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RESUMEN

Se estudiaron las caracteristicas morfoldgicas y estructurales de almidones obtenidos de tres
cultivares de papas nativas: Imilla blanca (IB), Imilla negra (IB) y Loc’ka (LK). Estos
almidones se modificaron por esterificacion con anhidrido octenil succinico (OSA) y con
acido citrico (AC). Los almidones esterificados con OSA se modificaron segun el método
convencional (almidones OSA) y con ultrasonido como pretratamiento (almidones US-
OSA). El almidén LK se esterifico con AC (LKC) por su tamafio de granulo uniforme y
menor viscosidad, y se realizd un proceso de optimizacion de los pardmetros de
esterificacion empleando el método de superficie de respuesta (MSR). El ESPC se extrajo
con agua caliente a partir de harina de semilla de palta, y el extracto fue concentrado al vacio.
Los almidones OSA, US-OSA y LKC se caracterizaron y fueron evaluados como material
de pared formando microparticulas con el ESPC usando la técnica de atomizacion. Las
microparticulas obtenidas se evaluaron como material de pared usando la microscopia
optica, con lo que, se seleccion6 al almidon LKC para formar microparticulas de ESPC. El
comportamiento del almidon LKC fue comparado con maltodextrina (MD) y una mezcla de
ambas; por lo que, se obtuvieron las microparticulas con los siguientes materiales de pared
MD, MD-LKC y LKC, y fueron caracterizadas mediante eficiencia de encapsulacion,
rendimiento del proceso, actividad de agua, contenido de humedad, higroscopicidad,
parametros de tamafio y de color. Los almidones IB, IN y LK presentaron cristalinidad de
tipo B, el almidén IN mostré la mayor viscosidad pico en la formacion de pasta. El almidon
LK presento el indice de dispersion (span) mas bajo y el mayor porcentaje de cadenas B1 de
amilopectina (13 a 24 unidades de glucosa). El espectro infrarrojo de los almidones OSA y
US-OSA mostré dos nuevos picos a 1572 y 1724 cm™! debido a los grupos OS incorporados;
sin embargo, no se evidenciaron cambios significativos en la cristalinidad. El analisis de
difraccion laser mostro la aglomeracion de los granulos de los almidones OSA; mientras
que, los de los almidones US-OSA estuvieron mas dispersos debido al pretratamiento con
ultrasonido. Los parametros dptimos para la esterificacion del almidon LK con AC fueron
12,34 por ciento de concentracion de la solucion de AC y 16 h de tiempo de reaccidon, con
los que se obtuvo el almidén citrato 6ptimo (LKC) con menor viscosidad (2,42 mPa-s) y

mayor solubilidad (5,53 por ciento) que su contraparte nativa (LK). Los almidones (OSA y



US-OSA) no presentaron caracteristicas adecuadas como material de pared para
microencapsular el ESPC debido a que se observaron sus granulos en las micrografias. El
almidon LKC se emple6d como material de pared para la microencapsulacion del ESPC bajo
las siguientes condiciones: temperatura de aire de secado 150 °C, flujo de alimentacion de 9
mL/min y caudal de aire 35 m?/h. La suspension de alimentacion para microencapsular
(ESPC y material de pared) tuvo una concentracion de 21 por ciento de sélidos totales. Las
microparticulas obtenidas con LKC se formaron con los granulos mas pequefios del almidén
y presentaron baja actividad de agua e higroscopicidad. Sin embargo, la eficiencia de
encapsulacion y rendimiento del proceso fueron menores que las microparticulas obtenidas

con MD.

Palabras clave: papa nativa, almidon OSA, almidén citrato, optimizacion,

microencapsulacion, atomizacion.



ABSTRACT

The morphological and structural characteristics of starches isolated from three Andean
native potato cultivars were studied: Imilla blanca (IB), Imilla negra (IN) y Loc’ka (LK).
These starches were modified by esterification with octenyl succinic anhydride (OSA) and
citric acid (CA). The esterified starches with OSA were modified according to the
conventional method (OSA starches) and with ultrasound as pretreatment (US-OSA
starches). LK starch was esterified with CA (LKC) due to its uniform particle size and minor
viscosity, and the esterification parameters were optimized using the response surface
methodology (RSM). The EPSC was extracted with hot water from avocado seeds flour, and
the extract was vacuum concentrated. The OSA, US-OSA, and LKC starches were
characterized and used as wall materials obtaining ESPC microparticles using spray drying
technique. The microparticles produced with the esterified starches were evaluated as wall
materials using optical microscopy, and the LKC starch was chosen to produce ESPC
microparticles. The behavior of LKC starch was compared with maltodextrin (MD) and a
mixture of both; thus, the microparticles MD, MD-LKC, and LKC were produced and
characterized by means of encapsulation efficiency, yield, water activity, moisture content,
hygroscopicity, size and color parameters. 1B, IN, and LK starches showed type B
crystallinity, IN starch showed the highest peak viscosity during pasting. LK starch showed
the lowest span and the highest percentage of B1 amylopectin chains (13 to 24 glucose units).
The infrared spectrum of OSA and US-OSA starches showed two new peaks at 1572 and
1724 cm™ due to the incorporated OS groups; however, there was no evidence of a
significant change in their crystallinity. The laser diffraction analysis showed the
agglomeration of OSA starch granules; while, US-OSA starch granules were more dispersed
due to the ultrasound pretreatment. The optimal parameters for esterification of LK starch
with CA were CA solution 12.34% and reaction time 16 h; with these parameters the
optimum esterified starch (LKC) was synthetized and showed lower viscosity (2.42 mPa-s)
y higher solubility (5.53%) than its native counterpart (LK). The OSA and US-OSA starches
did not show suitable characteristics for encapsulating the EPSC using spray drying, due to
starch granules were observed in the micrographs. LKC starch was used as wall material for

microencapsulation of EPSC with the following conditions: air drying temperature 150 °C,



feed flow 9 mL/min, and air volume flow 35 m*/h. The feed solution for microencapsulation
(ESPC and wall material) had 21% total solids. The microparticles produced with LKC were
formed with small starch particles and low water activity and hygroscopicity. However, the
encapsulation efficiency and yield were lower than those of microparticles produced with

MD.

Key words: Andean native potato, OSA starch, starch citrate, optimization,

microencapsulation, spray drying.



I. INTRODUCCION

La region de los Andes Centrales de Pert y Bolivia es el centro de origen y de mayor
diversidad de las especies de Solanum cultivadas. A la fecha, se han identificado mas de
cuatro mil cultivares de papa que en su mayoria se encuentran en los Andes (CIP 2024),
entre las llamadas nativas y las modernas, que se siembran anualmente. Sin embargo, a pesar
de esta gran diversidad de papas, en el Peri no existen empresas peruanas dedicadas a la
extraccion y comercializacion de sus almidones a gran escala (Goémez et al. 2008). La
producciodn de papa en las zonas altoandinas corresponde a las papas nativas, las cuales no
son aprovechadas en su totalidad, esto trae como consecuencia pérdidas econdmicas para
productores. Una manera de reducir estas pérdidas es dar valor agregado a las papas nativas,

obteniendo almidones de estos tubérculos.

El almidon es el principal carbohidrato de almacenamiento de las plantas. Es un material
biodegradable, abundante, renovable y versatil que se utiliza en la industria alimentaria,
farmacéutica, textil, del plastico, de pinturas, entre otras (Ovando-Martinez et al. 2016; No
et al. 2019). El empleo del almidon en la industria se debe a sus propiedades fisicoquimicas
y funcionales, tales como retencion de agua, viscosidad, formacion de gel, etc. Sin embargo,
las propiedades de los almidones nativos son limitadas con usos restringidos en aplicaciones
alimentarias (Hui et al. 2009; Ovando-Martinez et al. 2016; No et al. 2019). Por esto, se
modifican mediante métodos fisicos, quimicos o enzimaticos para mejorar o cambiar su
funcionalidad, pudiendo asi ser utilizados como ingredientes para la produccion de alimentos
(Bello-Pérez y Agama-Acevedo 2017). El almidon de papa presenta mejores propiedades
ante los productos sustitutos (maicena, almidon de yuca y camote), por ser mas consistente,
mejor espesante, mas transparente y sabor agradable, colocandolo en una posicion ventajosa

con respecto a los almidones de otras fuentes (Quintana y Beltran 2008).

Sin embargo, los almidones nativos se modifican para mejorar o cambiar sus propiedades
funcionales para aplicaciones especificas en la industria alimentaria y otras. Los almidones
modificados se utilizan en casi la totalidad de las aplicaciones en la industria alimentaria.
Entre los procesos de modificacion de almidones mas relevantes para la microencapsulacion

se tiene la esterificacion con anhidrido octenil succinico (OSA), debido a su alta



funcionalidad, versatilidad y eficiencia (Jin et al. 2018). Para usar el almidéon modificado
con OSA como aditivo alimentario, el reactivo OSA se emplea en un maximo de 3 por ciento
en funcion al peso seco del almidon; segun la regulacion de la agencia del gobierno de
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos (Jin et al.
2018).

La microencapsulacion es un proceso orientado a proteger sustancias que son susceptibles
de descomposicion o de reduccion de su funcionalidad debido a las diferentes reacciones de
degradacion. En los ultimos afios, la microencapsulacion de compuestos fendlicos se ha
investigado mas (Fang y Bhandari 2010; Cavalcanti ef al. 2011; Jin et al. 2018). Para la
microencapsulacion de compuestos fenolicos, aceites esenciales, vitaminas, sabores,
pigmentos, entre otros, se pueden utilizar como materiales de pared, almidones nativos y
modificados, almidones hidrolizados (dextrina, ciclodextrina y maltodextrina), gomas de
polisacéridos naturales (alginato, goma arabiga y carragenina) y materiales de pared a base
de proteinas (albumina, caseinas y caseinatos) (Samborska ef al. 2021). El material de pared
que se emplea en el secado por aspersion debe tener una baja viscosidad a concentraciones
mas altas, bajo costo, una alta solubilidad en agua, considerable emulsificacion y
caracteristicas de formacion de pelicula para la funcionalidad esperada (Samborska et al.

2021).

Las frutas y verduras son fuentes principales de compuestos fendlicos, que han sido
asociados con beneficios para la salud (Gongalves ef al. 2018). Asi, los extractos vegetales
de los desechos de la industrializacion contienen compuestos fendlicos, por lo que se busca
evitar su degradacion mediante su microencapsulacion. Segun el nuevo planteamiento de la
economia circular, los desechos de la industrializacion deberdn ser reutilizados, pues se
conoce que son buenas fuentes de compuestos fenolicos y se han explorado como una fuente
de antioxidantes naturales, como un nuevo producto alimenticio (Balasundram et al. 2006).
Por esta razon, en este trabajo se empled un extracto acuoso obtenido de la semilla del fruto

del palto para su microencapsulacién con un almidén modificado.

La palta (Persea americana Mill.) es una fruta muy nutritiva, oriunda de México, y que hoy
en dia se cultiva ampliamente en varios paises subtropicales (Figueroa et al. 2018). De la

fruta de palta solo se consume la pulpa. La semilla representa aproximadamente el 13 por



ciento del peso fresco total de la fruta, se le considera un residuo agricola y se desecha sin
mas aplicaciones (Avhad y Marchetti 2015; Dabas ef al. 2013). Los componentes presentes
en las semillas de palta son de gran valor agregado que podrian ganar relevancia en las
industrias alimentaria, cosmética, farmacéutica y biocombustible (Avhad y Marchetti 2015).
Dabas et al. (2013) encontraron que las semillas de palta son ricas en metabolitos
secundarios como compuestos fenolicos, acidos grasos y alcaloides; lo que indica un gran
potencial benéfico para la salud de los extractos de esta semilla. Figueroa et al. (2018)
identificaron sesenta y un compuestos fenolicos y otros compuestos polares en la cascara de
palta, que se clasificaron en once familias de compuestos. Los grupos mas representativos
fueron procianidinas, flavonoles, acidos hidroxibenzoico y acidos hidroxicinamicos; lo que
indica la enorme posibilidad de emplear la cascara de palta como ingrediente en el sector

alimentario como en el cosmético.

Por lo expuesto, la presente investigacion tuvo como objetivo general: microencapsular un

extracto acuoso de semilla de palta (Persea americana Mill.) utilizando como material de

pared almidon modificado, obtenido de papa nativa. Los objetivos especificos que se
plantearon fueron:

1. Caracterizar funcional y estructuralmente los almidones nativos, obtenidos de tres
variedades de papa nativa.

2. Modificar y caracterizar los almidones nativos por esterificacion con anhidrido octenil
succinico (OSA) y acido citrico (AC) para ser usados como materiales de pared en la
microencapsulacion de un extracto vegetal.

3. Microencapsular un extracto acuoso de semilla de palta con un almidén modificado, y

caracterizar las microparticulas obtenidas.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1 PAPAS NATIVAS

Las papas nativas son aquellas variedades de papas domesticadas por los antiguos peruanos,
y constituyen una valiosa herencia de los pueblos preincaicos que durante siglos las
seleccionaron debido a su agradable sabor y resistencia a las heladas y sequias de la Sierra
(Gomez et al. 2008). La gran mayoria de papas nativas se cultivan sobre los 3 800 metros
sobre el nivel del mar (m.s.n.m.), en donde ningtn otro cultivo prospera. Segin Gémez et
al. (2008) a esta altitud, la fuerte radiacion solar y los suelos organicos brindan las
condiciones naturales especiales, para que estas papas se cultiven sin usar fertilizantes

quimicos.

Segiin Fries y Tapia (2007) el conocimiento de los agricultores de papa propone una
diferenciacion practica y de uso entre las papas comerciales y las papas nativas. Las primeras
son producto de la seleccion en estaciones experimentales; mientras que, las segundas, son
creadas por los propios agricultores. En el Pertl existen mas de cuatro mil variedades de
papas nativas (CIP 2024), que solo pueden ser cultivadas en zonas altoandinas con diferentes
factores geograficos, climaticos y agroecologicos (Gomez et al. 2008), es decir, son unicas
en el mundo. Las papas nativas pueden clasificarse en papas de consumo directo (dulces) y
en papas de consumo indirecto (amargas) (Goémez et al. 2008); éstas ultimas basadas en su

adaptacion ecologica a climas muy frios y adversos (Fries y Tapia 2007).

Las papas nativas tienen formas redondas, ovaladas, alargadas y planas; presentan ojos
superficiales o muy hundidos, y la pulpa presenta colores diversos, desde el blanco hasta el
morado. Segiin Gutiérrez y Valencia (2010), los agricultores andinos cultivan en sus chacras
o parcelas, muchas variedades de papas dulces, y en las zonas mas altas, las papas amargas.
Segin Montafez (2014), la mayoria de las variedades de papas nativas presentan un
rendimiento menor que el de la papa mejorada; no obstante, tiene calidad superior, mayor

precio y es mas estable en el mercado nacional.



2.1.1 Papas nativas no amargas
Segiin la NTP 011.400:2007, las variedades de papas nativas y mejoradas son de las
especies: Solanum andigena y Solanum stenotonum. Estos tubérculos no contienen

glicoalcaloides; por lo que, son aptos para el consumo directo y tienen sabor agradable.

2.1.2 Papas nativas amargas

Gomez et al. (2008) mencionan que las papas nativas amargas contienen altos niveles de
glicoalcaloides, que confieren un sabor amargo a estos tubérculos. Estos compuestos forman
parte de su mecanismo de defensa natural contra el ataque de plagas y de adaptacion a las
condiciones de frio intenso y heladas. Segiin Nema et al. (2008), las papas amargas contienen
a-solanina y la a-chocanina. Debido a estos compuestos, las papas nativas amargas no son
aptas para consumo directo; por lo cual, el agricultor andino ha desarrollado un proceso de
detoxificacion y preservacion de estos tubérculos, obteniendo un producto deshidratado

(moraya o tunta) (Egtisquiza 2000; Gomez et al. 2008).

2.2 ALMIDON DE PAPA

El almidén es una de las materias primas mas funcionales empleado en la industria
alimentaria, minera, quimica y papelera, entre otras (Pietrzyk et al. 2017). La papa es un
cultivo importante para la extraccion de almidén, y cada afio se utilizan cantidades

considerables de este tubérculo para la produccion de almidon (Zhou et al. 2016).

El almidon de papa es tnico, comparado con almidones de otras fuentes, debido a su
estructura y composicion molecular, la morfologia de sus granulos y sus propiedades
fisicoquimicas (Noda et al. 2006; Kaur et al. 2007; Zhou et al. 2014; Zhou et al. 2016). El
granulo de almidoén, de cualquier fuente, estd compuesto de dos polisacaridos, amilosa y
amilopectina (Baltes 2007; Shannon et al. 2009; Pietrzyk et al. 2017; Dome et al. 2020). La
amilosa es esencialmente lineal que contiene mas del 99 por ciento de enlaces a-(1—>4), y
la amilopectina tiene una estructura ramificada con 95 por ciento de enlaces a-(1—4) y 5

por ciento de enlaces a-(1—6) (Pietrzyk et al. 2017) (Figura 1).
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Figura 1: Representacion de las estructuras moleculares de (a) amilosa (principalmente con
enlace a-(1,4)) y (b) amilopectina (que contiene un enlace a-(1,6) significativo)
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Fuente: Jin ef al. (2018)

Los tamafios de los granulos de almidoén de papa varian ampliamente desde unas pocas
micras de didmetro para los granulos pequefios hasta 110 mm para los granulos grandes
(Singh y Kaur 2009; Sandhu et al. 2015). Los granulos de almidon de papa pequefios tienen
un contenido de fosforo mas alto que los granulos grandes (Chen ef al. 2003), el tamafio de
particula de los granulos de almidon influye en sus propiedades quimicas y funcionales
(Singh y Kaur 2004). Segun Singh y Kaur (2009) esta variacion de la forma, relacionada al
tamafio de los granulos del almidon de papa, podria ser debido al limitado espacio en las
células del tubérculo lo que podria conducir a una alteracion en la forma del crecimiento del
granulo. También mencionan que la actividad de la enzima almidon sintasa unida al granulo
(GBSS, granule bound starch synthase), y las membranas y caracteristicas fisicas de los
plastidos podrian condicionar la morfologia y el tamafio del granulo de almidon de papa,
durante el crecimiento de la planta. Respecto al tamafio de granulos de almidon obtenidos
de papas nativas peruanas, Martinez et al. (2021) reportaron distribuciones de tamafo
bimodales o multimodales en el rango de 13 a 72 pm. Este tipo de distribuciones desiguales
de tamafio (no unimodales) podrian deberse a caracteristicas hereditarias en su etapa de

crecimiento (Singh y Kaur 2004).



La Figura 2 muestra la estructura del almidon, desde los granulos hasta las unidades de
glucosilo. La estructura interna del granulo de almidon cuenta con anillos de crecimiento
(Bertoft y Blennow 2016), con componentes amorfos (cadena simple) y ordenados (doble
hélice) que estan dispuestos de manera alternada y rodean al punto de iniciacion del granulo,
llamado hilium (Lin et al. 2011). El tamafo del granulo esquematico oscila entre 1 y 100
um (Dome et al. 2020). El complejo supramolecular de estos polisacaridos forma granulos
que son parcialmente cristalinos, es decir, contiene regiones semicristalinas y amorfas
alternas (Frost et al. 2009). La region cristalina consta de dobles hélices de amilopectina,
mientras que la region amorfa esta formada por cadenas de amilosa y segmentos ramificados
de amilopectina, es decir, las cadenas de amilosa se entrelazan con las cadenas de
amilopectina. La amilopectina se considera como el principal componente de la region
semicristalina y responsable, de la birrefringencia del granulo, puesto que sus cadenas estan
distribuidas radialmente (Bertoft y Blennow 2016). La morfologia, forma, tamafio del
granulo, grado de cristalinidad y reactividad del almidon dependen del origen y de la

composicion de la materia prima que contiene el almidon (Dome et al. 2020).

1-100 um

amorphous

- semi-crystalline

Figura 2: Representacion grafica de la estructura del almidon: desde granulos hasta
unidades de glucdsido: las dobles hélices y los segmentos ramificados de amilopectina
(lineas negras), las hélices individuales de amilosa (lineas verdes) y las dobles hélices en
cristales polimorficos A o B (circulos)

Fuente: Dome et al. (2020)

La cristalinidad depende del grado de ordenamiento estructural en un cuerpo so6lido. La
cristalinidad de los granulos de almidon nativo suele variar entre 14 por ciento y 45 por
ciento (Dome et al. 2020). En el caso de almidones obtenidos de variedades de papas nativas
peruanas, Martinez et al. (2021) estudiaron almidones de papas nativas de Cusco, y
reportaron que los almidones presentaron un patron cristalino de difraccion tipo B con picos

en 20 de 5.5, 15, 17, 22 y 23.7° y con un porcentaje de cristalinidad entre 24,4 por ciento y



29,1 por ciento. Por su parte, Barraza-Jauregui et al. (2020) estudiaron cinco almidones
obtenidos de papas nativas de la region La Libertad que presentaron valores de cristalinidad

entre 20,7 y 22,4 por ciento.

En el perfil de formacion de pasta se detecta un pico de maxima viscosidad, que esta
relacionado con el maximo hinchamiento de los granulos. Esto se debe a la difusion del agua
en el interior de los granulos, donde se producen puentes de hidrégeno entre las cadenas de
amilopectina con las de amilosa lixiviada, facilitado por el calentamiento. El almidon de
papa presenta una viscosidad pico alta debido a los grupos fosfato presentes en la
amilopectina (Bello-Perez y Agama-Acevedo 2017). Durante el proceso de coccion, debido
al esfuerzo cortante y alta temperatura los granulos hinchados se rompen, los componentes
del almidon se solubilizan (fase continua) y la viscosidad disminuye (Ambigaipalan et al.
2011). Durante el enfriamiento del almidon disperso se produce la retrogradacion, donde sus
componentes se reorganizan, y una red de cadenas de amilosa engloba a los granulos
hinchados y rotos (Bello-Perez y Agama-Acevedo 2017). Martinez et al. (2021) reportaron
valores de viscosidad pico en el rango 12970-16970 mPa-s para geles de almidén de papas
nativas de Cusco, que estan relacionados con su contenido de amilopectina y los grupos

fosfatos presentes.

Bello-Perez y Agama-Acevedo (2017) afirman que, al peso molecular del almidén, se le
debe denominar “distribucion del peso molecular” pues este polisacarido esta constituido
por un rango de pesos moleculares. Los dispositivos empleados para determinar esta
propiedad fisica usan separacion por tamafio (cromatografia de permeacion en gel), no por
peso molecular, es importante resaltar que, incluso dos moléculas que presentan tamafio
similar pueden tener diferentes pesos moleculares. Asi, el peso molecular del almidon
influye en la funcionalidad. Un almidén con alto peso molecular produce una alta viscosidad,
y un almidén con bajo peso molecular tiene una viscosidad reducida, y es adecuado para
preparar soluciones formadoras de peliculas (Bello-Perez y Agama-Acevedo 2017). Por su
parte, Baltes (2007) afirma que la amilosa esta enroscada en forma de hélice, y que en cada
vuelta presenta seis o siete unidades de glucosa, su peso molecular puede variar entre 50kDa
y 200 kDa. La amilopectina estd enroscada en espiral, al menos parcialmente, y su peso

molecular entre 200 kDa y 1000 kDa.



2.3  MODIFICACION DE ALMIDONES

El almidon nativo es insoluble en agua fria y, cuando se calienta con agua, forma una textura
pastosa con alta viscosidad, esto disminuye la eficiencia del secado por aspersion y aumenta
la grieta superficial, por lo que limita su aplicacion en el proceso de microencapsulacion.

Estas limitaciones se pueden superar mediante la modificacion del almidon nativo (Bello-

Perez y Agama-Acevedo 2017; Das et al. 2019).

De acuerdo a Chen et al. (2018), el almidon puede ser modificado estructuralmente o
despolimerizado usando diferentes enzimas de grado alimentario, como la amiloglucosidasa,
pululanasa, a-amilasa, B-amilasa e isomerasa, para producir maltodextrina, almidones
modificados o jarabes de glucosa y fructosa. Los métodos fisicos de modificacion del
almidon incluyen tratamientos hidrotérmicos, pregelatinizacion y procesos no térmicos. La
modificacion quimica se logra a través de la derivatizacion, como la eterificacion, la
esterificacion y la reticulacion (Chen et al. 2018). La quimica general y los procesos para las
modificaciones del almidon han sido estudiados y documentados (Wurzburg 1986). Para
gestionar el uso de almidon nativo se utilizan modificaciones quimicas para mejorar su
viscosidad, la tolerancia del proceso y la estabilidad del producto (Jin et al. 2018). En las
modificaciones quimicas, los grupos hidroxilo del almidén reaccionan con los grupos

sustituyentes que se insertan en ¢€l.

2.3.1 Almidones esterificados con anhidrido octenil succinico (OSA)

En los ultimos afios se han realizado varios estudios que reportan la esterificacion con OSA
de almidones de diferentes fuentes (Wang et al. 2011; Sweedman et al. 2013; Bai et al. 2014;
Wang et al. 2016; Won et al. 2017). Este método de modificacion convencional consiste en
la insercion de grupos octenilsuccinicos (OS) en las cadenas de almidon (Hui et al. 2009;
Wang et al. 2011; Sweedman et al. 2013; Bai et al. 2014; Won et al. 2017) mediante la
agitacion de la suspension de almidon con OSA. La reaccion lleva un tiempo de reaccion
largo, al menos 6 h. Esta reaccion se realiza en una suspension de almidén en condiciones
alcalinas (Hui et al. 2009; Wang et al. 2011, Bai et al. 2014). La agencia del gobierno de
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos permite un
maximo de 3 por ciento de tratamiento con OSA, en peso seco, para que el almidén se use
como aditivo alimentario (grado de sustitucion (GS) ~ 0.02) (Bhosale y Singhal 2006; Song
et al. 2006; Won et al. 2017; Jin et al. 2018).



Tanto el tamafio de los granulos y la relacion amilosa/amilopectina, son dos caracteristicas
que restringen la insercion de grupos OS y, en consecuencia, sus caracteristicas
fisicoquimicas y funcionales. La introduccion de los grupos OS en las cadenas de almidon
producen ésteres que tienen propiedades hidrofilicas e hidrofébicas, lo que dota al almidon
del caracter anfifilico, aumentando su actividad superficial (Liu et al. 2018). Este caracter
anfifilico del almidon OSA lo hace util para procesos de encapsulacion, emulsificacion,
elaboracion de peliculas y formacion de revestimientos; estas aplicaciones se pueden realizar
por su caracter hidrofobico y estérico, y por su estructura macromolecular ramificada (Wang
et al. 2011; Sweedman et al. 2013; Ovando-Martinez et al. 2016; Wang et al. 2016; Silva et
al. 2022). Los grupos OS insertados alteran la estructura organizada de los granulos de
almidon nativo, este efecto reduce las caracteristicas de gelatinizacion de los almidones

modificados con OSA en comparacion con sus formas nativas (Bello-Flores et al. 2014).

2.3.2 Aplicacion de la tecnologia de ultrasonido en la esterificacion de almidones con
OSA

La tecnologia de ultrasonido se ha aplicado con diferentes propositos en la industria
alimentaria (Soria y Villamiel 2010). El principal efecto mecéanico de los ultrasonidos ocurre
cuando la energia asociada es lo suficientemente alta como para producir cavitacion,
causando calor, presion y turbulencia en un material (Soria y Villamiel 2010; Awad et al.
2012; Zhu 2015; Yang et al. 2019a). La aplicacion del ultrasonido es una modificacion no
térmica que altera la estructura del almidon y en consecuencia sus caracteristicas
fisicoquimicas y funcionales (Bonto et al. 2021). El ultrasonido se considera una tecnologia
ecologica y limpia que puede producir almidéon con nuevas funcionalidades deseadas
(Maniglia et al. 2020; Mhaske et al. 2021) y puede exponer mas sitios reactivos en los
granulos de almidon (Liang et al. 2021), lo que podria facilitar el contacto con el reactivo
quimico. Asi, Maniglia et al. (2021) sostienen que las combinaciones de tecnologias
emergentes amigables con el medio ambiente pueden ser una alternativa para modificar el

almidon.

Se han reportado algunas contradicciones sobre el tratamiento con ultrasonido para
modificar la estructura del almidon. La estructura quimica de los almidones no presentd
grandes cambios debido al tratamiento con ultrasonido (Iida et al. 2008); sin embargo,
algunas caracteristicas funcionales, reologicas y de gelatinizacién de los almidones de

platano mejoraron debido al ultrasonido (Izidoro et al. 2011). El tratamiento con ultrasonido
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en el almidon de maiz redujo las propiedades térmicas sin cambiar su patron de difraccion
de rayos X, pero las superficies de los granulos de almidon resultaron dafiadas (Amini et al.
2015). Los granulos de tamafio grande de almidon de platano se vieron mas afectados por el
tratamiento con ultrasonido, lo que provocd un aumento de la viscosidad maxima y una
disminucion del poder de hinchamiento y la solubilidad (Carmona-Garcia et al. 2016).
Recientemente, Silva et al. (2022) reportaron el uso de la tecnologia de ultrasonido
combinada con la esterificacion en almidon de semilla de achiote. Estos reportes evidencian
que, las modificaciones quimicas del almidon, ampliamente utilizadas, combinadas con el
ultrasonido permitirian obtener almidones esterificados con caracteristicas funcionales

adecuadas para su aplicacion en la industria.

2.3.3 Almidones esterificados con acido citrico

El 4cido citrico es un acido carboxilico trifuncional de bajo coste, alta eficacia, seguridad y
respeto al medio ambiente (Ye et al. 2019). Es inofensivo, desde el punto de vista nutricional,
y la tasa de digestion del almidon esterificado por la pancreatina disminuye al aumentar el
grado de sustitucion por el citrato. El &cido citrico, cuando se calienta, se deshidratara para
formar un anhidrido, que reaccionara con el almidon para formar un almidén-citrato (Xie y
Liu 2004). Un calentamiento adicional puede provocar una deshidratacion adicional del

acido citrico y dar lugar a la reticulacion (Figura 3) (Mei et al. 2015).
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Figura 3: Proceso de esterificacion del almidén con acido citrico

Fuente: Wing (1996)



La esterificacion es uno de los métodos de modificacion comunes que puede mejorar la
funcionalidad del almidon para diversas aplicaciones. Puede llevarse a cabo utilizando
acidos y sus derivados, que pueden reaccionar con la gran cantidad de grupos hidroxilo del
almidon para obtener un producto con alto grado de sustitucion (Fang et al. 2002). Ademas,
la esterificacion puede ofrecer grupos éster hidrofobos para sustituir grupos hidroxilo del
almidon, de modo que se puedan reducir sus propiedades hidrofilas y se pueda prevenir la

retrogradacion (Ghanbarzadeh et al. 2011).

En general, el método de esterificacion en seco convencional se usa para la reaccion de
almidon con écido citrico. Durante el tratamiento térmico, el acido citrico se deshidrata para
formar un anhidrido, lo que sugiere la formacion de un aducto de citrato de almidon. El
calentamiento puede provocar una deshidratacion adicional del acido citrico y provocar la

esterificacion entre el almidon y el acido citrico (Xie y Liu 2004).

24 MICROENCAPSULACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

La microencapsulacion es un proceso que se emplea para atrapar una sustancia (material del
nucleo o agente activo) dentro de otra sustancia (material de la pared) (Mahdavi ef al. 2016).
En la industria de alimentos, implica la incorporacién de ingredientes, polifenoles,
colorantes, enzimas, aditivos volatiles y bacterias en pequefias capsulas, para estabilizarlas,
protegerlas, preservarlas y asegurar su calidad frente a pérdidas nutricionales y de salud
(Mahdavi et al. 2016; Vicente et al. 2017). La seleccion de una técnica de encapsulacion
depende de aplicaciones y parametros especificos, como las propiedades fisicoquimicas de
los materiales del ntcleo y la pared, el tamafio de particula requerido, los mecanismos de

liberacion, el costo del proceso, entre otros (Mahdavi et al. 2016).

Entre los métodos mas utilizados para la microencapsulacion de compuestos bioactivos, en
la industria alimentaria, se tiene al secado por aspersion. Esto se debe a su simplicidad, bajo
costo y flexibilidad, que permite una operacion continua, alta estabilidad (bajo contenido de
humedad de los polvos), reduccioén sustancial de volumen, facilidad de manipulacion y
estabilidad de almacenamiento de las microparticulas (Rocha ef al. 2019). Este método se
puede utilizar para materiales termosensibles y fotosensibles, debido a las bajas temperaturas
que se alcanzan en el material del nucleo (Vicente et al. 2017; Rocha et al. 2019). El secado

por aspersion se usa ampliamente para la encapsulacion a gran escala de diversas sustancias,
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como antibidticos, ingredientes farmacéuticos, aditivos, vitaminas y polifenoles (Rocha et

al. 2019).

2.4.1 Materiales de pared utilizados para el secado por atomizacion

La microencapsulacion puede ser una forma eficaz de mejorar la biodisponibilidad y la
estabilidad de los compuestos bioactivos, asi como controlar la liberacion de agente activo
(Mahdavi et al. 2016; Das et al. 2019). La finalidad de la microencapsulacion es proteger el
material del nucleo de los efectos ambientales, aumentando la vida util del producto y
promoviendo una liberacion controlada del material del niicleo microencapsulado (Ahn et
al.2008; Das et al. 2019; Abrahio et al. 2019). En el proceso de microencapsulacion existen
varias técnicas, pero el secado por aspersion es la mas utilizada debido a su bajo costo, pues
se pueden producir particulas con buenas caracteristicas en menor tiempo (Mahdavi et al.

2016; Das et al. 2019).

Para la microencapsulacion se pueden utilizar varios tipos de agentes encapsulantes, pero se
deben observar algunas caracteristicas, incluyendo su capacidad para formar peliculas,
biodegradabilidad, resistencia al tracto gastrointestinal, viscosidad, contenido de sélidos,
higroscopicidad y costo (Silva et al. 2013), es decir, la seleccion del material de pared es el
paso principal en el secado por aspersion (Das et al. 2019). Los materiales de pared mas
utilizados son la maltodextrina, la goma ardbiga y los almidones emulsionantes. Los
carbohidratos, como maltodextrinas y almidones, tienen buena solubilidad y baja viscosidad,
con altos contenidos de solidos que son muy deseables para un agente de encapsulacion
(Mahdavi et al. 2016; Das et al. 2019). Cuando se modifican los almidones se busca mejorar
o cambiar su funcionalidad para lograr la microencapsulacion de compuestos con mayores
rendimientos, que conserven su funcionalidad en el tiempo y las caracteristicas
fisicoquimicas del ntcleo, y que permita liberar el nucleo con facilidad. No obstante, existen
pocas investigaciones en las que se emplean almidon modificado como material de pared

para la encapsulacion de compuestos bioactivos.

2.5 RESIDUOS VEGETALES COMO FUENTE DE COMPUESTOS
BIOACTIVOS
La industria procesadora de frutas y vegetales genera una gran cantidad de residuos

(semillas, cascaras, productos defectuosos), a los que se da gran importancia por ser fuente
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de compuestos bioactivos, y que ha sido reportado en diferentes investigaciones (Mirabella
et al. 2014; Zuorro 2014; Zuorro 2016; Martinez 2016; Saavedra et al. 2017; Rosero et al.
2019; Soldera-Silva et al. 2018; Tremocoldi et al. 2018; Athaydes et al. 2019; Araujo et al.
2020). La recuperacion de estos compuestos de interés con propiedades antioxidantes no
solo se aprovecharia en la industria alimentaria, sino también en la cosmética, farmacéutica,
entre otras. Esta recuperacion se valorizaria aun mas si se utilizan tecnologias verdes, pues
no solo mitigarian los impactos negativos de la eliminacidon de residuos sobre el medio
ambiente, sino que, principalmente podria mejorar la rentabilidad de la industria alimentaria,
contribuyendo a la implementacion de una economia circular (Del Castillo-Llamosas ef al.

2021).

2.5.1 Semilla de palta

La palta (Persea americana Mill.) es una fruta muy nutritiva originaria de las dreas himedas
tropicales de México, en donde es conocida como aguacate; aunque, hoy en dia se cultiva
ampliamente en gran escala en varios paises subtropicales (Figueroa ef al. 2018). La palta
probablemente se origino en el sur de México, pero se cultivo desde el Rio Grande hasta el
centro de Pert antes de la llegada de los europeos (Uchenna et al. 2017). Existen muchas

variedades de palta, de las cuales ‘Hass’ es la méas comtn en todo el mundo (Kosinska et al.

2012).

La palta tiene muchos nutrientes, esto incluye su alto contenido de minerales esenciales,
potasio, vitamina B6, vitamina E y complejo B (Uchenna et al. 2017). Las semillas de palta
tienen componentes de valor agregado que podrian ganar relevancia en la industria de
alimentos, cosmética, farmacéutica y biocombustible (Avhad y Marchetti 2015; Tesfaye et
al. 2022). Estos componentes son fitoesteroles y triterpenos, acidos grasos olefinicos, acido
furanoico, dimeros de flavonoles y proanocianidinas oligoméricas, entre otros. Los estudios
han demostrado que la semilla de palta se puede usar para reducir la acumulacion de grasa
visceral y mejorar la hiperlipidemia y la hiperglucemia en ratas. Ademas, el consumo de

dietas a base de palta mostro niveles mas bajos de colesterol (Uchenna et al. 2017).

La céscara y la semilla de la palta son particularmente abundantes y estan subutilizadas, pero
pueden considerarse una fuente alternativa de antioxidantes porque contienen polifenoles,

carotenoides y clorofilas que son responsables de la actividad antioxidante (Rodriguez-
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Carpena et al. 2011; Dabas et al. 2013; Salazar-Lopez et al. 2020). Los acidos fendlicos, los
flavonoides y los taninos se encuentran entre los tipos mas relevantes de compuestos
fenolicos presentes en el fruto de palta (Tremocoldi et al. 2018; Salazar-Lopez et al. 2020).
Avhad y Marchetti (2015) sostienen que existen informes sobre la posible utilizacién de
semillas de palta para beneficio humano. Por consiguiente, una alternativa para lograr la
conservacion de los compuestos fendlicos recuperados de las semillas de palta es la
microencapsulacion de su extracto, para lo cual se podria emplear como material de pared,
los almidones modificados. Se han realizado varios estudios sobre la recuperacion de
compuestos bioactivos a partir de semillas de palta empleando diversos solventes y
condiciones de extraccion. Entre los solventes usados estdn agua (Segovia et al. 2016;
Calderon-Oliver ef al. 2016), acetona (Rodriguez-Carpena et al. 2011; Saavedra et al. 2017,
Rosero et al. 2019), etanol (Soldera-Silva et al. 2018; Tremocoldi ef al. 2018; Athaydes et
al. 2019), metanol (Arlene et al. 2015), mezcla de acetona/agua/acido acético (Wang et al.

2010b) y dioxido de carbono en extraccion con fluido supercritico (Paramos et al. 2020).

Las industrias procesadoras de palta generan cantidades de desechos so6lidos anualmente,
esto genera serios problemas ambientales y econdmicos si no se manejan adecuadamente.
Estos subproductos, como ya se menciond anteriormente, contienen compuestos de alto
valor agregado como carbohidratos, proteinas, lipidos y polifenoles, entre otros (Del
Castillo-Llamosas et al. 2021). Por lo que, el disefio de un modelo integrado de biorrefineria
basado en subproductos de palta para fabricar productos con valor afiadido, con diversas
aplicaciones industriales, es una soluciéon adecuada y atractiva para las industrias

procesadoras de palta (Del Castillo-Llamosas et al. 2021).

2.6 METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA (MSR)

La MSR es la estrategia experimental y de andlisis eficaz que se utiliza ampliamente para
optimizar los parametros del proceso (Gutiérrez y de la Vara 2008; Hou ef al. 2019). La
ventaja significativa de la MSR es que permite la evaluacion de las variables independientes
y sus interacciones en las variables dependientes con un numero reducido de ensayos (Alara
et al. 2018), y permite determinar la condicion de procesamiento Optima para la
maximizacion o minimizacion de la respuesta experimental (Olawoye et al. 2020). El

procedimiento de analisis en la MSR se presenta en el Figura 4.
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Figura 4: Procedimiento de analisis en la metodologia de superficie de respuesta

Fuente: Malekjani y Jafari (2020)

La MSR actia como un instrumento que se usa para optimizar los parametros de
procesamiento, ademds tiene las ventajas de menos experimentos y mayor precision
(Sablania y Bosco 2018; Hou et al. 2019). Es un método apropiado para disefiar, mejorar y
formular los parametros de proceso para el desarrollo de nuevos productos y de igual manera

modificar las propiedades de los productos actuales para una mejor retencion de su



composicidn fisicoquimica, nutricional y quimica (Sablania y Bosco 2018). La MSR se basa
en el ajuste de modelos matematicos (funciones lineales, polindmicas cuadraticas y otros) a
los resultados experimentales generados a partir del experimento disefiado y la verificacion

del modelo obtenido mediante técnicas estadisticas (Witek-Krowiak et al. 2014).

La MSR ha sido aplicada en la optimizacion de procesos de extraccion de almidones y en su
modificacion para potenciar algunas de sus caracteristicas iniciales. Respecto a la aplicacion
del MSR en procesos de extraccion, Qi et al. (2018) optimizaron los parametros del proceso
extraccion de almidon del sorgo rojo; y también, Wang et al. (2021) optimizaron los
pardmetros de extraccion de almidon de kiwi con un método enziméatico innovador, asistida
por ultrasonido, con lo que obtuvieron un almidén que mostr6 un alto rendimiento y pureza.
Por otra parte, en lo que respecta a la modificacion de almidones para mejorar alguna
caracteristica, Mutlu et al. (2017) optimizaron las condiciones del procesamiento del
almidon de maiz con alto contenido de amilosa en microondas, aplicado después del
autoclavado, para la obtencioén de almidon resistente, y Olawoye et al. (2020) optimizaron
las condiciones del proceso de esterificacion con OSA de almidon de platano cardaba para
producir almidon de digestion lenta. Finalmente, Purohit y Rao (2017) optimizaron las
condiciones de procesamiento de arroz generando una mejor cristalinidad de su almidon,
esto aumento la vida util del arroz y afiadid valor agregado en términos de fibra comestible

con base en almidon.

2.6.1 Disefio de experimentos

Malekjani y Jafari (2020) sostienen que la seleccion del diseiio experimental es otro paso
importante en el analisis de MSR, cuyo objetivo basico es guiar al experimentador en la
busqueda de los puntos 6ptimos. El disefio de experimentos determina los puntos donde se
debe evaluar la respuesta. Entre los disefios mas utilizados en el analisis de MSR en la
industria alimentaria son los disefos factoriales completos (o fraccionados) (DF), el disefio
Box-Behnken (DBB), el disefio compuesto central (DCC), el diseno Plackett-Burman (DPB)
y la matriz Doehlert (D).

2.6.2 Diseiio Factorial (DF)
En este disefo, se consideran todas las posibles combinaciones de variables de entrada. El

DF no muestra una buena eficiencia en el modelado de funciones polinomiales de segundo
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o mayor orden, especialmente cuando el nimero de factores es mayor que 2. El DF es
apropiado para obtener mucha informacion sobre los efectos principales en un nimero
proporcionalmente pequefio de corridas (Malekjani y Jafari 2020). Este disefio no es
apropiado para evaluar la interaccion entre factores debido a su deficiencia para proporcionar
esta informacion; sin embargo, es el disefio de experimentos mas laborioso (Yolmeh y Jafari
2017). Si el nimero de variables de disefio aumenta, se puede utilizar una fracciéon de un
disefio factorial completo a costa de estimar solo unas pocas combinaciones entre las
variables. A esto se le llama disefio factorial fraccional y generalmente se usa para
seleccionar variables de disefio importantes. Para un disefio factorial de 3", se puede construir
una fraccion (1/3)P, lo que da como resultado 3" P puntos. Por ejemplo, si p =1 en un disefio

33, el resultado es una fraccion de un tercio que se denomina disefio 3*! (Montgomery 2017).
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Figura S: Superficies de respuesta: a) descrita por un modelo de primer orden; b), ¢)
y d) descritas por modelos de segundo orden

Fuente: Gutiérrez y de la Vara (2008)



2.6.3 Seleccion del mejor modelo de regresion en MSR

Las ecuaciones de regresion llamadas modelos es la forma matematica de representar las
superficies de respuesta (Malekjani y Jafari 2020). Estos modelos pueden ser de primer o de
segundo orden dependiendo de la relacion entre la respuesta (y) y las variables de entrada
(X1, X2,... Xn). Si la relacion es lineal, el modelo de primer orden se adapta; caso contrario, el
modelo de segundo orden puede predecir la no linealidad del sistema. El modelo de primer
orden, en forma general, estd representado por la ecuacion (5) para k variables

independientes (6):
y=Bo+ T iBixi+ e (5

y=Bo+ Pr1x1+ Prxz+ Psxs+ -+ Prxgt € (6)

donde o, B1, B2... Pk son los coeficientes de interseccion y de regresion correspondientes a
los factores x1, X2,..., Xk Y € es el error aleatorio. Este modelo produce parcelas de superficie
lineales rectas. En el caso de una relacion compleja entre la respuesta y los factores donde
se observa la curvatura en el sistema, se aplica el modelo de segundo orden o polinomio
(ecuaciones (7) y (8)). Dependiendo del tipo de interacciones entre variables, este modelo
arroja parcelas en forma de mancuerna, inclinadas o torcidas. Como este modelo puede
predecir términos no lineales, generalmente se prefiere al modelo de primer orden

(Malekjani y Jafari 2020).
y=Bo+ TiBixi + Xy Bux? + Xicici Bijxixg +¢ (1)

Y= Bo+ Pr1x1+ Paxp+ -+ Pr X + P12 X1X3 + P13X1X3 + -+ PreXxi Xy +
Ba3XxaXs + Baaxyxy + o+ Prxi + € (8)

donde Bo, Bi, Pii y Bij son los coeficientes que corresponden a término de interseccion, lineal,
cuadratica y de interaccion. El modelo de segundo orden es el preferido y ampliamente
utilizado en varios analisis de MSR debido a su flexibilidad, facil estimacién de los
coeficientes del modelo (mediante el método de minimos cuadrados) y la capacidad probada
para resolver problemas de MSR. Es factible utilizar modelos con érdenes superiores; sin

embargo, siempre se prefiere utilizar modelos con orden inferior, que arrojen un ajuste
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adecuado sobre los datos experimentales. Después de seleccionar el orden del modelo, se
debe realizar un andlisis para determinar los coeficientes del modelo y su significancia

estadistica, la respuesta media y las condiciones Optimas que producen la mejor respuesta.

2.6.4 Funcion de deseabilidad

Para la optimizacion de procesos, el punto objetivo se debe determinar en el rango de los
factores en estudio. En la industria alimentaria, los investigadores estan interesados en la
optimizacion de varias respuestas simultaneamente, para ello se utiliza la funcion
deseabilidad (metodologia multicriterio) (Malekjani y Jafari 2020). Gutierrez y de la Vara
(2008) mencionan que este método fue propuesto en 1965 por Harrington, mejorado en 1980

por Derringer y Suich, y finalmente mejorado por Derringer en 1994.

Malekjani y Jafari (2020) sefialan que el enfoque de la funcion de deseabilidad es uno de los
métodos mas utilizados en la industria para la optimizacion de procesos de respuesta
multiple. La funcion de deseabilidad realiza la optimizacion simultdnea de multiples
respuestas de un proceso sugiriendo niveles de variables independientes que proporcionan
las respuestas deseables para el producto o proceso. Esta metodologia simplifica el andlisis
experimental al convertir un problema de optimizacion de respuesta multiple en una sola
respuesta que es mas facil de interpretar (Silva et al. 2013). Se basa en la idea de que la
“calidad” de un producto o proceso que tiene multiples caracteristicas de calidad, con una
de ellas fuera de algunos limites “deseados”, es completamente inaceptable. E1 método
encuentra las condiciones operativas de X que proporcionan los valores de respuesta "mas
deseables". Para cada respuesta Yi (x), una funcion de deseabilidad di (Y1) asigna nimeros
entre 0 y 1 a los posibles valores de Yi, con di (Yi) = 0 representa un valor completamente
indeseable de Yiy di (Yi) = 1 representa un valor de respuesta completamente deseable o
ideal. Los valores de conveniencia individuales se combinan luego usando la media

geométrica, lo que da la conveniencia general (D) (Malekjani y Jafari 2020).
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MATERIALES Y METODOS

31 LUGAR DE EJECUCION

La investigacion se realizd en el Laboratorio asignado al Grupo de Investigacion de
Propiedades de Biopolimeros y Aplicaciones, en el Laboratorio de Investigacion e
Instrumentacion y en la Planta Piloto de Alimentos de la Facultad de Industrias Alimentarias
de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM), en el Laboratorio de Ecologia
Microbiana y Biotecnologia de la Facultad de Ciencias de la UNALM, y en el Laboratorio
de Carbohidratos del Centro de Desarrollo de Productos Biodticos (CEPROBI) del Instituto

Politécnico Nacional (Yautepec, Morelos, México).

3.2 MUESTRA

Se emplearon almidones nativos obtenidos de cultivares de papas nativas de: Imilla blanca
(Solanum tuberosum subsp. andigena), Imilla negra (Solanum tuberosum subsp. andigena)
y Loc’ka (Solanum x juzepczukii), extraidos y caracterizados por Pefia (2017). En el Cuadro
1 se presentan las caracteristicas importantes para este trabajo. Los frutos de palta (Persea
americana) variedad ‘Fuerte’ fueron adquiridos en los campos de cultivo de un agricultor

(distrito de San Mateo de Otao, provincia de Huarochiri, region Lima).

Cuadro 1: Caracteristicas de los almidones nativos obtenidos de cultivares de
papas nativas de Ilave (Puno)

Pardmetro Imilla blanca  Imilla negra Loc’ka
B) (IN) (LK)

Amilosa aparente (%) 28,20 + 0,88 30,00 + 0,69 2490+ 0,19
To (°C) 59,48 + 0,04 58,09 + 0,06 56,77 + 0,05
Tp (°C) 63,08 0,13 62,40 £0,11 60,20 = 0,12
Tc (°C) 69,24 + 0,04 69,49 + 0,07 66,31 0,23
AH (J/kg) 15,76 + 0,07 15,81 + 0,08 15,55+ 0,30
oo (Pa) 0,60 +0,29 1,10 £0,66 1,24 + 0,41
k (Pa-s") 34,04 + 3,59 43,16 + 2,94 34,59+ 0,32
n 0,34 + 0,04 0,32 +£0,02 0,32 +0,02

Fuente: Pena (2017)



3.3 EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

3.3.1 Equipos

- Agitador magnético (HEIDOLPH, modelo MR Hei-Tec., Alemania)

- Agitador Vortex (VELP®, modelo Wizard, Scientific, U.S.A.)

- Analizador de tamafio de particula (Malvern Instruments Ltd., modelo Mastersizer 3000,
Reino Unido)

- Analizador de imagenes dindmicas para tamano de particula (Micromiritics®
Instrument Corp., modelo Particle Insight, Norcross, U.S.A.)

- Atomizador (BUCHI, modelo B-290, Alemania)

- Balanza analitica (OHAUS®, modelo Explorer, U.S.A.)

- Bafio de agua con agitacion (GFL, modelo 1083, Alemania)

- Baiio de ultrasonido (VWR International, modelo Symphony™, China)

- Baifio de ultrasonido (BANDELIN electronic GmbH & Co., modelo Sonorex Digiplus,
Alemania)

- Bomba de vacio (VACUUBRAND GMBH + CO, Alemania)

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

- Cortadora (Hover, Peru)

- Difractometro de rayos X (Rigaku Corporation, modelo Ultima IV, U.S.A.)

- Espectrocolorimetro (KONICA MINOLTA, modelo CM-5, Japon)

- Espectrofotometro (Thermo Fisher SCIENTIFIC®, modelo GENESYS 10S UV-Vis,
US.A)

- Espectrofotémetro infrarrojo (Bruker Optik GmbH, modelo Vertex 70, Alemania)

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

- Evaporador giratorio (Heidolph, modelo HEI VAP, Alemania)

- Homogeneizador de ultrasonido (Hielscher Ultrasonics GmbH, modelo UP200ST,
Alemania)

- Evaporoao® (IKA®, modelo T25, Alemania)

- Liofilizador (Labconco Corp., modelo Freezone 2.5, Kansas, MO, U.S.A.)

- Medidor de actividad de agua (Decagon devices Inc. WA, modelo Aqualab 4TE, USA)

- Microscopio optico (Nikon Corporation, modelo Eclipse 80i, Japon)

- Microscopio de Barrido Electronico (Carl Zeiss, modelo EVO LS10, Alemania)

- Molino de cuchillas (Retsch, modelo R 30, Alemania)
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- Multicalorimetro Diferencial de Barrido con celdas de acero inoxidable Hastelloy® (TA
Instruments, modelo Multi-Cell DSC, U.S.A.)

- Planta piloto polivalente de concentracion discontinua (Electronica Venetta, modelo
CBJ/EV, Italia)

- Potencidometro (SI Analytics, modelo Lab850, Alemania)

- Reometro hibrido con celda Peltier y geometria cross-xhatched 40 mm de diametro, y
celda de formacion de pasta de almidén (SPC) y geometria tipo rotor (TA Instruments,
modelo DHR-3, U.S.A.)

- Refrigeradora-Congeladora (BOSCH, modelo KAD62V401, China)

- Secador de bandejas (RETER, modelo DRR-200, Pert)

- Sistema cromatografico AF4-MALLS-RID: AF4 (Wyatt Technology Corporation,
Santa Barbara, USA) con una membrana de 10 kDa, acoplado a un multiangle laser light
scattering-MALLS (Dawn Heleos 8, Wyatt Technology Corporation, Santa Barbara,
USA) y un detector de indice de refraccion (1100 Generic RI, Agilent Technologies,
Santa Clara CA, U.S.A.)

- Sistema cromatografico HPAEC-PAD: Cromatédgrafo liquido de alta resolucion de
intercambio 16nico acoplado a un detector de pulsos amperométricos (Dionex ICS 5000)
equipado con automuestreador (Dionex AS-AP, Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, U.S.A.), una columna CarboPac PA200 (3 x 250 mm) y guarda columna
CarboPac PA200 (3 x 50 mm)

3.3.2 Materiales

- Material de vidrio (matraces, vasos de precipitados, probetas graduadas, pipetas
graduadas, baguetas, tubos de ensayo, fiolas, placas Petri, etc.)

- Micropipetas de 20-200 pl, 100-1000 pl, 1000-5000 pl y 5000-10000 ul (Eppendorf ™,
Alemania)

- Otros: puntas para micropipetas, campanas desecadoras, soporte universal, tubos Falcon,
tubos Eppendorf, gradillas para tubos, papel aluminio, papel tissue, parafilm, tenazas y

pinzas de metal.

3.3.3 Reactivos
- ABTS+ (2, 2° Azino-bis 3 ethylbenzthializone-6-sulfonic acid diamonnium salt 98 por
ciento) (Sigma Aldrich®, U.S.A.)
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Acetato de sodio (Merck®, Alemania)

Acido acético glacial (Merck®, Alemania)

Acido bérico (Merck®, Alemania)

Acido citrico anhidro (Sigma Aldrich®, U.S.A.)

Acido clorhidrico fumante (Merck®, Alemania)

Acido gélico 97,5-102,5 por ciento (Sigma Aldrich®, U.S.A.)
Amilopectina de papa purificada (Sigma Aldrich®, U.S.A.)
Amilosa purificada, tipo III de papa (Sigma Aldrich®, U.S.A.)
Anhidrido octenil succinico (Sigma Aldrich®, U.S.A.)
Carbonato de potasio (Mallinckrodt Baker Inc., U.S.A.)
Carbonato de sodio (Fermont, México)

Cloruro de sodio (Merck®, Alemania)

Cloruro de aluminio (Merck®, Alemania)

Dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich®, Francia)

Etanol 99.5 por ciento grado ACS (Sigma Aldrich®, U.S.A.)
Folin Ciocalteau 2N (Sigma Aldrich®, U.S.A.)

Hidroxido de potasio (Merck®, Alemania)

Hidroxido de sodio (NaOH, Merck®, Alemania)

Indicador Murexida (Merck®, Alemania)

Ioduro de potasio, tiosulfato de sodio (Merck®, Alemania)
Iodo resublimado (12) (Fermont, México)

Kit de almidon total (K-TSTA-100A) (Megazyme International Ltd., Wicklow, Ireland)
Maltodextrina DE 10 (Ingredion, México)

Metanol 99.99 por ciento grado ACS (Sigma Aldrich®, U.S.A.)
Metanol grado HPLC (Sigma Aldrich®, U.S.A.)

Persulfato de potasio (Mallinckrodt Baker Inc., U.S.A.)

Sulfato cuprico pentahidratado (Merck®, Alemania)

Sulfato de sodio (Na;SO3, Merck®, Alemania)

Trolox (6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethyl chroman-2-carboxylic acid) (Sigma Aldrich®,
US.A)
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3.4 METODOS DE ANALISIS

3.4.1 Almidones nativos y modificados

a. Humedad

La humedad de los almidones se determind en una estufa de circulacion de aire a 105 °C
segun el método AOAC (2005) N © 926.12. Los valores se expresaron como g de agua por
100 g de polvo.

b. Almidon total (Pureza)

La pureza de los almidones nativos se determind mediante el tratamiento del almidon con
KOH 1 M, e hidrdlisis enzimdatica con una mezcla de a-amilasa y amiloglucosidasa
termoestable; se empleo el kit de almidon total (K-TSTA-100A) de Megazyme International
(2017).

c. Microscopia optica y de luz polarizada

Cada muestra de almidon se colocéd directamente en una lamina portaobjeto de microscopio,
se mezcld con una gota de agua destilada, y se fij6 para deslizar con una lamina cubreobjeto.
Los granulos de almidon se observaron en el microscopio Optico de luz y luz polarizada con

un objetivo de 20x (Lopez-Silva et al. 2019).

d. Microscopia electronica de barrido (MEB)

La superficie de los granulos de almidon se observo mediante las micrografias capturadas
con el microscopio electronico de barrido. Las muestras de almidones nativos y modificados
se fijaron en una cinta de carbon, que fueron colocadas en cada celda del microscopio. Se
utiliz6 la lampara de hexabromuro de lantano a una potencia de 15 a 20 kV de voltaje de
aceleracion de electrones, obteniendo las imagenes a 1000x de aumento (Lopez-Silva et al.

2019).

e. Distribucion del tamafio de los granulos de almidon

La distribucion del tamano de particula se determind por difraccion de rayos laser con el
analizador de tamafio de particula Mastersizer 3000 (Lopez-Silva ef al. 2019). Cada muestra
de almidon fue colocada en el equipo y se adiciond agua (coeficiente de refraccion 1,33)
como agente dispersante para todas las mediciones y los tamafios fueron registrados entre
0,02 y 1000 um. La distribucion de tamano de los granulos de los almidones se realizo

mediante el porcentaje de volumen ocupado por los granulos de almidén (equivalente a una
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esfera). Los resultados se expresaron en porcentaje de volumen (%), y se calcularon Do, Dso
y Doo que representan el didmetro de particula para el que el volumen acumulado de
particulas es 10 por ciento, 50 por ciento y 90 por ciento, respectivamente. Ademas, se

calcul6 el span que mide el indice de dispersion de la distribucion.

f. Distribucion del tamafio de cadenas de amilopectina

La distribucion de tamafios de cadena de amilopectina de los almidones desramificados por
isoamilasa fue determinada por cromatografia de intercambio io6nico de alta resolucion
acoplada a un detector de pulsos amperométricos (HPAEC-PAD) Dionex ICS 5000
equipado con automuestreador Dionex AS-AP (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA), utilizando una columna CarboPac PA200 (3 x 250 mm) y una guarda
columna CarboPac PA200 (3 x 50 mm) segiin el método reportado por Hoyos-Leyva et al.
(2017). La muestra se prepar6 segun el método reportado por Chavez-Murillo et al. (2008).
Se pes6 10 mg de almidon y se afiadio 3,2 mL de agua desionizada, la mezcla fue calentada
en un bafio de agua hirviendo con agitacion por 1 h. Después se enfrid6 a temperatura
ambiente y se adicion6 0,4 mL de 0,1 M de buffer acetato a pH 3,5 y 5 mL de isoamilasa
(EC 3.2.1.68) (59000 U/mg Hayashibara Biochemical Laboratories, Okayama, Japon). La
mezcla fue incubada a 40 °C por 4 h en un bafio de agua con agitacion. Luego, la enzima fue
inactivada por neutralizacion con 0,21 mL de 0,2 M de NaOH y el calentamiento de la
muestra en un bafio de agua hirviendo por 15 min. Posteriormente, la muestra fue enfriada
por 5 min y filtrada a través de un filtro de jeringa 0,45 mm de tamafio de poro y 0,6 mL del
filtrado fue transferido al automuestreador para la inyeccion. El potencial y los periodos de
tiempo para la deteccion de pulsos amperométricos fueron: Ei, +0,10 V por 0,4 s; Eo, -2,0 V
por 0,02 s; E3, +0,60 V por 0,01 s; E4, -0,10 V por 0,07 s. Dos eluyentes fueron usados como
fase movil: eluyente A (150 mM de hidréxido de sodio) y eluyente B (150 mM de hidréxido
de sodio conteniendo 500 mM de acetato de sodio). El fujo fue de 0,5 mL/min y el gradiente
de los eluyentes fue: 95 por ciento de eluyente A por 5 min, 60 por ciento a 18 min, 15 por
ciento a 55 min y 95 por ciento a 75 min. Los datos fueron procesados con el software

Chromeleon v. 6.80 SR11 (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, U.S.A.).

g. Determinacion del peso molecular
Se pesd 0,5 g de almidon, se agregd 20 mL de DMSO al 95 por ciento y se agitd
constantemente durante 4 dias a 4 °C. Luego se preparé 180 mL de etanol al 95 por ciento a

4 °C, lo que se agrego lentamente a la solucion de almidon, se continu6 con la agitacion por
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5 min, y se almaceno a temperatura ambiente durante la noche. Se centrifugd a 13 000 rpm
por 10 min, se elimino el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 60 mL de etanol.
Posteriormente se centrifugd nuevamente y esta operacion se repitio tres veces; y finalmente,
se lavd con etanol, acetona (dos veces) y éter etilico. El residuo obtenido se seco a
temperatura ambiente y se guardd en un recipiente hermético. Para el analisis de peso
molecular y radio de giro de las moléculas de amilosa y amilopectina se utiliz6 el sistema
cromatografico AF4 (Wyatt Technology Corporation, Santa Barbara, USA) acoplado a un
sistema de dispersion de luz laser multiangulo - MALLS (Dawn Heleos 8, Wyatt Technology
Corporation, Santa Barbara, USA) y el detector de indice de refraccion - RID (1100 Generic
RI, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). La velocidad de flujo fue 1 mL/min para
el detector, 1 min de tiempo de inyeccion y 32 min de elucion. El eluyente fue agua grado
HPLC con 0,02 por ciento de azida de sodio. El peso molecular promedio (Mw) y radio de
giro (Rz) fueron calculados usando el sofiware ASTRA® Version 5.3.1.5 (Wyatt Technology
Corporation, Santa Barbara, USA), también se empled el método de Berry de segundo orden

polinomial (Hoyos-Leyva et al. 2017).

h. Cristalinidad

Los almidones fueron acondicionados por 5 dias en una campana desecadora conteniendo
una solucion saturada de sulfato de potasio. Se registraron los patrones de difraccion de rayos
X de los almidones empleando un difractometro con detector D/tex ultra, que oper6 a 35 kV
y 15 mA, con una longitud de onda de radiacion CuKa de 0,15406 nm segun la metodologia
reportada por Lopez-Silva et al. (2019) con ligeras modificaciones. Las intensidades se
midieron en el intervalo de 3° a 37° en una escala de 26 con un paso de 0,02°. La cristalinidad
relativa (porcentaje) se determin6 a partir del difractograma mediante el calculo del area

correspondiente al pico cristalino, area total y ruido instrumental.

i Espectroscopia en la region infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

La medicion del espectro de absorcion en el infrarrojo se llevo a cabo en un espectrometro
infrarrojo (Vertex 70, Bruker Optik GmbH, Alemania) utilizando un detector telurio cadmio
mercurio y un divisor de haz de KBr provisto del accesorio de atenuador de reflactancia
(ATR) con un cristal de diamante y un angulo de incidencia de 45° (Lopez-Silva et al. 2019).
Brevemente, los almidones fueron colocados en el equipo y se registraron los espectros
usando 50 escaneos a una resolucion espectral de 1 cm™! sobre la region de 4 000 a 400 cm™!

de numero de onda. Se empled el software OPUS 7.0 para realizar el analisis. El orden

27



molecular de corto alcance de los almidones se determind empleando las absorbancias a
1047 cm™', 1022 cm™! y 995 cm™! de ntimeros de onda, y se relacionaron para obtener las

razones R (Absi1047/Abs1022) y Rz (Absgos/Absi022).

Je Propiedades de formacion de pasta

Las propiedades de formacion de pasta (temperatura inicial de formacion de pasta,
viscosidad méxima, viscosidad de descomposicion, viscosidad final y viscosidad de
retroceso) de los almidones nativos y modificados se determinaron empleando el redmetro
hibrido (Discovery HR-3, TA Instruments, New Castle, DE, EE. UU.) con la geometria
starch pasting cell (SPC acrénimo en inglés, celda para pasta de almidon) y una paleta. Se
sigui6 el método de Bello-Flores et al. (2014) con modificaciones. Brevemente, se prepard
una suspension de almidon al 8 por ciento (p/p, base seca) y se equilibré a 40 °C y 105,24
rad/s durante 2 min; para el resto del analisis se realizd una agitacion constante de 16,75
rad/s. Luego se calent6 hasta 90 °C a 6 °C/min, se mantuvo a 90 °C durante 5 min, se enftrio
hasta 50 °C a 6 °C/min en 6,4 min y finalmente se mantuvo a 50 °C durante 2 min. Todas

las muestras se analizaron por duplicado.

k. Contenido de amilosa aparente

Para la determinacion de la proporciéon de amilosa y amilopectina se siguié el método
descrito por Hoover y Ratnayake (2001) con algunas modificaciones. Brevemente, 20 mg
de almidon (base seca) se colocaron en un tubo de ensayo de 15 mL y se adicionaron 8 mL
de dimetilsulfoxido hasta su disolucion empleando un baio de agua con agitacion a 85 +
0,2°C. Esta solucion se coloco en una fiola de 50 mL y se aford con agua destilada. De esta
disolucion se tomaron 50 pL. que se colocaron en una fiola de 50 mL, se afadio 5 mL de
solucion de 12 (0.0025 M)-KI (0.0065 M), se aford con agua destilada y se agitod. De esta
solucion se extrae una muestra y se lleva al espectrofotometro para medir su absorbancia a
600 nm. Previamente, se elabora la curva estandar con lecturas de absorbancia de mezclas
de amilosa y amilopectina puras de papa, y con contenido de amilosa de 0, 10, 15, 20, 25,

30y 35 % en peso.

L Determinacion del grado de sustitucion (GS) del almidon esterificado con OSA
La sustitucion de los grupos OSA se determiné utilizando el método propuesto por Timgren
et al. (2013). Los almidones modificados (1,25 g peso seco) se dispersaron en 12,5 mL de

HC1 0.1 M y se agitd durante 30 min. La suspension se centrifugd a 4000 g durante 10 min
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a 10 °C, se lavd una vez con 12,5 mL de etanol (90 por ciento) y dos veces con agua destilada.
Después, el almidon se suspendid en 75 mL de agua, y se colocd en un baio de agua
hirviendo durante 10 min, luego se enfrid a temperatura ambiente. La suspension de almidon
se tituld con NaOH 0,1 M hasta pH 8,3; y también se titul6 un blanco usando el almidon de
papa nativo de la misma variedad del almidon OSA. El GS de los almidones modificados

fue calculado mediante la ecuacién (9):

0.162 % (A*M) /W
GS = 1 [0.210 *A*M] ©)

w

donde A es el volumen (mL) de NaOH 0,1 M gastado en la titulacion, M es la molaridad de
la solucion de NaOH, y W es el peso (g) del almidon en base seca. La eficiencia de reaccion

(ER) se calcul6 con la ecuacion (10):

ER = 282l 100 (10)

GS tedrico

donde el GS teorico fue calculado suponiendo que la totalidad del reactivo OSA afiadido

reaccion6 con el almidon para formar el almidon esterificado.

m. Parametros de color

Los parametros de color del espacio CIELAB (L*, a*, b*) de los almidones modificados se
determinaron usando el espectrocolorimetro calibrado con un blanco (patrén) (Falade et al.
2015). Las mediciones se realizaron por triplicado y los resultados obtenidos de: luminosidad
(L*), enrojecimiento (a*) y amarillamiento (b*) se utilizaron para calcular la blancura (W)
segun la ecuacion (11):

W (%) = 100 — [(100 — L)? + ((a*)? + (b*)H)]%® (11)

n. Propiedades térmicas

Las propiedades térmicas de los almidones modificados se determinaron mediante el
calorimetro diferencial de barrido (MCDSC, TA Instruments, USA) de acuerdo con el
método descrito por Mei et al. (2015) con ligeras modificaciones. Se mezclaron en la celda,
aproximadamente 20 mg de almidon modificado con 60 uL de agua ultrapura y se cerrd
herméticamente. Luego, las celdas con muestra y la celda vacia (referencia) se equilibraron

durante 1 h a temperatura ambiente. Después, las celdas se calentaron desde 25 °C a 130 °C
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auna velocidad de 2 °C/min. Se calcularon la temperatura de inicio (T,), la temperatura pico

(Tp), la temperatura de conclusion (T¢) y la entalpia de gelatinizacion (AH).

0. Propiedades reoldogicas

Para los almidones esterificados con OSA

Para determinar las propiedades reoldgicas se empled el redmetro hibrido y se empled el
software Trios v.4.4.1 (TA Instruments) para el andlisis de datos. En los ensayos de
comportamiento al flujo y de viscoelasticidad se empled la geometria tipo plato de acero
inoxidable con textura estriada (diametro 40 mm) con una separacion entre placas (gap) de
1 mm. Se prepard una suspension de almidon (4 por ciento, p/v en base seca), la cual se llevd
aun bafio de agua a 95 °C durante 30 min con agitacion constante; finalmente el gel se enfrié

hasta 25 °C (Martinez et al. 2015). Los anélisis se realizaron por duplicado.

- Comportamiento al flujo

Se realizaron mediciones reologicas de comportamiento al flujo para los geles de almidon
esterificados con OSA segun la metodologia reportada por Augusto et al. (2012). Los
experimentos de cizallamiento en estado estacionario se llevaron a cabo en el rango de
velocidad de cizallamiento de 0,01 a 100 s~!. Después del reposo, las muestras se sometieron
a cizallamiento a 300 s' durante 5 min para evitar cualquier tixotropia (datos no mostrados).
Luego, se utilizd un protocolo escalonado decreciente logaritmico (100-0,01 s') para
garantizar la condicion de estado estacionario. El comportamiento del flujo de los geles de
almidon se modeld utilizando el modelo de ley de potencia (Ec. (12)) y el modelo de
Herschel-Bulkley (Ec. (13)).

T =ky" (12)

T =71y + ky" (13)

donde, 1, esfuerzo de corte (Pa); 1o, umbral de fluencia (Pa); y, velocidad de corte (s™'); k,

indice de consistencia (Pa s"); n, el indice de comportamiento de flujo (adimensional).

- Viscoelasticidad
Las pruebas de cizallamiento dindmico se realizaron para comprender el comportamiento
viscoelastico de los geles de almidon. Se llevo a cabo un barrido de tension (amplitud) de

0,1 a 100 Pa para seleccionar el rango viscoelastico lineal a una frecuencia constante (1 Hz)
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(Martinez et al. 2015). Luego, se llevaron a cabo las mediciones de barrido de frecuencia a
1 Pa, valor de esfuerzo cortante dentro del rango viscoelastico lineal, en un rango de
frecuencia de 0,01 a 100 Hz. Los espectros mecanicos se obtuvieron registrando el médulo
de almacenamiento (G ), el modulo de pérdida (G ) y el factor de pérdida (tan (G’ /G’)) en
funcién de la frecuencia (o). Para describir el comportamiento viscoelastico de los geles de
almidon, la dependencia de frecuencia (o) de G’y G’ se ajust6 al modelo de ley de potencia
(Ec. (14) y Ec. (15)):

G'=k'w' (14)

G" = k" 0" (15)

Para el almidon esterificado con acido citrico

Se emple6 el método de reportado por Herrera y Vasanthan (2018) con algunas
modificaciones. Se prepard la suspension de almidon citrato (4 por ciento, p/v en base seca)
con agua destilada mediante la homogeneizacion con el rotor-stator a 10 000 rpm durante
10 min. Luego, aproximadamente 2 mL de la suspension se coloco sobre el plato Peltier del

redmetro para las mediciones reoldgicas.

- Comportamiento al flujo

Para este analisis se uso la geometria cono y plato de aluminio (2°0°40°’) (didmetro de 60
mm) con una separacion entre la placa Peltier y el cono (gap) de 53 um. El cizallamiento se
realizo en el rango de 0,01 a 100 s!, y luego a 300 s~! durante 5 min para evitar cualquier
tixotropia (datos no mostrados). Finalmente, se realizd el cizallamiento en un proceso
decreciente (100-0,01 s~!) para garantizar la condicion de estado estacionario. Para describir
la variacion en las propiedades reologicas de las muestras bajo cizallamiento constante, los

datos se ajustaron al modelo de ley de Newton (Ec. (16)).

T = py (16)

- Viscoelasticidad
Las pruebas de cizallamiento dindmico se realizaron siguiendo la metodologia descrita
anteriormente. Sin embargo, el barrido de tension (amplitud) se realizo entre 0,001 a 1 Pa

para seleccionar el RVL a una frecuencia constante (1 Hz) (Martinez et al. 2015).
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Para las suspensiones formadoras de microparticulas

La suspension formadora de microparticulas se preparé mezclando el almidon citrato 6ptimo
y el extracto concentrado de semilla de palta (20 por ciento de sélidos totales). La
homogeneizacion se realizod con el agitador electromagnético a 500 rpm durante 30 min.
Luego, aproximadamente 2 mL de la suspension se coloc6 sobre el plato Peltier del redmetro

para realizar el andlisis de comportamiento al flujo (descrito anteriormente).

p- Determinacion del grado de sustitucion (GS) del almidén citrato

La cantidad de acido citrico esterificado al almidon se analizd6 mediante el método de
Klaushofer et al. (1979). A 450 mg de almidon esterificado (base seca) se agregaron 2 mL
de agua desionizada, después se mezclan con 50 mL de KOH 1 M y se dejan en un bafio con
agua en ebullicion durante 10 min. Enfriar a temperatura ambiente y ajustar pH a 8,5 con
acido acético 3 M. De una solucion de borato de sodio (50X, 20 g de hidréxido de sodio y
120 g de 4cido borico, aforar a 1 L, y a partir de esta solucion se prepard la solucion 1X
(1000 mL) agregando 10 mL de la solucion de borato 50X, y se afora a 500 mL. De la
solucion 1X, se tomaron 25 mL y se mezclaron con 0,3 g de indicador de Muréxida
(muréxida:sulfato de sodio, 0,2 g:100 g). La mezcla gelatinizada del almidon esterificado
con KOH se vertio en un matraz conteniendo 0,3 g del indicador de Muréxida disuelto en la
solucion 1X de borato, se afora a 300 mL con agua desionizada y se hace la titulacion con
sulfato ctprico pentahidratado (CuSO4-5H>0) 0,05 M hasta que el color rojo-violeta del
indicador desaparece y vir6 a amarillo. Se emplearon las Ec. (17) y Ec. (18) para el célculo
del GS en el almiddn citrato.

_ (Vo=V1) X N x 0.1741 x 100
o w

A%

(17)

162 x A
GS = —2X4 (18)
15800—-156 x A

donde A es la fraccion de masa de los sustituyentes de acido citrico (porcentaje), M es la
molaridad de la solucion de HCI, W es la cantidad (g) del almidoén, V es el volumen de HCl
requerido para la valoracion de la muestra de almidon CT, Vo es el volumen de HCI

requerido para la titulacion de la muestra de control.
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q. Solubilidad

Se siguid el método reportado por Alimi ef al. (2016) con ligeras modificaciones. Se peséd
0,5 g de almidon esterificado con acido citrico en un tubo de centrifuga y se agregd 30 mL
de agua destilada, la suspension fue homogenizada en un agitador vortex por 2 min, y se
calent6 en bafio maria a 90 °C por 30 min, agitando cada 10 min en el vortex. El producto
obtenido se enfri6 y fue centrifugado a 4200 rpm por 15 min. El sobrenadante se transfirié a
una placa Petri, la que se llevd a una estufa a 110 °C por 4 h. El almidon solubilizado en el
agua fue el remanente obtenido después del secado del sobrenadante. La solubilidad se

expresd como gramos por 100 g de almidon.

3.4.2 Extracto de semilla de palta

a. Contenido de fendlicos totales

Se empled el método de Singleton y Rossi (1965) con modificaciones. Brevemente, se
mezclaron 200 pL de extracto con 1 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu (1 N) y 0,8 mL de
Na,CO;s al 7,5 por ciento. La mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 30 min. La
absorbancia se medid a 760 nm y los resultados se expresaron como mg de equivalentes de

acido galico (AGE) por gramo de extracto (peso seco).

b. Capacidad antioxidante

El ensayo ABTS segtn el método de Arnao ef al. (2003) con ligeras modificaciones. La
solucion madre se prepard mezclando cantidades iguales de una solucion de ABTS 7,4 mM
y de una solucidn de persulfato de potasio 2,6 mM; esta mezcla se dejo reaccionar durante
12 h a temperatura ambiente y en oscuridad. La solucion se diluyé mezclando 1 mL de
solucion ABTS con 60 mL de metanol para obtener una absorbancia de 1,1 = 0,02 unidades
a 734 nm. Los extractos (150 puL) se mezclaron con 2850 pL de la solucion de ABTS y se
dejaron reaccionar a 20 °C hasta que se alcance una absorbancia constante. Se utiliz6
metanol como como blanco y la disminucion de la absorbancia debida a los antioxidantes se
registro a 734 nm. La actividad antioxidante se calculé como mol de equivalentes de Trolox

(TE) por g de muestra seca a partir de una curva estandar desarrollada con Trolox.

c. Color del extracto
El color de la harina y del extracto de semilla de palta concentrado (ESPC) se midieron
utilizando el espectrocolorimetro. Se determinaron los parametros de color del espacio

CIELAB (L*, a* y b*) segtin Calderon-Oliver et al. (2016).
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d. pH
El pH del extracto de semilla de palta concentrado (ESPC) se midi6 utilizando el

potencidmetro realizando tres mediciones segun Cai et al. (2022).

3.4.3 Seleccion del almidon esterificado para la microencapsulacion del ESPC por
microscopia optica

Las microparticulas obtenidas con cada suspension de almidon esterificado (OSA, US-OSA,
LKC) y el ESPC se colocaron directamente en una ldmina portaobjeto de microscopio, se
mezcld con una gota de alcohol isopropilico, y se fijo para deslizar con una lamina
cubreobjeto. Las microparticulas formadas se observaron en el microscopio Optico de luz
con un objetivo de 40x. Se tom6 como patron las microparticulas formadas con

maltodextrina (MD).

3.4.4 Caracterizacion de las microparticulas
a. Humedad

La determinacion de la humedad de microparticulas se realizé segun lo descrito en 3.4.1 (a).

b. Actividad de agua
La actividad de agua (aw) de las microparticulas fue determinada en el medidor de actividad

de agua a 25 °C = 1 °C (Andrade et al. 2018).

c. Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion fue determinada utilizando el contenido compuestos
fenolicos totales en el centro (FTC) y el contenido de compuestos fenolicos totales en la
superficie (FTS) en las microparticulas de acuerdo con el método propuesto por Robert et
al. (2015). Para la determinacion de FTC, se pesé 100 mg de microparticulas que se dispersé
en 1 mL de solucion de acetonitrilo, metanol, y acido acético (50:8:42, v/v/v). Esta
suspension se agitd en un agitador vortex durante 1 min, se someti6 a bafio de ultrasonido
dos veces durante 20 min, se filtré con papel Whatman N° 1, y luego se us¢ el filtro Millipore
de 0,45 mm. El contenido de fenodlicos totales se cuantifico mediante el método descrito en
3.4.2 (a). Respecto a FTS se pesd6 100 mg microparticulas y se dispersé con 1 mL de
etanol:metanol (1:1). La suspension se agitd en un agitador vortex a temperatura ambiente
durante 1 min y luego se filtrd con papel de filtro, y finalmente se uso el filtro Millipore de

0,45 um. El contenido de fendlicos totales se cuantifico mediante el método descrito en la
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Seccion 3.4.2 (a). La eficiencia de encapsulacion (EE) para fenolicos totales se calculd de

acuerdo con la siguiente Ec. (19):
FTC—FTS

EE (%) = —— x 100 (19)

FTC

donde FTC es el contenido de compuestos fendlicos totales en el centro de las microcépsulas

y FTS es contenido de compuestos fenolicos totales en la superficie de las microcapsulas.

d. Parametros de color

La determinacion de los pardmetros de color se realizé segtn lo descrito en 3.4.1 (m).

e. Morfologia de las microparticulas
La morfologia de las microparticulas se evaluo utilizando el modo de alto vacio. Las
muestras se fijaron a una cinta conductora de doble pegamento. El andlisis se realizé a 20

kV de voltaje de aceleracion de electrones, y con 1500x de aumento (Valente et al. 2019).

f. Higroscopicidad

La higroscopicidad se determind segun el método de Cai y Corke (2000) con ligeras
modificaciones. Aproximadamente 1 g de muestra (microparticulas) se coloco en placa Petri
dentro de un desecador a 25 °C con solucion saturada de NaCl (76 por ciento de humedad
relativa). Las placas se pesaron cuando se alcanzé el equilibrio. La higroscopicidad se

expresd como g de agua por g de sélidos secos.

g. Distribucion de tamafio de microparticulas

Este andlisis se realizo con el analizador de difraccion de rayos laser segun Rocha et al.
2019) con menores modificaciones. Las microparticulas fueron colocadas dispersadas con
alcohol isopropilico, y el tamafio de las microparticulas fueron registrados de 0,02 a 1000

pm.

3.5 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La investigacion se realizd en tres etapas, tal como se presenta en la Figura 6. La primera
etapa consistié en la caracterizacion morfologica y estructural de los almidones nativos
obtenidos de papas nativas de los cultivares: IB, IN y LK. En la segunda etapa se modificaron

los almidones nativos con OSA y acido citrico (AC), y luego se caracterizaron. La

35



modificacién con OSA se realizé por el método convencional y con pretratamiento con
ultrasonido; mientras que, para la modificacion con AC se realizd con el almidon LK
empleando un proceso de optimizacion con MSR. El almidon LK fue seleccionado debido a
sus caracteristicas morfoldgicas y estructurales, pues presentd la menor viscosidad y la
distribucion de tamafio de particula mas uniforme. En la tercera etapa, se obtuvo el extracto
acuoso de semilla de palta concentrado (ESPC) y se caracterizd, luego los almidones
modificados fueron evaluados como material de pared para seleccionar el almidon idoneo
para la microencapsulacion del ESPC; finalmente, el ESPC fue microencapsulado con el

almidon seleccionado y las microparticulas fueron caracterizadas.

Almidones nativos

l Semilla de palta

Caracterizacion morfologica y estructural l

Obtencién de harina

A4 h 4 A4
Esterificacion con OSA Esterificacion con AC: Extraccién acuosa de compuestos bioactivos
y ultrasonido optimizacion con MSR

A4

Cuantificacion de compuestos bioactivos

v l
Caracterizacion estructural, fisicoquimica,
morfoldgica y reologica Extracto acuoso filtrado y concentrado (ESPC)

h 4

Seleccion del almidOn esterificado
como material de pared en la microencapsulacion

A 4

Microencapasulacion del ESPC con el
almidon seleccionado y maltodextrina

|

Microparticulas producidas por atomizacion

!

Caracterizacion de microparticulas

Figura 6: Esquema experimental de la investigacion

3.5.1 Caracterizacion de los almidones nativos
Los almidones nativos fueron caracterizados funcional, morfolégica y estructuralmente de

acuerdo con los métodos de analisis detallados anteriormente (Seccion 3.4.1).



3.5.2 Modificacion de los almidones y su caracterizacion

a. Modificacion con OSA y pretratamiento con ultrasonido
En la Figura 7 se presenta el proceso de esterificacion para la modificacion de los almidones.

Se empleod la metodologia de Bello-Flores et al. (2014) con modificaciones.

Almidoén nativo

|

Agua —» Mezcla

| '
Homogeneizacién (30 min) Homogeneizacion (15 min)

| |

Acondicionamiento Pretratamiento

NaOH 0.1 M —> pH8,5-9 con ultrasonido (5 min)
A \ 4
OSA 3% —— Modificacion (2 h) Acondicionamiento
NaOHO,1 M —p .
pH8.,5-9
v
Acondicionamiento v
NaOHO0.IM— | = g5 9 @4n) OSA 3% —| Modificacion (2 h)
l v
HC10,1M —» Neutralizaciéon Acondicionamiento
NaOHO,lM > pH 8,5-9(1 h)
A l
Centrifugacion
HC1 0,1 M —» Neutralizacion
A
g !
g:la Lavado
Etanol 70% l Centrifugacion
Secado A 4
gua » Lavado
l Etanol 70% —™
Molienda \ 4
l Secado
Almidén OSA l
Molienda

|

Almidon US-OSA

Figura 7: Diagrama de flujo para la esterificacion de almidones nativos con OSA y
pretratamiento con ultrasonido



El almidon se suspendi6 en agua destilada para obtener una concentracion del 30 por ciento
(p/v) y se agitd constantemente durante 30 min. El pH de la suspension se ajusto a 8,5-9 con
NaOH 0,1 M, y se afiadi6 gota a gota, una cantidad pesada de 3 por ciento de OSA, en forma
lenta durante 2 h. La reaccidon continud con agitacion durante 4 h a 25 °C manteniendo el
pH. Luego, la suspension se neutralizéo a pH 7 con HC1 0,1 M y el almidon se separd por
centrifugacion a 4 000 g durante 10 min a 10 °C. El almidon modificado se lavo tres veces
con agua destilada y una con etanol 70 por ciento. El almidén se seco a 40 °C en estufa de
aire caliente, y se codifico como OSA (Figura 7). Los almidones se almacenaron en
recipientes herméticos hasta su caracterizacion. El experimento de modificacion se repitid

dos veces.

En la modificacion por esterificacion empleando ultrasonido como pretratamiento (Figura
7), el almidon se suspendid en agua destilada para obtener una concentracion del 30 por
ciento (p/v) y se agitd durante 15 min. Luego, la suspension fue homogeneizada con el
instrumento de dispersion ultrasonica (200 W, 26 kHz) (UP200ST, Hielscher Ultrasonics
GmbH) equipado con un transductor y un generador, se empleé un sonotrodo de titanio
S26d7 (7 mm de didmetro de la punta) durante 5 min, a 25 °C (amplitud 70 por ciento, pulso
80 por ciento, potencia ~60W). Las dispersiones se enfriaron durante la sonicacién por
inmersion en un bafio de agua helada, y luego se modificaron con OSA, tal como se describid
anteriormente, por 3 h a 25 °C. Los almidones modificados se identificaron con el codigo
US-OSA y se almacenaron a temperatura ambiente hasta su caracterizacion. El experimento
de modificacion se realizd por duplicado. Los almidones esterificados OSA y US-OSA
fueron evaluados estructural y funcionalmente segun los métodos de analisis detallados

anteriormente (Seccion 3.4.1).

b. Esterificacion con acido citrico

Se empled la metodologia reportada por Butt et al. (2019a) con algunas modificaciones,
segun se muestra en la Figura 8. Se prepar6 una suspension de 30 g (base seca) de almidon
con 35 mL de una disolucion de acido citrico al 10, 15 y 20 por ciento (en base al peso seco
del almidon), y se ajusto el pH a 3,5 con NaOH 10 M. La suspension se expandid sobre una
placa Petri para su reposo por 1; 8,5 y 16 h (tiempo de reaccion). Terminado el periodo, la
suspension se secd en una estufa de circulacion de aire forzado de aire 45 °C por 24 h, y

luego se moli6 en un mortero. Seguidamente, el almidon seco se llevo a la estufa a 90 °C por
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1 h, y luego a 130 °C por 2 h. El almidén citrato obtenido se lavo cinco veces con agua
destilada para eliminar el exceso de acido citrico que no reacciono; después se expandio el
almidon sobre una bandeja y se secod en el liofilizador a 100 mTor y —40 °C por 6 h.
Finalmente, el almidon modificado se tamizo y se almacend en un recipiente hermético. Las
formulaciones para la modificacion del almidén se prepararon de acuerdo con el disefio de
factorial que se detalla en el Seccion 3.6.2. El almidon esterificado con acido citrico fue
evaluado estructural y funcionalmente segin los métodos de andlisis detallados

anteriormente (Seccion 3.4.1).

Almidoén nativo
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v
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A 4
Secado (90 °C por 1 h)

!

Secado (130 °C por 2 h)

)

Agua —p{ Lavado
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Liofilizacion

|

Almidon citrato

Figura 8: Diagrama de flujo para la esterificacion de almidon con acido citrico



3.5.3 Microencapsulacion del extracto de semilla de palta concentrado (ESPC)
empleando almidon modificado seleccionado

a. Obtencion del extracto de semilla de palta (ESP)

Los frutos de palta maduros se cortaron para separar manualmente las semillas. Estas se
cortaron en laminas y se secaron a 40 °C durante 24 h en un secador de flujo de aire. La
humedad se midié por diferencia de peso, y el producto seco fue molido en un molino de
cuchillas con un tamafio de particula de 2 mm (Segovia et al. 2016). La harina de semilla de
palta se almacen6 en congelacion a —20 °C hasta el proceso de extraccion. E1 ESP se obtuvo
a partir de la mezcla en la proporcidon de 50 g de harina de semilla de palta con 500 mL de
agua destilada en ebullicidn, con agitacion constante durante 30 min; y se realizaron hasta
tres extracciones sucesivas en el solido (Xu et al. 2008). El ESP fue centrifugado a 4 000
rpm y 10 °C, y luego se filtro6 usando papel Whatman N° 1 para eliminar los sélidos en
suspension. El extracto filtrado se concentro en la planta piloto polivalente de concentracion
discontinua hasta 8,1 por ciento de solidos totales. En el extracto de semilla de palta
concentrado (ESPC) se determiné el contenido de compuestos fendlicos totales, actividad

antioxidante, color y pH segun los métodos de analisis de la Seccion 3.4.2.

b. Seleccion del almidon modificado como material de pared

Los almidones modificados fueron evaluados como materiales de pared realizando ensayos
de formacion de microparticulas. Se prepararon suspensiones de cada almidon esterificado
(OSA, US-OSA y LKC) con el ESPC segin las condiciones establecidas para la
microencapsulacion (detallado en la seccion c¢). Las microparticulas obtenidas fueron
observadas en el microscopio Optico, y en cada micrografia se deberian observar las

microparticulas formadas. Se tomd como referencia las microparticulas formadas con MD.

c. Microencapsulacion del extracto de semilla de palta concentrado (ESPC)

La microencapsulacion del ESPC obtenido en el proceso anterior se realizé empleando tres
materiales de pared: almidon citrato éptimo (LK C), maltodextrina (MD) y mezcla de ambos
(MD-LKC) (Figura 9). Las condiciones para la microencapsulacion fueron: temperatura del
aire de secado 150 °C, flujo de alimentacion 9 mL/min y caudal de aire 35 m*/h. El material
de pared (17 por ciento del peso del extracto) se hidraté en 150 g del ESPC (8,1 por ciento
de solidos totales), de tal forma que, todas las dispersiones de alimentacion tuvieron un
contenido de 21,3 por ciento de solidos totales. Las soluciones se homogenizaron en un

agitador magnético durante 2 h a 800 rpm.
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Figura 9: Diagrama de flujo para la microencapsulacion del extracto de semilla de
palta concentrado (ESPC)

d. Caracterizacion de las microparticulas

Las microparticulas fueron caracterizadas segin los métodos descritos en el Seccion 3.4.4.

3.6 DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

3.6.1 Almidones modificados con OSA

En esta etapa se empled un diseiio completamente al azar con dos repeticiones, en el cual los
tratamientos fueron los almidones modificados (OSA y US-OSA), y se realizo en analisis de
varianza para determinar las diferencias significativas entre sus propiedades funcionales y
estructurales. Posteriormente, se realizo la comparacion de medias de LSD para determinar
entre qué medias de tratamientos existian diferencias significativas. Los resultados se

analizaron empleando el programa estadistico Statgraphics® CENTURION XVI.

3.6.2 Optimizacion del proceso de modificacion del almidon con acido citrico

Se empled el método de superficie de respuesta para la optimizacion del proceso de
esterificacion del almidon con 4acido citrico. En el Cuadro 2 se presentan las corridas
experimentales que se llevaron a cabo empleando un disefio factorial de tres niveles (3) con

un punto central. Las variables independientes fueron el tiempo de reaccion a temperatura



ambiente (1; 8,5 y 16 h) y la concentracion de acido citrico (10, 15 y 20 por ciento en base
al peso del almidon); las que se codificaron como X; y Xo, respectivamente. Se estudiaron
como variables respuestas, la viscosidad aparente (mPa-s) y la solubilidad (porcentaje) para
10 corridas experimentales; las que se codificaron como Y: e Y2, respectivamente. Cada

corrida se realizo por triplicado.

Cuadro 2: Diseiio factorial con variables reales y codificadas para la optimizacion
de los parametros de obtencion del almidon citrato

Corrida t (X1) C (X2)
1 1(-1) 10(-1)
2 1(-1) 15(0)
3 1(=1) 20(+1)
4 8,5(0) 10(=1)
5 8,5(0) 15(0)
6 8,5(0) 15(0)
7 8,5(0) 20(+1)
8 16(+1) 10(-1)
9 16(+1) 15(0)
10 16(+1) 20(+1)

t: tiempo de reaccion (h); C: concentracion de acido citrico (porcentaje)

Los resultados fueron interpretados en base al andlisis de varianza (ANOVA), para
identificar las variables independientes que fueron significativas en el proceso, y se
evaluaron los modelos estadisticos descriptivos para la respuesta. El andlisis de las variables
respuestas y las independientes se realizé para obtener el modelo polinomial de segundo
orden como se muestra en la Ec. (20):

Y:ﬁ0+z3:ﬂiXi+Z3:ﬂii Xi2+z iﬂii X, Xj (20)

i<j=1

donde Y es la respuesta pronosticada, X; y Xj muestran las variables independientes, by es el
coeficiente constante, b; es el coeficiente lineal, bj; representa el coeficiente de interaccion,

bii son los coeficientes cuadraticos y, muestra el numero de variables independientes.



3.6.3 Microencapsulacion del extracto de semilla de palta concentrado
En el Cuadro 3 se presentan las proporciones de los materiales de pared empleados para la
microencapsulacion del ESPC: el almidén citrato 6ptimo (LKC), maltodextrina (MD) y la

mezcla de ambos (MD-LKC).

Cuadro 3: Materiales de pared empleados para microencapsulacion del extracto
de semilla de palta concentrado (ESPC)

Corrida LKC (porcentaje) (porlz/g])taje)
1 1 0
2 0,5 0,5
3 0 :

donde, LKC: almidoén citrato 6ptimo; MD: maltodextrina



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion estructural, funcional, y morfoldégica de los almidones nativos
4.1.1 Contenido de almidon total

El contenido de almidén total (pureza) de los almidones en estudio indican que el proceso
de extraccion permitid la obtencion de almidones con una baja cantidad de impurezas
(Cuadro 4). No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre los
almidones nativos (Anexo 1, Cuadro A). Los resultados obtenidos fueron mayores que los

reportados para almidon de papa de Venezuela (88,22 por ciento) (Lovera ef al. 2017).

Cuadro 4: Contenido de almidon total en los almidones nativos

Cultivares de papa nativa

IB IN LK

Parametro

Almidon total (porcentaje) 90,0 £ 0,96% 92,2 +2,49% 89,7+ 0,612

Valores promedio + desviacion estandar, la misma letra en la fila indica que no existe
diferencia estadisticamente significativa (p<0,05)

4.1.2 Microscopia electronica de barrido, éptica y de luz polarizada

La morfologia de los granulos de los almidones nativos evaluados por microscopia
electronica de barrido (MEB), por microscopia Optica y por microscopia de luz polarizada
(MLP) se muestran en la Figura 10. Los granulos de almidon de los tres cultivares de papa
nativa mostraron una superficie relativamente lisa y libre de poros, grietas y fisuras, lo que
fue observado por MEB (Figura 10A, B, C) (Catal e Ibanoglu 2012a), como normalmente se
observa para los granulos de almidon nativo (Pérez et al. 2009). Respecto a la forma de los
granulos, las iméagenes de microscopia Optica muestran que sus bordes son bien definidos.
Los granulos pequefios eran principalmente esféricos u ovales, mientras que, los granulos
medianos y grandes eran elipsoides o de forma irregular (Figura 10D, E, F) (Hoover y
Ratnayake 2001; Kaur et al. 2002; Kaur ef al. 2007; Catal e Ibanoglu 2012b). Segin Kaur et
al. (2007) la variacion en la morfologia de los granulos de almidon puede ser atribuido al

origen biologico, a la fisiologia de la planta, y a la bioquimica del amiloplasto en la célula.



Figura 10: Micrografias de los almidones nativos: Imilla blanca (A, D, G), Imilla negra (B, E, H) y Loc'ka (C, F, I) observado por
MEB (A, B, C), microscopia optica (D, E, F) y MLP (G, H, I)



La cruz de Malta es un simbolo del patron de birrefringencia e indica la microestructura
interna del granulo de almidon, que se observd bajo MLP, lo que indica que existe una
orientacion radial de las moléculas en el hilio (Ambigaipalan et al. 2014; Wang et al. 2016).
Asimismo, la cruz de Malta es un efecto de la refraccion de la luz polarizada por las regiones
cristalinas intactas en el almidon (Catal e Ibanoglu 2012a); por lo que, los granulos de los
almidones nativos de los tres cultivares de papa mostraron una fuerte birrefringencia con
cuadrantes bien definidos (Figura 10G, H, I). Las micrografias de MEB, microscopia optica
y MLP sugieren que la estructura de los granulos de almidon de las papas nativas muestra

una superficie e interior tipicos.

4.1.3 Distribucion de tamafo de particula

La medicion del tamafio de los granulos de almidon mediante difraccion laser es una técnica
que se realiza utilizando una gran poblacion de granulos de almidon dispersados en agua. La
distribucion del tamafio de particula de los almidones nativos se muestra en la Figura 11, y
se observa que el almidon IN presentd dos poblaciones de tamafio de granulos: una pequefia
poblacion de 0,59-7,64 um, y una poblacién principal de 11,2—66,9 um; mientras que, el
almidon IB mostré tres poblaciones de tamafio de granulos: dos poblaciones pequefias de
0,013-0,36 um, y 0,77-8,69 um, y una poblacion principal de 12,7-272 pm. Por otro lado,
el almidon LK mostr6 una distribucion unimodal con un rango de didmetros de granulos de

11,2-51,8 pum.
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Figura 11: Distribucion de tamaiio de particula de los almidones nativos



Algunas investigaciones han demostrado que el almidon de papa tiene una distribucion de
tamafio de granulo relativamente amplia. Asi, se han reportado distribuciones de tamafio de
granulos de 5-100 um para almidones aislados de diez cultivares de papa del Reino Unido
(Alvani et al. 2011) y 10-110 pum para almidones aislados de catorce genotipos de papa de
Paises Bajos (Gomand et al. 2010). Waterschoot et al. (2016) informaron que un tamafo de
particula de almidon pequefio mostré mayor AH y viceversa; esto sucedi6 con los almidones
IB e IN, los cuales mostraron tamafios de granulos mas pequenos y sus AH fueron mas altos
(Cuadro 1, Pefia 2017). Otra forma de expresar el tamafio de particula de un material es la
distribucion acumulativa (percentil) y el span. El percentil por volumen de los almidones
nativos estuvo en el rango de 14,5-16,2 pum, 32,3-37,1 um y 58,5-92,2 um para Dio, Dso y
Doo, respectivamente (Cuadro 5). El valor de span que present6d el almidon LK (0,76)
confirma el pico més estrecho de la distribucion (11,2-51,8 um) (Figura 11). Tanto la
distribucion acumulativa como el span presentaron diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05) entre los almidones nativos (Anexo 2, Cuadro B, B.1, B.2, B.3).

Cuadro 5: Parametros de distribucion de tamaiio de particula de los almidones

nativos
Parametro 1B IN LK
Dio (um) 0,06 + 0,00 4,17 +0,03° 16,50 + 0,03¢
Dso (um) 21,81+ 0,18 27,39 + 0,09 24,64 + 0,08°
Doo (um) 59,38 + 0,86° 42,55+ 0.06° 35,17 +0,21°
Span 2,72 +£0,02° 1,40 + 0.01° 0,76 + 0,00

Valores promedio + desviacion estandar, la misma letra en las filas indican que no
existe diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)

4.1.4 Distribucion de tamafio de cadenas de amilopectina

Segin el modelo de conglomerados de amilopectina, las cadenas de amilopectina se
clasifican por su longitud en cuatro tipos de cadenas: A (GP 6-12), B1 (GP 13-24), B2 (GP
25-36) y B3+ (GP > 37). Las cadenas A (de 6 a 12 unidades de glucosa) y B1 (de 13 a 24
unidades de glucosa) son el componente principal de las laminillas cristalinas; mientras que,
las cadenas B2 (de 25 a 36 unidades de glucosa) y B3+ (con mas de 37 unidades de glucosa)
son el componente de las laminillas amorfas (Hizukuri 1986; Bertoft 2004; Sacaurng y

Kuakpetoon 2018). En la Figura 12 se presentan las distribuciones de tamafos de las cadenas



de amilopectina en los rangos de A, B1, B2 y B3+ para los almidones IB, IN y LK, y se
observa que presentan dos picos altos que corresponden a los tamafios de cadenas de 12 y
13 unidades de glucosa (B1) para los almidones IB y LK. Este patron fue similar al

informado por Saeaurng y Kuakpetoon (2018) para almidones de mango, maiz, yuca y arroz.
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Figura 12: Distribucion de tamafio de cadenas de amilopectina de almidones nativos:
Imilla blanca (I1B), Imilla negra (IN) y Loc’ka (LK)

En el Cuadro 6 se muestran los porcentajes del grado de polimerizacién (GP) de las cadenas
de amilopectina para cada almidon nativo. La proporcion de amilopectina de cadenas A y
B2 en los almidones IB, IN y LK no presentaron diferencias estadisticamente significativas
(»>0,05) (Anexo 3, Cuadro C, C.2). La proporcion de amilopectina de cadenas Bl en el

almidon LK presentd diferencias estadisticamente significativas en comparacién con los



almidones IB e IN (Anexo 3, Cuadro C.1). Ademas, la proporcidon de amilopectina de cadena
B3+ en el almidon IN fue significativamente mayor que en los almidones IB y LK (Anexo
3, Cuadro C.3). Al respecto, Ramadoss et al. (2019) sostienen que los altos porcentajes de
cadenas cortas de amilopectina podrian conferir una alta resistencia a la degradacion por
enzimas gastricas debido al elevado grado de empaquetamiento de sus cadenas; por lo que,

los almidones con este arreglo presentarian una digestibilidad baja.

Cuadro 6: Longitud de cadenas de amilopectina de los almidones nativos

A B1 B2 B3+

Almidon —Pr P2 Gpe12)  (GP13-24) (GP25-36) (GP>37)

IB 12 47 34,14+096* 51,63+£029® 847+037* 5,81+0,37°
IN 11 46 3538+086" 49,54+0,57° 844+034® 6,62+0,07°
LK 12 46 29,04+3,73* 5557+2,82° 945+1,02° 5,89+0,03°

donde, P; — primer pico de alto tamafio; P, — segundo pico de alto tamafio; GP — grado de
polimerizacion. Valores promedio + desviacion estandar, la misma letra en las columnas
muestran que no existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)

4.1.5 Peso molecular

Los resultados de la masa molecular promedio (My) y el radio de giro (R;) pueden verse
afectados por el método utilizado para la suspension del almidon, la solubilizaciéon y el
modelo de ajuste de datos. Se ha informado que el método de Berry es el mas adecuado para
calcular el Mw para moléculas mas grandes (Hoyos-Leyva ef al. 2017). En el Cuadro 7 se
presentan los pesos moleculares promedio y radios de giro de los almidones nativos
obtenidos de papas nativas, siendo los pesos moleculares promedio de la amilopectina
mayores que los de la amilosa. La amilosa de almidén IN present6 el mayor peso molecular
promedio, y este fue mayor que el de la amilopectina; comportamiento similar fue reportado
por Liu ef al. (2014) y por Mun y Shin (2006) para almidon de maiz normal. Los pesos
moleculares de la amilosa en los tres almidones nativos fueron similares a los reportados por
Hoyos-Leyva et al. (2017) para almidones de taro (Colocasia esculenta), y fueron mayores
al informado por Liu et al. (2014) para almidon de maiz. Mientras que, los pesos moleculares
de la amilopectina de los tres almidones en estudio fueron menores a los informados por
Hoyos-Leyva et al. (2017) y mayores al reportado por Liu ef al. (2014). Por otro lado, los

radios de giro (Rz) de la amilosa y amilopectina fueron menores a los reportados tanto por



Hoyos-Leyva et al. (2017) como por Liu et al. (2014). El mayor peso molecular promedio
de amilosa mostrado por el almidén IN podria tener relacion con las propiedades de
formacion de pasta comparados con los almidones IB y LK. No obstante, las diferencias
entre estos resultados y los valores de pesos moleculares informados en otras investigaciones
se pueden atribuir a los diferentes tipos de almidones, el método de preparacion de las

dispersiones de almidon y el método de ajuste de datos (Yoo y Jane 2002).

Cuadro 7: Masa molar y radio de giro de los almidones nativos

Amilosa Amilopectina
(x 107 g/mol) (nm) (x 108 g/mol) (nm)
IB 1,8 +0,2 101,1 £5,6 3,3+0,2 306,7 £5,6
IN 3,7+ 0,2 103,1 £5,6 2,1+£0,2 2348+ 5,6
LK 2,8+0,2 102,6 £ 5,6 34+0,2 300,3+ 5,6

donde, My — masa molecular promedio; Rz — radio de giro. Valores promedio +
desviacion estandar

Por otro lado, los almidones LK e IB presentaron los pesos moleculares promedio de
amilopectina mas altos que el almidon IN. Englyst ef al. (1992) y Jane et al. (1997) sostienen
que los almidones de tubérculos con cadenas de amilopectina extensas podrian ser menos
susceptibles a la digestion por hidrolisis enzimatica. Los pesos moleculares promedio de la
amilopectina y los radios de giro de los almidones nativos fueron menores a los reportados
para almidones de taro (Hoyos-Leyva et al. 2017) (5,7-13 x 10® g/mol) y estuvieron en el
rango reportado para diferentes almidones con cristalinidad tipo B (Yoo y Jane 2002) (1,7-
3,4 x 10® g/mol). Por otro lado, Zhong et al. (2006) sostienen que las diferencias entre el
peso molecular promedio y el radio de giro para la amilosa y la amilopectina en los
almidones de una misma fuente de origen podrian deberse al procedimiento de solubilizacion
empleado, la suspension de los almidones y su fraccionamiento. La alta disposicion de doble
hélice entre las cadenas de amilosa y amilopectina, asi como las altas interacciones de las
cadenas de amilosa-amilosa y amilopectina-amilopectina podrian inducir a que los

almidones presenten elevadas temperaturas de gelatinizacion (Singh ef al. 2004a,b).



4.1.6 Cristalinidad

La difraccion de rayos X se utiliza para estudiar la estructura cristalina de los granulos de
almidon, que forman un sistema semicristalino; que consiste en regiones cristalinas y
amorfas (Xu et al. 2013). Segin Zhou et al. (2016) en los difractogramas se observa que los
patrones de difraccion mostraron los componentes cristalinos de los almidones como picos

agudos, mientras que los componentes amorfos se presentaron como picos dispersivos.

Los difractogramas de los almidones en estudio presentaron una cristalinidad de tipo B, que
es tipica de los almidones de tubérculos con cadenas de amilopectina extensas. Se observo
que los almidones mostraban un pico de reflexion fuerte de 17° a 26 y varios picos medios
de aproximadamente 15°, 22,2° y 24,1° a 20; estos resultados son similares a los reportados
sobre la estructura de cristalina del almidon de papa (Vasanthan et al. 1999; Alvani et al.
2011; Xu et al. 2013; Zhou et al. 2016). Un pico unico de aproximadamente 5,6° a 20, que
se encuentra tipicamente en el patron de cristalinidad de tipo B, fue muy débil; resultado
similar que fue reportado por Xu ef al. (2013). Para los almidones de papa, la cristalinidad
varia del 15 al 45 por ciento, dependiendo no solo de la fuente y del contenido de humedad
del almidon, sino también, de la técnica utilizada para determinar este parametro (Alvani et
al. 2011). Los porcentajes de cristalinidad en los almidones nativos fueron 36,3, 34,4 y 35,3
por ciento para IB, IN y LK, respectivamente (Figura 13). Estos valores fueron mas altos
que los reportados por Alvani et al. (2011) para almidones obtenidos de diez cultivares de
papa del Reino Unido, por Vasanthan et al. (1999) para almidones de seis variedades de papa
de Canada, y similares a los reportados por Gomand et al. (2010) para almidones de

diferentes genotipos de papa de Paises Bajos.

Cheetham y Tao (1998) sostienen que las diferencias en el nivel de cristalinidad pueden estar
relacionadas con el contenido de amilosa en los almidones; es decir, el porcentaje de
cristalinidad es bajo en almidones que presentan un alto contenido de amilosa; este
comportamiento se pudo apreciar en el almidén IN. Por otro lado, Ambigaipalan et al. (2011)
afirman que las diferencias en la cristalinidad relativa entre los almidones pueden atribuirse
a las diferencias en el tamafo del cristal, el nimero de regiones cristalinas (influenciadas por
el contenido de amilopectina y la longitud de la cadena de amilopectina), la orientacion de
las dobles hélices dentro de los dominios cristalinos y el grado de interaccion entre las dobles

hélices. Asimismo, Singh et al. (2004a) afirman que las diferencias en las temperaturas de
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transicion y las entalpias de gelatinizacion en los almidones pueden atribuirse a diferencias

en su grado de cristalinidad.
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Figura 13: Patrones de difraccion de los almidones nativos

4.1.7 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Dado a que un haz de rayos infrarrojos penetra aproximadamente 2 pm en la superficie de
un granulo de almidon (Sevenou et al. 2002; Ambigaipalan et al. 2011), los espectros FT-IR
reflejan principalmente un orden de corto alcance relacionado con el orden de la doble hélice;
a diferencia del orden de largo alcance que esta relacionado con el empaque de las dobles
hélices detectadas por difraccion de rayos X (Ambigaipalan et al. 2011). En la Figura 14 se

muestra el espectro FT-IR de los almidones nativos.

Los picos pronunciados de absorbancia en la banda de 1800 cm™' a 900 cm™' son
caracteristicos de los almidones nativos. Asimismo, los picos por encima de 1800 cm!
estaban en bandas de 3000 cm ™' a 2800 cm™' y de 3500 cm™! a 3000 cm™!, que son
caracteristicos del estiramiento de los enlaces C—H y O—H, respectivamente. Las bandas en
la region 1100-900 cm™! son sensibles a los cambios en la estructura del almidén,
particularmente, las bandas a 995, 1022 y 1047 cm ™! (Warren et al. 2016). La banda de

absorbancia a 995 cm™! esta relacionada con la interaccion agua—almidén, y su intensidad



de absorcién es producida por las vibraciones de flexion C—O-H; mientras que, las bandas

de absorbancia a 1022 cm ™' y 1047 cm™!

son caracteristicas de estructuras amorfas y
cristalinas en almidon, respectivamente (van Soest et al. 1995; Ambigaipalan et al. 2011,

Warren et al. 2016).
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Figura 14: Espectros FT-IR de los almidones nativos: Imilla blanca (IB), Imilla negra
(IN) y Loc’ka (LK)

La region de la huella dactilar del almidon (1100-900 cm™!) que representa el estiramiento
del enlace C-O; estd compuesta por picos superpuestos individuales que se obtienen
mediante métodos de deconvolucion. La Figura 15 muestra los resultados de deconvolucion
para la region de la huella dactilar del almidén IB. Los picos a 1047 cm™!, 1022 cm ™! y 995
cm ! se han relacionado con las estructuras ordenadas, estructuras amorfas y estructuras
hidratadas, respectivamente. Ambigaipalan et al. (2011) y van Soest et al. (1995) sostienen
que la relacion de intensidad 1047/1022 cm™' (R)) se usa para expresar la relacion de
dominios cristalinos ordenados a los dominios amorfos en los almidones; mientras que, la
relacion de intensidad 995/1022 cm™! (R2) refleja la relacion de las estructuras hidratadas a
las amorfas. En el Cuadro 8 se observan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
entre los valores de R; de los almidones nativos, el almidon LK mostrd el mayor valor, lo
que sugiere que el orden interno esta ligado a la estructura de la amilopectina. También se

observan diferencias estadisticamente significativas entre los valores Ro, el almidon IB



present6 el valor mas bajo, lo que estaria relacionado con el menor contenido de humedad

que presento.
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Figura 15: Ejemplo de sefial FT-IR deconvolucionada en la region de la huella
dactilar del almidon IB

Cuadro 8: Relacion de intensidad y rangos cortos de alcance molecular de los
almidones nativos

Almidoén R1 (1047/1022 cm™) R2 (995/1022 cm™)
IB 0,470 + 0,005° 1,594 + 0,006
IN 0,496 + 0,005° 1,648 + 0,009°
LK 0,511 £ 0,003¢ 1,658 +0,017°

Valores promedio + desviacion estandar, la misma letra en las columnas
indican que no existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)

4.1.8 Propiedades de formacion de pasta

La temperatura inicial de formacion de pasta (TP) es la temperatura minima necesaria para
cocinar un almidén, y es mayor que la temperatura de inicio de gelatinizacion (T,) medida
por calorimetria diferencial de barrido. El perfil y las propiedades de formacion de pasta de
los almidones IB, IN y LK se presenta en la Figura 16 y en el Cuadro 9, respectivamente.

Los valores de TP presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los



almidones en estudio (Anexo 5, Cuadro E). La TP del almidon IB (59,4 °C) fue
significativamente mayor que la de los almidones IN (58,6 °C) y LK (56,3 °C), esto podria
estar relacionado con el contenido de amilosa en el almidon, pues este polimero retrasaria la
hinchazon del granulo y aumentaria el valor de TP (Singh ez al. 2008; Chung et al. 2014).
La viscosidad pico (VP) para los almidones evaluados estuvo en el rango 3939—-6307 mPa-s,
y presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) (Anexo 5, Cuadro E.1).
Los valores de VP encontrados son menores a los reportados por Waterschoot et al. (2016)
(6964-8197 mPa-s) para almidones comerciales de papa y por Zhou et al. (2016) (10235
mPa-s) para almidén de papa de China. El almidon IN present6 la mayor VP (6307 mPa-s)
que se puede estar influenciado por el contenido de amilosa, la proporcion de longitudes de
cadena de amilopectina y el contenido de fosforo (Karim et al. 2007; Ambigaipalan et al.
2011; Chung et al. 2014). Ademas, la amilosa se lixivia de los granulos de almidon durante
el calentamiento de las dispersiones a medida que se transporta mas agua al granulo, lo que

produce una mayor hinchazén; y, en consecuencia, una VP mas alta.
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Figura 16: Perfil de formacion de pasta de los almidones nativos



Cuadro 9. Propiedades de formacion de pasta de los almidones nativos

Almidon TP (°C) VP (mPa-s) VI (mPa-s) VR (mPa-s) VF (mPa-s)

IB 59,4+0,12° 5190+ 81° 2294 + 30 1846 +51° 4485 + 18P
IN 58,6 +0,06° 6307 +11° 3258 £26° 1865 + 44° 4549 + 103°
LK  56,3+0029* 3939+ 60 1734 £59* 1557+ 12 3603 +232

Valores promedio + desviacion estandar, la misma letra en las columnas indica que no existe
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)

La viscosidad de inestabilidad (VI) se produce por la desintegracion de la estructura granular
de almidon a través de fuerzas de cizallamiento; valores mas altos indican que el almidon
tiene una menor tendencia a resistir la fuerza de cizallamiento durante el calentamiento
(Zhou et al. 2016). En este estudio, el almidon con mayor contenido de amilosa (IN) presentd
el mayor valor de VI, y presentd diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en
comparacion con los almidones IB y LK (Anexo 5, Cuadros E.2); esto indicaria que el
almidon IN presentd mayor susceptibilidad bajo los efectos combinados de la temperatura,
el exceso de agua y la velocidad de cizallamiento. La viscosidad de retrogradacién (VR) y
viscosidad final (VF) de los almidones IB e IN fueron significativamente mayores (p<0,05)
que para el almidon LK (Anexo 5, Cuadros E.3, E.4). Durante el enfriamiento de la pasta de
almidon, las moléculas de amilosa lixiviadas se agregan rapidamente y la formacion de zonas
de union de amilosa es responsable de la VR y VF (Bello-Pérez et al. 2010). Es importante
precisar que, en el caso de los almidones IN y LK se observo un desarrollo de la curva de
viscosidad en dos etapas; primero, hubo un rapido aumento de la viscosidad y, en cierto
punto, la pendiente de la curva cambi6 y el desarrollo de la viscosidad se ralentizd. Esto
podria deberse a la transicion del sistema de un régimen diluido a uno concentrado; este
comportamiento fue similar en almidones nativos de papa que fue reportado por Gomand et

al. (2010), Waterschoot et al. (2014) y Waterschoot et al. (2016).



4.2  Caracterizacion estructural, funcional, y morfolégica de los almidones
modificados

4.2.1 Almidones esterificados con anhidrido octenil succinico (OSA)

a. Contenido de amilosa aparente, grado de sustitucion (GS), eficiencia de reaccion
(ER) y parametros de color

El contenido de amilosa aparente de los almidones esterificados, encontrados en esta
investigacion, oscilo entre 21,2 y 26 por ciento (Cuadro 10), que fue menor que el de sus
homologos nativos reportados por Pefia (2017). Lopez-Silva et al. (2019) reportaron un
patron similar para almidones de maiz esterificados y sefialaron que la disminucién del
contenido de amilosa se debe a que la modificacion ocurre principalmente en las regiones
amorfas (cadenas de amilosa). Sin embargo, los almidones US-OSA, con 5 min de
tratamiento asistido por ultrasonido (200 W, 26 kHz) mostraron diferencias estadisticamente
significativas para el contenido de amilosa aparente con respecto a los almidones OSA
(»<0,05) (Anexo 6, Cuadro F). Zhang et al. (2020) estudiaron la esterificacion de almidén
de maiz con ultrasonido a diferentes tiempos (5-60 min), y reportaron que el mayor
contenido de amilosa en los almidones US-OSA podria deberse a que la fuerza mecanica del
tratamiento asistido por ultrasonido sobre los granulos de almidon rompi6 el enlace C-C y

degrado la cadena de amilopectina en diferentes grados de su componente lineal.

Cuadro 10: Contenido de amilosa aparente, grado de sustitucion y eficiencia de
reaccion de los almidones OSA y US-OSA

Almidén  Tratamiento aclf:rt::tlg‘(’p‘f; :emni‘;f; GS x 102 (poril;taje)
OSA 24,03 + 0,00 0,92 +0,001>* 39,18 + 0,02>*
- US-OSA 25,45 + 0,56 1,05+ 0,002%Y 44,71 +0,08>Y
N OSA 22,95 + 0,00°* 1,05+ 0,001°% 44,77 £0,01°*
US-OSA 25,95+ 0,56 1,45£0,001% 55,87 +0,01%
OSA 21,19 + 0,19%% 0,82 +0,093** 34,84 +1,97**
ke US-OSA 22,03 + 0,93 1,15+ 0,047% 48,80 + 1,95

Valores promedio + desviacion estandar seguidos por las letras a, b, ¢ indican diferencias
estadisticamente significativas entre los almidones IB, IN y LK (p<0,05); las letras x, y indican
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos OSA y US-OSA (p<0,05)



Los valores de GS de los almidones US-OSA (0,0105-0,0145) incrementaron
significativamente comparado con los de los almidones OSA (0,0082-0,0105) (Cuadro 9).
Sin embargo, para ambos tratamientos los valores de GS fueron menores a los establecidos
por las regulaciones de la Food and Drug Adminstration (FDA) (GS<0,02) para aplicaciones
en alimentos (Song et al. 2006). Los valores de GS de los almidones US-OSA son
consistentes con el informado por Zhang et al. (2020) (0,0146) para almidon de maiz
esterificado y tratados con ultrasonido (500 W, 5 min). Sin embargo, Silva et al. (2022)
encontraron valores mayores de GS (0,053-0,193) aplicando tratamiento de ultrasonido con
una intensidad entre 5-20 W/cm? por 5 min. Debido a que el tratamiento por ultrasonido se
aplico antes de la esterificacion del almidon, se mejord la actividad quimica de la reaccion;
en consecuencia, los valores de GS fueron significativamente mayores (p<0,05) en los
almidones US-OSA que en los OSA (Anexo 7, Cuadro G) (Zhang et al. 2020). Diferentes
autores (He et al. 2006, Wang et al. 2016; Lopez-Silva et al. 2019) reportaron que los valores
de GS de los almidones esterificados aumentaron con el contenido de amilosa; es decir, GS
mostro una correlacion positiva con el contenido de amilosa. Por otro lado, los valores de
GS y ER de los almidones US-OSA incrementaron significativamente (Anexo 8, Cuadro H)
(p<0,05) con el tratamiento de ultrasonido. Bai et al. (2014) sugirieron que, en la primera
etapa de la esterificacion, los grupos octenil succinico (OS) se reemplazan cerca de los
puntos de ramificacion de la cadena de almidon, lo que podria restringir el hinchamiento de
los granulos en condiciones alcalinas; por tanto, los grupos OS reaccionan con los extremos
no reductores de las cadenas de almidon. Al respecto, Zhang et al. (2020) senalaron que la
cavitacion por ultrasonido elimina el aire en los granulos de almidén, lo que posibilita la
entrada de reactivos a los canales internos de los granulos; por lo tanto, se mejora la ER del

proceso de esterificacion.

El color es una propiedad muy importante para la valoraciéon comercial del almidon y se
espera que cualquier modificacion no degrade el color blanco del almidén (Kumar y Saxena
2021). Los parametros de color de los almidones OSA y US-OSA se muestran en el Cuadro
11. Se observd que los procesos de modificacion, OSA y US-OSA, no tuvieron un efecto
significativo (p>0,05) para los valores de luminosidad (L*) y blancura (W) de los almidones
modificados (Anexo 9, Cuadro I, 1.3). Los valores L* se encontraron en el rango de 94,03 a

94,92; esta alta luminosidad (L*>90 por ciento) indica una blancura aceptable para la pureza

58



y brillo del almidén (Wang et al. 2000). La tendencia de los valores de W fue similar a la de

L* y superiores al 90 por ciento.

Cuadro 11: Parametros de color de los almidones OSA y US-OSA

Almidén Tratamiento a* b* L* W (porcentaje)
OSA -0,22 £0,00°% 1,11 £0,01* 94,47 +0,10> 94,36+ 0,11

P US-OSA -0,18£0,01> 0,94 +0,02** 94,68 +0,08"* 94,60 £ 0,08"*
OSA -0,27 £0,00%* 1,24 +0,05% 94,69 +0,23%% 94,54 £ (,23%%

. US-OSA -0,17 +£0,01% 0,81 £0,04>  94,92+0,07°* 94,86 = 0,06"
OSA -0,20 £ 0,015 1,15+0,17% 94,03 +0,54*> 93,92 + 0,49**

e US-OSA -0,16 £0,01%Y  1,15+0,04> 94,30+ 0,36> 94,18 + 0,35**

donde, a*, b*, L* and W son los parametros en el espacio de color CIELAB. Valores promedio +
desviacion estandar seguidos por las letras a, b, ¢ indican diferencias estadisticamente
significativas entre los almidones IB, IN y LK (p<0,05); las letras x, y indican diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos OSA y US-OSA (p<0,05)

Por otro lado, los valores de a* (-0,16 a -0,22) fueron cercanos a cero, lo que indica que los
almidones mostraron un color neutro; mientras que, los valores de b* (0,81 a 1,24) fueron
ligeramente mayores. Estos parametros a* y b* mostraron diferencias estadisticamente
significativas por variedad y por el tratamiento aplicado a los almidones nativos (Anexo 9,
I.1, I.3). Sin embargo, la modificaciéon con OSA y US-OSA no alteraron los valores de a*
en comparacion con sus contrapartes nativas (-0,12 a -0,30) (Pena 2017); pero, los valores
b* disminuyeron con los procesos de modificacion de sus contrapartes nativas (1,66 a 2,49)
(Penia 2017). Este tiltimo comportamiento es similar al reportado por Kumar y Saxena (2021)

para almidones de semillas de nuez.

b. Microscopia electronica de barrido (MEB) y de luz polarizada (MLP)
Las imagenes MEB de los almidones OSA y US-OSA (Figura 17, columna A) muestran la
superficie de sus granulos. Pareciera que las superficies de los granulos se hubieran pelado,

observandose una especie de pelicula sobre sus superficies y algunos poros.
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Figura 17: Micrografias de MEB (columna A) y MLP (columna B) de los almidones
OSA y US-OSA

El almidén IN-OSA mostrd algunos granuios con los bordes deformados, este patréon para
los almidones esterificados de papa también fue informado por Hui et al. (2009), Ovando-
Martinez et al. (2016) y Wang et al. (2013). Segun Ovando-Martinez et al. (2016) las gotas
del reactivo OSA pueden reaccionar con la superficie del granulo dependiendo de su tamano,
y pueden pelar su superficie causando dafios. Presumiblemente, solo el reactivo OSA bien
dispersado en el agua podria penetrar en los granulos de almidon, y llegar por los canales y
cavidades interiores (Shogren et al. 2000; Zhang et al. 2020). A pesar del tratamiento con
ultrasonido y la esterificacion con OSA (US-OSA), la forma de cada granulo permaneci6
casi intacta, con algunas pequenas fisuras visibles en la superficie de los granulos de IN-US-
OSA (Figura 17, columna A); tendencia similar fue reportada por Bai et al. (2017) y Monroy
et al. (2018).

Segun Atrous et al. (2015), la cruz de Malta en los granulos de almidones nativos y

modificados bajo microscopia de luz polarizada revela la estructura semicristalina de los



granulos. En esta investigacion, los granulos de almidones OSA y US-OSA mostraron una
fuerte birrefringencia bajo MLP (Figura 17, columna B) tal como lo reporta Pena (2017)
para sus contrapartes nativas. A pesar de que algunas fisuras y poros se observaron en los
almidones US-OSA, el tratamiento con ultrasonido no alteré considerablemente la superficie
de los granulos (Bai et al. 2017; Sun et al. 2019; Zhang et al. 2019). Los granulos de los
almidones IN-OSA e IN-US-OSA mostraron esta tendencia, y se podria sugerir que la
profundidad de los poros no fueron lo suficientemente grandes como para afectar su
estructura interna. Las micrografias de MEB y MLP mostraron que las microestructuras
superficiales e internas, respectivamente, de los granulos de almidén US-OSA presentaron

una ligera alteracion después de estas dos modificaciones (fisica y quimica).

c. Distribucion de tamaiio de particula

La distribucion del tamafio de particula de los almidones OSA y US-OSA se muestra en la
Figura 18. Se observd un aumento aparente en el tamano de los granulos de los almidones
esterificados (OSA y US-OSA) en comparacion con sus contrapartes nativas. Este patron
analogo también fue reportado por Timgren et al. (2013) y Bello-Flores et al. (2014).
Timgren et al. (2013) informaron que el aumento en el tamafio de los granulos de almidon
OSA se debid a su agregacion causada por la hidrofobicidad de los almidones OSA. Sin
embargo, el tratamiento asistido por ultrasonido podria inducir la desintegracion de grandes
aglomerados de almidon (Yang ef al. 2019a). En el Cuadro 12 se muestra el tamafio de
particulas en distribucion acumulativa (percentil) y span. El percentil por volumen estuvo
dentro del rango de 14,5-16,2 um, 32,3-37,1 um y 58,5-92,2 um de almidones US-OSA para
Dio, Dso, y Doo, respectivamente. Los almidones US-OSA mostraron picos estrechos (10-
100 um) en comparacion con los OSA (Figura 18), esto podria deberse a la desintegracion
de los granulos aglomerados. Ademads, como era de esperar, los valores de span para los
almidones USA-OSA fueron menores (1,20-2,09) que para los OSA (2,73-2,93). Se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) para estos pardmetros entre

los tipos de almidén y los tratamientos OSA y US-OSA (Anexo 10, Cuadro J, J.1, J.2).
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Figura 18: Distribucion del tamafio de particula de los almidones OSA (linea
continua) y US-OSA (linea discontinua): (a) IB, (b) INy (¢) LK

Cuadro 12: Parametros de distribucion de tamaiio de particula de los almidones

OSA y US-OSA
Almidén Tratamiento D1 (um) Dso (um) Dgo (um) Span

OSA 22,15+£0,13%Y 56,44+ 1,07 176,44 £ 1,27% 2,73 £ 0,07

= US-OSA 16,65+ 0,03 34,83 +0,08>* 58,52+ 0,38** 1,20 +0,01**
OSA 18,04 £0,22%Y 40,93 £0,14% 133,81+ 1,79 2,83 +0,03>

N US-OSA 15,01 £0,25% 32,38+ 0,35 65,70+ 11,47** 1,56 +0,33%*
OSA 19,97 £0,46>Y 64,57 +1,72%Y 207,80+ 15,65> 2,91 +0,16%

e US-OSA 14,52 £ 0,08 37,10+ 0,13%% 92,20 + 1,47°* 2,09 +0,03°*

Valores promedio + desviacion estandar seguidos de las letras a, b, ¢ indican diferencias
estadisticamente significativas entre los almidones IB, IN y LK (p<0,05); las letras x, y indican
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos OSA y US-OSA (p<0,05)



El pretratamiento con ultrasonido disminuy6 la agregacion, es probable que la accion
mecénica y la cavitacion hicieron que durante el tratamiento ultrasonico los granulos de
almidon se fracturaran en particulas pequenas (Wang et al. 2020), y los fragmentos
pequefios de almidon se volvieron a unir en granulos nuevos cuando fueron sometidos al
tratamiento de esterificacion con OSA. Asi, los almidones US-OSA mostraron un diametro
de granulo menor que los almidones OSA debido a la sonicacion, pero mayor que sus

contrapartes nativas (Seccion 4.1.3).

d. Cristalinidad

Los almidones OSA y US-OSA no mostraron diferencias notables en su estructura cristalina,
ambos tratamientos para cada almidon presentaron un patron de difraccion tipo B con fuerte
reflexion; los que fueron analogos a los de sus contrapartes nativas (Seccion 4.1.6). Los
difractogramas de los almidones OSA y US-OSA (Figura 19a, b, c) mostraron picos a 20
5,8°,15°,17°,22,2° y 24,1°, que fueron similares a los reportados por Wang et al. (2016) y
Bai et al. (2017).

La esterificacion con OSA tuvo lugar mayoritariamente en la region amorfa (Hui et al. 2009;
Lopez-Silva et al. 2019), lo que no afecto la cristalinidad de los almidones esterificados con
respecto a los nativos (Seccion 4.1.6) (Hui et al. 2009; Bai et al. 2014; Gao et al. 2014; Won
et al. 2017). Los porcentajes de cristalinidad oscilaron entre 32,6 por ciento (LK-US-OSA)
y 36,0 por ciento (IB-OSA). La cristalinidad de los almidones IB-US-OSA y LK-US-OSA
disminuy¢ significativamente en comparacion con los almidones OSA homologos; en esta
linea, Yang et al. (2019b) y Luo et al. (2008) indicaron que el tratamiento de ultrasonido no

imparti6 casi ningin efecto sobre la estructura cristalina del almidon.
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Figura 19: Patrones de difraccion y cristalinidad relativa (C) de los almidones OSA
(linea continua) y US-OSA (linea discontinua): (a) IB, (b) INy (¢c) LK

e. Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

Segun Sevenou et al. (2002), Ambigaipalan et al. (2011), Ambigaipalan et al. (2014) y
Warren et al. (2016) la espectroscopia FT-IR es usada para determinar el orden de corto
alcance de los granulos de almidén. Los almidones OSA y US-OSA mostraron dos nuevas
bandas de absorcion a 1726 cm™' y 1572 cm™! (Figura 20a, b, c), que corresponden a los
grupos éster carbonilo y a la vibracion de estiramiento asimétrico del carboxilato,
respectivamente (Hui et al. 2009; Zhang et al. 2011) que se formaron por la esterificacion.
Los espectros de los almidones OSA y US-OSA (Figura 20) mostraron bandas de absorcion

idénticas principalmente debido al modo de vibracion de la amilopectina y la amilosa, y a



un modo de vibracion complejo (a un nimero de onda bajo) del anillo de glucopiranosa (Bai
etal.2017). Por lo tanto, con los espectros FT-IR fue posible confirmar que el pretratamiento
con ultrasonido (almidones US-OSA) no rompié completamente las moléculas de almidon,;
ademas, ni se formaron nuevos enlaces quimicos o grupos funcionales ni se perdieron. Los
resultados de este estudio concuerdan con las observaciones informadas sobre el almidon de

papa tratado con ultrasonido (Bai et al. 2017).
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Figura 20: Espectroscopia infrarroja (FT-IR) de los almidones modificados OSA
(linea continua) y US-OSA (linea discontinua): (a) IB, (b) INy (c) LK

Los picos a 1047 cm™!, 1022 cm™! y 995 cm™! se han relacionado con las estructuras

ordenadas, estructuras amorfas y estructuras hidratadas, respectivamente. La region de la



huella dactilar del almidon (1100-900 cm™!) estd compuesta por estos picos superpuestos
individuales que se obtienen mediante métodos de deconvolucion. La Figura 21 muestra los
resultados de deconvolucion para el pico de la huella dactilar en esta region de los almidones
IB-OSA y IB-US-OSA. En el Cuadro 13 se presentan los valores de Ri y R> de los almidones
OSA y US-OSA obtenidos con la deconvolucion. Se observa que existen diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre las variedades IB e IN con LK para R1 y R
(Anexo 11, Cuadro K, K.1); y también existen diferencias estadisticamente significativas
(»<0,05) entre los tratamientos OSA y US-OSA (Anexo 11, Cuadro K, K.1). Esta diferencia
puede deberse a un orden modificado de la estructura de doble hélice debido a la
incorporacion de los grupos OS; la pérdida de este orden en los almidones esterificados en
comparacion con sus homologos nativos podria estar relacionada con la reduccion de las
propiedades de gelatinizacion (Zhang et al. 2011). Finalmente, esto es consistente con los
resultados del andlisis DRX, que mostro que el tratamiento asistido por ultrasonido no afectod
el ordenamiento de la estructura semicristalina de los granulos de almidén, y que la

modificacion ocurridé principalmente en la region amorfa (He et al. 2006; Hui et al. 2009).
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Figura 21: Ejemplo de sefial FT-IR deconvolucionada en la region de la huella
dactilar de los almidones IB-OSA (linea verde claro) e IB-US-OSA (linea verde
oscuro)



Cuadro 13: Relacion de intensidad y rangos cortos de alcance molecular de los
almidones OSA y US-OSA

Almidén Tratamiento  Ri (1047/1022 cm™) R2 (995/1022 cm™)

OSA 0,463 + 0,005%Y 1,624 + 0,016
8 US-OSA 0,428 + 0,003%* 1,507 + 0,023%*
OSA 0,477 + 0,005% 1,613 £ 0,020>
N US-OSA 0,426 + 0,004> 1,544 +0,011%*
OSA 0,478 + 0,026>Y 1,661 £ 0,057%%
He US-OSA 0,458 + 0,009>* 1,589 + 0,022

Valores promedio + desviacion estandar seguidos de las letras a, b, ¢, indican
diferencias estadisticamente significativas entre los almidones IB, IN, LK (p<0,05);
las letras x, y indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos OSA y US-OSA (p<0,05)

f. Propiedades térmicas

El Cuadro 14 presenta las temperaturas de gelatinizacion y la entalpia de los almidones OSA
y US-OSA, estos valores fueron ligeramente menores a los de sus homodlogos nativos
(Cuadro 1), esto podria deberse a que la esterificacion afecta principalmente a las zonas
amorfas (Shogren et al. 2000; Bai ef al. 2014; Simsek et al. 2015), y no altera la estructura
cristalina después de la modificacion (Ovando-Martinez ef al. 2016; Romero-Hernandez et
al. 2021). Los grupos OS insertados en las regiones amorfas de amilosa y amilopectina
desestabilizan la estructura organizada de los granulos de almidén nativo, este efecto reduce
las caracteristicas de gelatinizacion de los almidones esterificados (Bello-Flores et al. 2014;
Amini et al. 2015). Como afirman Carlos-Amaya ef al. (2011) y Sweedman et al. (2013),
estos resultados mostrarian que los grupos OS debilitaron las interacciones entre la amilosa
y la amilopectina, permitiendo que los granulos esterificados de almidon se hinchen y se
fundan a temperaturas mas bajas en comparacion con sus formas nativas (Amini et al. 2015).
Se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) (Anexo 12, Cuadro L.1)
solo para la temperatura pico (Tp) entre los almidones OSA y US-OSA en los cultivares IN

y LK.



Cuadro 14: Temperaturas de gelatinizacion y entalpias de los almidones OSA y

US-OSA
Almidén Tratamiento To (°C) Tp (°C) Tc (°C) AH (J/g)*

OSA 54,93 +£0,05% 60,47 +0,11>  67,02+0,26>* 13,72+ 0,55

. US-OSA 55,54+£0,17%  60,45+0,21> 67,21 £0,39>* 12,36 + 0,52°%
OSA 54,49 £ 0,07°* 60,52 +0,09°Y 67,66 +0,25°% 13,40 + 0,54"¥

N US-OSA 54,38 £ 0,08 60,33 +0,05>  68,14+0,11°* 12,93 +0,07>*
OSA 52,54+0,13*%* 58,29+ 0,00y 65,05+ 0,10** 11,79 +0,24%Y

e US-OSA 52,35+0,16%  57,38+0,02** 64,50+ 0,06** 11,55+ 0,42**

Valores promedio + desviacion estandar seguidos de las letras a, b, ¢, indican diferencias
significativas entre los almidones IB, IN, LK (p<0,05); las letras x, y indican diferencia
significativa entre los tratamientos OSA y US-OSA (p<0,05)

Al respecto, Jambrak et al. (2010) y Flores-Silva et al. (2017) informaron que el tratamiento
con ultrasonido no alterd las temperaturas de gelatinizacion del almidon de maiz. Sin
embargo, el Cuadro 14 muestra las diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
(Anexo 12, Cuadro L.3) para la entalpia de gelatinizacion (AH) entre los almidones OSA y
US-OSA, es decir, el tratamiento con ultrasonido produjo una disminucion en AH,
comportamiento que fue reportado por Zhang et al. (2020) para almidones de maiz
esterificados y tratados con ultrasonido. Este patron podria deberse a la desestabilizacion de
las dobles hélices de la amilopectina y, por lo tanto, requiere menos energia para fundirse.
Esto es coherente con la unién del grupo OS en las zonas amorfas de la amilosa y la
amilopectina, mientras se mantienen las zonas cristalinas de la amilopectina, lo que se

confirm6 mediante analisis DRX y FT-IR.

g. Propiedades de formacion de pasta

Es importante conocer las propiedades de formacion de pasta de los almidones modificados
para monitorear sus aplicaciones en la industria de alimentos (Ovando-Martinez et al. 2016).
Las propiedades y el perfil de formacion de pasta de los almidones esterificados se presentan

en el Cuadro 15 y la Figura 22, respectivamente.



Cuadro 15: Propiedades de formacion de pasta de los almidones OSA y US-OSA

Almidén Trata- TP VP VI VF VR
miento (°O) (mPa-s) (mPa-s) (mPa-s) (mPa-s)

OSA 56.6 £0.71°% 5742 +48% 1689+ 71> 6070+ 64> 2356 + 627

= US-OSA  58.1+£0.00°Y 5283 +£22%% 1124 +64>* 5388 £69>* 1639 + 26
OSA 56.2+£0.07% 5430 £46> 1710 +£30%Y 5946 +£50% 2459 + 1325

. US-OSA  56.1 £0.07% 5213 £351° 1594 + 5% 5509 +£ 115> 2151 £ 28>
OSA 54.1 +0.00% 4447 + 59*Y 912+ 16% 5317 + 8% 2059 + 119%Y

e US-OSA  54.1£0.00% 4505+86  1105+29** 4811 +82* 1778+ 177**

Valores promedio + desviacion estandar seguidos de las letras a, b, ¢, indican diferencias significativas
entre los almidones IB, IN, LK (p<0,05); las letras x, y indican diferencia significativa entre los
tratamientos OSA y US-OSA (p<0,05)
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Figura 22: Perfil de formacion de pasta de los almidones OSA y US-OSA

El granulo de almidon hinchado, la amilosa lixiviada en el medio acuoso y las cadenas de
amilosa y amilopectina reorganizadas estdn vinculadas con pardmetros de formacion de
pasta después del proceso de calentamiento-mantenimiento-enfriamiento (Simsek et al.
2016). La incorporacion en la cadena de almidon de los grupos OS mejora la capacidad de
formacion de pasta de los almidones y altera su estructura ordenada, por lo que los almidones

modificados tienden a formar pasta a temperaturas mas bajas y en menor tiempo (Song et al.



2006). Ambos procesos de esterificacion disminuyeron la temperatura inicial de formacion
de pasta (TP) (54,1-58.1 °C) de los almidones OSA y US-OSA en comparacién con sus
contrapartes nativas (56,3-59,4 °C) (Seccion 4.1.8). Esto podria deberse a que los grupos OS
insertados en la cadena de almidon, la desestabilizan y la pasta se puede formar a una
temperatura mas baja en comparacion con su contraparte nativa (Bello-Flores ef al. 2014).
La viscosidad pico (VP) para los geles de almidon OSA y US-OSA de los cultivares IB y
LK aument6 en comparacion con sus contrapartes nativas; sin embargo, los geles de almidon
IN-OSA e IN-US-OSA mostraron una tendencia inversa respecto a su forma nativa. Por otro
lado, la viscosidad de retrogradacion (VR) y la viscosidad final (VF) para los geles de
almidén OSA y US-OSA aumentaron en comparacion con su forma nativa. Este patron
también fue encontrado por Bello-Flores et al. (2014), estos autores afirmaron que, debido a
la esterificacion los granulos se hinchan a temperaturas mas bajas, por lo que sus propiedades
de formacion de pasta mostraron valores mas altos que sus contrapartes nativas. Respecto a
estos parametros de formacion de pasta, se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre los almidones IB, IN y LK y entre los tratamientos OSA y US-
OSA (Anexo 13, Cuadro M, M.1, M..2, M.3, M.4).

h. Comportamiento al flujo

En los productos alimenticios, el almidon es importante debido a su comportamiento
pseudoplastico, pues tienen propiedades de suspension a velocidades de cizallamiento bajas
y valores de viscosidad bajos a velocidades de cizallamiento altas (Guo et al. 2015). Los
parametros de los modelos de Ley de Potencia y de Herschel-Bulkley para los almidones
esterificados se presentan en el Cuadro 16; y los reogramas, segiin cada modelo, en la Figura
23. Respecto al modelo de la Ley de Potencia, los valores del coeficiente de consistencia (k)
del almidén LK fueron mayores y mostraron diferencias estadisticamente significativas
(»<0,05) comparado con IB e IN (Anexo 14, Cuadro N). Todos los geles de almidon
esterificados mostraron un comportamiento al flujo pseudopléstico (n<1); sin embargo, los
valores del indice de flujo (n) fueron mas bajos para los geles de almidéon OSA que para los
US-OSA, y presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los
tratamientos OSA y US-OSA (Anexo 14, Cuadro N.1). Para el modelo de Herschel Bulkley,
el umbral de fluencia (to) representa un esfuerzo finito requerido para lograr el flujo del
material, mostr6 una reduccion para los almidones US-SOA comparados con los OSA. Los

valores de 10 y k de los geles de almidones US-OSA mostraron diferencias estadisticamente

71



significativas (p<0,05) respecto de los OSA (Anexo 14, Cuadro N.2, N.3, N.4); lo que
indicaria que, el tratamiento asistido por ultrasonido provocd que los geles requirieran un
esfuerzo menor para fluir mostrando una menor resistencia al flujo y al esfuerzo cortante.
Por otro lado, los valores de n fueron ligeramente mayores que los obtenidos en el modelo
de Ley de Potencia. El ajuste al modelo reolégico de Herschel-Bulkley (R* = 0,9997-0,9998)

presentd valores ligeramente mayores que para el modelo de Ley de Potencia (R? =

0,9967-0,9978).

Cuadro 16: Parametros del modelo de Ley de Potencia y de Herschel-Bulkley que
describen el comportamiento al flujo de los geles de almidon OSA y US-OSA

Modelo  Almidén Tratamiento To (Pa) k (Pa.s") n R?
B OSA -- 18,52+ 0,87 0,43 +£0,00>  0,9977
US-OSA -- 14,91 +£0,91>* 0,44 £0,00%Y  0,9977
Ley de N OSA - 17,22+ 0,65 0,44 +0,00>*  0,9970
Potencia US-OSA -- 15,24 +0,98>*  0,45+0,01*Y  0,9967
LK OSA - 16,12+0,61> 0,43 +£0,00>* 0,9976
US-OSA -- 12,67 £0,39%*  0,45+0,00% 0,9978
B OSA 5,61 £0,66% 14,52 +0,63% 0,47 +£0,00>* 0,9998
US-OSA 4,60 £0,47>* 11,71 £0,64** 0,48 £ 0,00 00,9998
Herschel- N OSA 6,05+0,86> 13,00+0,31> 0,48 +0,00>*  0,9998
Bukley US-OSA 5,84 +0,57°* 11,30 +£0,53> 0,50 +£0,01>¥ 0,9998
LK OSA 4,94 £0,75* 12,61 £0,44*Y 0,47 +0,00>*  0,9997
US-OSA 3,95+0,45* 10,00+0,12>* 0,49 0,00  0,9998

Valores promedio + desviacion estandar (n=2) seguidos de las letras a, b, ¢, indican diferencias
significativas entre los almidones IB, IN, LK (p<0,05); las letras x, y indican diferencia
significativa entre los tratamientos OSA y US-OSA (p<0,05)
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Figura 23: Propiedades de comportamiento al flujo en estado estacionario de los
almidones modificados ajustados a los modelos de la Ley de la Potencia (LP) (linea
continua) y de Herschel Bulkley (HB) (linea discontinua): (a) m- IB-OSA, o- IB-US-

OSA, (b) »- IN-OSA, o- IN-US-OSA, (c) A-LK-OSA, A- LK-US-OSA



i. Propiedades viscoelasticas

- Barrido de amplitud

Upadhyay y Chen (2020) sostienen que el barrido de amplitud se emplea para determinar la
region de viscoelasticidad lineal (RVL), en el cual, un material no sufre alteracion estructural
irreversible. Para los geles de almidon OSA y US-OSA, los médulos G’y G’’ mostraron que
la RVL estuvo entre los valores de 0,1 y 1 Pa, a 1 Hz de frecuencia constante; por lo que, se
escogio el valor de 1 Pa para realizar el barrido de frecuencia (Figura 24). A partir de este
valor, los médulos G’y G’ se interceptan en un valor determinado de esfuerzo (), en el
cual los geles de almidon OSA y US-OSA, se pueden considerar como s6lido viscoeléstico
(G’ > G”’). El mayor valor de ¢ para este cambio de comportamiento, lo presentaron los
geles de almidon IN-US-OSA (88 Pa) e IB-US-OSA (110 Pa); es decir, fueron los que
mostraron mayor resistencia al cambio. Los almidones OSA y US-OSA presentaron valores

de G’ mayores que los reportados para los almidones nativos (Pefia 2017).
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- Barrido de frecuencia
El espectro mecéanico (barrido de frecuencia) proporcionan mas informacion sobre la
estructura de los biomateriales (Kong et al. 2010); en este estudio, la naturaleza viscoelastica

de los geles de almidon se evalud en el rango de 0,01 a 10 Hz. Los espectros mecanicos



dindmicos de los geles de almidon OSA y US-OSA fueron tipicos de una red de gel de
biopolimero (Achayuthakan y Suphantharika 2008). El modulo de almacenamiento G’
(17,88—-144 Pa) mostro6 ligera tendencia a incrementar a medida que aumentaba la frecuencia;
y se observd un patron similar para el médulo de pérdida G’ (5,34-44,3 Pa). Se comprobo
el comportamiento viscoeldstico de los geles de almidones esterificados debido a que los
valores de G’ fueron mayores a los de G’* (G’ > G ), es decir, se observd un predominio
del caracter elastico sobre el viscoso. No se observo ningun cruce entre ambos modulos en
todo el rango de frecuencia estudiado, lo que refleja la estabilidad de estos almidones y la
dependencia de los modulos G’y G’ respecto de la frecuencia (Figura 25a, b). Estos
resultados presentaron un comportamiento similar a lo reportados por Martinez et al. (2015)

para los geles de almidon de papa nativa de la especie Solanum phureja.
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Figura 25: (a) Modulo G’ como funcion de la frecuencia, (b) Médulo G’’ como
funcion de la frecuencia, (c) tan 6 como funcion de la frecuencia, (d) n* como funcion
de la frecuencia medidos a 25 °C para los geles de almidon modificados: m- IB-OSA,
o- IB-US-OSA, *- IN-OSA, o- IN-US-OSA, A- LK-OSA, A- LK-US-OSA



Los valores de tan 6 (G’"/G’) de los geles de almidones OSA y US-OSA variaron entre 0,18
y 0,44; es decir, fueron inferiores a 1, lo que indica que presentaron un comportamiento de
naturaleza eléstica. Estos valores fueron similares que los reportados para almidones de papa
(0,208-0,325) (Cruz et al. 2016), y mayores que para almidon de trigo esterificado con OSA
(0,06) (Punia et al. 2019a), almidones de frijol mungo esterificado con OSA (0,09-0,13)
(Punia et al. 2019b), almidones de mijo perla (0,05-0,1) (Sandhu y Siroha 2017) y almidones
de trigo (0,08-0,17) (Yousefiy Razavi 2015). Los valores de tan & obtenidos indican que los
geles de almidon no pueden almacenar la energia dindmica aplicada, que se pierde
parcialmente; por tanto, los geles no son fuertes a la concentracion evaluada (4 por ciento).
Un valor alto de G’y bajo de tan d estan asociados con una mayor elasticidad y una estructura
de gel mas rigida; mientras que, un aumento de tan ¢ durante el barrido de frecuencia indica
un debilitamiento de la fuerza del gel (Li y Zhu 2017). Esta tendencia se observé en todos
los almidones esterificados, que mostraron una estructura de gel mas rigida hasta 0,025 Hz
y un debilitamiento de este a partir de la frecuencia mencionada (Figura 25¢). Respecto a la
viscosidad compleja (n*) (Figura 25d), los almidones OSA y US-OSA muestra una
disminucién de n* con el aumento de la frecuencia (Kumar et al. 2019). Los almidones OSA
y US-OSA presentaron valores de n* (1,18-805,57 Pa-s) mayores que los de su contraparte
nativa (0,674—138,47 Pa-s) (Pena 2017); por lo que, el proceso de esterificacion tuvo un

efecto sobre la estructura de los almidones nativos.

El Cuadro 17 presenta los valores de G’ (16,71-28,27 Pa), G’ (7,35-10,21 Pa), tan 6 (0,35—
0,44) y n* (7,08-15,98) de los almidones esterificados obtenidos durante el barrido de
frecuencia (evaluados a 1 Hz). Los valores de G’ y G’ mostraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre los almidones (IB, IN, LK) y tratamientos
OSA y US-OSA (Anexo 15, Cuadro O, O.1), lo que se deberia al tratamiento con ultrasonido.
Ademads, en ambos tratamientos se observo diferencias estadisticamente significativas
(»<0,05) (Anexo 15, Cuadro O.2) para los valores de tan 6 (<1), lo que indicaria el
comportamiento eléstico de los geles. Es decir, los almidones OSA no pueden almacenar la
energia dindmica aplicada, que se pierde en parte; por lo que, sus geles no son fuertes a la
concentracion evaluada (4 por ciento). Los valores de viscosidad compleja (n*) a 1 Hz
fueron mayores en los almidones OSA comparados con los US-OSA, observandose

diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) (Anexo 15, Cuadro 0.3) entre los
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almidones (IB, IN, LK) y tratamientos; lo que indicaria que, los almidones OSA presentaron

mayor resistencia total a la cizalla dindmica.

Cuadro 17: Mo6dulo G’, modulo G’’, tan 8 y n* a 1 Hz para los geles de almidones

OSA y US-OSA
Parametros viscoelasticos
Almidéon Tratamiento
G’ (Pa) G’ (Pa) tan o n* (Pa-s)

OSA 26,11 +0,33> 10,21 £0,03* 0,39 £0,00>* 15,98 + 0,11
. US-OSA 18,79 £ 0,43  7,90+0,17°  0,42+0,00> 10,88 + 0,06
OSA 28,27 +1,08% 9,97+0,21%®Y  0,35+0,01>* 12,09 + 0,04>Y
N US-OSA 21,41 £0,28> 7,76 £ 0,17 0,36 £0,01*> 10,80 + 0,13~
OSA 25,07 +£0,40%Y 10,02 +0,10% 0,40 £0,01°* 11,57 +0,05>*
e US-OSA 16,71 +0,31>*  7,35+0,05**  0,44+0,01*¥ 7,08 +0,13**

Valores promedio + desviacion estandar seguidos de las letras a, b, ¢, indican diferencias
significativas entre los almidones IB, IN, LK (p<0,05); las letras x, y indican diferencia
significativa entre los tratamientos OSA y US-OSA (p<0,05)

La tendencia creciente de G’y G’ con la frecuencia permitié6 modelar ambos modulos con
la Ley de la Potencia (con las Ec. (4) y (5)). En el Cuadro 18 se presentan los valores de k’,
k’’, n’ y n”’ para cada almidon esterificado. Los valores de k’ y k’’ variaron entre 16,94—
29,13 Pa s" y 0,07-0,24 Pa s", respectivamente. Los valores de k’ fueron mayores a los
reportados por Martinez et al. (2022) (7,58-18,01 Pa s"); mientras que, los de k’” fueron
menores a los reportados por Martinez et al. (2022) (7,58—18,01 Pa s") para geles de almidon
de papas nativas y de Tuntas. Para estos dos pardmetros se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) (Anexo 16, Cuadro P, P.2) entre los almidones (IB,
IN, LK). Por otro lado, los valores de n’ y n’’ estuvieron en el rango de 0,20-0,25 a 1,22—
1,55, respectivamente. Los valores de n’ fueron menores que los de n’’, lo que sugiere que,
el comportamiento viscoso de los geles de almidon OSA y US-OSA se volvid mas
importante en las frecuencias altas. Para estos dos parametros se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) (Anexo 16, Cuadro P.1, P.3) entre los almidones

(1B, IN, LK).



Cuadro 18: Parametros de la Ley de Potencia para los modulos G’y G’ de los geles

de almidones OSA y US-OSA

Almigon T @ <
miento K’ (Pa.s") n’ R2 K’ (Pa.s") n” R?
OSA 26,37+034% 0224000 0,991 0,16+0,00>* 127+0,00  0,9969
v US-OSA 18,730,355 0,23 +0,01> 09988  0,17+0,02%  1,3340,05%*  0,9969
OSA 20,13+ 1,235 0204000  0,9934 0,07+0,002 147+0,01>  0,9945
N US-OSA  22,1240,03%* 0,20+0,02* 09913 0,07+ 0,045 1,55+ 0,20%*  0,9936
OSA 2543 40,78  023+0,00%%  0,9979 0,17+0,01% 128+0,04%  0,9965
n US-OSA 16,944 0,54% 0,25+0,009° 09985 024+001% 1224003 0,9971

Valores promedio + desviacion estandar seguidos de las letras a, b, ¢, indican diferencias significativas
entre los almidones 1B, IN, LK (p<0,05); las letras x, y indican diferencia significativa entre los
tratamientos OSA y US-OSA (p<0,05)

4.2.2 KEsterificacion del almidon Loc’ka con acido citrico

a. Optimizacion de los parametros del proceso de esterificacion

En el Cuadro 19 se presenta la matriz experimental con 10 corridas realizadas segun el disefio
factorial 3% y los resultados obtenidos para las respuestas del estudio (experimental y
predicha). El analisis de regresion lineal multiple de los datos experimentales produjo
modelos polinomiales de segundo orden para predecir los valores de viscosidad (Y, mPa-s)
y solubilidad (Y, porcentaje), que se describen con las Ec. (21) y (22), respectivamente,

como funciones de los factores en estudio (X y X2).

Los modelos de prediccion para la viscosidad aparente y la solubilidad del almidon citrato
son los siguientes:

Viscosidad (mPa -s) = 7,2139 + 0,0658205 * X; — 0,524234 * X, — 0,00458116 *
X? +0,012239 = X2 1)

Solubilidad (%) = 11,0849 — 0,075411 x X; — 0,891603 = X, + 0,0139039 = X2 —
0,00877778 * X, * X, + 0,0251571 x X2 (22)



Cuadro 19: Matriz de disefio experimental factorial con variables reales y
resultados experimentales

Factores Respuestas
Corrida X X, Y1 Y1 Y2 Y2
(Experimental) (Predicha) (Experimental) (Predicha)
1 1 10 3,180+ 0,182 3,257 4,738 £ 0,234 4,534
2 1 15 2,254+ 0,148 2,165 3,271+ 0,111 3,177
3 1 20 1,674+ 0,071 1,686 2,783 + 0,049 3,079
4 8.5 10 3,534 £ 0,098 3,423 3,694 + 0,163 4,303
5 8.5 15 2,329 £ 0,146 2,332 2,710 £ 0,100 2,616
6 8.5 15 2,245 + 0,050 2,332 2,742 £ 0,180 2,616
7 8.5 20 1,833 +£0,114 1,852 2,575 +£0,121 2,188
8 16 10 3,042 + 0,089 3,075 6,039 + 0,485 5,634
9 16 15 1,985+ 0,167 1,984 3,303 £ 0,098 3,617

10 16 20 1,536 = 0,059 1,504 2,768 + 0,100 2,859

Factores: X; = Tiempo de reaccion (h), X, = Concentracion de acido citrico (porcentaje)
Respuestas: Y; = Viscosidad aparente (mPa-s), Y, = Solubilidad (porcentaje)

En el Cuadro 20 se presenta el analisis de varianza, con los coeficientes de los modelos
propuestos y las significancias estadisticas de todos los efectos principales calculados para
cada respuesta (viscosidad y solubilidad del almidon citrato optimizado). Los valores del
punto central en las pruebas por triplicado fueron cercanos entre si, lo que indica que los
experimentos fueron reproducibles. Se puede apreciar los efectos cuadraticos para las
variables respuestas; sin embargo, no se mostraron efectos de interaccion de las variables
concentracion de acido citrico y tiempo de reaccidon en la respuesta viscosidad (p>0,05).
Asimismo, se mostrd una falta de ajuste significativa (p>0,05) en la variable respuesta
viscosidad, lo que indicaria que el modelo propuesto fue insuficientemente exacto para
predecir estas variables. La calidad de los modelos propuestos se investigd analizando los
coeficientes de determinacion (R?) y los resultados de la prueba F (Cuadro 19). Los valores
de R? (0,9685 y 0,8942 para la viscosidad aparente y la solubilidad, respectivamente)
representan la proporcion de la variabilidad experimental que es explicada por el modelo
estadistico (ecuacion de regresion) dentro de la region en estudio. La bondad del ajuste
también fue confirmada por la prueba de falta de ajuste, como lo indica la falta de

significancia (p>0,05) para la respuesta viscosidad. Sin embargo, para la respuesta



solubilidad, el valor p estuvo muy proximo al nivel de significancia. Por lo que, dado que
los valores de R? fueron ~1, se puede afirmar que los modelos propuestos describen
adecuadamente el proceso y predicen con relativa seguridad el comportamiento de las

variables de respuesta para obtener almidon citrato 6ptimo (LKC) mediante esterificacion.

Cuadro 20: Analisis de varianza y los coeficientes de regresion de los modelos
cuadraticos para la viscosidad y la solubilidad del almidén citrato

Viscosidad Solubilidad

Fuente gl
Coeficiente F P Coeficiente F P

X1 1 0,0658 15,42  0,0294%* -0,0754 46,30 0,0065*
X2 1 -0,5242 1150,11  0,0001* -0,8916 1073,04 0,0001*
X1 1 -0,0046 48,14 0,0061* 0,0139 228,24 0,0006*
X2 1 0,0000 0,00 0,9957 -0,0088 69,31 0,0036*
X2 1 0,0122 67,87 0,0037* 0,0252 147,60 0,0012*
Falta de ajuste 19 2,00 03127 10,04 0,0408
Error puro 3
Intercepto 7,2139 11,0849
R? 0,96857 0,89454

X; — Tiempo de reaccion (h), X, — Concentracion de acido citrico (porcentaje), X, — interaccion de
variables, gl — grados de libertad
*Significancia al nivel p<0,05

Segun el grafico de superficie de respuesta, el mayor tiempo de reaccion y concentracion de
acido citrico condujo a obtener un almidon citrato 6ptimo con menor viscosidad (Figura
26a); sin embargo, la solubilidad se incrementa cuando la concentracién de acido citrico es
menor y el tiempo de reaccion es mayor (Figura 26b). La Figura 27 muestra la superficie de
respuesta estimada segun la funcion deseabilidad de las variables respuestas (viscosidad
aparente y solubilidad) en funcién al tiempo de reaccion (Xi) (h) y a la concentracion de
acido citrico (X2) (porcentaje) en la optimizacion del proceso de obtencion de almidon citrato
optimo. La deseabilidad es la combinacion de las variables respuesta que resultan en un valor

optimo.
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Figura 26: Superficie de respuesta para la viscosidad (a) y la solubilidad (b) en
funcion al tiempo de reaccion y concentracion de acido citrico en la optimizacion de la
obtencion del almidon citrato

La funcion deseabilidad permitié determinar los Optimos de las variables respuesta:
viscosidad y solubilidad, y las variables independientes: concentracion de acido citrico y
tiempo de reaccion (Cuadro 21). Esta funcidén evalu6 diferentes niveles de las variables
independientes para optimizar las variables respuesta, y obtener sus valores dptimos. Los
valores Optimos de las variables independientes permitieron obtener el almidon citrato que
presentd menor viscosidad y mayor solubilidad para que pueda ser usado como material de

pared en la microencapsulacion de extracto de semilla de palta concentrado (ESPC).



Cuadro 21: Comparacion entre los valores experimentales y predichos por la
funcion deseabilidad

Condiciones optimizadas Valores

Concentracion de acido citrico (porcentaje) 12,3373

Tiempo de reaccion (h) 16

Valores predichos Respuestas

Viscosidad (mPa-s) 2,48864

Solubilidad (porcentaje) 4,5342

Valores experimentales Promedio * desviacion estandar ?
Viscosidad (mPa-s) 2,42 +0,01

Solubilidad (porcentaje) 5,53+0,51

 Basado en 6 repeticiones (n = 6)

Deseabilidad

acido citrico (%)

Tiempo de reaccion (h)

Figura 27: Representacion de la superficie de respuesta estimada para la funcion
deseabilidad de las respuestas viscosidad y solubilidad, en funcion al tiempo de
reaccion y concentracion de acido citrico, para la optimizacion de la obtencion del
almidon citrato 6ptimo (LKC)

Las graficas de los residuos versus la respuesta predicha para la viscosidad y la solubilidad
se muestran en la Figura 28a y b, respectivamente; y se observa que no tienen un patron
obvio. Esto implica que los modelos propuestos son adecuados y no hay razon para

sospechar ninguna violacion del supuesto de independencia o varianza constante.
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Figura 28: Ploteo de residuos versus respuesta predicha para la viscosidad (a) y
solubilidad (b) del almidodn citrato

4.2.3 Caracterizacion del almidon citrato 6ptimo (LKC)

a. Contenido de amilosa aparente, grado de sustitucion (GS) y parametros de color
El contenido de amilosa aparente del almidon LKC se determind con el método
espectrofotométrico, pero no formoé el complejo yodo-amilosa de color azul que permite su
cuantificacion indirecta (Cuadro 22). Segiin Wing (1996), el acido citrico se deshidrata
cuando se calienta, y forma especies de anhidrido muy reactivas; que, al reaccionar con el
almidon, en condiciones de baja humedad, forma el almidon citrato. El &cido citrico y sus

especies de anhidrido pueden penetrar los granulos de almidon a través de canales y



cavidades, alterando las regiones cristalina y amorfa de los granulos; por lo que, se podria
afirmar que la region amorfa se alter6 completamente por este proceso de esterificacion.
Shin et al. (2007) encontraron que el tratamiento de almidon de arroz con acido citrico podria

destruir parcialmente la amilopectina y la amilosa, y formar almidones de cadena corta.

Cuadro 22: Contenido de amilosa, grado de sustitucion y parametros de color del
almidon citrato optimo (LKC)

Parametro analizado LKC
Contenido de amilosa aparente (porcentaje) No detectado
Grado de sustitucion (GS) 0,046 + 0,001
a* 0,08 £ 0,01
b* 2,24+ 0,01
L* 96,09 + 0,00
W (porcentaje) 95,50 £ 0,00

donde, a*, b*, L* and W son los parametros de color
Valores promedio + desviacion estandar

Vikram et al. (2012) y Lv et al. (2022) sostienen que el grado de esterificacion, que se
cuantifica en términos GS, depende de la concentracion de acido citrico y la temperatura,
cuyo efecto principal es la introduccion de grupos quimicos en reemplazo de los grupos
hidroxilo en las cadenas del almidon (Xie y Liu 2004; Lv et al. 2022). El GS del almidon
esterificado esta estrechamente relacionado con su estructura y propiedades, y su valor no
esta relacionado con el contenido de amilosa, esto indicaria que el proceso de esterificacion
ocurri6 en los dominios amorfos, pues son mas accesibles que los dominios cristalinos (Wing
1996). En este estudio, la esterificacion del almidon LK presentd un GS de 0,046 (Cuadro
22). Este valor esté en el rango de valores reportados por Jyothi et al. (2007) (0,005-0,063)
para almidon citrato de yuca obtenido con asistencia de microondas y por Lv et al. (2022)
(0,033-0,124) para almidon esterificado de chufa (Cyperus esculentus) con soluciones de
acido citrico de 10 al 50 por ciento. Sin embargo, fue mayor a los reportados por Shin et al.
(2007) (0,027) para almidon citrato de arroz y por Butt ef al. (2019a, b) (0,018-0,022) para
almidon citrato de arroz modificados con soluciones de acido citrico al 20 y 40 por ciento,
respectivamente. Ademas, fue menor al reportado por Mei et al. (2015) (0,058-0,178) para
almidon citrato de yuca modificado con soluciones de acido citrico de 10 al 30 por ciento.

Los distintos valores de GS reportados podrian atribuirse a la diferencia de tipos de almidon



esterificados (Li et al. 2019). Al tratarse de una modificacion con acido citrico, no existe un
limite establecido por la FDA para el GS, pues el acido citrico es nutricionalmente inocuo y

seguro para su consumo (GRAS) (Butt ez al. 2019a, b).

Respecto a los parametros de color del almidon LKC (Cuadro 22), este almidén mostr6é una
alta luminosidad (L*) que indicaria que es blanco y brillante (Wang et al. 2000). La blancura
fue confirmada con el valor de W (95,5 por ciento). El valor de L* se encuentra en el rango
reportado para almidon citrato de name blanco (L* 80,8-98,3) (Falade y Ayetigbo 2015).
Por otro lado, los valores de a* y b* del almidon LKC indicarian menor intensidad de los
colores rojo (a*) y amarillo (b*). Los valores encontrados en esta investigacion fueron
menores que los reportados por Falade y Ayetigbo (2015) para cuatro almidones citrato de
name (a* 2,3-3,8; b* 4,7-9,4). Ademas, el almidon LKC present6 parametros de color
similares a los de su contraparte nativa (L* = 96,5; a* = -0,18; b* = 1,66) que fueron
reportados por Pefa (2017); por lo que, se podria afirmar que la esterificacién con acido

citrico no alter6 el color del almidon nativo (Alimi y Workneh 2018).

b. Microscopia electronica de barrido (MEB) y de luz polarizada (MLP)

La Figura 29 (columna A) muestra las micrografias de MEB del almidon citrato éptimo
(LKC). Los granulos del almidon citrato presentaron diferentes morfologias con predominio
de formas ovaladas (granulos grandes) y redondeadas (granulos pequeios), y algunos con
superficies lisas y otras asperas. Sin embargo, se observaron algunos detritos agregados en
la superficie. Los granulos conservaron su morfologia sin fracturas, pero con erosion externa
que parecia contener huecos pequeiios después del tratamiento con calor y 4cido citrico. Liu
et al. (2014) y Sanchez-Rivera et al. (2017) reportaron caracteristicas similares en granulos
de almidon de maiz y de platano inmaduro, respectivamente, tratados con acido citrico. Esta
observacion podria indicar que los tratamientos con calor y 4cido citrico solo modificaron la
microestructura interna, junto con posibles cambios en la porosidad de la superficie de los
granulos (Sanchez-Rivera et al. 2017). Por otro lado, en las micrografias de MLP (Figura
29, columna B) de este almidon no se observa la cruz de Malta, que es el simbolo de la
birrefringencia de los granulos de almidén. Con estos resultados se corrobora que el
tratamiento de esterificacion alterd la estructura interna. Por esto, el efecto principal de la
modificacion por esterificacion fue la introduccion de grupos quimicos en las cadenas del

almidon, que se cuantifico en términos del grado de sustitucion (Xie y Liu 2004).

85



Figura 29: Micrografias de MEB (columna A) y de MLP (columna B) del almidon
citrato optimo (LKC)

c. Distribucion de tamafio de particula

El tamafio de los granulos del almidon LKC mostrdé una distribucion aproximadamente
unimodal (0,6-111 pum) pero con dos poblaciones de granulos muy pequenas (0,6-3,6 pum y
3,6-12,7 um) y poco definidas (flechas rojas). En la Figura 30, se puede comparar la
distribucion de tamafio del almidén LK con el de su contraparte nativa (LK) (11,2-51,8 um)
(Secciodn 4.1.3). La presencia de estas dos poblaciones pequeiias de granulos podria deberse
a una fragmentacion de granulos grandes durante el proceso de esterificacion. Alimi y
Workneh (2018) encontraron que la fuente de almidon y el método de modificacion no
afectaron el tamano de los granulos de los almidones de acha e iburu modificados con acido

citrico; sin embargo, en este estudio se observa el efecto antes mencionado.



18

164 ——LKC
—LK

14 -
12~

10

Volumen acumulado (%)

0 ' L | L L | T R | LS R
0.1 1 10 100 1000

Tamaiio (um)

Figura 30: Distribucion de tamafio de particula del almidon citrato 6ptimo (LKC) y
de su contraparte nativa (LK)

d. Cristalinidad

El patron de difraccion de rayos X y la cristalinidad relativa del almidon LKC se muestra en
la Figura 31, y se observa un patron de difraccion tipo B con picos importantes en 20 = 5,7°,
15°, 17°, 22,2° y 24,1°. Los picos cristalinos del almidon citrato se hicieron mucho mas
pequefios o incluso desaparecieron comparados con su contraparte nativa (Seccion 4.1.5); es
decir, la esterificacion con acido citrico cambi6 el patron de cristalinidad del almidén
modificado. El tratamiento térmico ocasiono que el almidon LKC presentara un aumento de
intensidad de pico de 5,6° a 5,7° y disminuyo la cristalinidad relativa a 6,3 por ciento, valor
mucho menor que el de su contraparte nativa LK (33,4 por ciento). Esta disminucion
evidencia que el tratamiento térmico interrumpi6 la cristalinidad del almidén citrato, un
efecto que puede atribuirse a la redistribucion del agua unida. Durante el tratamiento
combinado de calor y acido citrico, las moléculas del acido se transportan al interior de los
granulos a través de cavidades y canales, alterando asi la estructura cristalina de los mismos
(Mei et al. 2015; Sanchez-Rivera et al. 2017). Esto podria deberse a que la incorporacion de
las especies de citrato en las cadenas de almidon permite la formacion de arreglos

moleculares altamente cruzados, que afectan tanto a las regiones cristalina como amorfa

(Mei et al. 2015).
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Figura 31: Difractogramas del almidon citrato 6ptimo (LKC) y de su contraparte
nativa (LK)

Segun Mei et al. (2015), la cristalinidad del almiddn estd influenciada por: el contenido de
amilopectina, la longitud promedio de la cadena de amilopectina, la orientacion de las dobles
hélices (dentro de los cristalitos) al haz de rayos X, y el tamafio de los cristalitos. Cuando el
acido citrico penetra en los granulos de almidon a través de canales y cavidades, podria
alterar la estructura cristalina de los granulos debido a una alta concentracion. La reaccion
podria ocurrir tanto en la region amorfa como en la region cristalina. La sustitucion de grupos
citrato en las cadenas de almidon podria formar un almidon altamente reticulado y, por lo

tanto, limitar la movilidad de la cadena de almidon.

e. Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

Un espectro FT-IR esta sujeto a cambios estructurales a nivel molecular como la helicidad,
la conformacion de la cadena de almidon, el contenido de agua y el proceso de
retrogradacion. FT-IR determina cuantitativamente el orden molecular de corto alcance en
el almidon (Butt ez al. 2019b). La Figura 32 muestra los espectros FT-IR del almidon citrato

optimo y de su contraparte nativa.
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Figura 32: Espectros infrarrojos por Transformada de Fourier del almidon citrato
optimo (LKC) y de su contraparte nativa (LK)

La banda de absorcion 754 cm™! se asigno6 a las vibraciones del anillo C—O—C en el almidon
(Shi et al. 2008, Sanchez-Rivera et al. 2017). Las bandas de absorcion de 991,3 cm™' y 925,7
cm™! podrian asignarse a la flexion C-H (Xie e al., 2006; Sanchez-Rivera et al. 2017). La
banda de absorcién a 1145,6 y a 1076,2 cm™! se asignaron como el acoplamiento del
estiramiento, flexion y estiramiento asimétrico de los enlaces C-O, C-C y O-H del puente
glicosidico C-O-C (Xie et al. 2006; Sanchez-Rivera et al. 2017). Una banda de absorcion
amplia a 3297,9 cm~! y 2 2923,7 cm™! puede atribuirse al estiramiento de los enlaces O-H y
C—H, respectivamente (Xie et al. 2006). La absorbancia a 1730 cm™' (vibracion de
estiramiento del enlace C=0) es caracteristica del almidon citrato y puede atribuirse al grupo
¢éster caracteristico del acido citrico (Xie et al. 2006; Butt et al. 2019b). La esterificacion
generalmente sustituye el grupo hidroxilo del almidén con un grupo carboxilo identificado
en el espectro FT-IR del almidén LKC (1730 cm™) (Figura 33). Por lo que, la presencia de
esta banda confirmd los enlaces quimicos entre el acido citrico y el almidon (Reddy et al.
2010), que a su vez confirmo que, los grupos hidroxilo y carboxilo del acido citrico formaron
enlaces covalentes con los grupos C—O en el almidon (Jiugao et al. 2005; Sanchez-Rivera et
al. 2017). La Figura 33a muestra los resultados de deconvolucion para el pico de la huella

dactilar del almidén citrato ptimo.
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Figura 33: Deconvolucion de espectro FT-IR del almidoén citrato 6ptimo (LKC)

Larelacion de intensidad de 1047/1022 (R =relacion entre estructuras ordenadas y amorfas)
y de 995/1022 (R =relacion entre estructuras hidratadas y amorfas) se muestran en la Figura
33b. Se observa que R; disminuy6 y R, aument6 para el LKC en comparacion con su
contraparte nativa (LK). Esta diferencia puede deberse a un orden modificado de la
estructura de doble hélice debido a la incorporacion de los grupos carboxilo; la pérdida de
este orden en los almidones esterificados en comparacioén con sus homoélogos nativos podria

estar relacionada con la reduccion de las propiedades de gelatinizacion (Zhang et al. 2011).



f. Propiedades térmicas

En el Cuadro 23 se presentan las temperaturas y la entalpia de gelatinizacion del almidén
citrato optimo, las cuales disminuyeron en comparacioén con su contraparte nativa (Cuadro
1), luego del proceso de esterificacion (Sanchez-Rivera et al. 2017). Las temperaturas de
gelatinizacion (To, Tp y Tc) del almidon citrato LKC disminuyeron significativamente en
comparacion con el almidon LK, observandose transiciones endotérmicas entre 41 y 55 °C;
lo que se debio a la ruptura de las dobles hélices durante la gelatinizacion, ocasionando la
fusion de los cristalitos y, por tanto, requirid energia (Butt e al. 2019a). Se podria afirmar
que la esterificacion con acido citrico debilita la estructura interna del granulo de almidon,
lo que posteriormente provocd que estos se gelatinizaran a temperaturas mas bajas. Este
debilitamiento fue causado por grupos funcionales presentes en las cadenas poliméricas

después de la modificacion (Butt ef al. 2019a).

Cuadro 23: Temperaturas y entalpia de gelatinizacion del almidon citrato optimo
(LKC)

Almidon To (°C) Tp (°C) Te (°C) AH (J/g)*

LKC 412+0,45 48,13+0,05 54,71 +0,01 3,32+0,12

Valores promedio + desviacion estandar

La entalpia de gelatinizacion del almidon citrato LKC disminuyé a 3,32 J/g porque el
almidon esterificado fue capaz de resistir el hinchamiento y la gelatinizacion (Xie y Liu
2004). En comparacion con su contraparte nativa (LK) (Cuadro 1), el almidon LKC mostrd
un pico endotérmico pequeiio (Figura 34). Este resultado mostraria una ligera
desorganizacion en la estructura interna de los granulos de almidon LKC. Esto seria
consistente con la disminucion de la cristalinidad relativa obtenida en el andlisis de DRX
(Mei et al. 2015); similar comportamiento fue reportado por Sanchez-Rivera et al. (2017) y
Mei et al. (2015) para harina de platano y almidones esterificados de maiz y de yuca,

respectivamente.
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Figura 34: Pico endotérmico del almidon citrato optimo (LKC) y de su contraparte
nativa (LK) (Pefia 2017)

La entalpia de gelatinizacion refleja la cantidad de hélices dobles en las regiones cristalinas
que se funden durante la gelatinizacion (Cooke y Gidley 1992). Los resultados mostraron
que la esterificacion con acido citrico ocasion6 una gran alteracion de la disposicion de las
dobles hélices, un efecto que se puede atribuir a la formacion de enlaces covalentes de citrato
(Mei et al. 2015); es decir, se alter6 el empaquetamiento de la cadena, lo que ocasiond el
aumento de las regiones amorfas. De acuerdo con Xie y Liu (2004), los resultados indicarian
que la estabilidad térmica del almidon citrato puede estar relacionada con el contenido de
amilopectina y/o la estructura del almidon. Con la incorporacion del citrato, la estructura de
los granulos del almidon puede alterar las asociaciones entre la amilosa y la amilopectina, y
cada componente consigo mismo en los granulos, lo que evita que los granulos de almidén

se hinchen (Xie y Liu 2004).

g. Propiedades de formacion de pasta

Las propiedades de formacion de pasta del almidon citrato 6ptimo (LKC) y el perfil de
formacion de pasta se presentan en el Cuadro 24 y Figura 35, respectivamente. La pasta del
almidon citrato 6ptimo mostrd una viscosidad pico baja (208 mPa-s); sin embargo, Xie y Liu
(2004) reportaron 0 RVU para almidon citrato de yuca empleando un analizador rapido de

viscosidad. El almidon citrato absorbidé menos agua porque tendria un mayor contenido de



almidon resistente, y, en consecuencia, una menor viscosidad (Xie y Liu 2004); por lo que,
el almidon citrato resiste el hinchamiento granular. El resultado obtenido sugiere que los
granulos de almidon citrato LKC resistirian la hinchazon granular, aunque mostraron un
cierto grado de formacién de gel. En la Figura 35 se compara el perfil de formacion de pasta,
del almidon LKC (B) que mostré un pico de baja viscosidad comparado con su contraparte
nativa (LK) (A); esto indicaria que, los granulos del almidon citrato dptimo mostraron una

gelatinizacion minima.

Cuadro 24: Propiedades de formacion de pasta del almidon citrato optimo (LKC)

Almidén TP VP VI VR VF
(°O) (mPa-s) (mPa-s) (mPa-s) (mPa-s)
LKC 45,7+0,26 208 £ 13 179 £ 13 17£0 44+ 0

donde, TP — temperatura de formacion de pasta; VP — viscosidad pico; VI — viscosidad de
inestabilidad; VF — viscosidad final; VR — viscosidad de retrogradacion. Valores promedio
+ desviacion estandar
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Figura 35: Perfil de formacion de pasta del almidon nativo (LK) (A) y del almidon
citrato (LKC) (B)

h. Propiedades reologicas

Comportamiento al flujo

Las curvas de comportamiento al flujo del almidon LKC y de su contraparte nativa (LK) se
presentan en la Figura 36. Se observa que el almidon LKC present6 un valor de esfuerzo de
corte mucho mas bajo a diferentes velocidades de corte en comparacion a su contraparte
nativa (LK) (Pefia 2017). El almidén LKC, al 4 por ciento (p/p), luego de la gelatinizacion,

no formd gel como con el almidon LK; por lo que, los granulos de mayor tamafo se

Temperatura (°C)



separaron del agua. Segiin Xie y Liu (2004) los granulos del almidén citrato no forman geles
durante el proceso de calentamiento debido a la sustitucion del citrato en la cadena del
almidon. Por otro lado, la esterificacion del almidon LK con 4cido citrico tuvo un impacto
diferente al de la esterificacion con OSA sobre las propiedades reoldgicas del almidon, pues
el almidon LKC presentd un comportamiento newtoniano, lo que se comprobd con el ajuste

al modelo de la Ley de Potencia (n ~ 1) (Cuadro 25).
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Figura 36: Comportamiento al flujo del almiddn citrato 6ptimo ajustado a la Ley de
Newton (LN-LKC) y Ley de la Potencia (LP-LKC) en comparacion con su
contraparte nativa (LK)

Cuadro 25: Parametros de los modelos de Ley de Newton y Ley de l1a Potencia
que describen el comportamiento al flujo del almidén citrato 6ptimo (LKC)

Modelo n (Pa-s) n k (Pa-s") R?
Ley de Newton 0,0041 £ 0,0001 -- -- 0,9958
Ley de la Potencia -- 0,9801 £ 0,06 0,0039 +0,0004  0,9901

Valores promedio + desviacion estandar (n=2)



Viscoelasticidad

Barrido de amplitud

Steffe (1996) sefiala que el barrido de amplitud se emplea para definir la resistencia
estructural de un material. Para el caso de geles, se considera que un gel es fuerte cuando los
moddulos viscoeldsticos (G’ y G’’) permanecen lineales por mas tiempo en la region
viscoelastica lineal (RVL) en comparacion con un gel débil; lo que significa que los geles
fuertes pueden soportar mayores esfuerzos de deformacion. En este estudio, la region RVL
se definid hasta una deformacion de 0,01 Pa (Figura 37A, no mostrado), que fue menor que
la de su contraparte nativa (1 Pa) (Pefia 2017). Con este valor de esfuerzo, la estructura de la
muestra no se rompio, lo que fue informado por Butt ef al. (2019b) para almidones citrato
de arroz y maiz y por Onyango et al. (2010) para almidén de yuca. Como se observa en la
Figura 37A, el esfuerzo de limitacion de la region RVL (limite de linealidad) del almidon
LKC fue menor (0,5 Pa) que el de su contraparte nativa (5 Pa). En la Figura 37A se observa
que G’ alcanza un valor maximo (~3 Pa), que indicaria la formacion de algunas microgrietas
(que no se extienden por todo el material). A medida que el esfuerzo de deformacién se
incrementa, las microgrietas forman una macrogrieta que se extiende a través de toda la

muestra; por lo que, el comportamiento del material fue viscoso (G’ > G’) (Figura 37A).

Barrido de frecuencia

El barrido de frecuencia (espectro mecanico) del almidon LKC, muestra que los valores de
G’ fueron mayores que G’ (G’ > G’) (Figura 37B); lo que sugiere que el componente
elastico fue dominante. Ademas, se puede afirmar que el almidéon LKC no mostré valores
crecientes de G’ y G’ con el incremento de la frecuencia, es decir, su mddulo de
almacenamiento no mostré6 cambios significativos con la frecuencia, lo que también fue
informado por Butt et al. (2019b). La modificacion del almidén con acido citrico reemplazo
los grupos OH por citratos (grupos funcionales), lo que resultdé en nuevos atributos
funcionales del almidén. No se observo la interseccion de estos modulos para el almidon
LKC; y ambos presentaron menores valores que los de su contraparte nativa (LK). Butt et
al. (2019b) reportaron altos valores de G’y G’ para los geles de almidon de arroz citrato
modificados con 40 por ciento de 4acido citrico y modificados con un alcohol en medio
alcalino, e indicaron que fueron mads estructurados y fuertes, probablemente debido a un
mayor grado de esterificacion. En este estudio, durante todo el rango de frecuencia, la curva

G’ estd por encima de la curva G, esto indicaria que el almidon LKC tiene una estructura
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solida; sin embargo, sus valores de G’ (3,645-3,805 Pa) y G’ (0,1498-0,3722 Pa) fueron

menores a los de su contraparte nativa (LK).
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Figura 37: Barrido de amplitud (A), barrido de frecuencia (B), tan 6 (C) y n* (D)
para el almidon citrato éptimo (LKC) comparado con su contraparte nativa (LK)
(Pefia 2017)

El factor de pérdida (tan J) estuvo en el rango de 0,047-0,086 (Figura 37C), lo que indicaria
que el almidon LKC presenta un comportamiento de gel mas débil en comparacion con su
contraparte nativa (LK), un comportamiento similar fue reportado por Butt ef al. (2019b)
para almidones citrato de arroz. Segun Sang ef al. (2008), los factores de pérdida constante
respecto de la frecuencia generalmente se muestran en geles ideales, lo que indica pocos
reordenamientos moleculares dentro de la red. Sin embargo, en este estudio se observd que
los valores de tan & aumentaron con el incremento de la frecuencia, y que disminuyen a

frecuencias progresivamente mas altas. Este cambio en tan 6 con la frecuencia (Hz)



implicaria que se han producido reordenamientos moleculares en el rango de frecuencia
aplicada (Onyango et al. 2011; Butt et al. 2019b). En la Figura 37D se presenta el
comportamiento de la viscosidad compleja (n*) del almidon LKC, la que disminuye con el
aumento de la frecuencia (Kumar et al. 2019). El almidéon LKC mostré menores valores de n*
(0,37-36,57 Pa-s) que los de su contraparte nativa (0,99-181,37 Pa:s) (Pefia 2017) y los
esterificados OSA y US-OSA (1,18-805,57 Pa-s); por lo que, el proceso de esterificacion tuvo
un efecto sobre la estructura del almidon. En el Cuadro 25 se presentan los valoresde G, G,
tan 0 y n* a 1 Hz (6,28 rad/s) para el almidon LKC cuyos valores son menores a los

encontrados para los almidones OSA y US-OSA (Cuadro 16).

Cuadro 26: Modulo G’, mdodulo G, tan 8 y n* a 1 Hz para el almidon citrato optimo
(LKO)

Parametros viscoelasticos

Almidon
G’ (Pa) G’’ (Pa) tan o n* (Pa-s)

LKC 3,81+ 1,89 0,27 +£0,18 0,07 + 0,00 0,61+ 0,30

donde, G’ — moédulo de almacenamiento; G°” — mddulo de pérdida; tan 6 — factor de pérdida,
n* — viscosidad compleja. Valores promedio + desviacion estandar.

i Peso molecular

Yoo y Jane (2002) afirman que las diferencias entre los valores de My, de la amilosa y la
amilopectina se pueden atribuir a los diferentes tipos de almidones, el método de preparacion
de las dispersiones de almidon y el método de ajuste de los datos. Un valor alto de Mw de la
amilopectina en el almidon indicaria que tiene moléculas altamente polimerizadas (Zeng et
al. 2016), y las diferencias en My de los almidones podria influir en sus propiedades
fisicoquimicas (Patindol er al. 2009). En el Cuadro 27 se presenta la estructura
conformacional de las cadenas en el almiddn citrato 6ptimo. El peso molecular de 1a amilosa
(3,1 x 107 g/mol) fue mayor a los reportados por Kim et al. (2018) (1,8-3,4 x 10° g/mol)
para almidones de leguminosas; mientras que, el peso molecular de la amilopectina (6,2 x
10% g/mol) fue menor a los informados por Kim et al. (2018) (0,66-0,88 x 10® g/mol), y

fueron mayores a los encontrados para su contraparte nativa (LK) (Cuadro 7).



Cuadro 27: Masa molar y radio de giro del almidon citrato 6ptimo (LKC)

Amilosa Amilopectina
Almidén Mw Rz Mw Rz
(x 107 g/mol) (nm) (x 10% g/mol) (nm)
LKC 3,1 185,7 6,2 3614

donde, Mw: masa molecular promedio; Rz: radio de giro

Liu et al. (2014) modificaron almidones de maiz con 4cido citrico y calor, y mediante
HPSEC encontraron que los valores de Mw y Rz del pico de amilopectina disminuyeron, lo
que fue acompanado de un aumento de estos valores en el pico de amilosa. Esto indicaria
que se produjo una degradacién molecular en la fraccion de amilopectina, la amilopectina
hidrolizada se habria mezclado con la fraccion de amilosa, por lo que, aumento este pico. Es
decir, luego del proceso de esterificacion, el almidon modificado presenta dos fracciones,
una para la amilopectina hidrolizada y otra para la combinacidon de amilopectina hidrolizada
y amilosa, ambas altamente compactadas. Estos autores sugirieron que la amilosa podria no
hidrolizarse a una baja concentracion de acido durante el tratamiento con acido citrico y
calor; sin embargo, si la concentracion de acido aumentaria, la amilosa también se
hidrolizaria. Asimismo, Liu et al. (2014) reportaron que el almidon de maiz tratado con acido
citrico 1 M, presentaron muchos glébulos pequefios en la superficie del granulo de almidon,
lo que podria atribuirse al hecho de que algunos fragmentos pequefios que consistian en
cadenas hidrolizadas altamente entrecruzadas no se combinarian entre si y permanecerian

fuera.

4.2.4 Caracterizacion del extracto de semilla de palta concentrado (ESPC)

Las caracteristicas del ESPC utilizado para el proceso de microencapsulacion por
atomizacion se presentan en el Cuadro 27. El extracto acuoso obtenido de la harina de semilla
de palta fue concentrado hasta 8,1 por ciento de sélidos totales, y presentd un contenido de
compuestos fenodlicos totales (CFT) de 21,4 mg AGE/g de harina (b.s.). Este valor fue mayor
al reportado por Soong y Barlow (2004) (88,2 mg AGE/100 g de harina (b.s.)), pero menor
a los reportados por Rodriguez-Carpena et al. (2011) (4164 mg AGE/100 g de harina (b.s.)
y 6912 mg AGE/100 g de harina (b.s.) para extractos de semilla de palta variedad ‘Fuerte’
obtenidos con metanol y acetona, respectivamente). Las diferencias encontradas con los

resultados de esta investigacion se deben al solvente de extraccion, pues se realizé con agua



destilada. Se eligi6 la extraccion en medio acuoso porque para realizar la
microencapsulacion del extracto se realizaria en un atomizador que no cuenta con dispositivo
para fluidos que contengan solventes organicos. La capacidad antioxidante (CA) del ESPC
fue 19,3 mM TE/mL extracto, que fue menor a los reportados por Rodriguez-Carpena et al.
(2011) (194,80 mmol TE/g (b.h.) y 121,61 mmol TE/g (b.h.) para extracto de semilla de

palta variedad ‘Fuerte’ obtenidos con acetona y metanol, respectivamente).

Cuadro 28: Caracteristicas del extracto de semilla de palta concentrado (ESPC)

Caracteristica Valor
Soélidos totales 8,1 £ 0,01 porcentaje
Fenolicos totales 13,6 £ 0,11 mg acido galico eq/mL extracto

21,4 £0,11 mg acido galico eq/g harina (b.s.)
Capacidad antioxidante 19,3 + 0,36 mM Trolox eq/mL extracto
28,4 £ 0,11 mmol Trolox eq/g harina (b.s.)

pH 5,8+ 0,001
C* (croma o saturacion) 9,94 £ 0,06
h* (angulo de matiz) 40,32 + 0,89

Valores promedio + desviacion estandar (n=3)

El ESPC present6 un pH de 5,8 que se encuentra en el rango acido y neutro, que esta en linea
de lo mencionado por Cai et al. (2022), quienes sostienen que la solucion se debe mantener
en este rango de pH durante el proceso de extraccion. Esto es debido a que ciertas moléculas
no estan ionizadas, y el coeficiente de distribucion de extraccion permanece practicamente
constante; mientras que, en el rango de pH alcalino, se produce la disociacion por ionizacion
de la mayoria de estas moléculas, la concentracion de fenoles i6nicos en solucién acuosa
aumenta, y el coeficiente de distribucion de extraccion disminuye. Respecto a los parametros
de color en el espacio CIE L*C*h*, el valor de angulo de matiz (h* = 40,32°) del ESPC
mostro que este contiene pigmentos coloreados (en la region +a*, color rojo); mientras que,

el croma o saturacion (C* = 9,94) fue bajo, lo que indicaria un color oscuro del ESPC.



4.2.5 Microencapsulacion del ESPC por atomizacion

a. Seleccion del almidon esterificado para la microencapsulacion del ESPC

La seleccion del material de pared para la encapsulacion juega un papel crucial para un
secado por aspersion eficiente (Ferrari et al. 2013, Tolun et al. 2016). Entre los diferentes
materiales de microencapsulacion, la maltodextrina (MD) es uno de los polimeros mas
adecuados debido a su nula toxicidad, biocompatibilidad excepcional, alta solubilidad y baja
viscosidad (Tonon et al. 2010). Las maltodextrinas tienen las ventajas adicionales de ser de
bajo costo, inodoras e insipidas (Tolun et al. 2020). Por esta razon, se realiz6 la comparacion
de las microparticulas obtenidas con los almidones esterificados respecto de las obtenidas

con MD.

Las dispersiones preparadas con el ESPC y cada uno de los materiales de pared (almidones
OSA, US-OSA y LKC) fueron alimentadas en el atomizador, segun las condiciones de
secado establecidas, y las micrografias de las microparticulas se tomaron con el microscopio
optico (Figura 38). Por un lado, las microparticulas formadas con MD (Figura 38A) fueron
pequefias con forma casi esférica (presencia de concavidades que fue comprobado con las
micrografias por MEB). Por otro lado, las microparticulas formadas con el almidon LCK
(Figura 38B) fueron similares a las formadas con MD, pero se observaron algunos granulos
de almidén LKC que no lograron formar pared para el nticleo (ESPC). Es decir, el almidon
LKC logré formar parcialmente microparticulas con el ESPC debido a que la esterificacion
con AC alterd la estructura interna y el tamafio de los granulos del almidon LK. Esto fue
corroborado con los analisis de difraccion laser (distribucion de tamafio de particula) y

difraccion de rayos X (cristalinidad).

Sin embargo, no se formaron microparticulas de ESPC con los almidones OSA y US-OSA
(Figura 38C, D, E, F; G, H), lo que indicaria que el ESPC no fue encapsulado con estos
materiales de pared. Es decir, al finalizar el proceso de secado solo quedaron los granulos de
almidon (observados en las micrografias) y los solidos del extracto. Esto podria deberse a
que los granulos de almidon OSA y US-OSA fueron afectados inicamente en la parte amorfa
(corroborado con los esnayos de microscopia electronica de barrido y de difraccion de rayos
X). En la esterificacion con OSA, los granulos de almidon solo se afectaron ligeramente en

su superficie, quedando intacta su estructura interna (cristalina).
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Figura 38: Micrografias de las microparticulas de ESPC formadas con los almidones
esterificados: A) MD, B) LKC, C) IB-OSA, D) IN-OSA, E) LK-OSA, F) IB-US-OSA,
G) IN-US-OSA, H) LK-US-OSA

b. Microparticulas de ESPC formadas con el almidon seleccionado (LKC)
Se prepararon dispersiones del ESPC con el almidon seleccionado (LKC), maltodextrina
(MD) y la mezcla de ambos (MD-LKC) segtin el Cuadro 3 (Seccion 3.6.3). Cada suspension

fue alimentada en el atomizador, y las microparticulas obtenidas fueron caracterizadas.

Estudio reologico de las dispersiones para la microencapsulacion

En la Figura 39 se presenta el reograma de las dispersiones para la microencapsulacion. El
comportamiento al flujo de las tres dispersiones (MD, MD-LKC, LKC), preparadas con el
ESPC y los materiales de pared, presentaron un buen ajuste al modelo de la Ley de Newton
(R%>10,9997). Los valores de la viscosidad (n) de las dispersiones preparadas estuvieron en
el rango 0,0094-0,1327 Pa-s (Cuadro 29) y se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre las tres dispersiones (p<0,05) (Anexo 18, Cuadro R). Se podria afirmar
que estas dispersiones formadas son adecuadas para el secado por atomizacion, pues no
sufren cambios significativos en la viscosidad cuando son sometidas a altas velocidades de
cizallamiento, como en el proceso de atomizacion. Por otro lado, para comprobar que las
dispersiones tienen un comportamiento newtoniano, se realizd el ajuste a la Ley de la
Potencia (R?> > 0,9999). Los valores del indice de flujo (n) (~1) mostraron que las
dispersiones tuvieron un comportamiento newtoniano, y los valores del indice de

consistencia (k) estuvieron en el rango 0,0103-0,1457 Pa-s" (Cuadro 28), observandose



diferencias estadisticamente significativas entre las tres dispersiones (p<0,05) (Anexo 18,

Cuadro R.1, R.2).
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Figura 39: Comportamiento al flujo de las dispersiones para la microencapsulacion

Cuadro 29: Parametros del modelo de Ley de Newton y Ley de la Potencia que
describen el comportamiento al flujo de las dispersiones para Ila

microencapsulacion
Ley de Newton Ley de la Potencia
Suspension
n (Pa-s) R? n k (Pa-s") R?
MD 0,0094 + 0,0001* 0,9998 0,979 + 0,003* 0,0103 +0,0000* 0,9999
MD-LKC 0,0469 + 0,0012° 0,9999 1,013 +0,000° 0,0445+0,0011* 0,9999
LKC 0,1327+0,0111° 0,9997 0,979 £0,024*  0,1457 +£0,0231°>  0,9999

donde: MD - Maltodextrina; MD-LKC — Maltodextrina-Almidon citrato; LKC — Almidén citrato;
Valores promedio + desviacion estandar (n=2). Las letras a, b, ¢ indican diferencias significativas
entre las dispersiones a encapsular (p<0,05)

Eficiencia de encapsulacion (EE) y rendimiento del proceso (R)

La eficiencia de encapsulacion (EE) se define como la cantidad de compuestos fenolicos
totales efectivamente encapsulados y el rendimiento del proceso (R) como la relacion entre
la masa de polvo obtenida y la masa esperada (Valente et al. 2019). Los valores de EE y R

(Cuadro 29) fueron determinados inmediatamente después del secado por atomizacion y



fueron influenciados por el material de pared empleado (EE: 24,43-44,38 por ciento y R:

36,8-56,7 por ciento) bajo las condiciones de proceso (Seccion 3.5.3). Se observaron

diferencias estadisticamente significativas entre las microparticulas obtenidas (p<0,05) para

EE (Anexo 19, Cuadro S) y R (Anexo 20, Cuadro T). El menor valor de EE para las

microparticulas LKC podria deberse a pérdidas de compuestos fendlicos deshidratados pero

que no fueron encapsulados, y que podrian quedar atrapados en el filtro del atomizador. Por

otro lado, Valente et al. (2019) reportaron un rendimiento de proceso mayor (56,22 por

ciento) para microparticulas de acai formadas con almidon modificado de yuca y

maltodextrina DE2¢ en comparacion con las microparticulas obtenidas con LKC.

Cuadro 30: Eficiencia de encapsulacion, rendimiento del proceso, actividad de
agua, contenido de humedad, higroscopicidad, parametros de tamafio y de color
para las microparticulas estabilizadas con maltodextrina (MD), maltodextrina-
almidon citrato optimo (MD-LKC) y almidon citrato 6ptimo (LKC)

Material de pared
Parametro
MD MD-LKC LKC

Eficiencia de encapsulacion (porcentaje) 44,38 + 0,53¢ 32,01 £2,00° 24,43 +0,62°
Rendimiento del proceso (porcentaje) 64,99 + 3.43° 60,95+2,81° 43,07+ 1,73%
Actividad de agua (aw) 0,177 +0,15* 0,178 +0,023* 0,200 + 0,012°
Contenido de humedad (porcentaje) 3,26 £ 0,022 475 +0,18° 6,66 + 0,00°
Higroscopicidad (g/100 g) 14,14 £ 0,13¢ 13,45+ 0,47° 12,10+ 0,15
D[4,3] (um) 8,44 + 0,10 7,16 £0,23* 36,67 +2,01°
Dio (um) 1,52 + 0,04 1,23 + 0,23 6,89 + 0,42°
Dso (nm) 6,72 + 0,70 4,85+035 34,63 +181°
Do (um) 16,87 £ 0,74° 15,23 £0,76* 68,53 £3,95°
Span 2,31 +0,37° 2,89 +0,06° 1,78 + 0,022
C* 15,19 +0,05? 16,13 £0,02° 24,96 +0,15°
h* 69,14 +0,04*  71,77+0,08° 70,91 +0,11°

Valores promedio + desviacion estandar (n=3)

Actividad de agua (aw) y contenido de humedad

Los parametros de actividad de agua y el contenido de humedad son criticos para mantener

la calidad y la estabilidad de las microparticulas; cuanto mayor es el contenido de agua,

mayor es la movilidad molecular dentro del alimento, lo que facilita las reacciones

fisicoquimicas de degradacion (Tonon et al. 2010). Los valores de aw y contenido de



humedad de las microparticulas obtenidas estuvieron en el rango 0,177-0,200 y 3,26—6,66
por ciento, respectivamente (Cuadro 29); que son considerados aceptables para este tipo de
materiales, pues facilitan el manejo y almacenamiento de los polvos. Se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) tanto para aw (Anexo 21, Cuadro U)
como para el contenido de humedad (Anexo 22, Cuadro V) de las microparticulas obtenidas.
Estos valores son menores a los obtenidos por Andrade et al. (2018) (aw de 0,13—-0,36 y
contenido de humedad de 5,84-9,96 por ciento) para microparticulas de propoleos marrdn,
verde y rojo brasilefios formados por secado por aspersion con goma ardbiga y
maltodextrina; pero similares a los reportados por Kuck y Norefia (2016) (aw de 0,16—0,21
y contenido de humedad de 2,41-2,57 por ciento) para microparticulas de extractos de
cascara de uva formadas con mezclas de goma arabiga, polidextrosa y goma guar
hidrolizada. Por otro lado, Valente et al. (2019) optimizaron el proceso de obtencion de
microparticulas de acai formadas con almidéon modificado de yuca mezclado con

maltodextrina DE>¢ que present6 un contenido de humedad de 2,71 por ciento.

Higroscopicidad

La adsorcion de agua es un factor critico para la vida util de los polvos microencapsulados
porque el agua influye en la oxidacion de compuestos bioactivos y la pérdida de
componentes nutricionales. Los valores de higroscopicidad promedio de las microparticulas
obtenidas estuvieron en el rango 12,1-14,1 por ciento (Cuadro 29), que se pueden clasificar
como ligeramente higroscopicos (10,1-15,0 por ciento) (GEA Niro Research Laboratory
2003). Se encontr6 que la higroscopicidad de las particulas obtenidas usando el almidon
LKC como material de pared (12,1 g/100 g) fue menor en comparacion con las obtenidas
usando maltodextrina DEjo (14,1 g/100 g); esto podria deberse al hecho de que la
maltodextrina DE1o, que tiene un menor peso molecular, y podria contener mas grupos
hidroxilo (Cai y Corke 2000). Los resultados de este estudio son similares a los reportados
por Kuck y Norefia (2016) (11,67—15 por ciento) para microparticulas de extractos de
cascara de uva formadas con mezclas de goma arabiga, polidextrosa y goma guar
hidrolizada. Sin embargo, Tolun et al. (2016) y Valente et al. (2019) reportaron valores de
higroscopicidad menores (2,5—11,1 por ciento) para microparticulas de extractos de orujo de
uva formadas con maltodextrina DE17.20 y de 7,87 por ciento para microparticulas de acai

formadas con almidon modificado de yuca mezclado con maltodextrina DExo,
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respectivamente. Tonon et al. (2010) afirmaron que la lenta degradacion del material que se
encapsula en el nucleo de la microparticula puede estar relacionada con su baja
higroscopicidad, lo que implica una menor adsorcion de agua; y, por ende, una menor
movilidad molecular, dificultando la ocurrencia de reacciones de oxidacion. La matriz
polimérica tiene un efecto crucial sobre las microparticulas secadas por atomizacion. En este
estudio, se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) para la

higroscopicidad entre las microparticulas obtenidas (Anexo 22, Cuadro V).

Morfologia de las microparticulas

Las microparticulas producidas con los materiales de pared en estudio, observadas por MEB,
mostraron diferencias en morfologia y en tamaiio, lo que se corrobora con la distribucion de
tamafio de particula; sin embargo, la mayoria de ellas presentaba una forma esférica con
algunas concavidades y superficie rugosa (Figura 40) (Ferrari ef al. 2012, Bhusari et al. 2014,
Kuck y Norena 2016; Valente et al. 2019). Las concavidades en las microparticulas se
forman debido a la rapida evaporacion del agua en el proceso de secado por aspersion y la
consiguiente contraccion de estas (Kuck y Norefia 2016). Bhusari ef al. (2014) realizaron el
secado por aspersion de pulpa de tamarindo con goma ardbiga, y sugirieron que las
concavidades en las microparticulas formadas con goma arabiga se deben a la fraccion

proteica de la molécula.

En la Figura 40 se observa que la mayor proporcion de almidén LKC formo6 microparticulas
con una superficie mas abollada y poco lisa (MD-LKC y LKC), y se observaron algunos
granulos de almidén LKC, es decir, los granulos que presentaron mayor tamafio no lograron
formar la pared que recubre el nicleo. Un comportamiento similar fue reportado por Tolun
et al. (2020) para la mezcla de maltodextrina con goma arabiga, debido a que esta tiene
propiedades de formacion de pelicula cuando se usa en concentraciones mas altas, lo que
puede provocar estructuras mas abolladas debido a la pérdida repentina de humedad durante
el proceso de secado. Esto provocd un aumento del contacto con el aire, por lo que puede

hacer que las microparticulas sean mas susceptibles a reacciones oxidativas.
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Figura 40: Morfologia de las microparticulas obtenidas observadas bajo MEB

Distribucion de tamaiio

La Figura 41 muestra la distribucion del tamafio de particulas del ESPC producidos con los
diferentes materiales de pared. Las particulas exhibieron una amplia gama de tamafios, con
diametros que variaron de 0,113 a 111 pum aproximadamente. Se puede observar que las
microparticulas formadas con maltodextrina (MD) presentaron una distribucion bimodal
(0,113-58,9 um), es decir, una distribucion con dos picos distintos, cada uno representando
un tamafio predominante. Tonon et al. (2010) reportaron un rango menor para particulas de
jugo de agai con maltodextrina DE;o (2—-35 um). Sin embargo, las microparticulas formadas
con el almidon LKC y su mezcla con maltodextrina (MD-LKC) mostraron una distribucion
multimodal, cuyos rangos fueron 0,523—-111 umy 0,113-51,8 pum, respectivamente. Tonon
et al. (2010) sostienen que la distribucién bimodal es particularmente interesante en el caso

de los polvos, pues la poblacion de particulas mas pequeiias puede penetrar en los espacios



entre las més grandes, ocupando asi menos espacio. En la Figura 41 se puede observar que
la distribucion de tamafio de las microparticulas AC formadas con el almidén citrato optimo

es similar a la del almidon; es decir, los granulos pequenos lograron formar microparticulas

pequefias con el ESPC.
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Figura 41: Distribucion de tamafio de las microparticulas de ESPC obtenidas por
atomizacion

El didmetro medio de las particulas se expres6 como D[4,3] (didmetro de Brouckere) asi
como los valores denominados D10, D50 y D90 (Cuadro 29), que indican los didmetros
alcanzados respectivamente en 10, 50 y 90 por ciento del volumen del grupo de particulas.
El tamafio de particula se vio afectado significativamente por la adicion de diferentes
materiales de pared al ESPC, presentando valores mayores las particulas formadas con el
almidon citrato optimo (AC). Abrahdo et al. (2019) reportaron valores de D[4,3] para
microparticulas formadas con proteina de soya, maltodextrina, goma arabiga e inulina
(16,62—19,12 um) mayores a los encontrados en este estudio (8,44 y 7,16 um para las
microparticulas formadas con MD y MD-LKC, respectivamente). No obstante, las
microparticulas LKC presentaron los mayores valores de D[3,4] (36,67 um), D10 (19,12 um),
Dso (34,63 um) y Do (68,53 um) que fueron estadisticamente diferentes (p<0,05) en
comparacion con las microparticulas MD y MD-LKC (Anexo 24, Cuadro X, X.1, X.2, X.3).

Este aumento en el tamafio de las particulas estaria relacionado con el tamafio de la molécula



del material de pared. Al respecto, Tonon ef al. (2010) sostienen que cuanto mayor es el
grado de hidrolisis de la maltodextrina, sus cadenas son mas cortas, y el tamafio de las
particulas formadas es mas pequeiio, en comparacion con las producidas con almidon de
citrato. Ademads, este comportamiento podria estar relacionado con la presencia de

aglomerados de almidon modificado, que son menos solubles que la maltodextrina.

El efecto de la viscosidad de las dispersiones en el tamafio de particula se puede identificar
facilmente debido a la distribucion observada (Figura 41). Las microparticulas fueron
obtenidas utilizando un secador por aspersion a escala de laboratorio equipado con una
boquilla de 0,5 mm que produce gotas muy finas. Todas las variables que afectan el tamano
de las particulas, como son el flujo de alimentacién de la suspension, el tamafo del puerto
de la boquilla, la posicion de la boquilla rociadora y la presion del aire de secado, se
mantuvieron constantes durante la microencapsulacion, excepto la viscosidad de las
dispersiones debido a los diferentes materiales de pared empleados (Cuadro 28, Figura 39).
Las diferentes viscosidades de las dispersiones de alimentacion generan gotas mas grandes
rociadas en la camara de secado, durante el proceso de secado por aspersion, lo que resultaria
en un aumento del tamafio medio de las microparticulas (Pang et al. 2014; Tonon, et al.

2010).

Respecto a la dispersion de las particulas (span) estd directamente relacionada con la
homogeneidad de la distribucion del tamano de las particulas. Los valores méas bajos indican
una distribucion mas homogénea, lo cual es deseable (Kuck y Norefia 2016, Abrahdo ef al.
2019). Los valores de span observados fueron ligeramente mayores a 2 para las particulas
formadas con maltodextrina (MD) y su mezcla con almidén citrato (MD-LKC); mientras
que, fue menor a 2 para las particulas formadas con almidon citrato (LKC), lo que indicaria
una buena homogeneidad en la distribuciéon de particulas (Abrahdo et al. 2019). Se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) para el span entre las

microparticulas obtenidas (Anexo 24, Cuadro X.4).

Parametros de color
La forma en la que ser humano percibe el color es subjetiva; por lo que, para expresar el
color, en la industria, se usa el espacio de color L*C*h* debido a la buena correlacion entre

este sistema y la percepcion humana. Los parametros de croma o saturacion (C*) y angulo
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de matiz (h*) se presentan en el Cuadro 29. Las microparticulas LKC presentaron el valor
de C* mas alto (Figura 42), esto indicaria que estas microparticulas tuvieron una mayor
pureza de color, lo cual es una caracteristica deseable (Kuck y Norefia 2016). Se observa
también que, a mayor contenido de MD, el valor de C* es menor en las microparticulas de
ESPC. Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) para C* entre las
microparticulas obtenidas (Anexo 25, Cuadro Y). Por otro lado, las microparticulas MD
tuvieron un valor h* menor que las LKC y MD-LKC, cuyos valores estuvieron en el primer
cuadrante (69,14-71,77°) y cercanos a 90°; lo que indicaria que, estan cercanos al color
amarillo. Los valores de h* presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)

entre las microparticulas obtenidas (Anexo 25, Cuadro Y.1).

MD-LKC

Figura 42: Microparticulas de ESPC formadas por atomizacion con los diferentes
materiales de pared



V. CONCLUSIONES

El almidon nativo IN mostrd la mayor viscosidad pico en la formacion de pasta, mientras
que, el almidon nativo LK presento el indice de dispersion mas bajo respecto al tamafio
de sus granulos, el mas alto porcentaje de cadenas B1 de amilopectina (13 a 24 unidades

de glucosa) y el mayor peso molecular de amilopectina.

Los analisis de difraccion de rayos X y FT-IR mostraron que los almidones nativos tienen
un orden molecular alto, lo que sugiere altos requerimientos de energia (entalpia) para

su gelatinizacion.

En la obtencion de almidones modificados con OSA, el pretratamiento con ultrasonido
permitid obtener almidones esterificados con mayor grado de sustitucion y mejord su

eficiencia de reaccion, disminuyendo el tiempo de modificacion.

Las propiedades estructurales (cristalinidad, tamafio de particula, presencia de grupos
funcionales) y algunas propiedades funcionales (gelatinizacion, propiedades de
formacion de pasta, viscoelasticidad) de los almidones US-OSA no se vieron afectadas

por el pretratamiento con ultrasonido en comparacion con los de OSA.

Para la obtencion del almidon LK citrato se realizo la optimizacion de los pardmetros de
esterificacion: concentracion de la solucion de acido citrico y tiempo de reaccion. Lo que
permitid obtener un almidon citrato con menor viscosidad y mayor solubilidad que el

almidon nativo, caracteristicas importantes en un material de pared para encapsulacion.

Entre los almidones esterificados OSA, US-OSA y LKC, el que presentd mejor efecto
encapsulante del extracto de semilla de palta concentrado por atomizacion fue el almidon

LKC.

Aunque la eficiencia de encapsulacion del almidon LKC fue menor que la de la
maltodextrina, las microparticulas obtenidas con el almidon LKC presentaron la menor
higroscopicidad, propiedad importante para su uso como aditivo para produccion de

suplementos en polvo.



8. Se demostré que el almidon de papa amarga del cultivar Loc ’ka podria ser modificado
con acido citrico y empleado como material de pared, en mezcla con maltodextrina

(50:50), para la encapsulacion de un extracto fendlico.
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VI. RECOMENDACIONES

Evaluar el uso de la tecnologia de ultrasonido variando la amplitud y el tiempo de
homogeneizacién en las dispersiones de almidon, antes y durante el proceso de
esterificacion de los almidones.

Evaluar la liberacion de los compuestos fendlicos a partir de las matrices formadas en la
encapsulacion con almidones modificados.

Optimizar el proceso de esterificacion de almidones de papa con OSA empleando como
pretratamiento una molienda por bolas, para reducir el tamafo de los granulos y lograr
un mayor grado de sustitucion.

Evaluar la aplicacion de los almidones esterificados con OSA como agentes
microencapsulantes de sistemas oleosos.

Evaluar la aplicacién de almidones esterificados con OSA y con acido citrico como
agentes estabilizantes de emulsiones Pickering y en la produccion de peliculas
biodegradables.

Evaluar la estructura molecular de los almidones esterificados para comprender mejor
sus propiedades fisicoquimicas, como la estabilidad térmica y la relacion con el grado de
sustitucion en el almidon modificado.

Realizar el estudio de la estabilidad en el almacenamiento de las microparticulas
obtenidas por la encapsulacion del extracto de semilla de palta.

Ensayar la incorporacion y estabilidad de las microparticulas obtenidas en matrices

alimenticias como: jugos modelo o yogurt natural.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1: Analisis de varianza y prueba LSD para el contenido de almidon total de
los almidones nativos

Cuadro A: ANOVA para el contenido de almidon total

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 13.5042 2 |6.75208 2.12 0.1764
Within groups 28.701 3.189

Total (Corr.) 42.2051 11

ANEXO 2: Analisis de varianza y prueba LSD para los parametros de distribucion de

tamafio de granulo de los almidones nativos
Cuadro B: ANOVA para Dio

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio P-Value
Between groups 737.862 2 [368.931 158982.03  10.0000
Within groups 0.027847 12 10.00232058

Total (Corr.) 737.89 14

Prueba de Multiples Rangos para Dio_por variedad

Metodo: 95,0 porcentaje LSD

Variedad |Count |Mean Homogeneous Groups

IB 5 0.0560866 |X

IN 5 4.20471 X

LK 5 16.5682 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

IB - IN *[-4.14862 0.0663819

IB-LK *  [-16.5121 0.0663819

IN - LK *]-12.3635 0.0663819

* indica una diferencia significativa

Cuadro B.1: ANOVA para Dso

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 80.7304 2 140.3652 2410.36 |0.0000
Within groups 0.200958 12 [0.0167465

Total (Corr.) 80.9314 14

Prueba de Multiples Rangos para Dso por variedad

Metodo: 95,0 porcentaje LSD

Variedad

Count

Mean

Homogeneous Groups

IB 5

21.8371

X




LK 5 24.7592 | X

IN 5 275189 | X
Contrast |Sig. |Difference +/- Limits
IB - IN *  [-5.68185 0.178325
IB - LK *1-2.9221 0.178325
IN - LK *[2.75974 0.178325

* indica una diferencia significativa

Cuadro B.2: ANOVA para D9

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 1530.93 2 |765.466 5784.97 10.0000
Within groups 1.58784 12 [0.13232

Total (Corr.) 1532.52 14

Prueba de Multiples Rangos para Do por variedad

Metodo: 95,0 porcentaje LSD

Variedad |Count |Mean Homogeneous Groups

LK 5 354348 |X

IN 5 427188 | X

IB 5 59.5581 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

IB - IN * 116.8394 0.50126

IB - LK *124.1234 0.50126

IN - LK *17.28404 0.50126

* indica una diferencia significativa

Cuadro B.3: ANOVA para span

Source Sum of Squares Df |Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 10.0254 2 5.01271 80453.56 [0.0000
Within groups 0.000747667 12 10.0000623056

Total (Corr.) 10.0262 14

Prueba de Multiples Rangos para span por variedad

Metodo: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa
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Variedad |Count |Mean Homogeneous Groups
LK 5 0.761987 |X

IN 5 1.39957 X

IB 5 2.72478 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

IB - IN *[1.32521 0.0108771

IB - LK *11.96279 0.0108771

IN - LK *10.637579 0.0108771




ANEXO 3: Analisis de varianza y prueba LSD para la distribucion de tamafo de

cadenas de amilopectina de los almidones nativos
Cuadro C: ANOVA para la cadena A (GP 6 a 12) por variedad

Source Sum of Squares Df |Mean Square F-Ratio |P-Value
Between groups 45.2067 2 |22.6034 4.36 0.1295
Within groups 15.5538 3 [5.18462

Total (Corr.) 60.7606 5

Prueba de Multiples Rangos para la cadena A (GP 6 a 12) por variedad

Metodo: 95,0 porcentaje LSD

Variedad |[Count |Mean Homogeneous Groups
LK 2 29.0357 |X

IB 2 34.1382 |X

IN 2 35.3788 |X

Contrast |Sig. |Difference |+/- Limits

IB - IN -1.24068 7.24636

IB- LK 5.10247 7.24636

IN-LK 6.34315 7.24636

* indica una diferencia significativa

Cuadro C.1: ANOVA para la cadena B1 (GP 13 a 24) por variedad

Source Sum of Squares Df |Mean Square F-Ratio |P-Value
Between groups 37.426 2 |18.713 6.74 0.0777
Within groups 8.33253 3 12.77751

Total (Corr.) 45.7585 5

Prueba de Multiples Rangos para la cadena B1 (GP 13 a 24) por variedad

Método: 95,0 porcentaje LSD

variedad |Count |Mean Homogeneous Groups
IN 2 49.5417 |X

IB 2 51.6331 [XX

LK 2 55.5662 | X

Contrast |Sig. |Difference |+/- Limits

IB - IN 2.09142 5.30383

IB - LK -3.93314 5.30383

IN - LK *1-6.02456 5.30383

* indica una diferencia significativa

Cuadro C.2: ANOVA para la cadena B2 (GP 25 a 36) por variedad

Source Sum of Squares Df |Mean Square F-Ratio |P-Value
Between groups 1.3274 2 10.663701 1.54 0.3465
Within groups 1.29242 3 10.430806

Total (Corr.) 2.61982 5
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Prueba de Multiples Rangos para la cadena B2 (GP 25 a 36) por variedad

M¢étodo: 95,0 porcentaje LSD

Variedad |Count [Mean Homogeneous Groups
IN 2 8.43918 |[X

IB 2 8.46591 [X

LK 2 9.45005 |X

Contrast |Sig. |Difference  |+/- Limits

IB - IN 0.0267305  |2.08883

IB-LK -0.984139 2.08883

IN - LK -1.01087 2.08883

* indica una diferencia significativa

Cuadro C.3: ANOVA para la cadena B3+ (>37) por variedad

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 0.79249 2 10.396245 8.23 0.0605
Within groups 0.144373 3 10.0481245

Total (Corr.) 0.936863 5

Prueba de Multiples Rangos para la cadena B3+ (>37) por variedad

M¢étodo: 95,0 porcentaje LSD

variedad |Count [Mean Homogeneous Groups
IB 2 5.81309 |X

LK 2 5.89365 |X

IN 2 6.62116 | X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

IB - IN *1-0.808073 0.698143

IB-LK -0.0805699  10.698143

IN - LK *10.727503 0.698143

* indica una diferencia significativa

ANEXO 4: Analisis de varianza y prueba LSD para los parametros R1 y Rz de la

espectroscopia infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR)

Cuadro D: ANOVA para el parametro Ri

Source Sum of Squares Df |Mean Square F-Ratio |P-Value
Between groups 0.00171433 2 10.000857167 50.92 0.0048
Within groups 0.0000505 3 10.0000168333

Total (Corr.) 0.00176483 5

Pruebas de Miiltiples Rangos para el parametro R: por variedad

Metodo: 95,0 porcentaje LSD

VARIEDAD  |Count |Mean |Homogeneous Groups
IB 2 0.47 X
IN 2 04955 | X
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ILK 12 0511 | X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits
IB - IN *1-0.0255 0.0130571
IB-LK *[-0.041 0.0130571
IN - LK *1-0.0155 0.0130571

* indica una diferencia significativa

Cuadro D.1: ANOVA para el parametro R

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 0.00474133 2 10.00237067 18.14 0.0211
Within groups 0.000392 3 10.000130667

Total (Corr.) 0.00513333 5

Pruebas de Multiples Rangos para el parametro R:2 por variedad
Metodo: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa

ANEXO 5: Analisis de varianza y prueba LSD para los parametros de formacion de

pasta de los almidones nativos

Cuadro E: ANOVA para temperatura inicial de formacion de pasta — TP (°C) por

VARIEDAD  |Count |Mean |Homogeneous Groups
IB 2 1.594 |X

IN 2 1.648 | X

LK 2 1.658 | X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

IB - IN * o 1-0.054 0.0363784

IB-LK *1-0.064 0.0363784

IN - LK -0.01 0.0363784

variedad

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 9.96636 2 14.98318 145.52  10.0010
Within groups 0.102729 3 10.034243

Total (Corr.) 10.0691 5

Prueba de Multiples Rangos temperatura inicial de formacion de pasta — TP (°C) por

variedad

Metodo: 95,0 porcentaje LSD

Variedad |Count |Mean Homogeneous Groups
LK 2 56.3322 |X

IN 2 585913 [ X

1B 2 593715 | X
|Contrast  |Sig. |Difference  |+/- Limits |
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IB - IN *10.7802 0.588908
IB - LK *13.03929 0.588908
IN - LK * o 12.2591 0.588908

* indica una diferencia significativa

Cuadro E.1: ANOVA para viscosidad pico — VP (mPa:s) por Variedad

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 5.61627E6 2 |2.80813E6 817.73 10.0001
Within groups 10302.2 3 [3434.06

Total (Corr.) 5.62657E6 5

Prueba de Multiples Rangos para viscosidad pico — VP (mPa-s) por variedad

Metodo: 95,0 porcentaje LSD

Variedad |Count |Mean Homogeneous Groups
LK 2 3938.85 |X

1B 2 5190.24 | X

IN 2 6307.45 | X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

IB - IN * o [-1117.21 186.494

IB - LK *11251.39 186.494

IN - LK *12368.6 186.494

* indica una diferencia significativa

Cuadro E.2: ANOVA para viscosidad de inestabilidad - VI (mPa-s) por variedad

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 119187. 2 159593.3 90.96 0.0021
Within groups 1965.4 3 |655.133

Total (Corr.) 121152. 5

Prueba de Multiples Rangos para viscosidad de inestabilidad - VI (mPa-s) por

variedad

Metodo: 95,0 porcentaje LSD

Variedad |Count |Mean Homogeneous Groups
LK 2 1556.66 |X

1B 2 1845.74 | X

IN 2 1864.65 | X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

IB —IN -18.915 81.4566

IB-LK * 289.075 81.4566

IN-LK |* ]307.99 81.4566

* indica una diferencia significativa

Cuadro E.3: ANOVA para viscosidad de retrogradacion — VR (mPa:-s) por Variedad
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Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 2.37793E6 2 |1.18897E6 707.49  10.0001
Within groups 5041.64 3 [1680.55

Total (Corr.) 2.38297E6 5

Prueba de Multiples Rangos para viscosidad de retrogradacion — VR (mPa-s) por

variedad

Metodo: 95,0 porcentaje LSD

Variedad |Count |Mean Homogeneous Groups
LK 2 173391 |X

IB 2 2294.14 | X

IN 2 325823 | X

*Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

IB — IN *1-964.09 130.463

IB-LK *1560.235 130.463

IN-LK |* 1524.33 130.463

* indica una diferencia significativa

Cuadro E.4: ANOVA para viscosidad final — VF (mPa:s) por variedad

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 1.11689E6 2 |558443. 147.10 10.0010
Within groups 11389.3 3 [3796.44

Total (Corr.) 1.12828E6 5

Prueba de Multiples Rangos para viscosidad final — VF (mPa-s) por variedad

Metodo: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa

Variedad |Count |Mean Homogeneous Groups
LK 2 3603.4 |X

1B 2 448535 | X

IN 2 4548.65 | X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

IB —IN -63.295 196.087

IB - LK * 1881.95 196.087

IN - LK * 1945.245 196.087

ANEXO 6: Analisis de varianza y prueba LSD para el contenido de amilosa aparente
de los almidones OSA y US-OSA

Cuadro F: ANOVA para el contenido de amilosa aparente— Suma de cuadrados Tipo

111

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |[F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:VAR 24.0713 2 [12.0357 47.55 0.0002
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B:TRAT 9.2928 1 [9.2928 36.72 0.0009
INTERACTIONS

AB 2.56565 2 |1.28283 5.07 0.0514
RESIDUAL 1.5186 0.2531

TOTAL (CORRECTED) 37.4484 11

Prueba de Multiples Rangos para el contenido de amilosa aparente por tratamiento
Métodos: 95,0 porcentaje LSD

TRAT |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
1 6 22.7217 10.205386 [X

2 6 24.4817  10.205386 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 *|-1.76 0.71073

* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para el contenido de amilosa aparente por variedad
Métodos: 95,0 porcentaje LSD

VAR |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
3 4 21.605 0.251545 |X

2 4 24.4625 10.251545 X

1 4 24.7375 10.251545 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 0.275 0.870463

1-3 * |3.1325 0.870463

2-3 *  |2.8575 0.870463

* indica una diferencia significativa

ANEXO 7: Analisis de varianza y prueba LSD para el grado de sustitucion (GS) de los
almidones OSA y US-OSA

Cuadro G: ANOVA para el grado de sustitucion (GS) — Suma de cuadrados Tipo 111

Source Sum of Squares Df |Mean Square F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:VAR 0.0000190867 2 10.00000954333 116.86  10.0000
B:TRAT 0.0000246533 1 10.0000246533 301.88  ]0.0000
INTERACTIONS

AB 0.00000392667 2 10.00000196333 24.04 0.0014
RESIDUAL 4.9E-7 8.16667E-8

TOTAL (CORRECTED) 0.0000481567 11

Prueba de Multiples Rangos para grado de sustitucion (GS) por variedad
Métodos: 95,0 porcentaje LSD

VAR |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
3 4 0.0098 0.000142887 |X
1 4 0.00985  10.000142887 |X
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2 |4 10.0125  [0.000142887 | X
Contrast |Sig. |Difference +/- Limits
1-2 *1-0.00265 0.000494455
1-3 0.00005 0.000494455
2-3 *10.0027 0.000494455

* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para grado de sustitucion (GS) por tratamiento

Métodos: 95,0 porcentaje LSD

TRAT |Count |LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
1 6 0.00928333  10.000116667 |X

2 6 0.01215 0.000116667 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 *1-0.00286667  10.000403721

* indica una diferencia significativa

ANEXO 8: Analisis de varianza y prueba LSD para la eficiencia de reaccion (ER) de

los almidones OSA y US-OSA

Cuadro H: ANOVA para la eficiencia de reaccion (ER) — Suma de cuadrados Tipo 111

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:VAR 189.93 2 194.965 73.93 0.0001
B:TRAT 311.916 1 |311.916 242.81 10.0000
INTERACTIONS

AB 36.7851 2 [18.3926 14.32 0.0052
RESIDUAL 7.7076 1.2846

TOTAL (CORRECTED) 546.339 11

Prueba de Multiples Rangos para la eficiencia de reaccion (ER) por variedad

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

VAR |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
3 4 41.8175 ]0.566701 [X

1 4 41.94 0.566701 |X

2 4 50.3175  10.566701 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 * |-8.3775 1.96105

1-3 0.1225 1.96105

2-3 * 8.5 1.96105

* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para la eficiencia de reaccion (ER) por tratamiento

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

|TRAT |C0unt |LSMean |LSSigma

|Homogeneous Groups |
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1 6 39.5933  10.462709 X
2 6 49.79 0.462709 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 *  [-10.1967 1.60119
* indica una diferencia significativa

ANEXO 9: Analisis de varianza y prueba LSD para los parametros de color de los
almidones OSA y US-OSA

Cuadro I: ANOVA para el parametro L* — Suma de cuadrados Tipo I11

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:Variedad 0.9841 2 10.49205 4.97 0.0268
B:Tratamiento 0.123339 1 10.123339 1.25 0.2863
INTERACTIONS

AB 0.0362111 2 10.0181056 0.18 0.8352
RESIDUAL 1.1884 12 {0.0990333

TOTAL (CORRECTED) 2.33205 17

Prueba de Multiples Rangos para L* por tratamiento

Métodos: 95,0 porcentaje LSD

Tratamiento  |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
1 9 94.4056  10.104899 X

2 9 94.5711 ]0.104899 [X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits
1-2 -0.165556 0.323225
* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para L* por variedad
Métodos: 95,0 porcentaje LSD

Variedad |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
3 6 94.165 0.128474 |X

1 6 94.59 0.128474 X

2 6 94.71 0.128474 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 -0.12 0.395869

1-3 * 0 10.425 0.395869

2-3 *10.545 0.395869

* indica una diferencia significativa

Cuadro I.1: ANOVA para el parametro a* — Suma de cuadrados Tipo I11

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value

MAIN EFFECTS
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A:Variedad 0.00403333 2 10.00201667 40.33 0.0000
B:Tratamiento 0.0186889 1 ]0.0186889 373.78 10.0000
INTERACTIONS
AB 0.00467778 2 10.00233889 46.78 0.0000
RESIDUAL 0.0006 12 {0.00005
TOTAL (CORRECTED) 0.028 17
Prueba de Multiples Rangos para a* por tratamiento
M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD
Tratamiento  |Count |LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
1 9 -0.228889 10.00235702  |X
2 9 -0.164444  10.00235702 X
Contrast |Sig. |Difference +/- Limits
1-2 ¥ 1-0.0644444  10.00726273
* indica una diferencia significativa
Prueba de Multiples Rangos para a* por variedad
M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD
Variedad |Count |LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups
2 6 -0.215 0.00288675 |X
1 6 -0.196667 10.00288675 X
3 6 -0.178333  10.00288675 X
Contrast |Sig. |Difference +/- Limits
1-2 * 10.0183333 0.00889499
1-3 *1-0.0183333  [0.00889499
2-3 *1-0.0366667 0.00889499
* indica una diferencia significativa
Cuadro 1.2: ANOVA para el parametro b* — Suma de cuadrados Tipo 111
Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS
A:Variedad 0.0635444 2 10.0317722 5.15 0.0243
B:Tratamiento 0.220006 1 10.220006 35.64 0.0001
INTERACTIONS
AB 0.150344 2 10.0751722 12.18 0.0013
RESIDUAL 0.0740667 12 [0.00617222
TOTAL (CORRECTED) 0.507961 17

Prueba de Multiples Rangos para b* por tratamiento

Métodos: 95,0 porcentaje LSD

Tratamiento  |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
2 9 0.956667 10.0261878 [X

1 9 1.17778 0.0261878 | X
|Contrast  |Sig. |Difference  |+/- Limits |
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[1-2 |

* [0.221111

10.0806929

* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para b* por variedad

Métodos: 95,0 porcentaje LSD

Variedad |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
2 6 1.01333  10.0320734 |X

1 6 1.03833  10.0320734 |X

3 6 1.15 0.0320734 | X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 0.025 0.0988282

1-3 * 1-0.111667 0.0988282

2-3 * 1-0.136667 0.0988282

* indica una diferencia significativa

Cuadro 1.3: ANOVA para el parametro W — Suma de cuadrados Tipo I11

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:VARIEDAD 1.02991 0.514956 5.78 0.0175
B:TRATAMIENTO 0.1922 1 0.1922 2.16 0.1678
INTERACTIONS

AB 0.0137333 2 10.00686667 0.08 0.9263
RESIDUAL 1.06993 12 10.0891611

TOTAL (CORRECTED) 2.30578 17

Prueba de Multiples Rangos para W por tratamiento

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para W por variedad

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

TRATAMIENTO  |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
1 9 94.2778 10.0995329 [X

2 9 94.4844  10.0995329 [X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 -0.206667 0.306692

VARIEDAD  |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
3 6 94.05 0.121902 |X

1 6 94.4867 10.121902 X

2 6 94.6067 10.121902 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 -0.12 0.375619

1-3 0.436667 0.375619

2-3 0.556667 0.375619
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* indica una diferencia significativa

ANEXO 10: Analisis de varianza y prueba LSD para los parametros de distribucion
de tamafno de particula de los almidones OSA y US-OSA

Cuadro J: ANOVA para el parametro D10 — Suma de cuadrados Tipo 111

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS
A:VAR 26.8705 2 [13.4353 229.82  10.0000
B:TRAT 97.7668 1 [97.7668 1672.34 10.0000
INTERACTIONS
AB 5.93898 2 12.96949 50.79 0.0000
RESIDUAL 0.701533 12 10.0584611
TOTAL (CORRECTED) 131.278 17
Prueba de Multiples Rangos para Dio por variedad
Métodos: 95,0 porcentaje LSD
VAR |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
2 6 16.525 0.0987093 |X
3 6 17.2483  10.0987093 [ X
1 6 19.4017  10.0987093 X
Contrast |Sig. |Difference +/- Limits
1-2 *  12.87667 0.304154
1-3 * ]2.15333 0.304154
2-3 * 1-0.723333 0.304154
* indica una diferencia significativa
Prueba de Multiples Rangos para Dio_por tratamiento
M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD
TRAT |Count |[LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
2 9 15.3944  10.0805958 |X
1 9 20.0556  |0.0805958 | X
Contrast |Sig. |Difference +/- Limits
1-2 * 14.66111 0.248341
* indica una diferencia significativa
Cuadro J.1: ANOVA para el parametro Dso — Suma de cuadrados Tipo 111
Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS
A:VAR 617.764 2 |308.882 432.10  |0.0000
B:TRAT 1660.8 1 [1660.8 2323.34 10.0000
INTERACTIONS
AB 281.648 2 [140.824 197.00  10.0000
RESIDUAL 8.578 12 10.714833
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ITOTAL (CORRECTED)

12568.79

17 |

Prueba de Multiples Rangos para Dso por variedad

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

VAR |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
2 6 36.6533  10.345165 |X

1 6 45.6333  |0.345165 X

3 6 50.8367  10.345165 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 *18.98 1.06356

1-3 * ]-5.20333 1.06356

2-3 * |-14.1833 1.06356

* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para Dso por tratamiento

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

TRAT

Count

LS Mean

LS Sigma

Homogeneous Groups

2 9

34.7689

0.281826

X

1 9

53.98

0.281826

X

Contrast |Sig. |Difference

+/- Limits

1-2 * 19.2111

0.868394

* indica una diferencia significativa

Cuadro J.2: ANOVA para el parametro Do — Suma de cuadrados Tipo 111

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:VAR 8784.76 2 |4392.38 17.54 0.0003
B:TRAT 39653.0 1 [39653.0 158.37 10.0000
INTERACTIONS

AB 1728.0 2 1864.001 3.45 0.0655
RESIDUAL 3004.52 12 [250.376

TOTAL (CORRECTED) 53170.3 17

Prueba de Multiples Rangos para Doo por variedad

Métodos: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa
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VAR |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
2 6 99.7533  16.45983 X

1 6 107.48 6.45983 X

3 6 150.0 6.45983 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 7.72667 19.9048

1-3 *|-42.52 19.9048

2-3 * 1-50.2467 19.9048




Prueba de Multiples Rangos para Doo por tratamiento

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

TRAT |Count

LS Mean

LS Sigma

Homogeneous Groups

2 9

72.1422

5.27443

X

1 9

166.013

5.27443

X

Contrast

Sig.

Difference

+/- Limits

1-2 *

93.8711

16.2522

* indica una diferencia significativa

Cuadro J.3: ANOVA para el parametro Span — Suma de cuadrados Tipo 111

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:VAR 0.858711 0.429356 18.09 0.0002
B:TRAT 6.52809 1 [6.52809 275.00  ]0.0000
INTERACTIONS

AB 0.397511 2 10.198756 8.37 0.0053
RESIDUAL 0.284867 12 10.0237389

TOTAL (CORRECTED) 8.06918 17

Prueba de Multiples Rangos para Span por variedad

Métodos: 95,0 porcentaje LSD

VAR |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
1 6 1.96667  10.0629006 |X

2 6 2.19667 10.0629006 | X

3 6 2.5 0.0629006 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 *1-0.23 0.193816

1-3 * 1-0.533333 0.193816

2-3 * 1-0.303333 0.193816

* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para Span por tratamiento

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

TRAT |Count

LS Mean

LS Sigma

Homogeneous Groups

2 9

1.61889

0.0513581

X

1 9

2.82333

0.0513581

X

Contrast

Sig.

Difference

+/- Limits

1-2 *

1.20444

0.15825

* indica una diferencia significativa
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ANEXO 11: Analisis de varianza y prueba LSD para los parametros de FT-IR de los

almidones OSA y US-OSA

Cuadro K: ANOVA para el parametro Ri1 — Suma de cuadrados Tipo IIT
Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS
A:VAR 0.001629 0.0008145 5.84 0.0169
B:TRAT 0.00576022 1 ]0.00576022 41.32 0.0000
INTERACTIONS
AB 0.000690111 2 10.000345056 2.48 0.1259
RESIDUAL 0.00167267 12 10.000139389
TOTAL (CORRECTED) 0.009752 17
Prueba de Multiples Rangos para Ri por variedad
M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD
VAR |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
1 6 0.4455 0.0048199 |X
2 6 0.4515 0.0048199 |X
3 6 0.468 0.0048199 | X
Contrast |Sig. |Difference +/- Limits
1-2 -0.006 0.0148516
1-3 * 1-0.0225 0.0148516
2-3 * 1-0.0165 0.0148516
* indica una diferencia significativa
Prueba de Multiples Rangos para Ri por tratamiento
Métodos: 95,0 porcentaje LSD
TRAT |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
2 9 0.437111 ]0.00393544 (X
1 9 0.472889 10.00393544 X
Contrast |Sig. |Difference +/- Limits
1-2 * 10.0357778  10.0121263
* indica una diferencia significativa
Cuadro K.1: ANOVA para R: - Type I1I Sums of Squares
Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS
A:VARIEDAD 0.0116948 2 10.00584739 6.97 0.0098
B:TRATAMIENTO 0.0331102 1 ]0.0331102 39.48 0.0000
INTERACTIONS
AB 0.00220011 2 10.00110006 1.31 0.3053
RESIDUAL 0.0100633 12 10.000838611
TOTAL (CORRECTED) 0.0570684 17
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Pruebas de Miltiples Rangos para Rz por variedad
Metodo: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa

VARIEDAD  |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
1 6 1.5655 0.0118224 |X

2 6 1.57833  10.0118224 |X

3 6 1.62483 10.0118224 | X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 -0.0128333  10.0364284

1-3 * 1-0.0593333  10.0364284

2-3 * 1-0.0465 0.0364284

Pruebas de Miiltiples Rangos para el parametro R: por tratamiento
Metodo: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa

TRATAMIENTO  |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
2 9 1.54667 10.00965293  |X

1 9 1.63244  10.00965293 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 * 10.0857778  10.0297437

ANEXO 12: Analisis de varianza y prueba LSD para los parametros de gelatinizacion
de los almidones OSA y US-OSA

Cuadro L: ANOVA para el parametro To — Suma de cuadrados Tipo I11

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:Variedad 23.7472 2 |11.8736 875.20  [0.0000
B:Tratamiento 0.0075 1 ]0.0075 0.55 0.4853
INTERACTIONS

AB 2.02625 2 [1.01312 74.68 0.0001
RESIDUAL 0.0814 0.0135667

TOTAL (CORRECTED) 25.8624 11

Prueba de Multiples Rangos para To por tratamiento

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa

Tratamiento |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
2 6 53.9333  10.0475511 [X

1 6 53.9833  10.0475511 [X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 0.05 0.164549

Prueba de Multiples Rangos para To por variedad
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Métodos: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa

Variedad |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
3 4 52.0725 10.058238 |X

2 4 54.3525  0.058238 X

1 4 55.45 0.058238 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 1.0975 0.201531

1-3 3.3775 0.201531

2-3 2.28 0.201531

Cuadro L.1: ANOVA para el parametro Tp — Suma de cuadrados Tipo II1

Source Sum of Squares Df |Mean Square |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:Variedad 20.7939 10.397 889.26  [0.0000
B:Tratamiento 0.00240833 1 10.00240833 0.21 0.6659
INTERACTIONS

AB 1.30252 2 ]0.651258 55.70 0.0001
RESIDUAL 0.07015 0.0116917

TOTAL (CORRECTED) 22.169 11

Prueba de Multiples Rangos para Tp por variedad

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa

Variedad |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
3 4 57.9275 10.054064 |X

2 4 60.48 0.054064 X

1 4 60.91 0.054064 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 0.43 0.187087

1-3 2.9825 0.187087

2-3 2.5525 0.187087

Prueba de Multiples Rangos para Tp por tratamiento

Métodos: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa

Tratamiento  |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
1 6 59.7583  10.0441431 |[X

2 6 59.7867 10.0441431 |X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 -0.0283333  |0.152756
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Cuadro L.2: ANOVA para el parametro Tc — Suma de cuadrados Tipo 111

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:Variedad 19.4066 9.70331 151.89  10.0000
B:Tratamiento 0.360533 1 ]0.360533 5.64 0.0551
INTERACTIONS

AB 0.614517 2 10.307258 4.81 0.0567
RESIDUAL 0.3833 0.0638833

TOTAL (CORRECTED) 20.765 11

Prueba de Multiples Rangos para Tc por variedad

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

Variedad |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
3 4 64.96 0.126376  |X

1 4 67.4775 10.126376 X

2 4 67.8075 10.126376 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 -0.33 0.437319

1-3 * 12.5175 0.437319

2-3 * 12.8475 0.437319

* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para Tc por tratamiento

Métodos: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia signific

ativa

Tratamiento  |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
1 6 66.575 0.103185 |X

2 6 66.9217 10.103185 [X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 -0.346667 0.357069

Cuadro L.3: ANOVA para el parametro entalpia de gelatinizacion (AH) — Suma de

cuadrados Tipo 111
Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS
A:Variedad 10.8458 5.4229 27.26 0.0010
B:Tratamiento 1.5987 1 [1.5987 8.04 0.0298
INTERACTIONS
AB 0.1374 2 10.0687 0.35 0.7212
RESIDUAL 1.1936 0.198933
TOTAL (CORRECTED) 13.7755 11

Prueba de Multiples Rangos para entalpia de gelatinizacion (AH) por tratamiento

Métodos: 95,0 porcentaje LSD

|T ratamiento

|C0unt |LSMean |LSSigma

|H0m0geneous Groups
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1 6 12.97 0.182087 |X
2 6 13.7 0.182087 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits
1-2 *  [-0.73 0.630105
* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para entalpia de gelatinizacion (AH) por variedad
Meétodos: 95,0 porcentaje LSD

Variedad |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
3 4 12.01 0.22301 X

2 4 13.8 0.22301 X

1 4 14.195 0.22301 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 0.395 0.771717

1-3 * 12,185 0.771717

2-3 * 1.79 0.771717

* indica una diferencia significativa

ANEXO 13: Analisis de varianza y prueba LSD para los parametros de formacion de
pasta para los almidones OSA y US-OSA

Cuadro M: ANOVA para el parametro temperatura inicial de formacion de pasta
(TP)

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:Variedad 21.5 2 [10.75 126.47 0.0000
B:Tratamiento 0.653333 1 ]0.653333 7.69 0.0323
INTERACTIONS

AB 1.60667 2 ]0.803333 9.45 0.0140
RESIDUAL 0.51 6 ]0.085

TOTAL (CORRECTED) 24.27 11

Prueba de Multiples Rangos para TP por tratamiento

Metodo: 95,0 porcentaje LSD

Tratamiento |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
1 6 55.6167 0.119024 [X

2 6 56.0833  10.119024 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits
1-2 *  [-0.466667 0.411878
* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para TP por variedad

Metodo: 95,0 porcentaje LSD

Variedad |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
3 4 54.1 0.145774 |X
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* indica una diferencia significativa

2 56.1 0.145774 | X
1 57.35 0.145774 X
Contrast Difference +/- Limits

1-2 1.25 0.504445

1-3 3.25 0.504445

2-3 2.0 0.504445

Cuadro M.1: ANOVA para el parametro viscosidad pico (VP)

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:Variedad 2.43381E6 2 [1.2169E6 429.70 10.0000

B:Tratamiento 127308. 1 |127308. 44.95 0.0005
INTERACTIONS

AB 134344. 2 [67171.8 23.72 0.0014
RESIDUAL 16992.0 6 [2832.0

TOTAL (CORRECTED) 2.71245E6 11
All F-ratios are based on the residual mean square error.
Prueba de Multiples Rangos para VP por tratamiento
Metodo: 95,0 porcentaje LSD

Tratamiento |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups

2 6 5000.0 21.7256 X

1 6 5206.0 21.7256 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 206.0 75.1805
* indica una diferencia significativa
Prueba de Multiples Rangos para VP por variedad
Metodo: 95,0 porcentaje LSD

Variedad |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups

3 4 4475.75  |26.6083 X

2 4 5321.0 26.6083 X

1 4 5512.25  |26.6083 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 191.25 92.077

1-3 1036.5 92.077

2-3 845.25 92.077
* indica una diferencia significativa
Cuadro M.2: ANOVA para el parametro viscosidad de inestabilidad (VI)

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS
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A:Variedad 843096. 2 [421548. 226.19 10.0000
B:Tratamiento 79381.3 1 |79381.3 42.59 0.0006
INTERACTIONS
AB 289791. 2 [144896. 77.75 0.0001
RESIDUAL 11182.0 6 |[1863.67
TOTAL (CORRECTED) 1.22345E6 11
Prueba de Multiples Rangos para VI por tratamiento
Metodo: 95,0 porcentaje LSD
Tratamiento |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
2 6 1274.0 17.6242 X
1 6 1436.67 |17.6242 X
Contrast |Sig. |Difference +/- Limits
1-2 * 162.667 60.9878
* indica una diferencia significativa
Prueba de Multiples Rangos para VI por variedad
Metodo: 95,0 porcentaje LSD
Variedad |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
3 4 1008.25 |21.5851 X
1 4 1406.25 |21.5851 X
2 4 1651.5 21.5851 X
Contrast |Sig. |Difference +/- Limits
1-2 * |-245.25 74.6945
1-3 * 1398.0 74.6945
2-3 *1643.25 74.6945
* indica una diferencia significativa
Cuadro M.3: ANOVA para el parametro viscosidad final (VF)
Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS
A:Variedad 1.17573E6 2 [587865. 112.13  {0.0000
B:Tratamiento 880208. 1 |880208. 167.89 10.0000
INTERACTIONS
AB 31920.7 2 [15960.3 3.04 0.1223
RESIDUAL 31457.0 5242.83
TOTAL (CORRECTED) 2.11932E6 11

Prueba de Multiples Rangos para VF por tratamiento

Metodo: 95,0 porcentaje LSD

Tratamiento |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
2 6 5235.83  129.5602 X

1 6 57717.5 29.5602 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 * 1541.667 102.292
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* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para VF por variedad

Metodo: 95,0 porcentaje LSD

Variedad |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
3 5064.0 36.2037 X

2 5727.0 36.2037 X

1 5729.0 36.2037 X

Contrast Difference +/- Limits

1-2 2.0 125.282

1-3 665.0 125.282

2-3 663.0 125.282

* indica una diferencia significativa

Cuadro M.4: ANOVA para el parametro viscosidad de retrogradacion (VR)

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:Variedad 332953. 2 [166476. 14.67 0.0049
B:Tratamiento 568545. 1 [568545. 50.11 0.0004
INTERACTIONS

AB 119369. 2 |59684.3 5.26 0.0479
RESIDUAL 68076.0 11346.0

TOTAL (CORRECTED) 1.08894E6 11

Prueba de Multiples Rangos para VR por tratamiento

Metodo: 95,0 porcentaje LSD

Tratamiento  |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
2 6 1855.67  143.4856 X

1 6 2291.0 43.4856 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 435.333 150.48

* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para VR por variedad

Metodo: 95,0 porcentaje LSD

Variedad |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
3 4 1918.5 53.2588 X

1 4 1997.0 53.2588 X

2 4 2304.5 53.2588 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 -307.5 184.3

1-3 78.5 184.3

2-3 386.0 184.3

* indica una diferencia significativa
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ANEXO 14: Analisis de varianza y prueba LSD para los parametros de
comportamiento al flujo de los almidones OSA y US-OSA

Cuadro N: ANOVA para el parametro k — Suma de cuadrados Tipo III (Modelado con

la Ley de la Potencia)
Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS
A:variedad 23.9237 11.9619 20.62 0.0000
B:tratamiento 54.5715 1 |54.5715 94.09 0.0000
INTERACTIONS
AB 3.25843 2 [1.62922 2.81 0.0867
RESIDUAL 10.4396 18 10.579979
TOTAL (CORRECTED) 92.1933 23

Prueba de Multiples Rangos para el parametro k por tratamiento

Métodos: 95,0 porcentaje LSD

tratamiento  |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
2 12 14.2717 10.219844 |X

1 12 17.2875  10.219844 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 * 13.01583 0.653193

* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para el parametro k por variedad

Métodos: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa

variedad |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
3 8 143963  10.269253 |X

2 8 16.2263  10.269253 X

1 8 16.7162  10.269253 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 0.49 0.799995

1-3 * o ]2.32 0.799995

2-3 * 1.83 0.799995

Cuadro N.1: ANOVA para el parametro n — Suma de cuadrados Tipo III (Modelado
con la Ley de la Potencia)

Source Sum of Squares Df |Mean Square F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:variedad 0.000233333 2 10.000116667 2.27 0.1321
B:tratamiento 0.000704167 1 10.000704167 13.70 0.0016
INTERACTIONS

AB 0.0000333333 2 10.0000166667  [0.32 0.7272
RESIDUAL 0.000925 18 10.0000513889
TOTAL (CORRECTED) 0.00189583 23
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Prueba de Multiples Rangos para el parametro n por tratamiento

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

tratamiento  |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
1 12 0.434167 10.0020694 |X

2 12 0.445 0.0020694 | X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 * 1-0.0108333  ]0.00614851

* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para el parametro n por variedad

Métodos: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa

variedad |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
1 8 0.43625 10.00253448 (X

3 8 0.43875 10.00253448 |X

2 8 0.44375 10.00253448 [X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 -0.0075 0.00753036

1-3 -0.0025 0.00753036

2-3 0.005 0.00753036

Cuadro N.2: ANOVA para el parametro esfuerzo inicial (co)— Suma de cuadrados Tipo
111 (Modelado con el modelo de Herschel Bulkley)

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:Variedad 9.04117 2 |4.52058 10.88 0.0008
B:Tratamiento 3.25754 1 [3.25754 7.84 0.0118
INTERACTIONS

AB 0.818084 2 10.409042 0.98 0.3929
RESIDUAL 7.48023 18 10.415568

TOTAL (CORRECTED) 20.597 23

Prueba de Multiples Rangos para esfuerzo inicial (Go) por tratamiento

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa

Tratamiento  |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
2 12 4.79625 10.186093 X

1 12 5.53308 0.186093 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 *10.736833 0.552912

Prueba de Multiples Rangos para esfuerzo inicial (o) por variedad

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

|Variedad |Count |LS Mean

|LS Sigma

|Homogeneous Groups
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3 8 444513 [0.227917 |X

1 8 5.104 0.227917 |X
8 5.94487 10.227917 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 *1-0.840875 0.677177

1-3 0.658875 0.677177

2-3 * 11.49975 0.677177

* indica una diferencia significativa

Cuadro N.3: ANOVA para el parametro k — Suma de cuadrados Tipo III (Modelado
con el modelo de Herschel Bulkley)

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:Variedad 13.0293 6.51467 28.26 0.0000
B:Tratamiento 33.801 1 [33.801 146.61 10.0000
INTERACTIONS

AB 1.40974 2 10.704869 3.06 0.0719
RESIDUAL 4.1499 18 10.23055

TOTAL (CORRECTED) 52.39 23

Prueba de Multiples Rangos para el parametro k por tratamiento

Métodos: 95,0 porcentaje LSD

Tratamiento  |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
2 12 11.0042  10.138609 X

1 12 13.3777  10.138609 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 *12.3735 0.41183

* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para k por variedad

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

Variedad |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
3 8 11.309 0.169761 |X

2 8 12.1512  0.169761 X

1 8 13.1125 ]0.169761 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 * 10.96125 0.504387

1-3 *  11.8035 0.504387

2-3 * 10.84225 0.504387

* indica una diferencia significativa
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Cuadro N.4: ANOVA para el parametro n — Suma de cuadrados Tipo II1 (Modelado
con el modelo de Herschel Bulkley)

Source Sum of Squares Df |Mean Square F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:Variedad 0.00086025 2 10.000430125 25.47 0.0000
B:Tratamiento 0.000748167 1 10.000748167 44.30 0.0000
INTERACTIONS

AB 0.0000260833 2 10.0000130417  10.77 0.4767
RESIDUAL 0.000304 18 10.0000168889

TOTAL (CORRECTED) 0.0019385 23

Prueba de Multiples Rangos para n por tratamiento

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa

Tratamiento  |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
1 12 0.477167 10.00118634 |X

2 12 0.488333 10.00118634 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 * 1-0.0111667 ]0.00352481

Prueba de Multiples Rangos para el parametro n por variedad

Métodos: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa

Variedad |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
1 8 0.476625 10.00145297 |X

3 8 0.48075 0.00145297 |X

2 8 0.490875 10.00145297 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 *1-0.01425 0.00431699

1-3 -0.004125 0.00431699

2-3 *10.010125 0.00431699

ANEXO 15: Analisis de varianza y prueba LSD para los parametros viscoelasticos de
los almidones OSA y US-OSA a la frecuencia de 1 Hz

Cuadro O: ANOVA para el parametro G’ a la frecuencia de 1 Hz — Suma de cuadrados

Tipo I1I
Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS
A:variedad 31.6533 15.8266 52.40 0.0002
B:tratamiento 169.275 1 |169.275 560.41 10.0000
INTERACTIONS
AB 1.17727 2 ]0.588633 1.95 0.2228
RESIDUAL 1.81235 6 0.302058
TOTAL (CORRECTED) 203.918 11
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Prueba de Multiples Rangos para G’ a la frecuencia de 1 Hz por tratamiento
M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

Tratamiento |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
2 6 18.97 0.224373 |X

1 6 26.4817 10.224373 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits
1-2 * |7.51167 0.776433
* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para G’ a la frecuencia de 1 Hz por variedad
Métodos: 95,0 porcentaje LSD

variedad |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
3 4 20.8875 10.274799 X

1 4 22.4525  10.274799 X

2 4 24.8375  10.274799 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 * ]-2.385 0.950933

1-3 * ]1.565 0.950933

2-3 * 13.95 0.950933

* indica una diferencia significativa

Cuadro O.1: ANOVA para el parametro G’’ a la frecuencia de 1 Hz — Suma de
cuadrados Tipo 111

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:variedad 0.273817 2 ]0.136908 6.84 0.0284
B:tratamiento 17.304 1 [17.304 864.12 0.0000
INTERACTIONS

AB 0.120717 2 ]0.0603583 3.01 0.1241
RESIDUAL 0.12015 6 10.020025

TOTAL (CORRECTED) 17.8187 11

Prueba de Multiples Rangos para G’’ a la frecuencia de 1 Hz por variedad
Métodos: 95,0 porcentaje LSD

variedad |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
3 4 8.685 0.0707549 |X

2 4 8.8675 0.0707549 XX

1 4 9.055 0.0707549 | X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 0.1875 0.244845

1-3 *10.37 0.244845

2-3 0.1825 0.244845

* indica una diferencia significativa
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Prueba de Multiples Rangos para G’’ a la frecuencia de 1 Hz por tratamiento

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

Tratamiento |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
2 6 7.66833  0.0577711 |X

1 6 10.07 0.0577711 | X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 * 1240167 0.199915

* indica una diferencia significativa

Cuadro O.2: ANOVA para el parametro tan 6 a la frecuencia de 1 Hz — Suma de

cuadrados Tipo 111
Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS
A:variedad 0.00851667 2 ]0.00425833 56.78 0.0001
B:tratamiento 0.001875 1 10.001875 25.00 0.0025
INTERACTIONS
AB 0.00065 2 10.000325 4.33 0.0685
RESIDUAL 0.00045 0.000075
TOTAL (CORRECTED) 0.0114917 11

Prueba de Multiples Rangos para tan 3 a la frecuencia de 1 Hz por tratamiento

Métodos: 95,0 porcentaje LSD

Tratamiento |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
1 6 0.381667 0.00353553 |X

2 6 0.406667 10.00353553 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 *1-0.025 0.0122346

* indica una diferencia significativa

Prueba de Miltiples Rangos para tan d a la frecuencia de 1 Hz por variedad

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa
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variedad |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
2 4 0.3575 0.00433013 |X

1 4 0.405 0.00433013 X

3 4 0.42 0.00433013 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 *10.0475 0.0149843

1-3 * 1-0.015 0.0149843

2-3 *1-0.0625 0.0149843




Cuadro 0.3: ANOVA para el parametro n* a la frecuencia de 1 Hz — Suma de
cuadrados Tipo III

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:Variedad 29.1398 2 [14.5699 1551.36  10.0000
B:Tratamiento 30.1784 1 |30.1784 3213.32  {0.0000
INTERACTIONS

AB 22.3253 2 [11.1626 1188.57 10.0000
RESIDUAL 0.05635 6 10.00939167

TOTAL (CORRECTED) 81.6998 11

Prueba de Multiples Rangos para el parametro n* a la frecuencia de 1 Hz
Método: 95,0 porcentaje LSD

Variedad |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
3 4 9.5825 0.0484553 |X

2 4 11.2225 10.0484553 | X

1 4 13.3875 10.0484553 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 * 12,165 0.167678

1-3 * |3.805 0.167678

2-3 * 1.64 0.167678

* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para el parametro n* a la frecuencia de 1 Hz
Método: 95,0 porcentaje LSD

Tratamiento  |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups

2 6 9.81167 ]0.0395636 |X

1 6 12.9833  10.0395636 | X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits
1-2 * 13.17167 0.136908
* indica una diferencia significativa

ANEXO 16: Analisis de varianza y prueba LSD para los parametros de la Ley de
Potencia para los modulos G’y G’ de los geles de almidones OSA y US-OSA

Cuadro P: ANOVA para el parametro k>~ Suma de cuadrados Tipo 111

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:Variedad 41.4655 2 [20.7327 46.72 0.0002
B:Tratamiento 178.564 1 [178.564 402.42 10.0000
INTERACTIONS

AB 1.10255 2 10.551275 1.24 0.3536
RESIDUAL 2.66235 6 10.443725

TOTAL (CORRECTED) 223.794 11
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Prueba de Multiples Rangos para k’ por tratamiento

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

Tratamiento |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
2 6 19.26 0.271945 |X

1 6 26.975 0.271945 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 * |7.715 0.941057

* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para k’ por variedad

Métodos: 95,0 porcentaje LSD

Variedad |Count |LS Mean |LS Sigma |Homogeneous Groups
3 4 21.18 0.333063 |X

1 4 22.5475  10.333063 X

2 4 25.625 0.333063 X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 -3.0775 1.15255

1-3 1.3675 1.15255

2-3 4.445 1.15255

* indica una diferencia significativa

Cuadro P.1: ANOVA para el parametro n’— Suma de cuadrados Tipo 111

Source Sum of Squares Df |Mean Square F-Ratio |P-Value
MAIN EFFECTS

A:Variedad 0.00365 2 10.001825 21.90 0.0017
B:Tratamiento 0.000133333 1 10.000133333 1.60 0.2528
INTERACTIONS

AB 0.000316667 2 10.000158333 1.90 0.2295
RESIDUAL 0.0005 0.0000833333

TOTAL (CORRECTED) 0.0046 11

Prueba de Multiples Rangos para n’ por tratamiento

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

Tratamiento  |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
1 6 0.216667 10.00372678 |X

2 6 0.223333  10.00372678 [X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 -0.00666667  [0.0128964

* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para n’ por variedad

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

Variedad

Count

LS Mean

LS Sigma

Homogeneous Groups

2 4

0.1975

0.00456435

X
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1 4 0.2225 0.00456435 X
3 4 0.24 0.00456435 X
Contrast |Sig. |Difference +/- Limits
1-2 *10.025 0.0157948
1-3 * 1-0.0175 0.0157948
2-3 *[-0.0425 0.0157948

* indica una diferencia significativa

Cuadro P.2: ANOVA para el parametro k>>— Suma de cuadrados Tipo 111

Source

Sum of Squares

Df F-Ratio

Mean Square

P-Value

MAIN EFFECTS

A:Variedad

0.0358167

2 10.0179083 45.72

0.0002

B:Tratamiento

0.001875

1 ]0.001875 4.79

0.0713

INTERACTIONS

AB

0.00305

2 10.001525 3.89

0.0824

RESIDUAL

0.00235

0.000391667

TOTAL (CORRECTED)

0.0430917

11

Prueba de Multiples Rangos para k’’ por tratamiento

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

Tratamiento Count

LS Mean

LS Sigma

Homogeneous Groups

1 6 0.131

667 10.00807947

X

2 6

0.156667

0.00807947

X

Contrast |Sig. |Difference

+/- Limits

1-2 -0.025

0.0279587

* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para K’’ por variedad

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

Variedad |Count |LS Mean

LS Sigma Ho

mogeneous Groups

2 0.07

0.00989529 |X

1 4 0.1625

0.00989529 X

3 4 0.2

0.00989529 X

Contrast Difference

+/- Limits

1-2 *10.0925

0.0342423

1-3 *  1-0.0375

0.0342423

2-3 *  1-0.13

0.0342423

* indica una diferencia significativa

Cuadro P.3: ANOVA para el parametro n’’— Suma de cuadrados Tipo I11

Source

Sum of Squares

Df F-Ratio

Mean Square

P-Value

MAIN EFFECTS

A:Variedad

0.155417

2 10.0777083 10.62

0.0107
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B:Tratamiento 0.00213333 1 ]0.00213333 0.29 0.6087
INTERACTIONS

AB 0.0103167 2 [0.00515833 0.71 0.5309
RESIDUAL 0.0439 0.00731667

TOTAL (CORRECTED) 0.211767 11
Prueba de Multiples Rangos para n’’ por tratamiento
Métodos: 95,0 porcentaje LSD

Tratamiento  |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups

1 6 1.33833  10.0349205 [X

2 6 1.365 0.0349205 |X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 -0.0266667 [0.120841

* indica una diferencia significativa

Prueba de Multiples Rangos para n’’ por variedad

Métodos: 95,0 porcentaje LSD

* indica una diferencia significativa

Variedad |Count |LS Mean |LS Sigma Homogeneous Groups
3 4 1.2475 0.0427688 |X

1 4 1.2975 0.0427688 |X

2 4 1.51 0.0427688 | X

Contrast |Sig. |Difference +/- Limits

1-2 * 1-0.2125 0.148

1-3 0.05 0.148

2-3 *10.2625 0.148

Anexo 17: Analisis de optimizacion por el método de superficie de respuesta del proceso
de modificacion del almidon LK con acido citrico

Cuadro Q: ANOVA para viscosidad

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
A:tiempo 0.148876 1 ]0.148876 8.26 0.0088
B:concen 11.1062 1 |11.1062 616.07 10.0000
AA 0.464831 1 ]0.464831 25.78 0.0000
AB 3.33333E-7 1 |3.33333E-7 0.00 0.9966
BB 0.65535 1 ]0.65535 36.35 0.0000
blocks 0.00343207 2 10.00171603 0.10 0.9096
Total error 0.396606 22 10.0180276

Total (corr.) [12.6181 29

R-squared =

96.8568 percent

R-squared (adjusted for d.f.) = 95.8567 percent
Standard Error of Est. = 0.134267

Mean absolute error = 0.0940261
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Durbin-Watson statistic = 2.57326 (P=0.8136)
Lag 1 residual autocorrelation = -0.299535

Regression coeffs. for viscosidad

Coefficient  |Estimate
constant 7.2139
A:tiempo 0.0658205
B:concen -0.524234

AA -0.00458116
AB -0.00000444444
BB 0.012239

The StatAdvisor

This pane displays the regression equation which has been fitted to the data. The equation
of the fitted model is

viscosidad = 7.2139 + 0.0658205*tiempo - 0.524234*concen - 0.00458116*tiempo”2 -
0.00000444444*tiempo*concen + 0.012239*concen”2

Optimize Response

Goal: maximize viscosidad
Optimum value = 3.43157

Factor |Low |High |Optimum
tiempo [1.0 [16.0 [7.17967
concen [10.0 ]20.0 [10.0

Cuadro Q.1: ANOVA para solubilidad

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
A:tiempo 0.868562 1 ]0.868562 5.27 0.0317
B:concen 20.1295 1 ]20.1295 122.04 10.0000
AA 4.28171 1 [4.28171 25.96 0.0000
AB 1.30021 1 ]1.30021 7.88 0.0103
BB 2.76886 1 |2.76886 16.79 0.0005
blocks 0.0498049 2 10.0249024 0.15 0.8608
Total error 3.62879 22 10.164945

Total (corr.) [34.4094 29

R-squared = 89.4541 percent

R-squared (adjusted for d.f.) = 86.0986 percent
Standard Error of Est. = 0.406134

Mean absolute error = 0.27294
Durbin-Watson statistic = 2.60565 (P=0.8365)
Lag 1 residual autocorrelation = -0.316877

Regression coeffs. for solubilidad

Coefficient  |Estimate
constant 11.0849
A:tiempo -0.075411
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B:concen -0.891603
AA 0.0139039
AB -0.00877778
BB 0.0251571
The StatAdvisor

This pane displays the regression equation which has been fitted to the data. The equation
of the fitted model is

solubilidad = 11.0849 - 0.075411*tiempo - 0.891603*concen + 0.0139039*tiempo”2 -
0.00877778*tiempo*concen + 0.0251571*concen”2

Optimize Response
Goal: maximize solubilidad

Optimum value = 5.63298

Factor |Low |High |Optimum
tiempo [1.0 [16.0 [16.0
concen [10.0 ]20.0 [10.0

OPTIMIZACION: Deseabilidad
Multiple Response Optimization
File name: superficie 2023 abril.sfx

Data variables:

solubilidad

viscosidad

Observed  |Observed
Response Minimum | Maximum
solubilidad  |2.439 6.596
viscosidad 1.47 3.621
Desirability |Desirability Weights | Weights
Response Low High Goal First Second  |Impact
solubilidad  |2.439 6.596 Maximize |[1.0 3.0
viscosidad 1.47 3.621 Minimize |1.0 3.0
Predicted Observed

Row |solubilidad |viscosidad |Desirability |Desirability

1 4.842 3.369 0.285736 0.260236
2 3.505 3.621 0.194612 0.0
3 5.711 2.939 0.435027 0.499561
4 3.369 2.366 0.343583 0.361288
5 2.81 2.192 0.155755 0.243497
6 2.78 2.196 0.155755 0.233117
7 3.254 1.822 0.461164 0.404934
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8 2.798 1.752 0.368761 0.273931
9 2.615 1.918 0.0 0.183085
10 [2.875 1.586 0.312097 0.315003
11 4.901 3.165 0.299536 0.354337
12 3.786 3.428 0.210289 0.170511
13 6.596 3.091 0.448856 0.496384
14 3.295 2.087 0.360134 0.383212
15 2.711 2.482 0.182469 0.186138
16 |2.545 2.242 0.182469 0.127857
17 3.24 2.156 0.476131 0.362264
18 2.728 1.615 0.387986 0.254627
19 2.67 1.704 0.0 0.222539
20  |2.678 1.551 0.335514 0.23522
21 4.47 3.005 0.291403 0.374055
22 3.79 3.552 0.203329 0.102104
23 5.81 3.096 0.440789 0.444886
24 3.15 2.31 0.336486 0.322869
25 2.61 2.314 0.13731 0.158098
26 (2.9 2.296 0.13731 0.261365
27 3416 1.976 0.456144 0.423955
28 2.823 1.655 0.358852 0.290568
29 2.439 1.876 0.0 0.0

30 [2.75 1.47 0.298094 0.273521
The StatAdvisor

This procedure helps determine the combination of experimental factors which
simultaneously optimize several responses. It does so by maximizing a desirability
function. You may set various characteristics of the desirability function through the
Analysis Options dialog box. The goals for each of the responses are currently set as:

solubilidad - maximize
viscosidad - minimize

Optimize Desirability
Optimum value = 0.515105

Factor |Low |High |Optimum
tiempo [1.0 [16.0 [16.0
concen |10.0 [20.0 [12.3373

Response

Optimum

solubilidad

4.5342

viscosidad

2.48864

The StatAdvisor
This table shows the combination of factor levels which maximize the desirability function
over the indicated region. It also shows the combination of the factors at which that
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optimum is achieved. Use the Analysis Options dialog box to indicate the region over
which the optimization is to be performed.

Anexo 18: Analisis de varianza y prueba LSD para los parametros de comportamiento

al flujo de las dispersiones para microencapsular
Cuadro R: ANOVA para p (Ley de Newton)

Source Sum of Squares Df |Mean Square F-Ratio |P-Value
Between groups 0.0159798 2 10.00798992 190.67 [0.0007
Within groups 0.000125714 3 10.0000419046

Total (Corr.) 0.0161056 5

Prueba de Multiples Rangos para p

M¢étodo: 95.0 porcentaje LSD

Muestra |Count |Mean Homogeneous Groups

MD 2 0.00942214 |X

MD-CS |2 0.0469884 X

CS 2 0.132735 X

Contrast Sig. |Difference +/- Limits

CS - MD *10.123313 0.0206012

CS - MD-CS *10.0857466 0.0206012

MD - MD-CS |* [-0.0375663 ]0.0206012

* indica una diferencia significativa

Cuadro R.1: ANOVA para el parametro de n (Ley de la Potencia)

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 0.00150098 2 10.000750492 7.09 0.0730
Within groups 0.000317693 3 ]0.000105898

Total (Corr.) 0.00181868 5

Prueba de Multiples Rangos para n

Metodo: 95,0 porcentaje LSD

Muestra |Count |Mean Homogeneous Groups

MD 2 0.978576 |X

CS 2 0.979437 |X

MD-CS |2 1.01255 X

Contrast Sig. |Difference +/- Limits

LKC - MD-LKC 0.0008605 0.0327495

LKC-MD ¥ 1-0.0331135 ]0.0327495

MD-LKC - MD *1-0.033974 0.0327495

* indica una diferencia significativa

Cuadro R.2: ANOVA para el parametro de k (Ley de la Potencia)

|Source |Sum of Squares |Df |Mean Square  |F-Ratio  |P-Value |
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Between groups 0.0198144 2 10.00990718 55.34 0.0043
Within groups 0.000537045 3 10.000179015
Total (Corr.) 0.0203514 5

Prueba de Multiples Rangos para k

Metodo: 95,0 porcentaje LSD

Muestra |Count |Mean Homogeneous Groups
MD 2 0.0103107 (X

MD-LKC |2 0.0445187 |X

LKC 2 0.145665 X

Contrast Sig. |Difference +/- Limits
LKC - MD-LKC *10.135354 0.04258

LKC —MD *10.101146 0.04258
MD-LKC - MD -0.034208 0.04258

* indica una diferencia significativa

Anexo 19: Analisis de varianza y prueba LSD para la eficiencia de encapsulacion (EE)

en las microparticulas
Cuadro S: ANOVA para EE por Tratamiento

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 608.498 2 1304.249 195.66  [0.0000
Within groups 9.33014 6 [1.55502

Total (Corr.) 617.828 8

Prueba de Multiples Rangos para EE por Tratamiento
M¢étodo: 95.0 porcentaje LSD

TRATAMIENTO |Count |Mean Homogeneous Groups
LKC 3 244289 |X

MD-LKC 3 32.0054 | X

MD 3 443787 | X

Contrast Sig. |Difference |+/- Limits

LKC - MD * 0 1-19.9498  12.49139
LKC-MD-LKC |* [-7.57653 [2.49139

MD - MD-LKC | * [12.3733 2.49139

* indica una diferencia significativa

Anexo 20: Analisis de varianza y prueba LSD para el rendimiento del proceso (R) en

la microencapsulacion

Cuadro T: ANOVA para Rendimiento por Tratamiento

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 544.335 2 |272.167 36.06 0.0080
Within groups 22.6429 3 |7.54765

Total (Corr.) 566.978 5
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Prueba de Multiples Rangos para Rendimiento por Tratamiento
M¢étodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento |Count |Mean |Homogeneous Groups
LKC 2 43.065 |X

MD-LKC 2 60.945 | X

MD 2 64.985 | X

Contrast Sig |Difference |+/- Limits

LKC - MD *1-21.92 8.74314

LKC -MD-LKC | * |-17.88 8.74314

MD — MD-LKC 4.04 8.74314

* indica una diferencia significativa

Anexo 21: Analisis de varianza y prueba LSD para la actividad de agua (aw) de las

microparticulas

Cuadro U: ANOVA para aw

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 0.00183678 2 10.000918389 3.07 0.0765
Within groups 0.00449433 15 10.000299622

Total (Corr.) 0.00633111 17

Prueba de Multiples Rangos para aw

Métodos: 95,0 porcentaje LSD

Col 1 Count |Mean Homogeneous Groups
MD 6 0.177667 |X

MD-LKC |6 0.1785 XX

LKC 6 0.1995 X

Contrast Sig. |Difference |+/- Limits
LKC - MD *10.0218333  10.0213011
LKC — MD-LKC 0.021 0.0213011
MD — MD-LKC -0.000833333(0.0213011

* indica una diferencia significativa

Anexo 22: Analisis de varianza y prueba LSD para el contenido de humedad de las

microparticulas

Cuadro V: ANOVA para humedad

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 11.5862 2 |5.79312 144.29 10.0010
Within groups 0.12045 3 10.04015

Total (Corr.) 11.7067 5

Prueba de Multiples Rangos para humedad

Métodos: 95,0 porcentaje LSD

|Col 1

|C0unt |Mean |H0m0geneous Groups |
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MD 2 3.265 |X

MD-LKC |2 475 |X

LKC 2 6.66 X

Contrast Sig. |Difference |+/- Limits
LKC - MD *13.395 0.637682
LKC-MD-LKC | * [1.91] 0.637682
MD —MD-LKC |* [-1.485 0.637682

* indica una diferencia significativa

Anexo 23: Analisis de varianza y prueba LSD para la higroscopicidad de las
microparticulas

Cuadro W: ANOVA para higroscopicidad por Tratamiento

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 12.9456 2 16.47282 75.79 0.0000
Within groups 1.28115 15 10.0854099

Total (Corr.) 14.2268 17

Prueba de Multiples Rangos para higroscopicidad por Tratamiento
M¢étodo: 95.0 porcentaje LSD

Tratamiento |Count |Mean Homogeneous Groups
LKC 6 12.0956 |X

MD-LKC 6 13.4503 | X

MD 6 14.1368 | X

Contrast Sig. |Difference |+/- Limits

LKC —MD * o 1-2.04117  10.359641

LKC - MD-LKC | * |-1.35471 0.359641

MD - MD-LKC | * ]0.68646 0.359641

* indica una diferencia significativa

Anexo 24: Analisis de varianza y prueba LSD para los parametros de distribucion de

tamaiio de las microparticulas
Cuadro X: ANOVA para D[4,3]

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 1669.41 2 |834.706 610.05 ]0.0000
Within groups 8.2096 6 [1.36827

Total (Corr.) 1677.62 8

Prueba de Maultiples Rangos para D[4.3]
M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

Col 1 Count |Mean Homogeneous Groups
MD-LKC 3 7.15667 |X
MD 3 8.43667 |X
LKC 3 36.6667 | X
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Contrast Sig. |Difference +/- Limits
LKC - MD *[28.23 2.337
LKC — MD-LKC * 29.51 2.337
MD — MD-LKC 1.28 2.337

* indica una diferencia significativa

Cuadro X.1: ANOVA para Dio

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 60.9566 2 130.4783 502.67 [0.0000
Within groups 0.3638 6 10.0606333

Total (Corr.) 61.3204 8

Prueba de Multiples Rangos para Dio

M¢étodo: 95.0 percentaje LSD

Col 1 Count |Mean  |Homogeneous Groups

MD-LKC |3 1.23333 X

MD 3 1.52333 X

LKC 3 6.89333 | X

Contrast Sig. |Difference |+/- Limits

LKC - MD * o [5.37 0.49196

LKC -MD-LKC | * [5.66 0.49196

MD — MD-LKC 0.29 0.49196

* indica una diferencia significativa

Cuadro X.2: ANOVA para Dso

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 1669.31 2 |834.657 640.50 10.0000
Within groups 7.8188 6 |1.30313

Total (Corr.) 1677.13 8

Prueba de Multiples Rangos para Dso
M¢étodo: 95.0 percentaje LSD

Col 1 Count |Mean  |Homogeneous Groups
MD-LKC |3 4.85333 |X

MD 3 6.72333 |X

LKC 3 34.6333 | X

Contrast Sig. |Difference |+/- Limits
LKC - MD * 12791 2.2807

LKC -MD-LKC | * [29.78 2.2807

MD — MD-LKC 1.87 2.2807

* indica una diferencia significativa

174




Cuadro X.3: ANOVA para Dyo

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 5513.0 2 |2756.5 494.29 10.0000
Within groups 33.46 6 [5.57667

Total (Corr.) 5546.46 8

Prueba de Multiples Rangos para Do

M¢étodo: 95.0 percentaje LSD

Col 1 Count |Mean Homogeneous Groups

MD-LKC |3 15.2333 |X

MD 3 16.8667 |X

LKC 3 68.5333 | X

Contrast Sig.  |Difference|+/- Limits

LKC - MD * 51.6667 |4.71804

LKC — MD-LKC | * 53.3 4.71804

MD — MD-LKC 1.63333  |4.71804

* indica una diferencia significativa

Cuadro X.4: ANOVA para span

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 1.84262 2 10.921312 19.47 0.0024
Within groups 0.283936 6 10.0473227

Total (Corr.) 2.12656 8

Pruebas de Miiltiples Rangos para span
Metodo: 95,0 porcentaje LSD

MATERIAL |Count |Mean Homogeneous Groups
LKC 3 1.7795 X

MD 3 230791 | X

MD-LKC 3 2.88744 | X

Contrast Sig. |Difference +/- Limits
LKC - MD *1-0.528413 0.434619
LKC — MD-LKC *|-1.10795 0.434619
MD — MD-LKC *1-0.579533 0.434619

* indica una diferencia significativa

Anexo 25: Analisis de varianza y prueba LSD para los parametros de color de las

microparticulas

Cuadro Y: ANOVA para el parametro C*

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio P-Value
Between groups 174.37 2 |87.1849 10046.34 10.0000
Within groups 0.0520696 6 10.00867827

Total (Corr.) 174.422 8
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Prueba de Multiples Rangos para C*
M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

muestra _ |Count |Mean Homogeneous Groups
MD 3 15.1888 |X

MD-LKC |3 16.1256 | X

LKC 3 249592 | X

Contrast Sig. |Difference |+/- Limits

LKC - MD *19.7704 0.186119
LKC-MD-LKC | * [8.83353 [0.186119

MD - MD-LKC | * ]-0.936867 |0.186119

* indica una diferencia significativa

Cuadro Y.1: ANOVA para el parametro h*

Source Sum of Squares Df |Mean Square  |F-Ratio |P-Value
Between groups 10.7646 2 [5.3823 880.57 [0.0000
Within groups 0.0366736 6 10.00611227

Total (Corr.) 10.8013 8

Prueba de Multiples Rangos para h*

M¢étodos: 95,0 porcentaje LSD

Muestra |Count |Mean Homogeneous Groups

MD 3 69.1405 |X

LKC 3 709113 | X

MD-LKC |3 71.7668 X

Contrast Sig. |Difference |+/- Limits

LKC - MD * |1.7708 0.156198

LKC-MD-LKC | * [-0.855433 [0.156198

MD — MD-LKC [ * [-2.62623 ]0.156198

* indica una diferencia significativa

Anexo 26: Fotografias

Figura 1: Analisis espectrofotométrico del contenido de amilosa en el almiddn citrato
optimo en el que no se observo la formacion del complejo yodo-amilosa de color azul
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