tunta (2) 1 2

2 4 Tunta (2) 2 1




IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. OBTENCION DE LOS NANOCRISTALES
En esta investigacion, la obtencion de los nanocristales se realizo siguiendo el flujo de
operaciones disenado para tal fin y que se presenta en el acépite 3.5. El rendimiento de la

hidrolisis (porcentaje) para cada experimento se muestra en la Figura 8.
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Figura 8 : Rendimiento (porcentaje) de los almidones hidrolizados obtenidos de
cada tratamiento
El rendimiento se definié como los gramos de producto liofilizado por gramos de almidon
en la mezcla inicial (Le Corre et al. 2012). Después del proceso de hidrolisis acida, se
obtuvieron mayores valores de rendimiento para nanocristales de tunta (45,9 — 69,4 por
ciento) que para los nanocristales de papa (26,8 a 57,7 por ciento). Aun asi, estos valores
son mayores a los reportados por Xu et al. (2014) cuyos valores oscilaron entre el 8,8 por

ciento para el nanocristales de almidon de papa y 35,7 por ciento para el almidén de frijol,



Volumen (%)

utilizando una hidrdlisis con 4acido sulfirico por cinco dias. También, reportan
rendimientos promedio de nanocristales para los almidones de maiz, cebada, tapioca y
garbanzos que fueron 14,1, 18,2, 15,1 y 16,8 por ciento, respectivamente. Angellier et al.
(2004) reportaron similares resultados de rendimiento, de alrededor de 15 por ciento, para
almidon de maiz céreo. Los rendimientos mas bajos de nanocristales del almidén podrian
implicar que el almidon estd mas hinchado y, por lo tanto, es mas susceptible a la
degradacion en las condiciones empleadas para la hidrélisis acida (Jane et al. 1997 citado
por Xu et al. 2014). Por el contrario, el mayor rendimiento de nanocristales del almidon
indica una mayor resistencia de los granulos de almidon al proceso de hidrdlisis acida

(Kim et al. 2012).

4.2. EVALUACION DEL ANALISIS DE TAMANO DE PARTICULA

Las Figuras 9 y 10 muestran las curvas de distribucion de tamafio de las particulas de
almidones hidrolizados de papa amarga y de tunta con y sin molienda. Se observé que
todas las muestras presentaron una distribucion monomodal, es decir, se observo una sola
poblacion de particulas. Es evidente que la posicion y la forma de los picos de los
almidones hidrolizados sin molienda (P1 — P4) fueron similares (Figura 9A, 10A);
mientras que, los picos de los almidones hidrolizados con molienda (P5 — P8) mostraron

que este procedimiento alterd considerablemente la dispersion de las particulas de los

almidones hidrolizados (Figura 9B, 10B).
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Figura 9: Curvas de distribucion de tamafio de las particulas de almidon
hidrolizado de papa amarga (A: tratamientos sin molienda, B: tratamiento con

molienda)
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Figura 10 : Curvas de distribucion de tamafo de las particulas de almidon
hidrolizado de tunta (A: tratamientos sin molienda, B: tratamientos con
molienda)

Marquez (2022) obtuvo almidones hidrolizados con una considerable reduccion del
tamafo de particula, en el rango de 0,55 —1,13 um cuando realiz6 una hidrdlisis dcida con
acido sulfurico, a los almidones nativos de papas amargas y sus respectivas tuntas. Los
nanocristales de almidon, generalmente, se presentan en forma de agregados que tienen
un tamaino promedio de alrededor de 4,4 um, lo que es evidenciado por difraccion laser
(Angellier et al. 2005 citados por Dufresne 2014). Por otra parte, Condés et al. (2015)
informaron de tamafios de 823 nm y 1287 nm para nanocristales de almidon de maiz
normal y céreo, respectivamente. Ademas, Mukurumbira et al. (2017) reportaron tamafios

promedios de particulas de 260 — 220 nm para nanocristales de almidon de amadumbe.

El analisis de varianza (Anexo 4) determind que el factor molienda tuvo un efecto
significativo (p < 0,05) sobre el tamafio de particula de los nanocristales obtenidos. Los
tratamientos 5, 6, 7 y 8, para ambos almidones, fueron los que presentaron menor tamafio
de particula en un rango de 410 a 806 nm (nanocristales de almidon de papa) y 266 — 323
nm (nanocristales de almidon de tunta). Estos valores se encuentran dentro de lo reportado
por diversos autores para que puedan ser considerados particulas de tamafio nano. Por
otro lado, Dai et al. (2018) reportaron que el tiempo de molienda maximo recomendado
para un pre-tratamiento de almidon, antes de la hidrdlisis 4cida, es de 30 minutos, dado

que, a mayor tiempo de molienda, la cristalinidad relativa disminuy6 drasticamente. Esto



indic6 que las estructuras del almidon estaban significativamente dafiadas y podrian no

ser apropiadas para la produccion de nanocristales de almidon.

Loubes et al. (2013) mencionan que los estudios de la molienda de almidon estan
frecuentemente asociados a tiempos prolongados (varias horas). Sin embargo, los efectos
logrados mediante tiempos de molienda cortos no han sido suficientemente explorados.
También, Dai et al. (2018) observaron que, la mayoria de los trabajos publicados se
enfocaron en la influencia de la molienda sobre las propiedades fisicoquimicas del
almidon. Asi, Ahmad et al. (2020) utilizaron un molino planetario, con una velocidad de
rotacion de 600 rpm durante 5 horas, para preparar nanoparticulas de almidon de 9 — 12
nm de tamafio promedio. También, Lin ef al. (2016) obtuvieron nanoparticulas de
almidon con un tamaino promedio de 120 nm, luego de someter el almidon de papa a un
tratamiento de molienda de 90 minutos (800 rpm), aunque se alterd su cristalinidad,
generandose asi estructuras amorfas y distorsionadas. Ademas, Dai et al. (2018) utilizaron
la molienda en combinacién con la hidrdlisis acida para obtener nanocristales de almidon

(67,2 —743,9 nm) con mayor rendimiento en menos tiempo.

4.3. CARACTERIZACION DE LOS NANOCRISTALES
Dado que solamente aquellos almidones que fueron sometidos a molienda, por el tamafio
de particula obtenido, se pueden considerar como nanocristales; a continuacion, se

presenta la caracterizacion de dichos tratamientos.

4.3.1. Difraccion de rayos X

El almidon es un biopolimero que contiene granulos semicristalinos con diferentes
patrones polimorficos, incluidos los tipos A, By C (Qin et al. 2016). A diferencia de las
nanoparticulas de almidon, la caracteristica mas importante de los nanocristales de
almidon es su cristalinidad, que es esencial para ser considerados como tal, por lo que
debe evitarse cualquier degradacion de la estructura cristalina durante el proceso de
preparacion (Amini y Razavi 2016). Se utilizé la técnica de difraccion de rayos X para
estudiar el cambio en las estructuras cristalinas de las particulas de almidén de tamafio
nanométrico en comparacion con el almidon nativo obtenido de la papa amarga (PON) y

de tunta (TON) y se muestran en las Figuras 11 y 12, respectivamente.
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Figura 11 : Patron de difraccion de rayos X del almidon nativo de papa
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Figura 12 : Patron de difraccion de rayos X del almidon nativo de tunta

(TON) (A) y los nanocristales de almidon de tunta (B)

El patron de cristal del almidon de papa y tunta presentd una estructura de tipo B (Figura

11A y 12A), que es representativo de los almidones de tubérculo con picos de difraccion

principales a 5,5 °, 15°, 17,2 °, 22,3 ° (Qin et al. 2016; Martinez et al. 2020). Por el




contrario, las muestras de nanocristales de almidén (Figura 10B y 11B) exhibieron nuevos
picos de difracciéon a 11,4 °, 17,7 °y 24,1 ° y la desaparicion del pico de 5,5 © para todos
los tratamientos de almidones hidrolizados; esta observacion sugiere que algunos arreglos
cristalinos en los almidones de tipo B sufrieron una disrupcion por la hidrdlisis 4cida

(Kim et al. 2012).

En comparacion con sus almidones nativos, que presentaron valores de 25,9 por ciento
(almidon de papa) y 27,2 por ciento (almidon de tunta) la cristalinidad relativa de las
muestras de nanocristales disminuy6 ligeramente, presentando valores en un rango de
18,3 — 28 por ciento para nanocristales de almidon de papa 'y 14,2 — 24,1 por ciento para
nanocristales de almidon de tunta. Estos valores son similares a los reportados por
Mukurumbira et al. (2017) para nanocristales de almidon de amadumbe (21 — 29 por
ciento) y para nanocristales de almidon de maiz se report6 valores de cristalinidad de 28,1
y 36,6 por ciento (Amini y Razavi 2016). Sin embargo, es importante tener en cuenta que,
si la cristalinidad relativa es inferior al 50 por ciento, indica que una cierta cantidad de
material amorfo podria estar presente en los nanocristales producidos (Mukurumbira et
al. 2017). Segn Dufresne (2014) tedricamente, la cristalinidad relativa (proporcion entre
la masa de los dominios cristalinos y la masa total del nanocristal) de los nanocristales de
almidon deberia ser del 100 por ciento, pero en realidad la eliminacion incompleta de las
regiones amorfas de las cadenas superficiales menos ordenadas puede dar como resultado

una menor cristalinidad relativa.

Similares resultados reportaron De la Concha et al. (2018) para almidones hidrolizados
de amaranto y de maiz ceroso que mostraron una ligera disminucion en la cristalinidad
relativa a tiempos de hidrdlisis prolongados (10 dias). La disminucion de la cristalinidad
para tiempos de hidrolisis largos sugiere que el acido degradd principalmente amilosa y
cadenas largas de amilopectina, lo que llevo a un incremento en la proporcion de cadenas
cortas menos ordenadas. Esto corrobora hallazgos previos que establecieron que, en una
primera etapa, la hidrolisis &cida afectd predominantemente a las regiones amorfas, por
lo que el almidon residual tuvo una cristalinidad mas refinada, sin embargo, a tiempos
mas largos, la degradacion de los granulos es tan severa que las regiones mas cristalinas
quedan expuestas a la accion hidrolitica (Utrilla-Coello ef al. 2014). Ademas, Veldsquez-

Castillo ef al. (2020) también mencionan que el bajo indice de cristalinidad de los
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nanocristales de quinua (34,3 — 36,2 por ciento) podria deberse a la distribucion de la
longitud de la cadena de la amilopectina, que presenta una alta proporcion de cadenas
cortas frente a cadenas largas y un alto porcentaje de cadenas A de huella (grado de
polimerizacion = 6—8) que podria ser demasiado corto para formar la estructura de doble

hélice e inducir defectos estructurales en las regiones cristalinas de los granulos.

4.3.2. Analisis de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

La Figura 13 muestra los espectros de FT-IR de los almidones nativos de papa amarga y
tunta, asi como de los nanocristales de almidon obtenido por hidrélisis con acido citrico.
El andlisis FT-IR se utilizo para determinar los grupos funcionales incorporados en los
almidones hidrolizados, lo que se utilizo para conocer los efectos de los tratamientos en

la estructura del almidon (Wijaya et al. 2019).
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Figura 13 : Espectros FTIR de almidon nativo de papa amarga (PON) y de los
nanocristales de almidon de papa amarga (A) y espectro FTIR de almidon nativo
de tunta (TON) y de los nanocristales de almidon de tunta (B) (espectros PON y
TON obtenidos de Martinez et al. 2022)

Los nanocristales de almidon obtenidos por hidrolisis acida presentaron la aparicion de
una nueva banda a 1580 cm™ comparado con sus contrapartes nativos (Martinez et al.
2022). En la Figura 13 se puede observar que en la region de diagnostico se presentan dos

picos en ambos espectros, el primero que se encuentra en la region de 3269,3-3305,9



cm !, este es atribuido a la vibracion de estiramiento de los grupos hidroxilo de almidén,
revelando el estiramiento del enlace O—H en unidades de glucosa (Hao ef al. 2018). El

segundo pico se encuentra en la region de 2926-2927.9 cm’!

y corresponde al
estiramiento y flexién del C—H del metileno (Saeng-on et al. 2017 y Santoyo-Aleman et
al. 2019) y s6lo en los espectros de las muestras de nanocristales de almidon se encuentra
un pico en la region de 1573,9-1643,3 cm ™! y que es atribuido a la vibracion de flexion
del H-O—H en el agua fuertemente unida presente en los nanocristales (Xu et al. 2005
citados por Hao et al. 2018; Saeng-on y Ant-Ong 2017). El aumento de la intensidad en
la region 1573,9-1643,3 cm ! puede atribuirse a cambios en el enlace de hidrégeno inter
e intramolecular de las moléculas de almidon resultantes del tratamiento de hidrolisis. La
banda a 1644 cm ™! es el resultado del agua adsorbida en las regiones amorfas del almidon
y se ha informado que varia segin la cristalinidad (Kizil et al. 2002 citados por
Makumbria et al. 2017). Diversos autores mencionan que los espectros FT-IR de los
nanocristales de almidon comparten perfiles similares a los almidones nativos, lo que
sugiere que los grupos funcionales permanecieron sin alteracion después del proceso de
hidrolisis acida (Song et al. 2008; Dufresne y Castafio 2017; Hao et al. 2018; Veldsquez-
Castillo et al. 2019).

Las bandas de absorbancia a 1022 y 1047 cm™! son caracteristicas de estructuras amorfas
y cristalinas en el almidon, respectivamente (Van Soest et al. 1995; Ambigaipalan et al.
2011; Warren et al. 2016 citados por Martinez et al. 2019b). La relacion de 1047/1022

cm’!

se usa para expresar la relacion de dominios cristalinos ordenados a dominios
amorfos en almidones (Van Soest et al. 1995 citados por Martinez et al. 2019b) y la
relacion 995/1022 cm™! refleja una organizacion helicoidal (alineacion de hélices en un
orden de corto alcance) dentro de la ldmina cristalina (Ambigaipalan et al. 2011 citados
por Martinez et al. 2019b). En la Cuadro 13 se muestran los ratios para 1045/1022 y

1022/995 cm’! para los almidones nativos y sus respectivos nanocristales.
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Cuadro 13: Valores de los ratios de lo almidones nativos y sus nanocristales

Tratamiento R R
(1047/1022)  (995/1022)

P5 0,208 0,616
P6 0,207 0,613
P7 0,539 1,730
P8 0,301 1,036
TS5 0,477 1,485
T6 0,460 1,471
T7 0,427 1,361
T8 0,475 1,509
Nativo PON 0,583 1,818
Nativo TON 0,617 1,883

Como se muestra en el Cuadro 13, los ratios de absorbancia a 1047/1022 cm™ para los
nanocristales de almidon son menores a los valores obtenidos para los almidon nativos de
papa amarga y de tunta. Zhou et al. (2020) reportaron valores de R (1047/1022) en el
rango de 0,4286 — 0,4468 para nanocristales de almidon de maiz céreo obtenido con
hidrdlisis con 4cido oxalico; valores que son similares a los obtenidos con la hidrdlisis de
de papa amarga y de tunta con acido citrico. Miao et al. (2011) sostienen que los
nanocristales de almidon que presentan mayores valores de R (1047/1022) reflejan un

mayor numero de dominios ordenados.

4.3.3.Propiedades térmicas

El comportamiento térmico de los almidones nativos y sus correspondiente nanocristales
se estudiaron mediante calorimetria diferencial de barrido (CDB). En el Cuadro 14 y
Cuadro 15 se observan los parametros de gelatinizacion para las nanocristales de papa y

tunta, respectivamente.

Cuadro 14: Parametros de gelatinizacion del almidon nativo de papa amarga

(PON) y los nanocristales de papa

Muestra Ti (°C) Tp (°C) Tt (°C) AH (J/g) *
PON 5493 +0,00 58,13+0,01 64,67+0,13 16,81+ 0,31
P5 52,61 +£0,64 68,40+0,52 74,45+0,83 1,05+0,19
P6 55,20+ 0,07 66,42+045 74,79+ 1,22 1,65+0,73
P7 60,51 +1,19 64,23+198 70,74 + 1,78 0,25 £ 0,04
P8 59,69 +0,57 67,55+398 76,80+0,22 0,79 + 0,09

*AH (J/g), entalpia de gelatinizacion (b.s)



Cuadro 15: Parametros de gelatinizacion del almidon nativo de tunta (TON) y de

los nanocristales de tunta

ler pico endotérmico

Muestra Ti (°C) Tp (°C) Tt (°C) AH (J/g) *
TON  5498+001  5869+001  6467+004 16,08=0,34
TS 4411+0,15 4947+0,00  56,02+0,03 1,09 0,02
T6 44214075  4970+£136  56,66=0,46 1,54 =0,02
T7 43814060 49,53+0,09  5529+038 2,40+ 0,32
T8 45,07+0,86  5035+0,64  5696+0,02  1,25=0,22
2do pico endotérmico

Muestra Ti (°C) Tp (°C) Tt (°C) AH (J/g) *
Ts 62,15+ 1,05 6578+191  7046+087  0,78=0,10
T6 61,41 £0,45  64,69+048  69,12+0,14  0,55=0,15
T7 50,85+ 044  6225+035  6550+0,14 0,34 +0,08
T8 61234001  6430+038  69.46+0,80  0,69+0,19

*AH (J/g), entalpia de gelatinizacién (b.s)

Los almidones nativos (Figura 14) mostraron un gran pico endotérmico, caracteristico de
almidones nativos de papa (Martinez ef al. 2021) que se extiende de 50 a 70 °C asignado
a la gelatinizacion del almidon y la fusion de los cristalitos, (Atichokudomchai ef al. 2012
citados por Haaj ef al. 2016). Los nanocristales de almidon de papa amarga exhibieron
un pequefio pico endotérmico alrededor de 60 y 77 °C; mientras que, los nanocristales de
tunta presentaron dos picos endotérmicos, el primero alrededor de 44 y 57 °C y el segundo

pico en el rango de 60 y 70 °C.

Estos valores son menores a los rangos de gelatinizacion para almidon de maiz céreo (65
— 80 °C) y su respectivo nanocristal (78 — 90 °C) reportados por Haaj et al. (2016). Por
otro lado, el comportamiento de los nanocristales de almidon de tunta fueron similares a
los reportados por Le Corre et al. (2012) que observaron dos transiciones térmicas
alrededor de 90 — 95 °C y 105 — 110 °C, para nanocristales de diversas fuentes botanicas.
El primer pico se atribuye a la primera etapa de fusion de los cristalitos (desempaquetado
de las dobles hélices), y la segunda transicion, a la segunda etapa de fusion de cristalitos
(desenrollado de las hélices). Sin embargo, Haaj et al. (2016) mencionaron que no se ha
establecido un consenso sobre la transicion térmica de los nanocristales, presumiblemente
debido al numero limitado de publicaciones y a la diferencia en el origen del almidon

utilizado en la preparacion de los mismos.
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Figura 14 : Termogramas del almidon nativo de papa amarga (PON) y de los
nanocristales de almidon de papa (A) y termogramas del almidon nativo
de tunta (TON) y de los nanocristales de almidon de tunta (B)

(termogramas de PON y TON obtenidos de Martinez ez al. 2022)

La ausencia de una endoterma de fusion clara para los nanocristales se debid,
probablemente, a su baja cristalinidad (poca presencia de cristalitos) y un mayor caracter
amorfo. Ademas, Kim ef al. (2012) reportaron que los picos endotérmicos de fusion para
los almidones de tipo B (papa y almidones de maiz con alto contenido de amilosa) y el

almidon de frijol mungo de tipo C desaparecieron después de la hidrolisis acida.

4.4. OPTIMIZACION POR EL METODO DE TAGUCHI

El arreglo ortogonal L4 (2%), con dos niveles, fue usado en la optimizacién del proceso de
obtencion de nanocristales de almidon. Los factores que condicionan la obtencion de
nanocristales fueron: tipo de almidon, concentracion de almidon y concentracion de acido
citrico; y estos maximizan el grado de cristalinidad y el rendimiento de los nanocristales.
La optimizacién se realizd con una réplica, segiin el disefio experimental. Los valores
sefial/ruido (S/R) fueron obtenidos bajo tres condiciones de proceso, y se presentan en los
Cuadros 16 y 17. De acuerdo con los principios del método de Taguchi, y estableciendo
la condicion de “mayor es mejor”, la maxima calidad del producto esta indicada por la

maxima relacion S/R.

80



Cuadro 16: Valores de grado de cristalinidad relativa (%)

Cristalinidad
TRATAMIENTO Relativa (%) S/R (db)
1 28,03 £1,34 28,95
2 20,85 +7,27 26,11
3 24,13 £ 1,87 27,64
4 20,97 +£1,97 26,41

Promedio + Desviacion Estandar (n = 2)
S/R (db) = Valores Seiial/Ruido (decibeles)

Cuadro 17: Valores de rendimiento (R %)

TRATAMIENTO Re“‘zf;“)‘e““’ S/R (db)
0
I 5147438 3421
2 4132£001 3232
3 4592£020 3324
4 64631249 3621

Promedio + Desviacion Estandar (n = 2)
S/R (db) = Valores Seiial/Ruido (decibeles)

En la Figura 15 se representa visualmente, a través de las relaciones S/R, el efecto de cada
factor y también la combinacion 6ptima de cada nivel en la obtencidon de nanocristales de

almidon de papa amarga y de tunta.
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Figura 15 : Valores sefial/ruido (S/R, ETA), para cada factor



Con base en los resultados del analisis ortogonal y en los analisis de relacion S/R 'y
ANOVA (Anexo 5), los parametros Optimos para la cristalinidad relativa (porcentaje) y
rendimiento (porcentaje) se presentan en el Cuadro 18. En este cuadro se puede ver que
la concentracion de almidon se optimizo en el nivel 1 (10 por ciento), la concentracion de

acido se optimiz6 en el nivel 1 (10 por ciento) y el tipo de almidon en el nivel 2 (tunta).

Cuadro 18: Condiciones éptimas para la obtencion de nanocristales

Tamano Error

FACTOR Nivel del efecto estandar
ALMIDON 2 1,74812  1,4444646
CONC ACIDO 1 0,22187 1,4444646
CONC ALMIDON 1 410938 1,4444646
S/R esperado 43,24375

Promedio = 37,1644 Sigma = 5,02328

Segun la relacion S/R y la tabla de ANVA, se encontrd que la concentracion de almidon
fue el principal factor que afect6 el proceso de obtencion de los nanocristales de almidon
(Anexo 5). Ademas, Amini y Razavi (2016) reportaron que las muestras preparadas con
una concentracion mas baja de acido sulftrico y de almidén eran mas cristalinas que las
preparadas con concentraciones mayores de acido y en las mismas condiciones. Kumari
et al. (2020) también informaron que la concentracion de almidon afecta la cristalinidad,
y las cadenas cortas de amilosa formaron mejor estructura de doble hélice a baja
concentracion de almidon en la suspension (10 y 15 por ciento) pero a mayor
concentracion de almidon (20 y 25 por ciento) el movimiento de las cadenas moleculares
de amilosa se inhibid, lo que resultd en una disminucion de la cristalinidad de las

nanoparticulas.

No se ha encontrado trabajos de este tipo de proceso optimizados por el método de
Taguchi; sin embargo, Angellier et al. (2004) realizaron una optimizacion de la
preparacion de suspensiones acuosas de nanocristales de almidon de maiz céreo
utilizando una metodologia de superficie de respuesta, logrando la produccion de
nanocristales de almidon después de 5 dias de hidrolisis con H2SO4 (3,16 M) a 40 °C,
agitacion de 100 rpm y con una concentracion de almidon de 14,69 por ciento en peso

con un rendimiento de 15,7 por ciento.



4.5. CARACTERIZACION DE LOS NANOCRISTALES OBTENIDOS CON EL
TRATAMIENTO OPTIMO
En el Cuadro 19 se muestran las caracteristicas estructurales, fisicas y térmicas de los

nanocristales de almidon.

Cuadro 19: Caracteristicas del nanocristal optimo

Propiedades NCA
Cristalinidad (porcentaje) 26,5
Diametro medio (nm) 267,3
Indice de polidispersidad 0,348
R (1047/1022cm™) 0,477
R (995/1022cm™) 1,485
Ti (°C) 63,4
Tp (°C) 67,1
Tf (°C) 71,7
Entalpia (J/g) 0,56
Potencial zeta (mV) -8,71

La muestra de nanocristal de almidon present6 un indice de polidispersidad de 0,348 que
es un valor similar a lo encontrado por Veldsquez-Castillo ef al. (2020) para nanocristales
de quinua (0,34). Mientras que, Amini y Razavi (2016) reportan valores de PDI de 0,101
— 0,2809 para nanocristales de almidon de maiz, y Haaj et al. (2016) valores de 0,218
para nanocristales de almidon de maiz céreo que son menores a los valores encontrados
en esta investigacion. Segun Jivan et al. (2013) valores altos de PDI sugieren que las
particulas de los nanocristales de almidon estan presentes en forma de aglomerados,
mientras que valores bajos del PDI representan nanocristales mas uniformes y
homogéneos con una distribucion de tamafio monomodal. Amini y Razavi (2016)
mencionan que el indice de polidispersidad cerca de la unidad manifiesta una medicion
inadecuada y/o mala calidad de la muestra; a medida que aumenta la calidad de la
medicion o de la muestra, el indice tiende a cero. Estos autores reportaron PDI de 0,09
para muestras de nanocristales de almidon de papa obtenidas por hidrélisis del almidon

con acido clorhidrico 3,7 M durante 24 dias.

Los nanocristales de almidon presentaron un didmetro hidrodindmico de 267,3 nm
(Cuadro 19) que es evidentemente menor a los tamafos de los granulos del almidon de

tunta (Cuadro 20) cuyos tamafos son similares a los reportados por Singh y Kaur (2004).



Cuadro 20: Valores de tamaiio de particula para el almidon de tunta
D [3;52] D [4;3] Dv (10) Dv (50) Dv (90)

(um) (nm) (nm) (km) (1m)
TON 333 38.3 21,5 36,1 58,5

Muestra

El tamano de particula de los nanocristales de tunta (267,3 nm) fue menor al reportado
por De la Concha ef al. (2018) para nanocristales de amaranto (376 nm) y nanocristales
de maiz céreo (322 nm), ambos obtenidos por hidrdlisis acida (H>SO4 3,16 M) durante
10 dias. Dularia et al. (2019) informaron que el tamafio de las nanoparticulas de almidon
de castana obtenidos por hidrélisis 4cida por siete dias fue de 396 nm. Por su parte,
Velasquez-Castillo ef al. (2020) reportaron tamafios de nanocristales de quinua y maiz
céreo de 243,4 nm y 394,9 nm, respectivamente, obtenidos por hidrolisis durante cinco
dias. Gujral et al. (2021) afirmaron que las diferencias en el tamafio de los nanocristales
de almidén pueden deberse al tiempo de hidrolisis, pues a un mayor tiempo de hidrdlisis

se obtendrian particulas de menor tamafio.

4.5.1. Morfologia

Las iméagenes de las morfologias de las muestras de los nanocristales de almidon y su
contraparte nativa fueron obtenidas mediante un microscopio electronico de barrido
(MEB) y se muestran en la Figura 16. Los granulos del almidon nativo (Figura 16A) se
asemejan entre si y presentan una superficie lisa con formas elipsoidales o esféricas; en
general, los granulos de almidon mas grandes son elipsoidales mientras que los mas
pequeios presentan una morfologia redonda (Martinez ef al. 2021). Los nanocristales de
almidon observados con MEB (Figura 16B) permiten demostrar que el tratamiento del
almidon de nativo con molienda y la hidrolisis 4cida provocaron la ruptura de los granulos
en fragmentos mas o menos submicrénicos a través del dafio mecénico a la superficie del

granulo y la eliminacion sinérgica de las regiones amorfas (Amini y Razavi 2016).
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Figura 16: Micrografias MEB de almidon de tunta (A) y nanocristales de almidon
de tunta (B)

Las micrografias de los nanocristales de almidon de tunta aparecieron como una forma
aglomerada y con una superficie irregular y rugosa que es similar a la morfologia
reportada por Dularia ef al. (2019) para nanoparticulas de almidon de castana. Estos
autores mencionaron que las morfologias de nanoparticulas de almidon con un didmetro
promedio de 10 — 700 nm muestran una superficie irregular. Ademas, Gong et al. (2016)
mencionaron que después de la hidrolisis, existen como agregados de formas irregulares
que van desde varias decenas a cientos de nanometros. Los bordes rugosos e irregulares
de los nanocristales y sus agregados estdin menos definidos que los granulos de almidon
debido a la hidrdlisis y la agregacion durante el secado. Por lo tanto, es dificil identificar
la morfologia de un solo nanocristal debido a la agregacion de éstos y la baja resolucion

de las imagenes MEB.



Liu et al. (2021) reportaron que los cambios morfoldgicos se deben a la severa erosion
acida, la mayoria de los granulos de los nanocristales de almidén de maiz y papa céreo se
desintegraron por completo, lo que resultd en la formacion de muchos fragmentos
irregulares. Martins ef al. (2022) reportaron que la accion del acido fue mas agresiva para
los almidones de papa; los granulos inicialmente tenian estructuras redondeadas que
fueron modificadas durante el proceso. El acido provoco roturas en los granulos,
reduciendo el tamafio y distribucion de los granulos y provocando fracturas en las
estructuras. También se reportaron tendencias de los nanocristales a aglomerarse que
atribuyeron a los numerosos grupos hidroxilos presentes en los nanocristales unidos por

enlaces de hidrogeno (Mujtaba ef al. 2019 citados por Martins et al. 2022).

4.5.2. Potencial zeta

El potencial zeta representa el grado de repulsion entre moléculas con cargas presentes
en la dispersion (Bakrudeen et al. 2016 citados por Martins et al. 2022). Es una propiedad
utilizada para caracterizar la carga superficial, influenciada por su composicion y
dispersion en el medio acuoso. Las medidas se utilizaron para estimar las fuerzas
electrostaticas repulsivas entre particulas y proporcionaron una idea de la estabilidad de
la suspension de nanocristales (Costa et al. 2017). La distribucion del potencial zeta de la
muestra de nanocristal de tunta se muestra en la Figura 17. El valor de potencial zeta, para
esta muestra, tuvo una carga negativa y su valor fue de -8.71 mV. Este valor se encuentra
dentro del rango de los valores reportados por Jiang et al. (2016) para las suspensiones
de nanocristales de almidon de maiz céreo, que oscilaron entre -56 y -6,26 mV. Se espera
que estas cargas negativas mejoren la estabilidad coloidal por repulsion electrostatica
entre las capas dobles y reduzcan la tendencia de los NCA a autoagregarse (Haaj et al.
2016). Los valores de potencial zeta por debajo de los -30 mV indican que la suspension
tiene estabilidad fisica en un sistema electrostatico (Ren ez al. 2016 citado por Martins et
al. 2022). Un alto potencial de (> 30 mV y < -30 mV) se considera favorable para una
buena estabilidad de las dispersiones preparadas (Naveen et al. 2020). Un valor de -8.71
de potencial zeta obtenidos junto con las altas tasas de polidispersion indican que los
nanocristales de almidon tienen baja estabilidad y gran potencial de aglomeracion

(Martins et al. 2022).
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Se produce un potencial zeta negativo debido al proceso utilizado para obtener los NCA,
las cargas negativas en los nanocristales, hidrolizados con acido sultrico, se deben a
grupos sulfato derivados de la reaccion de los grupos hidroxilo en la superficie de los
nanocristales en una reaccion de esterificacion con acido sulfurico durante el proceso de
hidrodlisis acida (Angellier et al. 2004; Haaj et al. 2016). La aplicacion de acido (H2SO4)
en el proceso provoca la formacion de grupos carboxilo negativos, ésteres y sulfatos de
caracter negativo que pueden estar presentes en la superficie de los nanocristales (Jiang

et al. 2016).
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Figura 17: Distribucion de potencial zeta de la muestra de nanocristal de almidon

de tunta



VI. CONCLUSIONES

Se logré disefiar un proceso para la obtencion de nanocristales a partir de
almidones de papas amargas y tuntas provenientes de la region Puno.

Los nanocristales de almidon obtenidos presentaron caracteristicas de diametros
hidrodinamicos en un rango de 351,3 — 827,6 nm (papa) y 118 — 399 nm (tunta) y
valores de cristalinidad relativa en un rango de 18,3 — 28,0 por ciento (papa) y
14,2 — 24,1 por ciento (tunta).

La molienda result6 significativa para la disminucion del tamaino de particula en
la obtencion de nanocristales de almidon.

El método de Taguchi fue una buena herramienta para determinar las condiciones
optimas (almidén molido de tunta, 10 por ciento de 4cido y 10 por ciento de
almidon) del proceso de obtencidon de nanocristales.

Las micrografias de los nanocristales de almidon obtenidas, las propiedades
térmicas y los espectros FTIR, evidenciaron que el procedimiento disefiado para
la hidrolisis de los almidones provoco cambios estructurales en los granulos.

Los nanocristales de almidon, obtenidos con el uso de un éacido citrico,
presentaron altos valores de rendimiento (porcentaje) y representan una

alternativa de obtencion de nanocristales amigable con el ambiente.



VII. RECOMENDACIONES

. Modificar los nanocristales de almidon para dispersar y/o reducir su tendencia a
aglomerarse.
. Evaluar el comportamiento de los nanocristales de almidon en el reforzamiento

de peliculas biodegradables.
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IX. ANEXOS

Anexo 1: Aplicacion del método de Taguchi para la optimizacion de procesos y

desarrollo de productos en diferentes areas bioldgicas y/o biotecnologicas

Cuadro A: Aplicacion del disefio de Taguchi en el area de salud

Diseiio
Area Experimental Objetivo Referencia
(A0)
P;S'Eielilr(izlgéltiiea dora Le(2%) Aumento de 2,91 veces en la proteina Fontani ez
P ¢ NAP recombinante al. (2013)

de neutréfilos (NAP)

La produccion de anticuerpos se vio

Crecimiento de lineas afectada por la velocidad de agitacion, la
celulares de concentracion del suero, la naturaleza Kallel et
hibridomas y Ls 27) del medio y las interacciones como la 1 (2002
produccién de velocidad de agitacion/naturaleza del al. ( )
anticuerpos. suero y la velocidad de
agitacion/concentracion del suero.

La camptotecina Las variables que afectaron el tamafio de
incorporo las nanoparticulas fueron la
nanoparticulas Lo (3% concentracion de emulsionante, la Yang et al.
lipidicas solidas presion de homogeneizacion y los (2002)
como vehiculos de crioprotectores como el manitol y la
liberacion sostenida glucosa.
Optimizacion del Se optimizo el protocolo ELISA para la Jene i

. . o y et al.
procedimiento Lis (6! x 3%)  deteccion de fragmentos de cadena Uinica (1999)
ELISA de fagos variables (ScFv)

Fuente: Rao et al. (2008)



Cuadro B: Aplicacion de métodos Taguchi en el procesamiento de alimentos

Disefio
Area Experimental Objetivo Referencia
(AO)
Concentracion de Las condiciones operativas 6ptimas Nikbakht
acido citrico por Lo (3% determinadas fueron pH 7.5, 20 V, et al.
electrodialisis temperatura de 55 °C y caudal de 4 ml/min. (2007)
Calentamiento de
P r.oduct.o s 1 La concentracion de puré de tomate en la May &
alimenticios para Li2 (27) salsa afect6 el proceso Valor Fy (efecto letal) Chappell,
lograr la seguridad p 0 (2002)
microbiologica
e i «
Anlisis HS-SPME Las variables que afectaron el analisis de
de compuestos Moon &
L 13 HS-SPME fueron la temperatura de .
volatiles en sabor a L27 3) . : . Li-Chan,
adsorcion, el tiempo de adsorcion y la fase
carne vacuna (2004)
) de SPME.
sostenida
. Las condiciones 6ptimas para freir con
Fritura en . . .
microondas de L2y (3% microondas fueron un nivel de potencia de Oztop et
microondas de 550 W, durante 2,5 min en al. (2007)

rodajas de patata

aceite de girasol.

*HS-SPME = micro extraccion en fase solida de espacio de cabeza

Fuente: Rao et al. (2008)

Cuadro C: Aplicacion del método Taguchi en diferentes procesos de fermentacion

Disefio
Area Experimental Objetivo Referencia
(AO0)
. . El pH, la aireacion y la agitacion son Dasu et al.
7 s
Griseofulvina Ls 2) parametros significativos (2003)
Isomerizacion 4 El didmetro del tubo de tiro tiene el efecto ~ Salehi et al.
de glucosa a Lo (3% . - .
maximo en condiciones Optimas (2005)
fructosa
Las condiciones de operacion, como la
baja tasa de aireacion, la alta altura del Shojaosadati
Acido citrico Lo (3% lecho, el gran tamafio de las particulas y el & Babaeipour

alto contenido de humedad, maximizaron
la produccion de acido citrico.

(2002)

66



“continuacion”

Las condiciones de operacion para el
proceso de esterificacion continua son una

Biodiesel de Lo (3%) relacion molar de destilado 4cido de Chongkhong
grasa de palma i metanol y PFAD (8:1) y 1,834 % en peso et al. (2007)
de H2S0O4 a 70 °C bajo su propia presion
con un tiempo de retencion (60 min)
. Aumento del 41,9 % en la produccion de Azin et al.
5 B
Xilanasa Lis (4°) xilanasa (2007)
Acido Saudagar, &
. Lis (4°) Aumento del 9% en 4cido clavulanico Singhal,
clavulanico
(2007)
Fuente: Rao et al. (2008)
Cuadro D: Aplicacion del disefio de Taguchi en biologia molecular
) Disefio
Area Experimental Objetivo Referencia
(AO)
Optimizacién de las condiciones de la c
Optimizacion 4 PCR, como la temperatura de hibridacion, actano-
Lo (3% . . Anollés et al.
DAF el cebador, el magnesio y la concentracion
; (1999)
de enzimas para DAF
Toma de huellas Optimizacién de lps con}pgnentes de la .
dactilares AP- Lo 3% PCR para una mejora maxima Dabrowski et
PCR optimizacion del poder discriminatorio del al. (2003)
método AP-PCR
C o, Las condiciones de operacion, como la
Optimizacion . . -,
baja tasa de aireacion, la alta altura del .
del protocolo de 4 ~ . Khoudoli et al.
. Lo (3%) lecho, el gran tamaiio de las particulas y el
electroforesis en . o (2004)
alto contenido de humedad, maximizaron
gel 2-D . . g
la produccion de 4cido citrico.
Optimizacion Optimizacion de la composicion compleja Cobb &
P (I'Z)R Lis del tampoén de rehidratacion utilizado en Clarkson
electroforesis en gel 2-D (1994)

Fuente: Rao et al. (2008)
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Anexo 2: Determinacion de tamaiio particula por DLS

La metodologia utilizada se detallada a continuacion:

A. Tratamiento previo:

- Medida de la cantidad de material a dispersar (0,5 mg/mL)
- Dispersar en 10 mL de agua ultra pura
- Homogenizacion del material mediante sonicacion y/o agitacion.

- Filtrar material no dispersada o aglomerada.

B. Parametros usados:

- Temperatura: 25 °C

- Liquido: H>O ultrapura

- Angulo de incidencia de la luz (689 nm): 90°
- Tiempo de analisis : 1:30 min

- Indice de refraccion: 1,59

C. Procedimiento de analisis:

- 2,5 mL de la dispersion homogenizada se agregan en una cubeta de plastico
transparente.

- Colocar la cubeta en el porta muestras del equipo.

- Introducir los parametros de analisis

- Inicio del andlisis

D. Software: BI-MAS 9KPSDW

Histograma: Se sefiala (barra verde) el diametro (207 nm) con mayor numero de

conteos (G(d))
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Sumario de datos obtenidos:

Sample 1D T5.1 (Combined)
Date - Time  Mow 30, 2021 15:02:05
Operator I Saire Samuel
Elapsed Time 00:01:30
Mean Diam.  257.3 nm
Rel Var. 0.420
Skew 5.979
dinm) G(d) Cid dinm) Gid) Cid dinm) Gid) Cid)
203 0O 0 1709 62 18| 14402 3 100
248 0 0 207.4 100 48 | 174841 1 100 Mumbe: -
289 0 0 2518 85 T2 | 21219 0 100
383 0 0 3056 53 83| 25756 0 100
40 0 0 3709 33 93| 31264 0 100
534 0 0 4503 0 93| 37949 0 100
648 0 0 5455 0 93| 45084 0 100
787 0 0 6634 0 93| 55914 0 100
855 0O 0 8053 0 88 | 67871 0 100
1160 0 0 gyr4 1 93| 82384 0 100
1408 O 0| 11885 2 99 [10000.0 0 100

Cuadro E: Valores de polidispersidad de la muestra optima

Parametros obtenidos PROM.
Diametro medio 267,3
0,353
o . 0,342 0,348
Polidispersidad E—
0,349
T5.1 [Combined] - Mo 30, 2021 190205
100 i : :
rs | ; ;
E 50 nil | |
2 | | |
25
50.0 ' ' 50000.0
Diameter (nm)

Bel. Mum. =100.00  Cum. MNum. =

47 .51 Diam. (nm) = 207.41

Figura A: Curva de distribucion de tamafio de la muestra éptima
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Anexo 3: Determinacion de potencial zeta

La metodologia utilizada se detallada a continuacion:
Equipo: Brookhaven DLS modelo 90Plus

A. Tratamiento previo:

- Medida de la cantidad de material a dispersar

- Preparar una dispersion (100 mL) de 0,02 por ciento de la muestra con una solucion de
KCI ImM.

- Dispersion por sonicacion y/o agitacion

- Agitacion por 30 min

B. Parametros usados:

- Temperatura: 25 °C

- Liquido: solucion de KCl IMm
- Solucion resultante:

- pHS59

- Concentracion: 0,2 mg/mL

- Luzlaser: 659 nm

- Tiempo de analisis: 1:30 min

C. Procedimiento de analisis

- Colocar el sistema de electrodos en la solucién de KCI 1mM por 30 min

- 1 mL de la dispersion homogenizada se agregan en una cubeta de plastico
transparente.

- Colocar la cubeta-sistema de electrodos en el porta muestras del equipo.

- Introducir los parametros de analisis

- Inicio del analisis
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Anexo 4: ANVA de diseiio multifactorial categorico

Cuadro F: Anilisis de varianza para TAMANO - Tipo Il Suma de cuadrados

Fuente Suma de Cuadrado Ratio- Valor-
cuadrados medio F P

Principales Efectos
A: TIPO DE ALMIDON 2.69993E7 1 2.69993E7 2.85 0.1062
B: CONCENTRACION
ALMIDON 133683. 1 133683. 0.01 0.9066
C: CONCENTRACION ACIDO 807371. 1 807371. 0.09 0.7732
D: TIEMPO MOLIENDA 9.03062E9 1 9.03062E9 953.27 0.0000
INTERACCIONES
AB 3.17438E6 1 3.17438E6 0.34 0.5688
AC 6.26961E6 1 6.26961E6 0.66 0.4250
AD 3.61388E7 1 3.61388E7 3.81 0.0643
BC 1.42235E6 1 1.42235E6 0.15 0.7023
BD 346882. 1 346882. 0.04 0.8501
CD 1.58291E6 1 1.58291E6 0.17 0.6868
RESIDUAL 1.98939E8 21 9.47329E6
TOTAL (CORRECTED) 9.30644E9 31
The StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de TAMANO en contribuciones debidas a
varios factores. Dado que se han elegido sumas de cuadrados de Tipo III (por defecto), la
contribucion de cada factor se mide eliminando los efectos de todos los demas factores.
Los valores P prueban la significacion estadistica de cada uno de los factores. Dado que
un valor p es inferior a 0,05, este factor tiene un efecto estadisticamente significativo en

TAMANO con un nivel de confianza del 95,0 por ciento.
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Anexo 5: Estadisticos del método de Taguchi

Cuadro G: Analisis de varianza

Analysis of Variance (Spreadsheet4 in ANALISIS TAGUCHI - TESIS
Effect 2022) Mean = 37.1644 Sigma = 5.02328
SS df MS F p
{1} Almidon 24.4475 1 24.4475 5.85709 0.072752
{2} Conc. Acido 0.3938 1 0.3938 0.09435 0.774042
{3} Conc. Almidén 135.0957 1 135.0957 32.36598 0.004714
Residual 16.696 4 4.174

Cuadro H: Promedio ETA por niveles de factor

Average Eta by Factor Levels (Spreadsheer4 in ANALISIS TAGUCHI-TESIS

2022) Mean = 37.1644 Sigma = 5.02328

Effect

Level | Means Pargmet. St. Dev. St. Error
Estimate

{1} Almidén 1 35.41625| -1.74812 6.125312 1.471606
2 38.9125 1.74812 5.497755 1.394184
{2} Conc. Acido 1 37.38625| 0.22187 3.339312 1.086566
2 36.9425 -0.22187 8.283756 1.711359
{3} Conc. Almidén 1 41.27375| 4.10938 2.158443 0.87357
2 33.055 -4.10938 2.786001 0.992472
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