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RESUMEN

Desarrollo de una metodologia sostenible de sintesis de
almidones acetilados

Almidones acetilados con grados de sustitucidn (GS) en el rango de 0.03 — 2.93 fueron
preparados por una novedosa metodologia organocatalitica directa y sencilla desarrollada
para esterificar almidon. La metodologia de acetilacion usada involucra el uso de un
catalizador no toéxico a-hidroxicarboxilico, y procede con gran eficiencia en ausencia de
solventes. En el curso de esta Tesis, se evalud el efecto del tiempo, temperatura, carga de
catalizador, relaciéon masica acilante/almidon (p/p) y humedad inicial del almidén en el grado
de sustitucion (GS) de los almidones acetilados obtenidos. Los almidones acetilados fueron
caracterizados mediante Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y Espectroscopia Infrarroja
por Transformada de Fourier (FTIR), que confirmaron cualitativamente la esterificacién;
Microscopia Electronica de Barrido (SEM), que mostré que la estructura granular del
polisacarido fue preservada después de la acetilacidn; Andlisis Termogravimétrico (TGA), que
evidencido un aumento en la estabilidad térmica de los almidones altamente sustituidos; y
Difraccion de rayos X (DRX), que reveld que el tratamiento de acetilacién redujo la
cristalinidad de los almidones solo para GS superiores a 2.03. Los GS de los almidones
esterificados pudieron ser estimados mediante bandas especificas del espectro FTIR y curvas

DTG del TGA.
La metodologia organocatalitica descrita para la sintesis de almidones acetilados

mostré el potencial de poder ser facilmente extendida a la sintesis de otros ésteres de

almiddén usando una variedad de anhidridos y 4cidos carboxilicos como agentes acilantes.

Palabras clave: Almidon, Acetilacion, Organocatdlisis, Caracterizacion, Acilantes



ABSTRACT

Development of a sustainable methodology for the
synthesis of acetylated starches

Starch acetates with degree of substitution (DS) in the range of 0.03—2.93 were
prepared by a novel simple direct organocatalytic methodology of starch acetylation. The
acetylation methodology used involves a non-toxic biobased a-hydroxycarboxylic acid as
catalyst, and proceeds with high efficiency in absence of solvents. Within this Thesis, the
effect of time, temperature, catalyst load, acylating/starch weight ratio (w/w), and the initial
moisture content of starch on the DS of the acetylated starches obtained was evaluated.
Starch acetates were characterized by Nuclear Magnetic Resonance (NMR) and Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), that qualitatively confirmed the esterification;
Scanning Electron Microscopy (SEM), that showed that the granular structure of the
polysaccharide was preserved upon acetylation; Thermogravimetric Analysis (TGA) which
evidenced an increase in thermal stability of highly substituted starches; and X-ray
diffraction (XRD), that revealed that the acetylation treatment reduced the crystallinity of
starches only for GS higher than 2.03. The DS of starch esters could be estimated by use of
specific FTIR bands and DTG curves from TGA.

The organocatalytic methodology described for the synthesis of starch acetates

showed the potential to be easily extended to the synthesis of other starch esters using a

variety of anhydrides and carboxylic acids as acylating agents.

Keywords: Starch, Acetylation, Organocatalysis, Characterization, Acylating agents



AGRADECIMIENTOS

A Maria Laura Foresti, directora de la presente Tesis, por la oportunidad de trabajar
en su grupo de investigacidn y adquirir nuevos conocimientos. Por su apoyo, gran paciencia y
comprensién durante todo el desarrollo experimental, asi como en la escritura de ésta Tesis.

Gracias por el tiempo dedicado y la motivacién para mejorar cada dia.

A todos los integrantes del ITPN que de alguna u otra forma (cuidando mis
experimentos, ensefidndome ddénde encontrar algun material de laboratorio, ddndome
algun punto de vista respecto a resultados experimentales, animandome a continuar, entre
otros) colaboraron en el desarrollo de mi investigacion. Gracias por el compafierismo

mostrado.

A mis padres por haberme brindado la oportunidad de continuar mis estudios, por su
gran esfuerzo y entera confianza en mi decision de salir del pais para mi desarrollo
profesional. Gracias por su apoyo incondicional y la orientacién que siempre me brindaron
para poder realizarme en todos los ambitos de mi vida. Gracias por visitarme, me dieron
muchas fuerzas!. Mama, gracias por tu paciencia, y por las palabras y mensajes que
estuvieron en cada momento justo, por ser mi amiga y ensefiarme que la perseverancia y el

esfuerzo son el camino para lograr mis objetivos.

A mi familia: papd, mamd, hermanas y amigas Patty y Paola, sobrinos (hijos
prestados) Adriana y Mateo y cufiado Marco, por su comprension y apoyo en mi decision de
elegir un camino diferente para realizar mis estudios de posgrado lejos de casa. Agradezco
cada consejo que me han motivado a seguir adelante y cada abrazo a la distancia que me
dieron las fuerzas para continuar a pesar de extrafarlos en cada instante y en cada

experiencia que he afrontado en este periodo. Familia gracias por todo el amor mostrado.



A mi novio Franchesco, por su apoyo, comprensiéon y compania incondicional. Gracias
por ser parte de esta experiencia y esos abrazos energéticos que me llenaban de fuerzas. A

Morita, nuestra hija canina, que siempre me espera y recibe con mucha felicidad.

A la familia Panez Zuasnabar, por darme calor de hogar y hacerme sentir como parte

de su familia.

Y por ultimo, a Dios y a la Virgen Maria, que siempre me han iluminado para darme
fuerzas en cada paso dado. Gracias por rodearme de angeles en éste pais donde encontré
gente cdlida y muy amable, y sobre todo por mantener con salud y bienestar a todas estas

personas a quienes tengo tanto que agradecer.



A mis padres, Miguel y Ruth
A mi hermanas, Patty y Paola
A mis sobrinos, Adrianita y Mateo

A mi novio, Fran



INDICE GENERAL

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS .......cooveerreeereetere e ssseess s ssess e sas s s
L2 AIMIAON ittt st st bt et et b st et eae b s en et enes
1.1.1. COMPOSICION QUIMICA cvecveeeecieceecieee ettt stestesreere e eaesaesne s
11,000 AMILOSA ettt e st e s
1.2.1.2. AMIIOPECLING woveieeee ettt st st st st e s e s

1.1.2. Estructura del ranulo ...

1.2. Aplicaciones y funcionalidades del almiddn .......cccooeveieieiieneeee
1.3. Modificacién del AlImiddn. Importancia en la industria de alimentos ................
1.3.1. MOdifiCaCiones FiSICAS .....ccourvereeerieiirtee ettt sttt s st e
1.3.1.1. Tratamiento combinado de calor-humedad ..........cccccoevverineennen.

1.3.1.2. Atemperado (ANNEAIINE) c.ccceveveereerereeee et

1.3.21.30 EXEFUSION ettt st e e e e s e

1.3.1.4. PregelatinizaCion .......ccceeirinininece e ettt

1.3.2. Modificacion enzimatiCa .......coeureeveeererieiince st e
1.3.3. Modificacion QUIMICA ......ccueveieeiececece e renans
1.3.3.1. Reacciones de descompOoSIiCION .......cceeceeveevrecreeeenrenreereieee e ene s

1.3.3.1.1. Tratamiento ACid0 .....cccceeirrineeeririieiece e

1.3.3.1.1. OXIdACION w.ovrvererce e e e e

1.3.3.2. Reacciones de derivatizaCion ..........ccoccoernverieinceseseiceirece e

1.3.3.2.1. Entrecruzamiento (Cross-linking) .......ccceeeeveevevvivvvernenne.

1.3.3.2.2. ESterifiCacion ......cccoiiinene i

1.4. Métodos de esterificacion de almidon ........cccoccvvvrerireencin e
1.4.1. Método comercial de esterificacion de almidon .........ceeceviiiiinccnnnes

1.4.2. Otros métodos de esterificacion de almidon

reportados €N lILEratura ... vececeeceeeeeereceee et et sre b

1.4.3. Esterificacidn organocatalitica .......c.ccoceviriececce e

1.5, ODJETIVOS .veerveetiteieee ettt ettt sre e eeb et e se e sbesaeenesseessesbensnensesbeensessesbensennes

Vi

23
25
28



1.5.1. Objetivos BENEIAIES ....cuvviveireireiececece e s e e e e e 28

1.5.2. Objetivos eSPECITICOS ....cviviiiiiece ettt et 28

2. EXPERIMENTAL: MATERIALES Y METODOS ........oovuiuieieieiesiesisis s es s ssssssenees 30
2.1 IMIAEEIIAIES ettt e e e b e e et e e eaeere e 31
2.2. Acetilacidn organocatalitica de almidon ......cccovevevevrcenceeec e 31

2.2.1. Acetilacion organocatalitica. Metodologia I: inspeccion
del efecto del tiempo de reaccién en el GS, bajo condiciones
de reacCion Prefijadas ... e 31
2.2.2. Acetilacién organocatalitica. Metodologia IlI: estudio
del efecto de las condiciones de reaccion en el GS para
un tiempo fijo de reacCion ... 33
2.3. Cuantificacion del nivel de esterificacion logrado:

determinacién del contenido de grupos acilo (%)

y 8rado de SUSEItUCION (GS) c.eevieiece ettt e 35
2.4. Resonancia Magnética Nuclear (RMN) .....ccooveriereneieieieiesrcsr e 36
2.5. Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR) .......cccccueun... 37
2.6. Microscopia Electréonica de Barrido (SEM) ..o ceeveerieiecieeneee e v 37
2.7. Andlisis Termogravimetrico (TGA) ....cucuoieeeeeiece ettt e eaean 38
2.8. Difraccidn de Rayos X (DRX) c..ecveirecvirieire et eeeereetreceseestecreeeesseesaessesnesresneensessanns 38
2.9. Ensayo cualitativo de hidrofobicidad ........ccccoceveeeecieeineece e, 39

3. ACETILACION ORGANOCATALITICA DE ALMIDON DE MAiz BAJO
CONDICIONES DE REACCION PREFUADAS ...........oooiuerereerrerreeseesseeseessseees s sasssassaenes 40

3.1. Evolucién en el tiempo de la acetilacidon organocatalitica de
AIMIAON A€ MAIZ e e s e e s e 41

3.2. Caracterizacion de almidones acetilados ......coocevevieeeiieieeee ettt 44

Vii



3.2.1. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

en €5tad0o SOIIAO CP/IMAS 13C ..ot eee e eeeeee e eee e eee e
3.2.2. Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de

FOUTIEI (FTIR) wreiveieieeerreieeceicte ettt et see st et e eereeb e be s e sresbsenseebsenbensnene sa one
3.2.3. Microscopia Electronica de Barrido (SEM) .....ccueveveeeveeeineereceseesiereeene s
3.2.4. Andlisis Termogravimeétrico (TGA) .....ccocecveeiveeeerecee e e e
3.2.5. Difraccion de Rayos X (DRX) ....eeceeveevireeieseeierineeeste s essseseeresessesesessssessesens

3.3 CONCIUSIONES ettt ettt e ettt eeeeeeeeeeesatte e saestaessestesaesasaeesesasseessneseaessennees

4. ESTUDIO DEL EFECTO DE LAS CONDICIONES DE REACCION SOBRE
EL GRADO DE SUSTITUCION ALCANZADO EN LA ACETILACION
ORGANOCATALITICA DE ALMIDON DE MAIZ ..........coovveerreeiereereeeeees e,

4.1. Acetilacion organocatalitica: efecto de las condiciones

de reaccidn en el grado de sustitucion alcanzado ..........cccccveeeveiviieececcecce e,

4.1.1. Efecto de la temperatura de reacCion ........oeeeveeceeceeiesce e ce s

4.1.2. Efecto de la relacion acilante/almidon (P/P) .ccoeveevereereeeveseenece e
4.1.3. Efecto de la carga del catalizador .........ccovveeeecece e,
4.1.4. Efecto de la humedad inicial del almidon .........cceioveeicennciececc e
4.2. Caracterizacion de los almidones acetilados obtenidos

POT Via OrganoCatalitiCa ..cccveiece ettt s et er bt
4.2.1. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) .....ceveeeeeeeeeeccececece e
4.2.2. Andlisis de Espectroscopia de Infrarrojo por

Transformada de Fourier (FTIR) ...ttt e eerees e
4.2.3. Andlisis Termogravimeétrico (TGA) ....ccecvereeeeeereeieeereeereenre e seeeraerssesenes
4.2.4. Difraccion de Rayos X (DRX) ....cucieireeririireereeieeeee e ete e eteste e svesresaesne e e
4.2.5. Ensayo de hidrofobicidad ........ccccoeiiioiicieeece e

LR T 0o o Vol LT 1Y [0 ] T=K 3R

viii

80
81

83
85
89
91



5. ESTUDIO DE LA UTILIZACION DE LA INFORMACION OBTENIDA
A PARTIR DE FTIR Y TGA PARA LA ESTIMACION DEL GRADO
DE SUSTITUCION (GS) ...oovveereeeereee e see e see e ses e see e seesesesssesesssessesesseesseseesses s ses e 95
5.1. Métodos de determinacién del grado de sustitucién
en almidones esterifiCados ... e e 96

5.2. Estudio de la factibilidad de estimar el GS de los almidones

acetilados POr FTIR Y/0 TGA ...ttt et tes e et s ea s ses e et se e sanes 97
5.2.1. Utilizacién de datos de espectroscopia infrarroja .......cccccecvevveneeneenecneennne. 100
5.2.1.1. Obtencidén y tratamiento de los espectros FTIR ........ccccceeecverrennans 100

5.2.1.2. Correlacién de la intensidad de las bandas
caracteristicas del grupo éster en el espectro

infrarrojo vs el grado de sustitucion medido

POr SAPONIfICACION ...cueeiceece et 104
5.2.2. Utilizacion de datos de termogravimetria .......cooceeceeeeeivincne v, 109
5.2.2.1. Obtencidén y tratamiento de los termogramas ........ccccccceververennee. 110

5.2.2.2. Correlacion entre la contribucion del area del pico de
descomposicion de acetatos DTG y el grado de
sustitucion medido por saponificacion ........ccccccevevecceecenicecceenn, 112

LT T 000 ] ool [V Y o] s V=TSRRI 114

6. EXTENSION DE LA RUTA ORGANOCATALITICA PARA LA SINTESIS

DE OTROS ALMIDONES ESTERIFICADOS .........c.ocoveoinierieceieree s er e e seenene 116
6.1. Interés por la obtencidon de propionatos y butiratos de almidén ........................ 117
6.2. Metodologia de sintesis de almidones propionizados y butirilizados ................ 121

6.2.1. Obtencidn de almidones propionizados ........cccevveeceeveeecesece e 121
6.2.2. Obtencidn de almidones butirilizados .........coccoueeeviirieiiiiiie e 122

6.3. Evolucidén de la esterificacion organocatalitica del almidén con
acidos propidnico y butirico como acilantes .........cueveevece e, 123

6.4. Determinacion del contenido de almidon resistente ......ccccovvveeevvivevevvereseeeeinens 124



7. CONCLUSIONES GENERALES ........cooiiiiiiieeniecietine sttt st s st ae e st s s asnene s 128
ANEXO .ottt e sttt et et st ettt st e st et et st es bt ae et s e s et et eb seen s et et et senentes 133
LiSTA0O 0 FIGUIAS ..ocueeeieie vt ettt et ettt se e e et e se s e saesbe st saesbese saesaesanenen 139
[ = Lo Lo N0 [T -] o - 13O ST 144
BIDIOGIATia .ttt et e re st saeeaeetestesaesaenne s 145



1.INTRODUCCION Y OBJETIVOS

En este Capitulo se describen las caracteristicas mds importantes del
almidodn (estructura y composicion), asi como las principales propiedades y
aplicaciones a nivel industrial del polimero nativo y modificado. Se revisa el
estado del arte sobre los distintos tipos de modificaciones de almiddn,
abordando en particular la acetilacion del almiddn. Finalmente, se
introduce una via no convencional novedosa y verde de esterificacion
organocatalitica de almidon, que es la via desarrollada en la presente Tesis.

Se presentan al final de este Capitulo los objetivos de este trabajo de Tesis.



1.1. ALMIDON

El almidén es un biopolimero natural muy abundante en la naturaleza, totalmente
biodegradable y ampliamente estudiado debido a su bajo costo, biodegradabilidad y

disponibilidad.

El almiddn se encuentra organizado en particulas discretas (granulos), cuyos tamanio,
forma y estructura supramolecular difieren substancialmente entre diversas fuentes
botdnicas. En general, los diametros de los granulos varian entre 1 y 200 um; las formas
pueden ser elipticas, esféricas, angulares, simples o compuestas (Pefaranda, Perilla Perilla,
Algecira Enciso, 2008; Sandoval, Rodriguez & Fernandez, 2004). En la Figura 1.1 se muestran

algunas micrografias electrénicas de los granulos de algunos almidones.

Figura 1.1. Micrografias obtenidas por Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) de granulos de

almidén de diferentes fuentes botanicas. (a) papa, (b) arroz, (c) trigo, (d) poroto verde (China), (e)
maiz, (f) maiz waxy o ceroso. Magnificacién 1500X. Fuente: Fraser-Reid, Tatsuta, & Thiem, 2008.



El almiddn se encuentra ampliamente distribuido en diferentes érganos de las plantas
como carbohidrato de reserva, con la posibilidad de ser aislado a partir de: cereales (maiz,
arroz, trigo, etc), tubérculos (papa), raices (mandioca, batata), leguminosas (arvejas,
lentejas, etc) y frutas (banana, manzana, tomates verdes, etc). En estas Ultimas la
concentracion de almidén varia con el estado de madurez y constituyen una fuente
alternativa de almidén (Buléon, Colonna, Planchot & Ball, 1998; Fennema 2000; Vaclavik &

Christian, 2002; Cui, 2005; Le Corre, Bras & Dufresne, 2010; Rajan & Abraham, 2006).

1.1.1. COMPOSICION QUIMICA

El almiddén esta compuesto basicamente por unidades anhidroglucosa (D-glucosa) de
seis carbonos (Fennema, 2000; Thomas & Atwell, 1998). La estructura del monosacarido D-
glucosa puede ser representada como una cadena abierta o como una forma de anillo, con
configuracion a o 8 (Figura. 1.2). Los polimeros de almidén contienen solo enlaces de tipo o.

La configuracién de anillo es referida como piranosa (Thomas & Atwell, 1998).

HC|1= 0 6cIHon
HCOH HoC OH
2
| 1/ . H
HOCH s H 1
— I\I I/ \
|4 HO |3 |2
HeoK H

CHO0H
CH,OH / \ CH,OH

| |
il |

C

\/ N\

G\ OH G\ @ C HC. /
NEEVAN |
HO ?—CI OH H(lJ\é—C/ \
H  OH |!| (IJH

Figura. 1.2. Cadena abierta y estructura del anillo de piranosa del azlcar hexosa D-glucosa. Fuente:
Thomas & Atwell, (1998).



Los anillos de D-glucopiranosa del almidén se encuentran unidos por enlaces
glucosidicos a-(1—4) y a-(1—6). Los granulos de almiddn estan esencialmente compuestos
por dos biopolimeros de glucosa de diferente estructura: amilosa y amilopectina. La amilosa
es un polimero esencialmente lineal, mientras que la molécula de amilopectina es mucho
mas grande y ramificada (Thomas & Atwell, 1998; Fennema, 2000). Ademas de estas dos
moléculas, los granulos de almiddon suelen contener pequefias cantidades de lipidos y

proteinas.

Las cantidades relativas de la amilosa y la amilopectina en los granulos de almiddn
dependen de su origen botdnico. La proporcidon y la organizacion fisica de estos dos
polimeros dentro de la estructura del granulo, le confieren propiedades fisicoquimicas y

funcionales caracteristicas a los diferentes almidones (Cyras, Tolosa & Vazquez, 2006).

1.1.1.1. AMILOSA

La amilosa consta esencialmente de una cadena lineal compuesta por unidades de a-
D-glucopiranosa en secuencias repetidas, unidas por enlaces (1—>4). No obstante, se ha
observado que muchas moléculas de amilosa poseen un leve grado de ramificaciéon (0,3 —
0,5%) conectadas por enlaces (1—6), pudiendo existir uno de estos enlaces cada 180-320
unidades de glucopiranosa (Copeland, Blazek, Salman & Tang, 2009; Thomas & Atwell, 1998;
Vaclavik & Christian, 2002). A pesar de ser ilustrada como una cadena recta, la amilosa es

helicoidal en solucién a temperatura ambiente.

Enlace a-(1—4)

CH20H \ CH:0H CH:0H CH:0H
JQ Q Q Ko:H H;/

— — DP
Figura. 1.3. Enlace de la unidad de glucopiranosa en la amilosa. Fuente: Cui, 2005.




Las moléculas de amilosa tienen un peso molecular medio de 10° (Bellitz, Grosh &
Schieberle, 2009). La abundancia de grupos hidroxilo a lo largo de las moléculas de amilosa
(Figura 1.3) imparte propiedades hidrofilicas al polimero, dandole afinidad por la humedad
(Vaclavik & Christian, 2002; Wurzburg, 1986). Debido a su naturaleza lineal, movilidad, y a la
presencia de muchos grupos hidroxilo a lo largo de las cadenas de polimero, las moléculas
de amilosa presentan una tendencia a orientarse de una manera paralela y acercarse entre si

como para permitir la unién de hidrégeno entre cadenas adyacentes.

El contenido de amilosa representa normalmente entre el 15 y 30% del almiddén
(Pefiaranda et al., 2008; Vaclavik & Christian, 2002). Sin embargo, se conocen variedades de

maiz cuya proporcion de amilosa llega a ser del 50-80% (Copeland et al., 2009).

1.1.1.2. AMILOPECTINA

La amilopectina es una de las moléculas mas grandes de la naturaleza y la mas
predominante del almidén. Es un polimero ramificado, siendo 100 veces mas grande que la
amilosa, con un peso molecular de entre 107 y 5x108 (Copeland et al., 2009; Bellitz et al.,

2009).

La amilopectina consta de una cadena principal de unidades de glucopiranosa unidas
por enlaces glucosidicos «-D-(1—>4). Cada 20 - 30 residuos de glucopiranosa,
aproximadamente, ocurre un punto de ramificacion donde una cadena lateral (compuesta
también por unidades de glucopiranosa) se une a un grupo hidroximetilo en la posicion C6
de un residuo de glucosa de la cadena principal, a través del enlace glucosidico a-D-(1—6)
(Figura. 1.4). Aproximadamente el 5% de glucosas presentan enlaces a-D-(1—6), dandole
una estructura altamente ramificada y una estructura molecular compleja que puede variar
entre diferentes almidones con respecto a la colocacidn y longitud de las ramas (Copeland et

al., 2009).
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Figura. 1.4. Enlace de la unidad de glucopiranosa en la amilopectina. Fuente: Cui, 2005.

Los puntos de ramificacion de la amilopectina no se encuentran al azar. Esta Unica
configuracion contribuye a la naturaleza cristalina de la amilopectina y a su arreglo ordenado
dentro del granulo de almidén. La estructura ramificada de la amilopectina estd compuesta
de regiones amorfas y cristalinas en forma alternada. Las dreas intercristalinas (amorfas)
contiene la mayor cantidad de enlaces a-D-(1—6), siendo relativamente susceptibles a los

agentes hidroliticos (acidos y enzimas) (Vaclavik & Christian, 2002).

El contenido de amilopectina representa normalmente entre el 75-80% del almiddn
(Pefiaranda et al., 2008; Vaclavik & Christian, 2002). En ciertos casos, alcanza niveles de
hasta un 98-99% en los almidones tipo ceroso o “waxy”. El gran tamafo y la naturaleza
ramificada de la amilopectina reducen su movilidad y elimina la posibilidad de niveles

significativos de enlaces de hidrégeno intercatenarios.

Aunque la amilosa y amilopectina se encuentran ambas compuestas por moléculas de
D-glucopiranosa, se presentan diferencias entre estos dos polimeros que se resumen en la

Tabla. 1.1.



CARACTERISTICAS AMILOSA AMILOPECTINA

Forma Esencialmente linear Ramificada

Enlace a-1,4 (algunos a—1,6) a-1,4y a-1,6

Peso molecular Tipicamente <0.5 millones 50 - 500 millones
Peliculas Fuertes Débiles (poco resistente)
Formacion de gel Firme No gelifica, blando

Color con iodo Azul Marrdn rojizo

Tabla. 1.1. Algunas caracteristicas de la amilosa y la amilopectina. Fuente: Thomas & Atwell, 1998.

1.1.2. ESTRUCTURA DEL GRANULO

Las propiedades fisicas, estabilidad y transformaciones de los almidones son muy
dependientes de la naturaleza amorfa y cristalina de las regiones presentes en el almidén. En
general entre el 20 y 40 % de la masa de un grano de almiddn se considera cristalino y la
diferencia es considerada como la porcién amorfa (Liu, Xie, Yu Chen & Li, 2009; Thomas &
Atwell, 1998; Vaclavik & Christian, 2002). En las zonas amorfas se localiza la mayor parte de
la amilosa y los puntos ramificados de la amilopectina. Las regiones amorfas del almidén son
especialmente susceptibles a la reaccién quimica. De este modo se pueden eliminar por
tratamiento acido o pueden reaccionar con grupos funcionales. Asi mismo, las regiones
amorfas son los principales elementos estructurales hinchables del granulo de almidén
nativo (Vaclavik & Christian, 2002). Por otro lado, el cardcter cristalino de los granulos de
almidén comunes surge de la organizacién de las moléculas de la amilopectina dentro del

granulo (Liu et al., 2009).

La amilosa y amilopectina forman una estructura en capas alternadas de regiones
amorfas y cristalinas de baja y alta densidad dentro del granulo (Figura 1.5). Ademas, se
encuentran densamente empaquetadas por medio de enlaces de hidrégeno intra e inter
moleculares, formando un estado policristalino que hace que los granulos sean insolubles en
agua fria. La cristalinidad es el resultado de |la formacidn de hélices dobles entre las cadenas

exteriores de amilopectina y las cadenas de amilosa (Vermeylen, Goderis & Delcour, 2006).



Capa semicristalina del
anillo en crecimiento Capa amorfa del
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Figura 1.5. Representacidon esquematica de la estructura del granulo de almiddn: (a) un granulo con
capas amorfas y semicristalinas, (b) vista expandida de la capa semicristalina de un anillo creciente,
(c) estructura de la amilopectina dentro de la capa semicristalina. Traducido de Jacobs & Delcour

(1998).
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Figura 1.6. Patrones de difraccién de rayos X de distintos almidones: (A) tipo A de almiddn de cereal,
(B) tipo B de almiddn de tubérculo, (C) tipo C de leguminosas y semillas y, (V) tipo V de complejo de
amilosa helicoidal. Traducido de Cui, 2005.



La investigacidn del cardacter cristalino del almidon se realiza por distintos métodos
fisicos, entre ellos Difracciéon de Rayos X (DRX) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN). A
partir de los estudios de difraccidon de rayos X surge que el almiddn presenta una estructura
semicristalina ordenada. El andlisis de difraccién de rayos X ha revelado tres tipos de

cristalinidad mas frecuentes del almiddn nativo A, By C ilustradas en la Figura 1.6.

El patrén de difraccion de tipo A es mas comun en almidones de cereales como el
maiz, trigo y arroz; el B es caracteristico en almidones de tubérculos, frutas y almidones
retrogradados, como el almidén de papa y banana. El patrén tipo C se trata de una forma
mixta y se ha observado en mezclas de almidén de papa y maiz, asi como en distintos
almidones de leguminosas, de ciertos tubérculos y semillas (Sandoval, 2004; Bellitz et al.,
2009, Fraser-Reid et al., 2008). El patrén tipo V resulta de complejos entre la amilosa y

sustancias tales como acidos grasos o emulsificantes.

La estructura ordenada semicristalina del almidén puede ser alterada por fenémenos
como la gelatinizacion del almidén, que se dan a temperaturas de calentamiento especificas,
y conllevan a una desorganizaciéon de la conformacion estructural de la amilosa y

amilopectina, resultando en una pérdida de la estructura cristalina del almidén procesado.

1.2. APLICACIONES Y FUNCIONALIDADES DEL ALMIDON

El almidén es la principal fuente de carbohidratos en la dieta humana y es el
componente primordial de muchos alimentos (Lépez-Rubio, Clarke, Scherer, Topping &
Gilbert, 2009; Rincén, Rached, Aragoza & Padilla, 2007). El almidén es utilizado en diversas
industrias debido a su bajo costo, disponibilidad y habilidad para impartir una variedad de

propiedades funcionales a productos industriales alimenticios y no alimenticios.

El uso del almiddn en la industria alimentaria se debe a que constituye una excelente
materia prima para modificar la textura y consistencia de los alimentos (Rivas-Gonzales,

Zamudio-Flores & Bello-Pérez, 2009). Diversos almidones son agregados como aditivos en la
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elaboraciéon de sopas, salsas, alimentos infantiles, productos de panaderia, productos
lacteos, confiteria, snacks y productos carnicos. Las aplicaciones no alimenticias de almidén
se incluyen en el campo de los productos farmacéuticos, textiles, combustibles a base de
alcohol y adhesivos, entre otros. Algunos de los otros usos del almiddn incluyen sustitutos
bajos en calorias, materiales de embalaje biodegradables, peliculas delgadas y materiales
termoplasticos con mejores propiedades térmicas y mecanicas (Kaur, Ariffin, Bhat & Karim,

2012).

El almidén se comercializa tanto en forma de almidén nativo como modificado. El
almidon nativo se extrae de la materia prima vegetal mediante un proceso de molienda por
via seca o hiumeda y se comercializa como polvo. El almidén de maiz es el principal almidén
comestible y una importante materia prima para la obtencidon de jarabe de almiddén vy

glucosa.

Aunque el polimero nativo ha recibido considerable atencidon debido a que es un
material que regula y estabiliza la textura de productos por sus propiedades viscosantes y
gelificantes; el almiddn en su estado nativo presenta limitaciones que reducen su potencial
uso ante las extremas condiciones de proceso (temperatura, pH y presion) (Arvanitoyannis,
Kalichevsky, Blanshard & Psomiadou, 1994; Garcia, Pinotti, Martino & Zaritzky, 2009;
Pefiaranda et al., 2008). Estas limitaciones se deben a su baja resistencia al esfuerzo de corte
durante el mezclado, baja estabilidad térmica, alta tendencia a la retrogradacion y sinéresis
con la consecuente pérdida de textura del alimento (Diop, Li, Xie & Shi, 2011; Pefiaranda et
al., 2008; Rivas-Gonzales et al., 2009). Asi mismo, la hidrofilicidad del almiddn nativo reduce
su aplicabilidad en determinados usos como por ejemplo aquellos que requieren su
compatibilizacién con medios no polares o que se ven limitados por la absorciéon de

humedad.
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1.3. MODIFICACION DEL ALMIDON. IMPORTANCIA EN LA INDUSTRIA DE
ALIMENTOS

La enorme variedad de productos alimenticios comerciales exigen que el almiddn sea
capaz de tolerar una amplia gama de técnicas de procesamiento, almacenamiento y
condiciones finales de preparacién (Han et al., 2012). Las limitaciones funcionales del
almidoén nativo, pueden ser superadas modificando la estructura nativa del almidén (Diop et
al., 2011; Pefiaranda et al., 2008; Rivas-Gonzales et al., 2009). A tal fin, hay basicamente tres

tipos de modificacion del almidén que son las mas utilizadas (Kaur et al., 2012).

» Modificaciones fisicas, tratamiento fisico aplicado para cambiar la estructura
granular y convertir el almidén nativo en almiddn soluble en agua fria (Kaur et al.,

2012; Vaclavik & Christian, 2002).

» Modificacion enzimdtica, implica la hidrdlisis del almidén con enzimas de calidad

alimenticia.

» Modificaciones quimicas, logradas a partir de uno o varios tratamientos
especificos por via quimica, utilizando reacciones de derivatizacion o

descomposicién (Rincén et al., 2007; Lépez, Zaritzky & Garcia, 2010).

Ademsds, en los ultimos afios se va tomando en cuenta cada vez mas la llamada
modificacion genética de los almidones (Kaur et al., 2012; Rincén et al., 2007; Vaclavik &
Christian, 2002). Sin embargo, ésta concierne a la ingenieria genética del ADN de la planta de
la que se obtiene el almiddn, y no al posterior procesamiento o tratamiento de los granulos

de almiddn (Robinson, 2003).
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La importancia de modificar el almidén nativo radica en mejorar una o mas
propiedades fisicoquimicas especificas, como por ejemplo la resistencia a la degradacion, el
aumento del hinchamiento de los granulos y/o el mejoramiento de la fluidez y la
compactaciéon de las pastas; de forma que se facilite el proceso de fabricacion de un
producto en un momento dado o le dé un valor agregado al producto final. Estas
modificaciones dan origen a numerosos derivados de almidén, que encuentran aplicacién en
una amplia variedad de productos industriales que van mas alld de las aplicaciones

alimentarias (Vaclavik & Christian, 2002; Lépez et al., 2010; Rincén et al., 2007).

En el sector alimentario los almidones modificados se utilizan ampliamente, con
muchas aplicaciones en confiteria, productos carnicos, conservas de salsas, productos
lacteos, bolleria, etc. La modificacion de almidones ha representado una evolucién de las
nuevas tecnologias de procesamiento y las tendencias del mercado. A continuacion se

describe en mayor detalle las modificaciones fisicas, enzimaticas y quimicas mds comunes.

1.3.1. MODIFICACIONES FiSICAS

La modificacion fisica del almidén nativo es ampliamente aplicada para cambiar la
estructura granular, cambiar el tamafio fisico de los granulos de almiddn y/o incrementar la

solubilidad del almiddn en agua fria (Ashok & Halley, 2014; Neelam, Vijay & Lalit, 2012).

Los métodos de modificacién fisica involucran el tratamiento de los granulos de
almiddn nativo bajo diferentes combinaciones de temperatura/humedad, presion, desgaste
mecanico, irradiacién y diversas técnicas de secado (Ashok & Halley, 2014; Vaclavik &
Christian, 2002). A continuacién se mencionan algunos tipos de modificacién fisica usados en

la industria de alimentos.
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1.3.1.1. TRATAMIENTO COMBINADO DE CALOR-HUMEDAD

Este tratamiento se realiza incubando granulos de almidén a bajos contenidos de
humedad, es decir, por debajo del 35% de agua (p/p), durante un cierto periodo de tiempo a
temperatura por encima de la temperatura de transicion vitrea. Lo anterior produce una
reorientacion de la estructura en las regiones amorfas del grano quedando semejantes a la
region cristalina, lo cual interfiere con la habilidad de hinchamiento y desestabilizacién de los
cristales (Sandoval et al., 2005). Los almidones tratados muestran menor grado de lixiviacién
de amilosa, hinchamiento granular y viscosidad, asi como el aumento de su estabilidad
térmica, temperatura de gelatinizacidn y susceptibilidad hacia la hidrélisis acida y enzimatica

(a-amilasas) (Neelam et al., 2012; Sandoval et al., 2004).

1.3.1.2. ATEMPERADO (ANNEALING)

La definicién del tratamiento fisico de atemperado o annealing ha sido comparada y
muchas veces confundida con el tratamiento combinado de calor — humedad. Sin embargo,
Collado & Corke (1999) reportan la definicion mds clara para este tratamiento. Los autores
definen al tratamiento de annealing como la modificacidn fisica de suspensiones de almiddn
en agua a temperaturas por debajo de la gelatinizacién y la diferencian del tratamiento
combinado de calor — humedad, porque en este ultimo el almidén se expone a temperaturas
mas altas en un ambiente con contenido de humedad muy restringido (18 — 27 %). Por otro
lado, Sandoval et al. (2004) y Cui (2005) indican que las suspensiones de almiddn en el
tratamiento de annealing se realizan en exceso de agua (>65% p/p) o en contenidos
intermedios (40-50% p/p) durante un periodo de tiempo determinado. Con este tratamiento
se modifica las propiedades fisicoquimicas del almiddn sin destruir la estructura granular, se
aumenta la temperatura de gelatinizacion, se estrecha el rango en la cual esta ocurre y se

disminuye el poder de hinchamiento de los almidones (Sandoval et al., 2004; Cui 2005).
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1.3.1.3. EXTRUSION

La extrusidon combina varias operaciones unitarias, incluyendo el mezclado, amasado,
corte, calentamiento y enfriamiento. Durante el tratamiento el material se comprime para
formar una masa semi-sélida bajo una variedad de condiciones controladas y es obligado a
pasar a través de una abertura restringida a una velocidad determinada. Este proceso se
puede llevar a cabo para obtener almidén pregelatinizado, en el que el almidén con
diferentes contenidos de humedad se comprime hacia una densa masa compacta con alta
presion, calor y cizallamiento durante el proceso. Adicionalmente, el almidéon extruido es
secado y se muele hasta un tamano de particula deseada para aplicaciones alimentarias

(Sandoval et al., 2004; Cui 2005).

1.3.1.4. PREGELATINIZACION

Los almidones pregelatinizados son Utiles cuando se requiere que el producto pueda
ser reconstituido en agua fria. Se preparan mediante unos tratamientos de cocciéon por
pulverizacion, secado en tambor, y extrusidon que provocan una transformacion fisica del
granulo y lo capacitan para conseguir su hinchamiento en agua fria. A pesar de ser almidones
solubles en frio, no dispersan bien, porque rapidamente incrementan la viscosidad del
medio. Este tipo de almidones se rehidratan rdpidamente. Para mejorar su empleo se lo
mezcla con azucar, glucosa o sal, que evitan la formacidn de grumos y reducen parcialmente
el poder espesante del almiddn. Los almidones pregelatinizados se emplean en una amplia
gama de productos que reciben un proceso minimo de calentamiento con la finalidad de
espesar, por ejemplo, cereales en granos, copos para desayunos, bebidas instantaneas, etc.
(Aristizabal J. Sanchez, 2007; Bello, 2000; Fennema, 2000; Vaclavik & Christian, 2002; Cui
2005).
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1.3.2. MODIFICACION ENZIMATICA

La modificacién enzimatica del almidén en general refiere al proceso en el cual se

usan enzimas alimentarias para hidrolizar el almidén. Las enzimas involucradas en la

hidrdlisis del almiddn alteran la estructura y alcanzan funcionalidades deseables de los

productos hidrolizados (Cui, 2005).

Hay bdsicamente 4 grupos de enzimas utilizadas en la hidrélisis del almiddn:

endoamilasas, exoamilasas, enzimas desramificantes y transferasas (van der Maarel, van der

Veen, Uitdehaag, Leemhuis & Dijkhuizen, 2002). En la Tabla 1.2 se describen a modo de

resumen su modo de accién sobre los granulos de almidén, asi como los productos de

hidrdlisis.

Enzimas de
conversion de
almidon

Endoamilasas

Exoamilasas

Enzimas
desramificantes

Transferasas

Accidn enzimatica

Corte de enlaces
glucosidicos a,1-4 en la
zona interior de las
cadenas de amilosa y
amilopectina

Corte de enlaces
glucosidicos a, 1-4 0 a, 1-4
+ a, 1-6 de residuos de
glucosa externos de la
amilosa y amilopectina

Corte de enlaces
glucosidicos a, 1-6 de
amilopectina y pululano

Corte de enlaces
glucosidicos a, 1-4 de la
molécula donante y
transferencia de parte del
donante a un receptor
glicosidico

Ejemplo

o -amilasas (EC 3.2.1.1)

R-amilasa (EC 3.2.1.2)
Amiloglucosidasa =
glucoamilasa (EC 3.2.1.3)
a-glucosidasa (EC 3.2.1.20)

Isoamilasa (EC 3.2.1.68)
Pululanasa tipo | (EC
3.2.1.41)

Isomaltasa (EC 3.2.1.10)

Amilomaltasa (EC 2.4.1.25)
Ciclodextrina
glicosiltransferasa (EC
2.4.1.19)

Enzimas ramificantes (EC
2.4.1.18)

Producto

Oligosacaridos de diversas
longitudes y cadenas
cortas ramificadas de
residuos de amilopectina

Glucosa, maltosa y
residuos de amilopectina
por accion de la B-amilasa

Polisacarido lineal

Nuevos enlaces
glucosidicos a, 1-4y a, 1-6
oligosacaridos lineales y
ciclicos, dextrinas
altamente ramificadas,
enlaces glucosidicos al1-6
en la cadena del
glucogeno

Tabla 1.2. Enzimas de conversidn de almiddn y su modo de accién. Traducido de Plackett, 2011.

15



La modificacidn enzimatica del almidén puede ser llevada a cabo usando una o mas
de las enzimas descritas bajo condiciones apropiadas de temperatura y pH. Las condiciones
Optimas de operacién para una enzima en particular dependen de la fuente enzimatica. Sin
embargo, la hidrdlisis enzimatica de almidones en general es conducida a temperaturas
relativamente bajas y a pH 4 - 5 donde se presenta la mayor estabilidad para reducir los

azucares (Cui, 2005).
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Figura 1.7. Diferentes enzimas involucradas en la hidrélisis del almidén. La estructura abierta de
anillo simboliza el extremo reductor de una molécula de poliglucosa. Fuente: van der Maarel et al,
2002.

En particular, la hidrdlisis del almidon catalizada por a-amilasas ha recibido mucha
atencién debido a su valor industrial para producir jarabe de glucosa y fructosa, y otros
derivados de la hidrdlisis del almiddn para uso como aditivos alimentarios (Neelam et al.,
2012; Plackett, 2011). Los jarabes de glucosa son almidones hidrolizados que no cristalizan.
En funcidon de las condiciones de hidrdlisis se obtienen distintos productos con una
determinada proporcidn de glucosa, lo que se cuantifica como equivalentes de dextrosa.

Otros productos de la hidrélisis enzimatica del almiddon de gran aplicacion son las
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ciclodextrinas (seis o siete residuos de glucosa), y los jarabes ricos en fructosa o jarabes
isomerizados que se obtienen por el tratamiento mediante enzimas que isomerizan la
glucosa a fructosa obteniéndose asi un sabor mas dulce (Cui, 2005; van der Maarel et al.,

2002).

En la industria alimenticia, el almidén hidrolizado es utilizado en la fabricacion de
caramelos de goma, debido a la baja viscosidad frente a temperaturas altas que presentan
las pastas cocidas de elevadas concentraciones, permitiendo el facil manejo en caliente y

formando un gel firme al enfriarse (van der Maarel et al., 2002).

Ademas del uso como aditivo alimenticio, el almidén hidrolizado también se utiliza en
un numero de otras aplicaciones industriales, como en la industria papelera y afines (como
aditivo en masa, como almidén de superficie y como vehiculo en preparacién de mezclas
para encapado de pigmentacién), en la fabricaciéon de cartdn corrugado, bolsas de papel
multipliego y multilaminados (como vehiculo de preparacién de adhesivos), y en la industria

textil (como encolante en la produccion de hilos).

1.3.3. MODIFICACION QUIMICA

Dentro de los diferentes tipos de modificacién del almiddén, la modificacidon quimica
es la via mas comun para obtener almidones con caracteristicas deseables para aplicaciéon
industrial (Aziz, Daik, Ghani, Daud & Yamin, 2004). En general, la modificacion quimica
redunda en una mayor estabilidad molecular al cizallamiento mecanico y a la hidrdlisis acida
y térmica, y se obtienen viscosidades deseables al tiempo que se reduce la tasa de
retrogradacion respecto de la del almidén nativo. En muchos casos, este tipo de
modificacion resulta necesaria para mejorar significativamente las propiedades mecanicas

de los polimeros naturales (Han et al., 2012).

La modificacion quimica del almidén es generalmente alcanzada a través de

reacciones de derivatizacion tales como eterificacion, esterificacion, entrecruzamiento
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(cross-linking) y polimerizacién por injerto del almidén; o de descomposicion, como la
hidrdlisis acida u oxidacion del almidén (Han et al., 2012; Neelam et al., 2012; Rincon et al.,

2007; Singh, Kaur & McCarthy, 2007; Wirzburg, 1986).

En muchos casos, la quimica envuelta en la modificacién quimica de almidones
involucra reacciones primarias asociadas con los grupos hidroxilos del polimero de almidén
(Thomas & Atwell, 1998). Se describen a continuacidn algunos de los principales métodos de

modificacidn quimica.

1.3.3.1. REACCIONES DE DESCOMPOSICION

1.3.3.1.1. TRATAMIENTO ACIDO

La modificacién acida se presenta inicialmente con un ataque al dtomo de oxigeno
glucosidico y posteriormente se da la hidrélisis del enlace glucosidico. El 4cido primero actua
sobre la superficie del granulo antes de que ingrese gradualmente a la region interior. La
modificacidn acida cambia las propiedades fisicoquimicas del almidén sin destruir su
estructura granular y sus propiedades fisicoquimicas difieren segun su origen. Se ha visto
que almidones sometidos a hidrdlisis acida (HCl, HNOs, H,SOs4, H3POa) incrementan la
temperatura de gelatinizacién y el intervalo de gelatinizacion (Neelam et al., 2012; Olayinka,

Adebowale & Olu-Owolabi, 2013).

1.3.3.1.2. OXIDACION

El almidon oxidado es producido por la reaccion del almidén con una cantidad
especifica del reactivo oxidante (hipoclorito de sodio) bajo condiciones controladas de
temperatura y pH (Kuakpeton & Wang 2001; Wiirzburg, 1986). Durante este tratamiento los
grupos hidroxilo (OH) del almidén son oxidados primero a grupos carbonilo (C=0) y luego a

grupos carboxilo (COOH). Estos ultimos son productos primarios de la reaccién de oxidacidn.
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Los almidones oxidados se usan en las industrias alimentaria, del papel, textil y farmacéutica
(Neelam et al., 2012; Olayinka et al., 2013; Rivas-Gonzalez et al., 2008). En la industria de
alimentos se utilizan en la preparacion de salsas y mayonesas y tienen una pequena

participacion en el mercado del encolado (Aristizabal & Sanchez, 2007).

1.3.3.2. REACCIONES DE DERIVATIZACION

1.3.3.2.1. ENTRECRUZAMIENTO (CROSS-LINKING)

El entrecruzamiento de almidones involucra la formacién de un enlace covalente
entre las cadenas poliméricas del almidén para generar una molécula mas grande. Se
generan cadenas entrecruzadas, mas estables y de gran resistencia, con escasa tendencia al
hinchamiento. Son de especial interés para alimentos congelados, sobre todo si el
tratamiento se combina con esterificacion. Ademdas son usados en panificacion para dar
estructura y disminuir la actividad de agua de la masa con lo cual aumenta la vida util del
producto final y se produce un mayor rendimiento en el batido (Neelam et al., 2012).
Numerosos estudios han mostrado que esta modificacidn resulta en una disminucion en la
retrogradacion e incrementa la temperatura de gelatinizacion del almidén. Este fendmeno
estd relacionado a la reducida movilidad de las cadenas amorfas en el granulo de almiddn

como resultado de los puentes intermoleculares generados (Neelam et al., 2012).

1.3.3.2.2. ESTERIFICACION

Los almidones sustituidos son principalmente producidos por esterificacién, que
involucra la sustitucién de grupos hidroxilos por grupos éster (RCOOR’). Los almidones
pueden ser esterificados usando diferentes tipos de acilantes como los acidos inorganicos y
orgdnicos, anhidridos y cloruros de acilos (Aristizabal & Sanchez, 2007). Un tipo de

esterificacion de almidén muy comun es la acetilacion, que implica la sustitucién de grupos
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hidroxilos hidrofilicos por grupos acetilos (CH3CO) mds hidrofébicos para formar un éster

especifico, el acetato, es decir almiddn acetilado con GS variable (Jarowenko, 1986).

En particular, la acetilacion de almidones reduce su hidrofilicidad y en presencia de
humedad previene la formacién de enlaces de hidrégeno entre los grupos hidroxilos del
polimero y las moléculas de agua, siendo una herramienta util para conferir mayor
resistencia a la humedad (Olayinka et al., 2013; Shogren, 1996; Vaclavik & Christian, 2002).
Asi mismo, la incorporacién de grupos acetatos disminuye o previene la re asociacién de las
cadenas de almidon (retrogradacién) hacia una estructura ordenada luego de |Ia
gelatinizacién y enfriado del producto. Lo mencionado presenta un valor préactico en la
industria y sobre todo en aplicaciones de alimentos porque las re-asociaciones de las
cadenas de almiddn pueden causar sinéresis del producto elaborado con almidén (Thomas &

Atwell, 1998; Vaclavik & Christian, 2002; Kaur et al., 2012; Neelam et al., 2012).

Tras la incorporacion de grupos éster a la molécula de almiddn, se alcanzan nuevas
propiedades que se encuentran muy relacionadas con el nivel de sustitucion. Para almidones
esterificados se calcula el contenido de acilos como porcentaje masico (%) y asi también, el
grado de sustitucion (GS) como el niumero promedio de grupos éster incorporados por
molécula de anhidroglucosa. Partiendo de que cada molécula presenta 3 grupos hidroxilos

disponibles para la sustitucion, el maximo GS es 3 (Pefiaranda et al., 2008).

Los usos potenciales de los almidones acetilados estan relacionados con el grado de
sustitucion alcanzado. Almidones acetilados con grados de sustitucion relativamente bajos
son aptos para ser usados en la industria de alimentos, debido a que se encuentra aprobada
por la FDA (Food and Drug Administration) la utilizacién de almidones acetilados con GS
entre 0.01 - 0.2 para dar consistencia, textura y estabilidad de las pastas (Diop et al., 2011;
Guerra-DellaValle, Bello-Pérez, Gonzdles-Soto, Solorza-Feria & Arambula-Villa, 2008; Lopez-
Rubio et al., 2009; Mbougueng, Tenin, Scher, Tchiégang, 2012). De acuerdo al cddigo
alimentario argentino de Aditivos Alimentarios los almidones modificados esterificados con
anhidrido acético pueden tener un maximo de 2.5% de grupos acetilo (GS aproximadamente

de 0.1) (Res 101, 8.8.75).
20



En investigaciones recientes, también se ha demostrado la aplicabilidad de los
almidones acetilados con GS entre 0.2 y 0.3 para aplicaciones clinicas en lo que refiere a la
salud del intestino grueso, debido a su contenido de almiddn resistente. A nivel del intestino
grueso la fermentacion de estos almidones modificados genera acidos grasos de cadena
corta (AGCC) con notable aplicacién médica como componentes preventivos del cancer de
colon (Lépez-Rubio et al., 2009). Ademads, se ha previsto que otros ésteres de almidén como
los almidones propionizados y butirilizados con GS entre 0.2 y 0.3 también generan acidos

grasos de cadena corta a nivel del intestino grueso.

Los ésteres con mediano a alto grado de sustitucion (GS: 0.5-2.5) son comUnmente
utilizados como sustitutos del acetato de celulosa termoplastico (Guerra-DellaValle et al.,
2008; Bello-Pérez, Agama-Acevedo, Zamudio-Flores, Méndez-Montealvo & Rodriguez-
Ambris, 2010) y han recibido mayor atenciéon para aplicaciéon no alimentaria, como
aglutinantes de tabletas, adhesivos de fusidn en caliente, filtros de cigarrillos y materiales de
recubrimiento (Biswas et al., 2008; Chi et al., 2008; Garg & Jana, 2011; Lépez-Rubio et al.,
2009).

1.4. METODOS DE ESTERIFICACION DE ALMIDON

Dado que la presente Tesis se centra en la modificacidon de almiddn por esterificacion,
a continuacién se describen distintas metodologias reportadas en la literatura (algunas de

uso industrial) para llevar a cabo esta modificaciéon quimica.

1.4.1. METODO COMERCIAL DE ESTERIFICACION DE ALMIDON

Actualmente, la mayoria de los ésteres de almidén comerciales son producidos por
reaccion del almidén en medio acuoso con anhidridos, utilizando hidroxido de sodio como
catalizador a pH controlado (pH 7-9) (Bello-Pérez et al., 2010; Lépez-Rubio et al., 2009;

Pefiaranda et al., 2008; Prieto-Méndez et al., 2010; Shogren, 2008; Singh, Chawla, & Singh,
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2004; Sodhi & Singh, 2005; Rivas-Gonzdlez et al., 2008; Zamudio-Flores, Vargas-Torres,
Gutiérrez-Meras & Bello-Pérez, 2010). El NaOH se usa como catalizador de la sustitucidon
nucleofilica de los grupos hidroxilos del almidéon (Pefiaranda et al., 2008). Inicialmente el
agua y el NaOH actuan hinchando los granulos de almidén mientras la temperatura de
reaccion aumenta. Esto provoca un incremento en la reactividad del almidén con el
anhidrido (en general anhidrido acético) y un incremento en la difusividad de las moléculas
del acilante en la vecindad del almidéon. A continuacién se forma una solucién viscosa y
comienza la reaccion. (Shogren 1996; Bayazeed et al., 1998). El inconveniente de esta ruta
de reaccién radica en la produccién de grandes cantidades de aguas residuales y acetato de
sodio que se produce como subproducto a partir de la hidrélisis del anhidrido acético por el

hidréxido de sodio y el agua (Pefiaranda et al., 2008).

El método de esterificacién descrito es el mds usado a nivel industrial para la
obtencién de almidén acetilado comercial (de diversas fuentes) y es también el método mas

reportado en las investigaciones cientificas.

Mark & Mehltretter (1972) prepararon almidones altamente acetilados (GS= 2.5-3)
utilizando anhidrido acético y soluciéon acuosa de NaOH (50%) por lapsos de entre 2 y 5 h
(123 °C). Shogren (1996) usé un método similar para preparar acetatos de almidén con GS
en el intervalo de 1.5 y 2.5 en un tiempo de reaccién menor (entre 10 y 50 min). La
diferencia de estos dos métodos se dio en que Mark & Mehltretter (1972) precalentaron la
mezcla de “anhidrido acético—almidén” antes de agregar el catalizador (NaOH), mientras que
Shogren (1996) agregd la solucion de NaOH a la mezcla fria de acilante-almidon.
Probablemente el almidén tuvo mayor tiempo de hincharse en el agua/NaOH cuando el
calentamiento fue gradual. Por otro lado, Billmers &Tessler (1993) prepararon almidones
esterificados en solucién acuosa de NaOH con anhidrido acético (GS = 0.5 — 1.8) en mayores
tiempos de reaccion (2 y 8 h), probablemente porque se requirié mantener la temperatura

de reaccion en valores inferiores a 40 °C para evitar la gelatinizacion.

Recientemente, Luo & Shi (2012) estudiaron la preparacion de almiddén acetilado de

maiz ceroso (waxy), normal, y de alto contenido de amilosa en solucién acuosa con 20%
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(p/p) de hidroxido de sodio como catalizador, y compararon las propiedades de los tres
almidones acetilados de maiz mediante microscopia electrénica de barrido (SEM), difraccidn
de rayos X (DRX), y calorimetria diferencial de barrido (DSC). Guerra-DellaValle et al. (2008)
esterificaron almidén de maiz y platano con anhidrido acético y NaOH 50% (p/p) como
catalizador. Los autores estudiaron el avance de la reaccion de acetilacion a diferentes
tiempos (0.5 — 6 h) y evaluaron el efecto del grado de sustitucion en algunas caracteristicas

morfoldgicas y moleculares por medio de FTIR, SEM, DRX y DSC.

1.4.2. OTROS METODOS DE ESTERIFICACION DE ALMIDON REPORTADOS EN
LITERATURA

Mas alld de que el método mas usado a nivel industrial y también académico es la
esterificacion de almidones en medio acuoso catalizada por NaOH, la esterificacién de
almidén catalizada por piridina es también bien conocida. Los autores Mullen & Pacsu
(1942); Whistler & Hilbert (1944); Wolff, Olds & Hilbert (1951), Singh, Nath & Guha (2011) y
Owaga et al., (1999) entre otros, investigaron el efecto de la piridina como catalizador en
reacciones de acetilacidon de almidén. Los autores encontraron que la piridina resultd ser un
buen catalizador en la preparacion de almidén acetilado con alto grado de sustitucién (GS),
ya gue no solo condujo a completar la esterificacién sino que no causo la degradacion del
almidén durante la reaccién. Ademas, los autores determinaron que realizando un pre-
tratamiento de los almidones nativos se obtienen altas eficiencias de conversién sobre todo
cuando el almiddn se pretrata con dimetil sulféxido (DMSO) o agua (pre-gelatinizacién). Por
ejemplo, Owaga et al (1999) obtuvieron almidones de maiz esterificados con GS entre 0.08 —
2.62, usando piridina como catalizador (200g), variando las cantidades de anhidrido acético
(10 — 80g), y pregelatinizando el almidén de maiz nativo (50 g) con agua (20 min, 100 °C)
previo a la reaccion. Garg & Jana (2011), esterificaron almidon de maiz usando diversos
acilantes (anhidrido acético, anhidrido propidnico y anhidrido butirico) y piridina (100 ml) y
obtuvieron amplios rangos de sustitucion de los almidones acetilados (0.6 — 2.55),
propionizados (0.61 — 2.51) y butirilizados (0.34 -1.75) bajo las mismas condiciones de

reaccion.
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La caracteristica de esta metodologia es usar acidos organicos o mezclas para lograr la
solubilizacion del almidén con el fin de hacerlo mas reactivo para la esterificacién (Fang,
Fowler, Tomkinson & Hill, 2002; Rajan & Abraham, 2006). Sin embargo, el pre-tratamiento
del almiddén, los costos y la dificultad asociada a la manipulacion del catalizador
(recuperacion y volatilidad de la piridina), han limitado el desarrollo comercial de esta

tecnologia (Xu, Miladinov, & Hanna, 2004).

En la literatura se reportan otras rutas menos convencionales de esterificacion de
almiddn, entre ellas las esterificaciones de almiddn catalizadas por dcidos minerales, bases,
iodo, acidos fuertes de Lewis y enzimas de la familia de las lipasas (Shogren, 2008).
Lepeniotis & Feuer (1997) y Feuer 1997 emplearon acido sulfurico y 4cido metanosulfénico,
respectivamente, como catalizadores en la acetilacion de almidén con &cido
acético/anhidrido acético. Las condiciones de reaccién tuvieron que ser cuidadosamente
controladas debido a la pérdida del peso molecular por la rdpida degradacion del polimero
en presencia de un acido mineral muy fuerte (Shogren, 2003). Chi et al. (2008), emplearon
acido metanosulfénico como catalizador y anhidrido acético como agente acilante para
acetilar almidén de maiz obteniendo un amplio rango de grados de sustitucion (0.85 — 2.89).

La estructura del almiddn nativo y acetilado fue analizada por FTIR, RMN *H, DRX.

El empleo de biocatalizadores es otra ruta alternativa estudiada de esterificacién de
almidones con 4acidos orgdnicos. Los biocatalizadores cominmente usados para esterificar
almidones son las lipasas, un tipo de enzimas que en su ambiente natural catalizan la sintesis
y la hidrdlisis de ésteres (Rajan & Abraham, 2006; Pefaranda et al., 2008). El empleo de
biocatalizadores en estas reacciones de polisacaridos demanda un mayor control de la
reaccion (como el medio de reaccién, el pH, la actividad de agua presente, temperatura,
entre otras) y sus tiempos de reaccidén suelen ser extensos. Para minimizar el tiempo de
reaccion, se han estudiado esterificaciones catalizadas por lipasas utilizando calentamiento
por microondas. Rajan & Abraham (2006); Rajan, Prasad & Abraham, (2006); Rajan, Sudha,
Abraham (2008), estudiaron la modificacion enzimatica de almidén de yuca y maiz con
acidos grasos de cadena larga (acido laurico) usando como catalizadores las lipasas de B.

cepacia, Thermomyces lanuginosa y Candida rugosa. Estos estudios con enzimas como
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biocatalizadores han demostrado que ciertos ésteres de almidon con alto grado de
sustitucion (GS) se pueden preparar por esterificacion biocatalitica en microondas, en

medios acuosos o en DMSO.

La acilacién de almidéon en liquidos idnicos como catalizador también ha sido
informada (Luo & Zhou, 2012; Biswas et al., 2008). Biswas et al. (2008) estudiaron los efectos
del calentamiento por microondas, la relacién acilante/almidén p/p y carga de catalizador en
los GS de almidones acetilados con iodo (0.16 — 2.5 mol %) como catalizador y anhidrido
acético como acilante en reacciones llevadas a cabo a 100 °C por 2 min. Los autores
encontraron que los niveles de sustitucidn aumentaron en tanto la relacién iodo/almidoén y
anhidrido acético/almiddn se incrementd, alcanzando GS cercanos a 3. Por otro lado, Diop et
al.(2011) estudiaron la influencia de las relaciones molares de 4cido acético (0 — 120mmol) y
anhidrido acético (60 - 180 mmol) en la acetilacion de almidén de maiz (4.86 g — 30mmol)
cuando fue asistida por microondas y catalizada con iodo (1.75 mmol). En el estudio se
evaluaron las propiedades de los productos resultantes en términos de su estructura
cristalina (DRX), morfologia (SEM), temperaturas de transicién térmica (DSC) e indice de

solubilidad en agua y absorcion de agua (ISA, 1AA).

1.4.3. ESTERIFICACION ORGANOCATALITICA

Con la finalidad de mejorar la funcionalidad y economia del proceso de modificacion
de almidones, se requieren nuevos métodos quimicos que permitan controlar patrones de
sustitucion, y reducir la energia usada y la generacion de subproductos de reaccion (Shogren,

2008).

La ruta organocatalitica es una via heterogénea de esterificacion que ha sido
recientemente estudiada y reportada para la modificacion de celulosa por Hafrén & Cérdova
(2005). Los autores presentaron en 2005 el primer reporte de polimerizacidon por apertura
de anillo de e-caprolactona (2.5 mmol) y acido tartarico como catalizador (0.25 mmol)
utilizando como iniciador celulosa procedente del algodén y papel (20 mg) en reacciones de
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6h a 120 °C. Los autores también aplicaron la ruta para esterificar fibras de algoddn con

acido hexadecanoico y pentinoico con acido tartarico como catalizador.

En la Ultima década el enfoque de organocatdlisis alimenté al desarrollo de un
numero de catalizadores y aplicaciones. Muchas moléculas organicas han sido estudiadas
como catalizadores de polimerizaciones de apertura de anillo y transesterificaciones para

sintetizar y modificar biopolimeros (Dominguez de Maria, 2010).

OH — / /A
AL NC>*N NN
R” “COOH /2N O/ X O
Hidroxi acidos 4-(dimetilamino)piridina Carbenos N-heterocilicos
NH, CFs
R}\COOH (\N/j S
PN I
NN FsC N~ "N
H H H
- N S~
Amino acidos 1,4,7' - Triazabiciclodeceno  Amino-tiourea bifuncionalizada

Figura 1.8. Organocatalizadores de polimerizacién por apertura de anillo y transesterificaciones.
Fuente: Dominguez de Maria, 2010.

En la Figura 1.8 se presentan las estructuras de los catalizadores orgdnicos mas
estudiados, tales como acidos a-hidroxicarboxilicos, amino acidos, 4-(dimetilamino) piridina,

carbenos N-heterociclicos, guanidinas y aminotiourea (Dominguez de Maria, 2010).

Recientemente, Dominguez de Maria (2010) relevé la posibilidad de utilizar algunos
acidos a-hidroxicarboxilicos de origen natural, que puedan actuar como organocatalizadores
para polimerizaciones y esterificacion de polisacaridos (celulosa). Muchas de estas moléculas
tales como el acido lactico, citrico y tartdrico presentadas en la Figura 1.9, pueden ser
producidas a gran escala por rutas biotecnolégicas como fermentacién, de una manera
sencilla y rentable.
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Figura 1.9. Acidos a-hidroxicarboxilicos usados como organocatalizadores para polimerizaciones por
apertura de anillo. Muchos de estos catalizadores pueden ser producidos por rutas fermentativas.
Fuente: Dominguez de Maria, 2010.

Se destaca que estas moléculas son biodegradables, no téxicas, y no son dafiinas para
el medio ambiente. Varios de estos organocatalizadores resultaron exitosos en la
derivatizacién de fibras de celulosa. Sin embargo, el acido tartarico resulté ser el mejor

organocatalizador para tales propésitos (Dominguez de Maria, 2010).

La necesidad de una transicion hacia una quimica mads sostenible hace que los
investigadores no cesen en el intento de obtener catalizadores reutilizables mas baratos,
eficaces, y menos tdxicos (Pascual, Sardon, Hedrick & Mecerreyes, 2013). En este contexto,
se presenta como muy atractiva la ruta de esterificacion de polisacaridos catalizada por -
hidroxiacidos, muchos de los cuales (ejemplo: acido tartdrico, citrico y lactico) incluso son
utilizados a diario como aditivos en la produccion de alimentos (Pascual et al., 2013; Jobling,

2014).

A pesar de las citadas ventajas de los acidos a-hidroxicarboxilicos no se han
detectado reportes del uso de estos catalizadores en la esterificacion del almidén. De hecho,
en esta Tesis se presenta el primer reporte del uso de la metodologia en la esterificacidon
organocatalitica de almidén de maiz con anhidrido acético como agente acilante y acido
tartarico como catalizador organico. El anhidrido acético se utiliza cominmente como un
agente de acetilacion versatil de sustratos organicos y se caracteriza por ser un agente muy
reactivo (Diop et a., 2011; Prieto-Méndez et al., 2010). Por otro lado, el 4cido tartdrico es un

compuesto de origen natural no toxico que se encuentra en forma libre y/o combinada en
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frutas como uvas, platanos y tamarindos. Se utiliza como aditivo alimentario popular en
bebidas gaseosas, y en el vino como acidificante y conservante natural. En algunas de sus
formas el acido tartarico es utilizado como aditivo en comidas, sobre todo en reposteria,

donde se lo conoce como crémor tartaro (Chin, Pang & Lim, 2012).

La novedad de la metodologia adaptada e implementada en esta Tesis radica en el
uso de un catalizador verde no téxico, tal como el 4cido tartarico, y la ausencia de solventes
para llevar a cabo la esterificacion heterogénea en condiciones de reacciones moderadas.
Ademads, la metodologia no requiere de la solubilizacidon/pregelatinizacién del almidén vy al
finalizar la reaccion se recupera el producto en forma granular. En el curso de esta Tesis se
estudiard la viabilidad de utilizar esta ruta no convencional para la obtenciéon de almidones
acetilados con diferentes GS, siendo la obtencién de almidones con GS bajos de mayor

interés para la aplicacién en la industria de alimentos.

1.5. OBIJETIVOS

1.5.1. OBIJETIVOS GENERALES

» Desarrollar procesos sostenibles que permitan obtener derivados de biopolimeros
naturales para aplicaciones especificas de alta tecnologia.

» Formar recursos humanos altamente capacitados en el desarrollo de metodologias
sostenibles para la obtencidn local de materiales y nanomateriales de interés

tecnoldgico.

1.5.2.  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

» Desarrollar una via sostenible de acetilacién de almidén basada en el uso de
acidos organicos renovables y no toxicos como catalizadores (organocatalisis).
» Estudiar la cinética de la reaccion de acetilacion de almidon por via

organocatalitica.
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» Determinar las variables de reaccidon que condicionan el grado de sustitucion

alcanzado.

» Caracterizar los ésteres obtenidos en términos de morfologia, estructura quimica,

propiedades térmicas y cristalinidad.
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2. EXPERIMENTAL: MATERIALES Y METODOS

En este Capitulo se detallan los materiales y métodos utilizados en la
parte experimental de esta Tesis. Se exponen las técnicas de sintesis de
almidén de maiz esterificado por via organocatalitica, el método de la
cuantificacion del grado de sustitucion alcanzado en los almidones

modificados, y se describen las técnicas de caracterizacion utilizadas.
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2.1. MATERIALES

En la esterificacidn organocatalitica de almidon se empled almiddon comercial de maiz,
que fue amablemente donado por Ingredion (Argentina). El acilante, anhidrido acético (97%)

y el catalizador, L(+) 4cido tartdrico, fueron adquiridos en Biopack.

Para la determinacion del contenido de acilo (%) y el grado de sustitucidon (GS) se
utilizaron acido clorhidrico (36.5 — 38%) e hidréxido de sodio que fueron reactivos de grado
analitico adquiridos en Anhedra y Biopack, respectivamente. El biftalato de potasio y el
carbonato de sodio usados para valorar las soluciones de titulacion, fueron comprados en
Laboratorios Cicarelli y Mallinckrodt, respectivamente. El éter de petrdleo utilizado en los

ensayos de hidrofobicidad se compro a Cicarelli.

2.2. ACETILACION ORGANOCATALITICA DE ALMIDON

En la presente Tesis se incluyen los resultados de la esterificacion organocatalitica de
almidon de maiz usando acido tartarico como catalizador y anhidrido acético como acilante.
Las 2 metodologias de obtencion de almidones acetilados con GS variable aplicadas en el

curso de esta Tesis se describen a continuacion.

2.2.1. ACETILACION ORGANOCATALITICA. METODOLOGIA I: INSPECCION DEL
EFECTO DEL TIEMPO DE REACCION EN EL GS, BAJO CONDICIONES DE REACCION
PREFIJADAS

En el Capitulo 3, se desarrollé un primer método para acetilar almidén de maiz por via
organocatalitica, denominado “Metodologia I” en el que todas las reacciones fueron llevadas
a cabo manteniendo constantes la masa del almiddn (2 g peso seco, 16 h — 40 °C), la relacidn

masica acilante/almiddn (13.5 g/g almiddn), la carga de catalizador (1.85 g/g almiddn), y 120
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°C de temperatura de reaccién; y donde se varié el tiempo de reaccion de 0 a 7 h. La
finalidad de este primer estudio fue inspeccionar la evolucién del grado de sustitucién en
funcién del tiempo de reaccién bajo condiciones prefijadas. Dada la novedad de la ruta,
estos primeros ensayos se realizaron bajo condiciones de reaccién constantes adaptados del
trabajo inicial de Hafrén & Cdrdova (2005), donde se esterificé celulosa usando &cido

tartarico como catalizador.

1.- Balén de vidrio (100ml)

2.- Mezcla de reaccion (Almidodn,
9 Nl 120°C 1 —» Agua (
fto ! acilante, catalizador)

3.- Agitador magnético
4 .- Cristalizador
5.- Bafio de aceite
10 6.- Platina calefactora
7.- Calefaccidn
8.- Agitacién
9.- Regulador/controlador de
temperatura
10.- Termocupla

11.- Condensador

Figura 2.1. Equipo experimental para la esterificacion organocatalitica de almidén de maiz.

En detalle: en un baléon de 100 ml, se afiadieron 3.7 g de acido tartdrico, 2 g de
almidén comercial de maiz (base seca, 16 h — 40 °C) y 25 ml de anhidrido acético. Se conecté
el balén a un condensador con sistema de reflujo para evitar pérdidas de anhidrido durante

la reaccién (Figura 2.1). La mezcla completa fue calentada hasta alcanzar 120 °C en un baino
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de aceite termostatico bajo agitacion magnética continua. Cuando se alcanzé la temperatura
deseada (120 °C) se garantizé una completa disolucién del acido tartarico y se considerd éste
como el inicio de reaccién. Los tiempos de reaccion estudiados fueron 0.5, 1, 3,5y 7 h

(ensayos realizados por sacrificio).

Transcurrido el tiempo de reaccidn seleccionado, se retird el balén que contenia la
mezcla de reacciéon de la fuente de calor, y la mezcla fue filtrada en vacio en un embudo
buchner usando un filtro de nylon (0.22 um). El producto sélido recuperado fue llevado a un
vaso de precipitado de 100 ml y lavado con agua destilada 3 veces con agitacién magnética a

efectos de garantizar la remocién del catalizador y el acilante en exceso.

El producto recuperado fue secado en estufa a 40-50 °C por 12 h. Las muestras secas
se molieron para su almacenamiento (Figura 2.2.). Se asignd a cada muestra un cédigo de
identificacion y se elabord una base de datos (fecha de andlisis, cddigo de muestra, tiempo

de reaccion, etc).

Figura. 2.2. Muestras de almiddn acetilado almacenadas en frascos.

2.2.2. ACETILACION ORGANOCATALITICA. METODOLOGIA II: ESTUDIO DEL EFECTO
DE LAS CONDICIONES DE REACCION EN EL GS PARA UN TIEMPO FIJO DE REACCION

A fines de estudiar el efecto de otras condiciones de reaccion en el nivel de

sustitucién alcanzado en el Capitulo 4 se desarrollé una segunda metodologia, denominada
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“Metodologia 11”, en la que se alterd el orden de agregado de los reactivos. Esta segunda
metodologia fue desarrollada para poder evaluar el efecto de las diferentes condiciones de
reaccion (efecto temperatura, efecto contenido de catalizador, efecto contenido de acilante,
efecto humedad inicial de almiddén nativo) sobre el grado de sustitucién obtenido en la

acetilacién organocatalitica de almidon de maiz.

En detalle: el catalizador (0 — 2.31 g de catalizador / g de almiddn) y el anhidrido
acético (12 — 25 ml) se colocaron en un balén de 100ml el cual se llevé hasta 115°C con
agitacion magnética para garantizar la disoluciéon del catalizador en el acilante (el acido
tartdrico en anhidrido acético disuelve a 115 °C). La solucidn obtenida (anhidrido acético +
acido tartarico disuelto) se enfrié hasta temperatura ambiente y se procedid entonces a
agregar el almidén (2 g, base seca), evitando asi la aglomeraciéon del polimero. La mezcla se
colocd en el baifo de aceite y se elevd la temperatura hasta la temperatura de reaccién
elegida (90 — 140 °C). Cuando se alcanzé la temperatura requerida se considerd el inicio de
reaccién, no requiriéndose de este modo operar en todos los casos a temperaturas mayores

a los 115°C para garantizar la disolucién del catalizador.

De esta premisa, se consiguio variar la temperatura de reaccién (90 — 140 °C), la carga
del catalizador (0 — 2.31 g de catalizador/g de almiddn), la relacién en peso anhidrido
acético/almidon (6.5 a 13.5 g acilante/g de almiddn), y el contenido de humedad inicial de
almidoén (0.06 — 14.8%) en intervalos seleccionados, en esterificaciones realizadas durante

un intervalo de reaccidn fijo de 3 horas.

La recuperacién, secado y almacenamiento del producto sélido sigue el mismo
protocolo que el usado para la “Metodologia |” de esterificacidon organocatalitica de almidén

de maiz.
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2.3. CUANTIFICACION DEL NIVEL DE ESTERIFICACION LOGRADO: DETERMINACION
DEL CONTENIDO DE GRUPOS ACILO (%) Y GRADO DE SUSTITUCION (GS)

El contenido de acilos (%) y el grado de sustitucidon (GS) fueron determinados por
saponificacion heterogénea y valoracion por retroceso con HCl. La metodologia involucra la
hidrdlisis basica completa de los enlaces éster y titulacidon del exceso de alcali con HCI. El
método fue adaptado a almidén a partir del protocolo ASTM D817-12 “Standard Test

Methods of Testing Cellulose Acetate” desarrollado para acetato de celulosa.

Aproximadamente 0.1 g de almidén seco (2 h - 105 °C) nativo y modificado se
colocaron en un matraz de 100 ml y se afiadieron 20 ml de alcohol etilico (75%). Los
matraces fueron tapados con papel aluminio y llevados a un bafio de agua a 55 °C por 30
min. Posteriormente, las suspensiones fueron llevadas a pH ligeramente basico por adicidon
de unas gotas de NaOH 0.1N, utilizando fenoftaleina como indicador. A continuacién, se
afadieron 20 ml de NaOH 0.1N a cada matraz, y se colocaron nuevamente en un bafio de
agua a 55 °C durante 15 min. Finalmente, los matraces fueron tapados con papel aluminio y
dejados de forma estatica a temperatura ambiente durante 48 h. Al final de este tiempo, el
exceso de NaOH presente en los matraces se valoré con HCl 0.1N utilizando fenoftaleina
como indicador. Se realizé un blanco (almidén de maiz nativo) que se tratd con el mismo
procedimiento para el calculo del grado de sustitucion. Las soluciones de NaOH y HCI se
estandarizaron utilizando biftalato de potasio y carbonato de sodio previamente secados (2

h - 110 °C), respectivamente. El contenido de grupos acilos se calculé segun la ecuacién (1):

Acilo (%) = (Vs — Vs) x N nax M acilo x 0.1 (1)

w

Donde Vg (ml) es el volumen de HCI requerido para la titulacién del blanco, Vs (ml) es
el volumen de HCl requerido para valorar la muestra; N x¢ es la normalidad de la solucién de
HCI, M acilo es el peso molecular del grupo acilo (43 para muestras acetiladas), y W (g) es la

masa de la muestra seca utilizada en la determinacion.
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El grado de sustitucion de almiddn acetilado se define como el nimero promedio de
grupos hidroxilo (OH) sustituidos por unidad de anhidroglucosa del polimero de almiddn.
Debido a que una unidad de anhidroglucosa posee tres grupos hidroxilos reactivos, el valor
maximo de GS es 3. El grado de sustitucién de los almidones estudiados se calculé segun la

ecuacion (2):

GS = 162 x Acilo % (2)
M acilo x 100 — ((M acilo — 1) x Acilo %)

Donde 162 es el peso molecular de la unidad de anhidroglucosa.

2.4. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Se obtuvieron dos espectros de RMN de 3C en estado sélido de alta resolucién para
muestras de almiddon nativo y almidén acetilado con GS= 0.56. Los espectros fueron
obtenidos usando la rampa {1H} — {13C} CP/MAS (CP polarizacién cruzada del inglés “cross
polarization” / MAS rotacién del angulo magico de inglés “magic angle spinning”). Los
experimentos fueron desarrollados a temperatura ambiente en un espectrometro Bruker
Avance 11-300, equipado con una sonda MAS de 4 mm disponible en la Universidad Nacional
de Cérdoba (Facultad de Matematica, Astronomia y Fisica). La frecuencia de operacién para
protones y carbonos fue 300.13 y 75.46 MHz, respectivamente. Se usd glicina como
referencia externa para establecer la condicidn de Hartmann-Hahn en los experimentos de
polarizacién cruzada. El tiempo de reciclado variéo de 5 — 6 s de acuerdo a la muestra. El
tiempo de contacto durante CP fue de 2 ms. La secuencia SPINAL 64 (pequeia fase que se
alterna con incremento de 64 pasos) fue usada para el acoplamiento heterogéneo durante la

adquisicidon con un campo de protén H1H. La rotacion del angulo magico fue de 10 KHz.
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2.5. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Se obtuvieron los espectros de infrarrojo del almidén nativo y de los almidones
esterificados en un espectrofotometro IR Afinnity-1 Shimadzu. A tal fin se prepararon
pastillas de bromuro de potasio (KBr) en condiciones similares para todas las muestras, con
el fin de que la comparacion de espectros resulte confiable. Las muestras de almidones (12.5
mg) se secaron antes del analisis a 105 °C por 2 h y se mezclaron con bromuro de potasio en
una relacién almidén/KBr 1:20 (250 mg). Se prenso la mezcla sélida a una presion de 6 — 7
ton/cm? y se realizd la adquisicién del espectro IR en modo de absorbancia. Los espectros
fueron recogidos con 40 barridos en el intervalo de 4000-700 cm™ y con una resolucion de 4

cmL,

Con el propdsito de poder utilizar los espectros obtenidos como una herramienta
rapida de estimacion del grado de sustitucion alcanzado, todos los espectros se trataron de
la siguiente manera: correccién atmosférica, linea de base, y normalizacién utilizando Ila
intensidad de la sefial a 1030 cm™. La normalizacidn facilitd la comparacion relativa del nivel
de sustitucion en base a la intensidad de la banda C=0 del éster, que se encuentra alrededor

de los 1740 cm™. Se dardn més detalles en el Capitulo 5.

2.6. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Se prepararon suspensiones de almidén/agua al 1.3%. Se depositd una pequeiia gota
(=20 pl) de la suspension de cada muestra sobre un portaobjeto y se la secé a 40 °C por 15
min. Las muestras secas se cubrieron con una fina capa de oro utilizando un dispositivo de
recubrimiento catddico de iones y se observaron con magnificaciones de 5KX y 10KX
mediante el uso de un microscopio electréonico de barrido Zeiss Supra 40 con candn de

emisién de campo, operado a 3kV, disponible en la Facultad de Ciencias Exactas de la UBA.
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2.7. ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA)

El analisis termogravimétrico fue llevado a cabo en un instrumento de TGA-50 de
Shimadzu. Aproximadamente 6 mg de las muestras secas (1 h - 105 °C) fueron analizadas con
un programa de temperatura en el intervalo de 25 °C a 650 °C a una velocidad de 10 °C/min,
bajo atmdsfera de nitrégeno (30 ml/min) con el fin de evitar la degradacidn termo-oxidativa

de las muestras.

Con el propésito de poder utilizar los termogramas obtenidos como una herramienta
rapida de estimacién del grado de sustitucidon alcanzado, se realizé la deconvolucion de los
picos superpuestos de las curvas DTG (primera derivada de las sefiales termogravimétricas)
mediante el uso del software Peak Fit 4.12, utilizando la funcidn lorentziana. Se calculd el
area porcentual de los dos picos DTG de descomposicion tomando la suma de ambos como

el 100%. Se dardn mas detalles en el Capitulo 5.

2.8. DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)

Con el fin de determinar la influencia de la modificacién quimica en la estructura
cristalina de los almidones se analizaron los patrones de difraccién de muestras secas (1 h -
105 °C) de almiddén nativo y acetilados. Se utilizé un difractdmetro de rayos X D/Max-C
Rigaku disponible en el Laboratorio de Soélidos Amorfos - CPA INTECIN, Facultad de
Ingenieria, UBA. Las muestras se analizaron en el rango de 20 de 10 - 45° con un paso de
0.02 y una velocidad de 0.6°/min. La longitud de onda de la fuente de radiacidon Cu/Ka
utilizada fue 0.154 nm generada con el voltaje de aceleracién de 40 kV y una emision de

filamento de 30 mA.
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2.9. ENSAYO CUALITATIVO DE HIDROFOBICIDAD

Este ensayo tuvo como fin inferir cambios en la hidrofilicidad del almidén producto de
la esterificacidn. A tal fin, se colocaron 1.5 ml de éter de petréleo (fase superior) y 1.5 ml de
agua destilada (fase inferior) en tubos transparentes a los que se agregaron 5 + 0.5 mg de
cada muestra. Dependiendo de su GS, las muestras se distribuyeron preferentemente en

una u otra fase liquida.
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3. ACETILACION ORGANOCATALITICA DE ALMIDON DE MAIZ BAJO

CONDICIONES DE REACCION PREFIJADAS

En el presente Capitulo se muestran los resultados del andlisis de la
evolucion en el tiempo de la acetilacion organocatalitica de almiddn de
maiz, tanto en términos de grado de sustitucion alcanzado (GS), como de
propiedades especificas de los ésteres de almidon obtenidos. La
metodologia de organocatdlisis se presenta como una ruta alternativa,
novedosa, verde y sencilla que hace uso de un dcido alfa-hidroxicarboxilico
como catalizador, y que procede en ausencia de solventes bajo condiciones
moderadas de temperatura y presion. Anteriormente no se ha reportado el
estudio de la ruta de reaccion propuesta para almidones, sin embargo, los

resultados dan cuenta de su eficiencia.
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3.1. EVOLUCION EN EL TIEMPO DE LA ACETILACION ORGANOCATALITICA DE
ALMIDON DE MAIiz

Como se introdujo en el Capitulo 1, la idea de acetilar almidéon de maiz por via
organocatalitica se inspird en un reciente trabajo sobre la esterificacion de celulosa, donde
hacen uso de un o-hidroxiacido como catalizador (Hafrén & Cérdova, 2005). En el trabajo
citado, los autores presentaron el primer reporte de polimerizacién por apertura de anillo de
g-caprolactona (2.5 mmol) con celulosa procedente de algoddn y papel (20 mg) como
iniciador, y acido tartarico como catalizador (0.25 mmol) en reacciones llevadas a cabo a 120

°C durante 6 horas en fase heterogénea.

Siendo en esta Tesis la primera vez que se aborda la produccién de almiddn acetilado
por esta ruta, fue necesaria la puesta a punto del método de esterificacion organocatalitica
de almiddn. Inicialmente, el desarrollo del método se realizd mediante el estudio de la
evolucién del grado de acetilacidon en funcidn del tiempo de reacciéon para concentraciones
de reactivos y condiciones de reaccién adaptadas del articulo de Hafrén y Cérdova (2005).
Dado que no se utilizaron solventes de reaccién, el volumen de anhidrido acético (agregado
en exceso) debidé ser tal que se garantizara: a) el correcto mojado y mantenimiento en
suspension del almiddn, b) una adecuada agitacién del medio de reaccién, y c) la correcta
disolucién del catalizador a la temperatura de reaccidn. Se elaboré entonces una primera
metodologia, denominada de aqui en méas “Metodologia I”, donde se realizaron sucesivas
reacciones en intervalos de tiempos definidos (0.5 h — 7 h) dejando constantes los demas
parametros de reaccion, es decir; 1.85 g/g la carga de catalizador referido a la masa de
almiddn, 13.5 g/g la relacién masica de acilante/almiddn, 8.29 % de humedad inicial del

almidon nativo (16 h —40 °C), y 120 °C la temperatura de reaccion.

En la Metodologia I, los tres componentes de reaccién (almiddén nativo, acilante y
catalizador) fueron agregados al vial de reaccién en una Unica etapa y luego se procedié a
calentar el vial hasta la temperatura de reaccién, que se fijé en 120 °C en funcion del valor
utilizado en el trabajo inicial de Hafrén y Cérdova (2005) para celulosa. El inicio de la

esterificacion se considerd a partir de que el medio de reaccién alcanzé los 120 °C y se
41



continud la reacciéon por lapsos de tiempo definido (0.5 h — 7 h). Las muestras secas de los

almidones modificados durante los diferentes tiempos de reaccién fueron posteriormente

saponificadas para calcular el grado de sustitucion (GS) alcanzado.

En la Tabla 3.1 se muestran los valores obtenidos de GS alcanzado entre 0.5y 7 h de

reaccion de almidones acetilados (AAC).

Muestra
AAC-0.5h
AAC-1h
AAC-3h
AAC-5h
AAC-7h

GS
0.06
0.31
0.56
0.98
1.23

Tabla 3.1.- Valores GS para muestras de almidén de maiz acetiladas (AAC) por diferentes tiempos de
reaccion (0.5 — 7 h). 120 °C, 13.5 g acilante/g almidén, 1.85 g 4cido tartarico/g almidon, 8.3 %

humedad inicial del almiddn.

3.0 1

2.5+

2.0

1.5 1

GS

1.0 4

0.5 + =

0.0

g

Tiempo (h)

Figura 3.1. Efecto del tiempo de reaccion (0.5 — 7 h) sobre los niveles de sustitucidon de almidones de

maiz acetilados organocataliticamente. 120 °C, 13.5 g acilante/g almiddn, 1.85 g acido tartarico/g

almidén, 8.3 % humedad inicial del almidén.
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En la Figura 3.1 se ilustra la evolucion en funcién del tiempo del grado de sustitucion
de los almidones acetilados. Como se muestra, y en las condiciones elegidas, el nivel de
sustitucion alcanzado aumenta con el tiempo de reaccién, lograndose un GS maximo de 1.23
para un intervalo de 7 h. Sin embargo, este GS obtenido para una reaccion de 7 h no es el
maximo alcanzable por esta via, ya que en el Capitulo 4 se demuestra que variando las
condiciones de reaccién se pueden alcanzar valores de GS en un amplio rango (0 —2.93) y en

tiempos de reaccidn inferiores.

La mayoria de las aplicaciones de almidones acetilados se encuentran en la industria
alimentaria, siendo los almidones acetilados con bajo GS los usados en este sector. En
particular se encuentra aprobada por la FDA (Food and Drug Administration) la utilizacién de
almidones acetilados con GS entre 0.01 y 0.2, con el fin de mejorar la unién, el
engrosamiento, la estabilidad y la texturizacién de los alimentos (de Graaf et al., 1998). En el
Cédigo Alimentario Argentino, por su parte, se declara en el Capitulo XVIII de Aditivos
Alimentarios (Res 101, 8.8.75) que los almidones modificados, especificamente esterificados
con anhidrido acético, pueden tener un maximo de 2.5% de grupos acetilo (GS = 0.1,

aproximadamente).

El intervalo de GS mostrado en la Figura 3.1, alcanzé valores muy superiores a los GS
requeridos para almidones con aplicacién en el sector alimentario. Para este uso en
particular, surge que la ruta organocatalitica propuesta con la Metodologia | podria
proporcionar el producto objetivo en menos de 1 h. En cuanto a los almidones acetilados
con GS mayores, éstos podrian destinarse para aplicacion no alimentaria (Bello Pérez et al.,
2010). En particular, los almidones acetilados con GS intermedios (0.2 — 1.5) y GS altos (1.5 -
3) han sido reportados como materiales con caracteristicas termoplasticas (Colussi et al.,
2014). Asi mismo, los almidones acetilados con GS entre 0.2 y 0.3 estdn siendo actualmente
explorados por sus potenciales propiedades nutricionales y para la salud (Lépez-Rubio et al.,
2009). En investigaciones recientes, se ha demostrado la utilidad de estos almidones
acetilados en lo que refiere al cuidado de la salud del intestino grueso debido a su alto

contenido de almiddn resistente. A nivel del intestino, la fermentacion de estos almidones
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modificados generan acidos grasos de cadena corta (AGCC) con notable aplicacién médica

como componentes preventivos del cdncer de colon (Lépez-Rubio et al., 2009).

3.2. CARACTERIZACION DE ALMIDONES ACETILADOS

Los almidones acetilados con GS entre 0.06 y 1.23 (Figura 3.1) fueron caracterizados
mediante los andlisis de CP/MAS 3C RMN (Resonancia Magnética Nuclear en fase sélida) y
Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR) con la finalidad de
confirmar la acetilaciéon por via organocatalitica y observar la variaciéon en la estructura

quimica de los almidones acetilados.

La observacidon de los cambios en la forma y aspecto superficial de los granulos de
almidones debido a la acetilacidn se realizd6 mediante la técnica de Microscopia Electrénica
de Barrido (SEM). El analisis termogravimétrico (TGA), se utilizd para evaluar la estabilidad
térmica de los almidones luego de la acetilacion. Finalmente, se aplico la técnica de DRX para
estudiar cambios en el patrén de difraccion y en la cristalinidad de los almidones

esterificados con la evoluciéon del grado de sustitucion.

3.2.1. ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR EN ESTADO SOLIDO
CP/MAS 13C

La acetilacion de almidén de maiz por via organocatalitica fue confirmada por
Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de 3C de estado sélido con Rotacién al
Angulo Magico y Polarizacién Cruzada (CP/MAS 13C). En la Figura 3.2 se presenta el espectro

de CP/MAS 13C de almidén de maiz sin modificar.
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Figura 3.2. Espectro RMN CP/MAS *3C de almidén de maiz sin modificar.

El almiddn nativo mostro 4 seiales importantes en la region de 90-110 ppm para C1,
un clister entre 65—-80 ppm para C2, C3 y C5, la seiial en 82 ppm para C4, y la sefial a 62 ppm
para C6; todas ellas sefiales tipicas de los carbonos de la unidad glucopiranosa del almidén
de maiz nativo. Estas sefales son comparables con las obtenidas para almidones nativos de
maiz y de diferentes especies como tapioca y platano, estudiadas en otras investigaciones

(Chi et al., 2008; Cheetham & Tao, 1998; Kathoon et al., 2009).

En la Figura 3.3 se presenta el espectro CP/MAS de 3C de una muestra de almidén de
maiz acetilado (GS= 0.56). Se afiade también el espectro RMN de estado sélido de la muestra

de almiddn sin modificar como comparacion.

El espectro CP/MAS de 3C de almiddn acetilado (GS= 0.56) mostré 6 sefales
importantes, de las cuales 4 asignaciones coincidieron con las que presenté el almiddén sin
modificar. Estas sefiales corresponden a los carbonos del polimero de almiddon presentadas
en la region de 90-105 ppm para C1, un cluster entre 70 y 80 ppm, correspondiente a los

desplazamientos quimicos del C2, C3 y C5, la sefial en 82 ppm para C4, y la seiial en 63 ppm
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correspondiente a C6. El espectro RMN de estado sélido del almidén acetilado mostré 2
sefales adicionales. Tras la esterificacion, se observaron 2 nuevas resonancias de carbono
provenientes de los grupos éster introducidos, una de ellas situada en la regién 160-180
ppm, y otra sefal entre 10 y 30 ppm, que corresponden al carbonilo C=0 y al grupo CHs del
grupo éster insertado, respectivamente. La presencia de estas dos sefiales indican que la

reaccion de acetilacion efectivamente ocurrio (Li et al., 2009).

Cluster
C2,C3,C5

L) L] L) L) L) L) L) L) 1 L) L)
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 2 10 0
313C [ppm]

Figura 3.3. Espectros RMN CP/MAS 3C de almidén de maiz sin modificar (a) y almidén acetilado GS =
0.56 (b).

Estas dos nuevas sefiales, asignables al grupo acetato formado, provienen de la
reaccion con anhidrido acético, demostrandose su accion de acilante durante la
esterificacion organocatalitica y evidenciando que la acetilacion por la ruta propuesta fue
realizada exitosamente. No se observaron sefiales atribuibles al acido tartarico (catalizador)

gue actien como injertos en la molécula esterificada.
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3.2.2. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

El andlisis de FTIR se realizé con la finalidad de identificar cambios en la estructura
quimica de los almidones luego de la acetilaciéon y la consiguiente confirmacién de la
efectividad del tratamiento quimico. Se realizé un tratamiento adecuado de los espectros
antes del analisis de los mismos, que consistid en definir las condiciones de medicién
(numero de barridos, resolucion, relacién KBr/almiddn), la construccion de una linea de base
adecuada y la normalizacién respecto a la banda en 1030 cm™. En el Capitulo 5 se brindan
mas detalles sobre la seleccion de las condiciones de adquisicién y tratamiento de los

espectros.

7h-GS=1.23
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Figura 3.4. Espectro FTIR de almidones acetilados por diferentes tiempos de reaccién (0.5 — 7h). Se
incluye espectro de almiddn nativo.

La Figura 3.4 presenta los espectros IR de almidones acetilados con GS en el intervalo
entre 0.06 y 1.23, comparados con el del almiddon sin modificar. El espectro de FTIR del
almidén nativo mostré senales de los principales grupos caracteristicos de la molécula
nativa. Entre ellas, una banda amplia en el intervalo de 3700 y 3000 cm™ asignada a las

vibraciones por estiramiento y vibraciones por flexion de los grupos O-H inter e
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intramolecular (Garg & Jana, 2011; Xu et al, 2004, Han et al., 2012), una banda en la regién
de 3000 a 2800 cm™ atribuida a la vibracién por estiramiento del enlace C-H de la unidad de
anhidroglucosa de la molécula de almidén (Diop et al.,2011; Santha et al., 1990; Xu et al,
2004), y una banda alrededor de 1645 cm asignada a la vibracién por flexion del grupo O-H
de las moléculas de agua absorbidas en las regiones amorfas de los granulos de almiddén

(Diop et al., 2011; Kizil et al., 2002; Santha et al., 1990).

La region entre 1500 y 1300 cm™ mostré bandas altamente superpuestas, entre las
cuales se han descrito las vibraciones tipicas por flexién C-O-H, torsidn CH,, flexién CH, y

estiramiento C-O-0 (Cael et al., 1975; Cyras et al, 2006; Kizil et al., 2002).

En la regién conocida como la huella dactilar, que comprende entre 400 cm™ y 1250
cm! (regidon mostrada de 650 — 1250 cm™) se observaron bandas caracteristicas del almiddn
nativo (Zamudio-Flores et al., 2010). La presencia de sefiales en 1158 cm™, 1084 cm™y 1055
cm!, pueden asignarse al modo de acoplamiento C-O y de estiramiento C-C, modo de flexion
C-O-H y la banda debida a la vibracidon de estiramiento C-O, respectivamente (Cael et al.,
1975; Garg & Jana, 2011). Las bandas de absorcion encontradas en el espectro de almidén
nativo a bajos numeros de onda se atribuyen al modo de vibraciones del esqueleto de los
enlaces glicosidicos o-1,4 (923 cm?), deformacién C-H y CH; (857 cm™), y de estiramiento C-

C (763 cm™) (Kizil et al., 2002).

Los espectros de los almidones acetilados proveen evidencia de esterificacion por la
aparicién de bandas caracteristicas del grupo éster centradas en 1748 cm™, 1376 cm™y 1244
cm! (Rivas-Gonzalez et al., 2009; Chi et al., 2008; Diop et al., 2011; Han et al., 2012). La sefial
mas importante de acetilacidon para el almidén de maiz modificado se encontré en 1748 cm-
!, asignada al estiramiento del grupo carbonilo C=0 del éster. Esta banda se utiliza
comunmente como evidencia cualitativa de que el grupo éster esta presente en la estructura
del almidén quimicamente tratado. La intensidad de esta sefial es altamente dependiente
del grado de sustitucion y da evidencia de la acetilacion (Diop et al., 2011). Para almidones
acetilados de maiz por rutas convencionales, se ha reportado la presencia de la banda

asignada al grupo carbonilo C=0 en 1754 cm™ (Chi et al., 2008), 1733 cm™ (Han et al., 2012),
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1750 cm™* (Diop et al., 2011), 1749 cm™ (Garg & Jana, 2011), y 1740 cm™ (Lopez-Rubio et al.,
2009).

En la Figura 3.4 se muestra que la intensidad de las bandas del grupo C=0 del éster se
incrementa con la evolucion del grado de sustitucidn, mientras que las bandas centradas en
torno a 3400 cm™ (vibraciones por estiramiento y flexion) asignadas para los grupos
hidroxilos del almidén, y en 1645 cm™ (vibracidon por flexién) correspondiente al agua
absorbida de la muestra, disminuyen gradualmente indicando que los grupos OH son

progresivamente reemplazados por grupos ésteres menos hidrofilicos.

Se ha reportado que las bandas en 1376 cm™ y 1244 cm™ también estan relacionadas
con la esterificacion y que su intensidad presenta un incremento significativo con el GS
(Lépez-Rubio et al., 2009). Diop et al. (2011); Prieto-Méndez et al. (2010); y Mano et al.,
(2003) reportaron que las bandas en 1376 cm™ y 1244 cm™ en almidones acetilados se
atribuyen a la deformaciéon CH del grupo metil CHs y al enlace CO, ambos provenientes del
grupo acetato formado, respectivamente. En la Figura 3.4 la aparicién/incremento de estas
nuevas bandas y la disminucidn de las sefiales correspondientes a las vibraciones por
estiramiento y flexién de los grupos hidroxilos del almidén acetilado, confirmaron que la

esterificacion del almiddn nativo tuvo lugar.

Es importante comentar sobre la efectividad de las operaciones de recuperacion y
lavado del producto sdlido luego de la acetilacién organocatalitica. En este aspecto, se
determind que los lavados en la recuperacién del almidén acetilado son eficientes debido a
la ausencia de bandas en la regidon de 1850 — 1760cm™, lo que indica que el producto estd

libre de anhidrido acético no reaccionado (Diop et al., 2011; Li et al., 2009).

3.2.3. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

El andlisis de microscopia electrdénica de barrido de los almidones esterificados se

realizé con el objetivo de examinar cambios en la morfologia, integridad y aspecto superficial
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de los granulos acetilados con el avance de la reaccién.

Los granulos de almidén de maiz nativo (Figura 3.5, a-b) mostraron forma poliédrica
con didmetros en el rango de 2-20 um vy superficies lisas con la presencia de algunos
pequefios poros que se observaron en unos pocos granulos. Los poros presentes en la
superficie de los granulos de almiddn se atribuyen a los procesos naturales que tienen lugar
en el tejido dentro de la planta, a los procesos que se producen durante el tratamiento
mecanico de los granos (Niemann & Whistler, 1992), y/o a la accién in situ de amilasas (Sujka
& Jamroz, 2007). Se ha demostrado que la presencia de poros, canales y cavidades aumenta
el area superficial de los granulos, lo que los hace potencialmente mds disponibles para las

reacciones quimicas y enzimaticas (Sujka y Jamroz, 2007; Huber & BeMiller, 2001).

Con el incremento del tiempo de reaccion, la superficie de los granulos de almiddn
acetilado mostré un ligero aumento de la rugosidad con respecto a la superficie lisa de los
granulos del almidén nativo. Después de la primera hora de reaccién (Figura 3.5, c-d, GS =
0.31), los granulos mostraron una superficie mas rugosa. El incremento de la rugosidad de la
superficie de los granulos después de la sustitucién es una caracteristica comun que se
observa para los almidones acetilados (Singh et al., 2004a, Rincén et al., 2007). Algunos
autores han propuesto que el aumento de la rugosidad de los granulos encontrado después
de la acetilacién puede mejorar la adhesion de almiddn a los polimeros sintéticos, debido a

la mayor darea superficial para la unién y enclavamiento mecanico (Garg & Jana, 2011).

Con el avance de la modificacién quimica, una fraccién de granulos mostré
deformacion y/o la aparicidon de ranuras y agujeros. Este patrdn se fue intensificando con el
aumento del GS de 0.56 a 1.23 (Figura 3.5, e-j). La deformacion de los granulos ha sido
previamente informada para los almidones de maiz acetilados con GS inferiores (Lépez-
Rubio et al., 2009). Por otro lado, y contrario a lo que en general se ha observado para los
almidones acetilados con altos GS obtenidos por la metodologia convencional de acetilaciéon
catalizada con NaOH (Garg & Jana, 2011; Xu et al, 2004) hasta el GS maximo alcanzado (1.23)
en las imagenes de SEM de almidones acetilados por via organocatalitica no se evidencié

pérdida de la estructura granular del almidon.
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Figura 3.5. Micrografias de Microscopia Electronica de Barrido (SEM) de almidén nativo (AN) y
almiddn acetilado (AAC) en diferentes tiempos de reaccion. (a-b) AN; (c-d) AAC - 1 h GS= 0.31; (e-f)
AAC - 3 h GS= 0.56; (g-h) AAC-5h GS= 0.98; (i-j) AAC-7h GS= 1.23.

3.2.4. ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA)

El andlisis termogravimétrico se realizéd con el fin de estudiar el impacto de la
esterificacion organocatalitica en el patrén de la descomposicién térmica de los almidones.
La Figura 3.6 muestra la curva TG del almidén de maiz nativo, donde se reporta la masa

residual (%) en funcién de la temperatura.
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Figura 3.6. Curva TG del almidén de maiz nativo.

La curva TG del almidén de maiz sin modificar de la Figura 3.6 mostrd una pérdida de
masa en dos etapas. La primera tuvo lugar desde la temperatura ambiente hasta los 130 °C,
y se le asigna a la deshidratacion del almidén. En esta primera etapa, el almidén se
deshidrata es decir, se liberan moléculas de agua fisicamente absorbidas (Colussi et al.,
2014; Garg & Jana, 2011). La segunda etapa de pérdida de masa se observé en el intervalo
aproximado de 275 a 350 °C, y se le asigna a la descomposicion térmica del almidén. La
descomposicion del almidén es el resultado de la condensacion entre los grupos hidroxilos
gue forman uniones éter y de la deshidratacién de los hidroxilos vecinos en el anillo de
glucosa que causan ruptura del anillo (corte de cadena) y/o formacion de enlaces dobles
(Zhang et al., 2002; Cyras et al., 2005). El calentamiento adicional resultd en la carbonizacion
y formacion de cenizas (Mano et al.2003). El patréon de descomposicién térmica descrito es

similar al reportado por Garg & Jana (2011) y Xu et al., (2004).

A partir de la curva TG y a fines de permitir comparaciones cuantitativas con los
almidones acetilados se calculd la Tonset €xtrapolada. Este valor es una forma estandarizada

(ASTM®, http://www.astm.org/ e ISO, http://www.iso.org) de determinar la temperatura a

la cual se considera que comienza la descomposicidn. Segun esta convencion la Tonset
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extrapolada es obtenida a partir de la interseccidén entre el valor de la ordenada de pre-
descomposicidén y una linea tangencial trazada hasta el punto de mayor pendiente de la

curva de pérdida de masa en la region de descomposicidn.
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Figura 3.7. Obtencidon de la Tonset €xtrapolada a partir de la curva TG del almidén de maiz sin
modificar.

La Tonset €xtrapolada del almiddn nativo fue de 309 °C. El relevamiento de la literatura
del tema indica que Xu et al. (2004) reportaron que la descomposicion del almidén nativo de
maiz empezd en 297 °C, mientras que Garg & Jana (2011) encontraron el inicio de

descomposicion del almidén nativo de maiz en 308 °C.

La Figura 3.8 muestra los resultados del analisis termogravimétrico para el almidén
nativo en términos de la primera derivada de las sefiales de TG (DTG) normalizado respecto
de la masa inicial de la muestra. A partir de la curva DTG se obtuvo el valor de Tmax (°C) de la
muestra. La Tmax corresponde a la temperatura donde se da la velocidad maxima de pérdida
de masa que para el almiddn nativo fue de 326 °C. Rusli et al. (2004) encontraron que la
temperatura de maxima velocidad de pérdida de masa del almidén nativo de sago ocurrid a

319 °C.
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Figura 3.8. Curva DTG del almiddn de maiz sin modificar.

A continuacién se describen los resultados del andlisis termogravimétrico de las
muestras acetiladas. La Figura 3.9 muestra las curvas TG de los almidones acetilados, donde
se reporta la pérdida de masa en términos de porcentaje de masa residual (%). También se

incluye la curva TG del almiddn nativo de almiddn de maiz como comparacion.
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Figura 3.9. Curvas TG para almidones nativo y acetilados (GS= 0.06 — 1.23).
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A partir de las curvas TG incluidas en la Figura 3.9 se obtuvieron los porcentajes de
humedad remanente para el almidén nativo y almidones acetilados que se ilustran en la

Figura 3.10 en funcion del GS.

La humedad del almidon nativo se encuentra normalmente en el intervalo de 9 a
14.8%. Sin embargo, el acondicionamiento previo de todas las muestras a 105 °C durante 1 h
resultd en un contenido de humedad inicial mas bajo. De hecho, la masa de agua perdida en
esta primera etapa para el almidén nativo fue del 6.6%. Tal como se muestra en la Figura
3.10 este valor fue disminuyendo con el aumento del GS para las muestras acetiladas; lo que
confirma la disminucién gradual en la hidrofilicidad del almidén cuando los grupos hidroxilos
son reemplazados progresivamente por grupos acetilos mas hidrofébicos. El mismo patrén
fue encontrado por Colussi et al (2014) quienes hallaron un 6% de pérdida inicial de agua en
almidones acetilados (GS = 0.38 — 0.49) con contenidos bajo y medio de amilosa, un valor

mas bajo que el hallado en su contraparte nativa (10% de agua).

Humedad residual (%)
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Figura 3.10. Contenido de humedad (%) remanente en funcion del GS para muestras acetiladas entre
0.5y 7 h de reaccidon (GS = 0.06 — 1.23).
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Seguidamente, se calcularon los valores de Tonset €xtrapolada para cada muestra de
almidén acetilado a partir de las curvas TG, de la misma forma que se procedié con el

almiddn sin modificar. La Figura 3.11 muestra los valores de Tonset €n funcion del GS.

En la Figura 3.11 se muestra una tendencia a iniciar la descomposicién del polimero
acetilado por via organocatalitica a temperaturas inferiores que la correspondiente al
almiddén nativo (Tonset de almiddn acetilado < Tonset del almiddn nativo). La reduccién de la
temperatura en la que inicia la descomposicion de los almidones modificados con el
incremento del GS se podria atribuir a la existencia de reacciones de degradacién del
almidén y de corte de cadena que tendrian lugar durante la esterificacion (Garg & Jana,

2011; Zhang et al., 2002).
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Figura 3.11. Valores de Tonset €n funcién del GS para muestras acetiladas entre 0.5 y 7 h de reaccién
(GS=0.06-1.23).

Antes de determinar la Tmax de los almidones acetilados como funcién del GS, vale la
pena destacar que, como se observa en la Figura 3.9, en los termogramas de almidones
acetilados se observé una tercera etapa de pérdida de masa, adicional a las etapas

mencionadas para el almidén nativo. La contribucién a la pérdida de masa de esta tercera
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etapa fue especialmente significativa para los almidones modificados de mayor GS (0.98 y

1.23).

Las tres etapas de pérdida de masa observadas en las curvas TG de almidones
acetilados por via organocatalitica dieron lugar a tres picos en los datos DTG. La Figura 3.12
muestra los resultados del analisis termogravimétrico para el almidén acetilado, en términos
de la primera derivada de las sefiales de TG normalizado respecto de la masa inicial de

muestra. Los datos DTG han sido movidos en el eje y para mayor claridad.

Luego de la pérdida de agua por humedad remanente que se observa como una
pequefia lomada entre la temperatura ambiente y 130 °C aproximadamente, en la Figura
3.12 entre 275 y 400 °C, se muestran dos picos solapados en los datos DTG de almidones
acetilados, responsables de la descomposicién del polimero. En la figura citada se observa
que a medida que el GS de las muestras modificadas se incrementa, el area del primer pico
de descomposicién disminuye en favor del aumento del drea del segundo pico de

descomposicion.

Tmaxi » Tmaxz
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Figura 3.12. Curvas DTG para almidones nativo y acetilados entre 0.5 y 7 h de reaccién (GS = 0.06 —
1.23).
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El mismo tipo de patrén en dos etapas de descomposicién fue encontrado por
Elomaa et al. (2004), cuando analizaron las curvas DTG de diez muestras comerciales de
almidon de papa acetilado con GS creciente. Los autores acoplaron un equipo de FTIR con
celda de gases a la salida del TGA y determinaron que el segundo pico de descomposicién
(ubicado entre = 3302C y 3652C para almidones acetilados con GS entre 0.5 y 3,
respectivamente), correspondia al desprendimiento de dacido acético como producto de
descomposicidn de grupos acetato introducidos durante la acetilacién (Elomaa et al., 2004).
Por otra parte, la combinacién del analisis termogravimétrico con la espectrometria de
masas para analizar los gases generados durante un TGA del etileno vinil acetato también ha
indicado que el pico centrado alrededor de 380 °C en el termograma de DTG corresponde al
acido acético (The Analysis of Ethylene Vinyl Acetate by TG-MS, PerkinElmer, http://
www.perkinelmer.com/CMSResources/Images/44-74009ABR EVAbyTG-MS.pdf).

De la discusion anterior, se puede inferir que el segundo pico de descomposicién, que
aparecié entre 350 y 420 °C en la Figura 3.12 corresponde a la evolucién de acido acético a

partir de la descomposicién de almiddn acetilado.

A partir de los datos DTG se calculd la Tmax para los dos picos de descomposicion de
almidones acetilados, designados como Tmax1 Y Tmax2. La Figura 3.13 muestra la evolucién de
la Tmax1 en funcidon del GS de muestras acetiladas. Se observa en la Figura citada una
disminucion progresiva de Tmax1, resultado que estd en concordancia con la disminucion de la
Tonset @ medida que el GS se incrementdé y que se atribuyd a la posible existencia de

reacciones de degradacidon del almidén durante la esterificacién.

Para almidones acetilados, independientemente de su GS, el primer pico de
descomposicion presentd valores de Tmaxi en el intervalo de 305 a 318 °C. La posicion del
pico DTG mencionado se asemeja a la del almiddn nativo, que tuvo su Tmax €n 326 °C, lo que
indicaria que este primer pico de descomposicion corresponderia a la condensacion térmica
de grupos hidroxilos remanentes en el almiddn después de la acetilacién y depolimerizacién

de los anillos de glucosa.
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Figura 3.13. Valores de Tmax1 €n funcidn del GS para muestras acetiladas entre 0.5 y 7 h de reaccién
(GS=0.06-1.23).

En lo que refiere al segundo pico de descomposicién observado en las muestras
acetiladas, los valores de Tmax2 se dieron en el rango de 378 a 381 °C. En la Figura 3.14 se
muestra la evolucidon de la Tmax2 del segundo pico de descomposicién en funcion del GS,

observandose que el valor de Tmax2 no es funcién del GS del almidén ensayado.
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Figura 3.14. Valores de Tmax2 en funcién del GS para muestras acetiladas entre 0.5 y 7 h de reaccidn
(GS=0.06-1.23).
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Como resumen general del estudio de descomposicion térmica de los almidones
acetilados por via organocatalitica, en la Tabla 3.2 se resumen los valores de humedad (%),

Tonset, Tmax1 Y Tmaxz (°C) del almidén nativo y almidones acetilados (0.06 — 1.23).

Muestra Humedad Tonset (°C) Tmax1 (°C) Tmaxz2 (°C)
(%)
AN (GS=0) 6.6 309 326.2 -
AAC - 0.5 h (GS=0.06) 7.5 302 317.3 380.9
AAC-1h(GS=0.31) 4.2 291 314.6 378.6
AAC - 3 h (GS= 0.56) 2.8 283 312.2 375.1
AAC -5 h (GS=0.98) 3 279 312.5 381.5
AAC-7 h (GS=1.23) 3.2 276 305.1 380.9

Tabla 3.2. Valores de humedad (%), Tonset (°C), Tmax1 (°C) ¥ Tmax2 (°C) para el almidén nativo (AN) y
almidones acetilados (AAC).

En general, la literatura reporta que la esterificacion del almidén da lugar a una
mayor estabilidad térmica de los almidones, que se caracteriza por picos individuales DTG
que se producen a temperaturas mas altas que la que se encuentra para la descomposicién
de almiddén nativo (Xu et al., 2004). Sin embargo, hasta el GS maximo alcanzado en las
muestras acetiladas mostradas en este Capitulo (GS = 1.23, 7h), no se puede determinar el
efecto global de la modificacién sobre la estabilidad térmica de los almidones acetilados al
encontrarse dos picos de descomposicion solapados, el primero de ellos con Tonset ¥ Tmaxt
inferiores a los valores determinados para el almiddn nativo, y el segundo pico con Tmax2

superior a la Tmax del polimero sin modificar.

En el siguiente Capitulo se presenta el andlisis de los termogramas de muestras
acetiladas en un rango mas amplio de sustitucién (0 — 2.93) que permitieron definir el efecto
neto de la esterificacion organocatalitica sobre la estabilidad térmica de los almidones

acetilados.
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3.2.5. DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)

La técnica de difraccion de rayos X fue utilizada con el fin de determinar si la
acetilacién organocatalitica alterd significativamente la cristalinidad del almidén modificado.
Dependiendo de su origen botdnico y composicion, los granulos de almidén pueden
presentar un modelo de difraccién caracteristico. Dentro de ellos, los modelos de difraccién
de rayos X de tipo A y B se asocian con las formas polimérficas cristalinas del almidén nativo.
La A se encuentra principalmente en los almidones de cereales; y la B observada en
almidones de tubérculos, frutas y almidones de maiz altos en amilosa (Lopez-Rubio et al.,

2009; Copeland et al., 2009; Karim et al., 2000).

La Figura 3.15 muestra los patrones de difraccién de rayos X del almidén nativo y
acetilados obtenidos en esta Tesis. Como se muestra, el almidén de maiz nativo exhibe un
patron de difraccién caracteristico de tipo A de almiddn de cereales, con picos de difraccién

en valores de 20 de 14.9°, 17.0°, 17.8°, 19.8° y 22.8°.

7h-GS=1.23

5h-GS=0.98
3 h-GS=0.56

1 h-GS=0.31

Intensidad (u.a.)

Almiddn nativo

0 15 20 25 30 35 40 45
20 (°)

Figura 3.15. Difractogramas de rayos X del almidén nativo y almidones acetilados entre 0.5 — 7 h de

reaccién (GS = 0.06 — 1.23).
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Para almidones acetilados, independientemente del GS logrado, los patrones
obtenidos fueron muy similares en términos del nimero y posicion de los picos comparado
al patrén del almidén sin modificar, lo que indicaria que la morfologia de los cristales no se
vio afectada por la acetilacién (hasta el nivel de sustitucién alcanzado) (Lépez-Rubio et al.,
2009). Sin embargo, la intensidad de los picos caracteristicos si mostré una reduccién
gradual con el aumento del GS, atribuido a que la incorporacién de los grupos acilos reduce

progresivamente la cristalinidad de los almidones (Lépez-Rubio et al., 2009).

La revision de los datos de difraccidon de rayos X de almidones acetilados por otras
metodologias, muestra que con el proceso de esterificacion normalmente se destruye la
estructura cristalina del almidén nativo (Diop et al, 2011; Garg & Jana, 2011). Sin embargo,
en la Figura 3.15 se muestra que hasta el maximo GS alcanzado (GS=1.23) no se pierde

totalmente la estructura cristalina de los almidones acetilados por via organocatalitica.

La cristalinidad en los almidones de cereales se ha atribuido en gran medida, a la
formacién de dobles hélices por enlaces de hidrogeno intermoleculares dentro de los
segmentos de amilopectina. Sin embargo, en almidones esterificados se presenta una menor
formacién de enlaces de hidrégeno inter e intramoleculares, debido al reemplazo parcial de
los grupos hidroxilos del almidén con grupos acilos, lo que resultaria en la destruccién de la
estructura cristalina ordenada original (Diop et al, 2011; Zhang et al., 2009). Entonces, a
medida que el grado de sustitucidn de los almidones acetilados se incrementa, el patrén

cristalino es cambiado hacia una forma mas amorfa (Singh et al., 2011).

Los resultados obtenidos en la presente Tesis sugieren que, incluso a GS = 1.23 (GS
mas alto obtenido en las condiciones elegidas en el presente Capitulo para 7 h de reaccion),
los grupos hidroxilos restantes todavia tienen oportunidad de formar enlaces de hidrégeno,
y por lo tanto, los picos cristalinos aun se observan, aunque con intensidades mas débiles. Xu
et al. (2004), encontraron resultados similares en la acetilacion del almidén de alta amilosa
catalizada por NaOH. Los autores encontraron que cuando los grupos hidroxilos fueron
reemplazados parcialmente por grupos ésteres (GS= 0.57 y 1.11), los picos cristalinos de

almidén de maiz nativo aun existian, pero las intensidades se fueron debilitando. Patrones
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de difraccion de almidones con GS 1.68 mostraron el progreso de la pérdida de la estructura
cristalina ordenada hasta alcanzar patrones de difraccién totalmente amorfos (GS > 2.23).
Los autores atribuyeron esta observacidn al hecho de que los grupos ésteres reemplazaron a
la mayoria de los grupos hidroxilos del almiddn, por lo tanto, no hubo enlaces de hidrégeno
intermoleculares que se pudieran formar, obteniéndose patrones amorfos con picos anchos
(Xu et al., 2004). Por otro lado, las escasas modificaciones de los patrones de DRX del
almidon acetilado con bajo GS, como los observados en la Figura 3.15 para la primera hora
de reaccion, se han atribuido a una modificacién quimica que tiene lugar sobre todo en las

regiones amorfas del almidén (Lopez-Rubio et al, 2009; Ogawa et al, 1999).

3.3. CONCLUSIONES

Se aplicé una metodologia no convencional organocatalitica sencilla y directa para la
preparacion de almidones acetilados con diferentes grados de sustitucion (GS). El método
demostré su idoneidad para producir almidones acetilados en una amplia gama de valores
de GS, tan solo con el control del tiempo de reacciéon y manteniendo constantes todos los
demas parametros de reaccién. Los almidones acetilados se caracterizaron en términos de

su morfologia, estructura quimica, estabilidad térmica y cristalinidad.

Los estudios de RMN CP/MAS 3C y de FTIR confirmaron la esterificacion
organocatalitica. El primero por la presencia de las sefiales correspondientes a los carbonos
(C=0 y CHs) del grupo éster introducido, y el segundo por presencia/aumento de bandas
caracteristicas de esterificacion con el aumento del GS (1748 cm™, 1376 cm™ y 1244 cm™),

asi como por la reduccion de la intensidad de las bandas atribuidas a los grupos hidroxilos.

Mediante la Microscopia Electronica de Barrido (SEM) se observd que la superficie
lisa de los granulos de almidén se volvié rugosa con la acetilacidn, y pudieron observarse
surcos y deformaciéon en una fraccidén de los granulos de almiddén acetilado, si bien no se

perdio la estructura granular original.
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El andlisis termogravimétrico evidencid 3 etapas de pérdida de masa del almiddn
acetilado. En las curvas DTG se identificaron dos picos responsables de la descomposiciéon
térmica de los almidones modificados (Tmaxi - acetilado < Tmax - nativo < Tmax2 - acetilado), CUYO Origen
serd motivo de mayor estudio en los capitulos siguientes. El andlisis de difraccion de rayos X
de los almidones modificados con el aumento del GS mostré cambios en las intensidades
relativas de los picos de difraccidn obtenidos para los grados de sustitucién mas elevados, lo
que significa que con el aumento del GS la incorporacién de grupos acilo empieza a afectar la
cristalinidad del almiddn. Sin embargo, en la muestra de almiddn acetilado con el GS mas
alto alcanzado (1.23), los picos cristalinos todavia estaban claramente identificados, lo que
sugiere que la organizacién de almiddn no fue completamente destruida hasta el nivel de GS

logrado en este Capitulo.

Los resultados presentados hasta el momento tienen la finalidad de ilustrar el poder
de la ruta organocatalitica. Se trabajé en condiciones que permitieron alcanzar GS bajos y
medios para la acetilacidn sostenible de almidén en funcién de su amplio uso actual en la
industria alimentaria y medicinal. Sin embargo, los almidones acetilados con GS superiores
pueden ser propuestos para diversas industrias, por lo que la obtencién de almidones
acetilados con mayores GS sera motivo de estudio en el préximo Capitulo. En particular, y
dado que en la literatura no se registra informacidn al respecto, en el Capitulo 4 se estudia el

efecto que tienen otros parametros de reaccién sobre el grado de sustitucion alcanzado.

Notables ventajas de la metodologia utilizada incluyen la ausencia de disolventes, el
uso de catalizadores no tdxicos, el hecho de que no se necesita pretratamiento del almidén,
y la facilidad de recuperacién de los ésteres debido a la heterogeneidad del sistema de
reaccion, con la garantia de recuperar el producto deseado libre de impurezas segun se

corrobora con los analisis de FTIR y RMN CP/MAS *3C.
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Algunos de los resultados y conclusiones que se incluyeron en este
Capitulo dieron origen a la siguiente publicacion y presentaciones en
congresos:

Publicacion:
- Tupa, M., Maldonado, L., Vdzquez, A., & Foresti, M.L. (2013). Simple

organocatalytic route for the synthesis of starch esters. Carbohydrate
Polymers, 98, 349— 357.

Congresos:

-M. Tupa, L. Maldonado, A. Vazquez, M.L. Foresti. “Obtencion de
almidones acetilados por via organocatalitica”, X Simposio Argentino de
Polimeros, Buenos Aires, 28 al 30 de agosto de 2013. Pen drive de actas,
pP.2.11

-M.L. Foresti, M. Tupa, S. Di Filippo, G. Tonetto, A. Vdzquez. “Esterificacion
organocatalitica de almiddén”, | Workshop de Polimeros Biodegradables,
Mar del Plata, Argentina, 5 al 6 de diciembre de 2013. Pen drive de
actas.
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4. ESTUDIO DEL EFECTO DE LAS CONDICIONES DE REACCION SOBRE
EL GRADO DE SUSTITUCION ALCANZADO EN LA ACETILACION
ORGANOCATALITICA DE ALMIDON DE MAIZ

En el Capitulo 3 se propuso y describié una ruta novedosa catalizada
por un dcido orgdnico para una sencilla sintesis de almidones acetilados
con GS en el rango de 0.06 — 1.23. Los almidones esterificados se
obtuvieron bajo condiciones de reaccion constantes mediante la sola
variacion del tiempo de reaccion. Los resultados revelaron que a mayores
tiempos de reaccion los GS alcanzados aumentaron, mientras que los
andlisis de caracterizacion implementados permitieron observar el cambio
en funcion del GS de determinadas propiedades de los almidones

modificados respecto de su contra parte, el almiddn nativo.

En este Capitulo se presenta la evaluacion del efecto de las diversas
condiciones de reaccion sobre el grado de sustitucion alcanzado en los
almidones acetilados para un tiempo de reaccion constante de 3 h. En este
contexto, la temperatura de reaccion, la proporcion de agente
acilante/almidon (p/p), la carga de catalizador y el contenido de humedad
inicial del almiddn, fueron variados de a uno por vez dentro de intervalos
seleccionados. Las contribuciones previas sobre almidones acetilados
obtenidos por metodologias tradicionales, en su mayoria reaccion con
anhidrido acético en medio acuoso utilizando hidréxido de sodio como
catalizador; han demostrado la importancia de los pardmetros anteriores
en el GS alcanzado durante la acetilacion de almidoén. Sin embargo, este
tipo de estudio paramétrico no se ha realizado anteriormente para la ruta

organocatalitica.

Dada la novedad del sistema, el andlisis realizado tiene como

objetivo aumentar el conocimiento sobre como las condiciones de reaccion
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pueden ser manipuladas con el fin de obtener almidones acetilados con
grados de sustitucion deseados, y en particular determinar si la via
organocatalitica resulta util para la preparacion de almidones acetilados en
todo el rango de GS posible (0 — 3). Los almidones acetilados obtenidos se
caracterizaron en términos de morfologia (SEM), hidrofobicidad, estructura
quimica (FTIR), patron de descomposicion térmica (TGA), y cristalinidad

(DRX).
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4.1. ACETILACION ORGANOCATALITICA: EFECTO DE LAS CONDICIONES DE REACCION
EN EL GRADO DE SUSTITUCION ALCANZADO

En el Capitulo 3 se estudid el efecto del tiempo de reaccién en el GS logrado mediante
la metodologia de acetilacién organocatalitica de almidéon de maiz llevada a cabo bajo
condiciones de reaccidn constantes (masa de almiddén: 2 g, temperatura: 120 °C, carga de
catalizador: 1.85 g/g de almiddn, relaciéon de acilante/almidén: 13.5 g/g de almidédn, y
humedad inicial de almidén: 8.3 %). En tal instancia se evalud la evoluciéon del GS en un

rango de tiempo de reaccion determinado (0.5 -7 h).

Como continuacién del primer estudio y con el fin de conocer mds sobre las variables
qgue afectan el avance de la acetilacion organocatalitica de almidén, en este Capitulo se
estudia el efecto que las condiciones en las que procede la reaccidn tienen sobre el grado de
sustitucion alcanzado. En la Tabla 4.1 se presentan los rangos en que se variaron las
condiciones de reaccién para cada pardametro evaluado (en itdlica y negrita). Se indican

ademas los valores en que en cada caso se fijaron las condiciones de reaccién restantes.

EFECTO PARAMETROS
ESTUDIADO Temperatura Relacion masica Carga de Humedad inicial
(°C) acilante/almidén catalizador (g del almidén (%)
(g/g) catalizador/ g
almidon)
Temperatura 90 - 140 135 1.85 0.6
Relacién masica 130 6.5-13.5 1.85 0.6

acilante/almidén

Carga de 130 6.5 0-2.32 0.6
catalizador
Humedad inicial 130 6.5 1.85 0.6-14
del almidén

Tabla. 4.1. Resumen de condiciones de reaccién evaluadas. En italica y negrita el rango del
pardmetro variado. Masa de almiddn: 2 g.
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Vale destacar que con el fin de evaluar el efecto de las condiciones de reaccion en los
rangos citados, se modificé el protocolo de agregado de reactivos al medio de reaccién. A tal
fin, y para poder evaluar por ejemplo el avance de la acetilaciéon a 90 °C (temperatura a la
que el catalizador no se disuelve en el medio de anhidrido acético) se procedié a realizar la
disolucién del catalizador en el acilante a 115 °C previo al agregado del almiddén, que se
realiz6 a temperatura ambiente. Es importante destacar que debe agregarse el almidén a
temperatura no mayor a 302C para evitar su aglomeracién. A esta temperatura también se
verifico que el catalizador se mantiene disuelto. Finalmente, el vial con reactivos y
catalizador disuelto fue llevado al bafio de aceite a la temperatura elegida y se considerd
éste como el inicio de reaccidn. Por otra parte, a los fines de minimizar el agregado de agua
al sistema de reaccidén a través de la humedad inicial que pudiera contener el almiddn, se
disefid un protocolo de secado mas estricto que el implementado en los ensayos del
Capitulo 3 (16 h a 40 °C, contenido de humedad inicial del almiddn: 8.3%), que implico el

secado del almiddn en estufa a 110 °C durante 2 h (humedad inicial del almidén: 0.6%).

Para el estudio de los efectos de reaccion se utilizé el protocolo modificado que se
acaba de describir y que fue denominado como “Metodologia II”. De esta manera, se evalud
el efecto de la temperatura de reaccion, la relacidn acilante/almidén (p/p), el efecto carga
de catalizador y el efecto de la humedad inicial del almidén en el GS medido para 3 horas de

reaccion. Los resultados obtenidos se incluyen en las siguientes secciones.

4.1.1. EFECTO DE LA TEMPERATURA DE REACCION

Los resultados del estudio del efecto de la temperatura de reaccién sobre el GS se
presentan en la Figura. 4.1. Como se muestra, en el intervalo de temperatura de 90 - 140 °C,
el grado de modificacion aumentd con la temperatura de reaccion, lo que conllevd a

almidones acetilados con valores de GS en el intervalo de 0.00 — 0.62.

El aumento del GS a medida que se incrementd la temperatura de reaccién puede ser

atribuido a una mayor proporcidn de moléculas con suficiente energia para reaccionar.
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Ademds, las altas temperaturas sin duda contribuyeron a aumentar la velocidad de difusién
del anhidrido acético en los granulos (Han et al., 2012). Segun se ilustra en la Figura4.1,aT <

90 °C la reaccién no tiene lugar.

3.0 1

2.5 1

2.0 1

1.5+

GS

1.0 0.62
0.36

= x

0.0 H

I

T T T T
90 100 110 120 130 140

Temperatura (°C)

Figura 4.1. Efecto de la temperatura de reaccién en el GS del almidén acetilado por via
organocatalitica. 2 g de almiddn de maiz en base seca, 1.85 g de catalizador/g de almidén, 13.5 g de
anhidrido acético/g de almiddn, 0.6 % el contenido de humedad inicial del almiddn, 3 h de reaccidn.

Segln la FDA (Food and Drug Administration) los almidones acetilados aprobados
para la industria alimentaria son aquellos con GS en el intervalo de 0.01 a 0.2, mientras que
de acuerdo al cdodigo alimentario argentino de Aditivos Alimentarios los almidones
esterificados con anhidrido acético pueden tener un maximo de 2.5% de grupos acetilo
(aproximadamente un GS = 0.1) (Res 101, 8.8.75). Entonces, para este tipo de aplicaciones, y
de acuerdo con los datos plasmados en la Figura 4.1, la acetilacién del almidén de maiz en
estas condiciones se podria llevar a cabo a temperaturas de reaccién en el intervalo de 100 -

120 °C, manteniendo las demas variables constantes.
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Para continuar con el estudio paramétrico del efecto de la relacion acilante/ almiddn
p/p, carga de catalizador y humedad inicial de muestra se eligi6 una temperatura de

reaccion de 130 °C.

4.1.2. EFECTO DE LA RELACION ACILANTE/ALMIDON (p/p)

Con el objetivo de reducir la cantidad de acilante utilizado, y dado su exceso en las
condiciones base descritas en el Capitulo 3, (esto es 25 ml de anhidrido acético que
corresponden a 13.5 g/g de relacidon en peso del acilante/almidén y a 21.4 mol/mol de
anhidroglucosa), se diseflaron experimentos con menores relaciones en peso de
acilante/almidén. Sin embargo, teniendo en cuenta que el anhidrido acético actué como
reactivo y también como medio liquido donde mantener en suspensién el almidén y donde
disolver el catalizador, el volumen mas bajo del acilante utilizado estuvo limitado por la
posibilidad de lograr un buen mojado y agitado del sistema de reaccién. Lo anterior fijo la
proporcion mas baja de acilante/almidén (p/p) en 6.5 g/g de almiddn, correspondiente a 12

ml de anhidrido acético (10.3 mol/mol de anhidroglucosa).

Luego, las reacciones se llevaron a cabo con una proporcion en peso de
acilante/almiddn de entre 6.5 g/g almiddn (12 ml de anhidrido acético) y 13.5 g/g almiddn
(25 ml de anhidrido acético). En todos los ensayos la masa de almidén, la carga del
catalizador y la temperatura utilizadas fueron las mismas, es decir, 2 g (base seca), 1.85 g/gy

130°C, respectivamente. Los resultados se incluyen en la Figura 4.2.

Como se muestra en la Figura 4.2, la reduccién de la cantidad de acilante utilizado
promovié un notable aumento en el nivel de sustitucion logrado. En las contribuciones
anteriores sobre la acetilacion del almidén llevadas a cabo utilizando otras metodologias,
generalmente se obtuvieron almidones acetilados con GS mayores en tanto la cantidad de
anhidrido acético en contacto con el almiddn se incrementd. En la acetilacién de almidén de
maiz con alto contenido de amilosa (70%) con anhidrido acético como acilante utilizando

NaOH acuoso al 50% como catalizador, Xu et al. (2004) observaron que los GS aumentaron
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de 1.7 a 2.7 en tanto la relacion del anhidrido acético/almidén p/p aumenté de 2 a4 (3 h de
reaccidon). Los autores explicaron sus resultados basandose en el hecho de que altas
concentraciones de anhidrido acético dan lugar a una alta tasa de colision molecular y
también conducen a una mayor disponibilidad de las moléculas de anhidrido acético en la
vecindad del almidén. La inmovilidad de los grupos hidroxilos hizo que el sistema de reaccién
de acetilacién dependiera esencialmente de la disponibilidad de las moléculas de anhidrido
acético en la proximidad de las moléculas de almidén (Bayazeed et al., 1998). En un sistema
de reaccion similar, Han et al. (2012) ensayaron el efecto de menores relaciones de
anhidrido acético/almidén p/p, en el rango de 0.0625 a 0.25 g/g. Los autores reportaron que
para estas relaciones masicas el GS logrado aumentd de 0.07 a 0.16. En este caso, los
resultados también se explicaron en términos del numero de colisiones por unidad de
tiempo entre el almidéon y las moléculas de anhidrido acético, que se incrementaron a

medida que la concentracién de acilante fue aumentada.
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2.5+
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1.5
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Anhidrido acético / almidon (g/g)

Figura 4.2. Efecto de la relacion anhidrido acético/almiddn p/p en el GS del almiddn acetilado por via
organocatalitica. 2 g de almidén de maiz en base seca, 130 °C, 1.85 g de catalizador/g de almiddn, 0.6
% el contenido de humedad inicial del almidén, 3 h de reaccion.
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Sin embargo, utilizando la metodologia organocatalitica aqui propuesta, los
resultados evidenciaron un aumento de los niveles de sustituciéon de almiddn en tanto el
volumen de acilante se redujo. El patron observado puede explicarse en términos del
aumento de la concentracion del catalizador a medida que el volumen de anhidrido acético
(utilizado todavia en exceso con el fin de garantizar el mojado del almidén y la correcta
agitacion de la suspensién) se redujo. A diferencia de las acetilaciones convencionales de
almidon realizadas en sistemas acuosos de volumen constante, la metodologia actual se
caracteriza por el uso de ningln otro solvente mas que el propio acilante, y por lo tanto, la
reduccion de su volumen produjo una mayor concentracién del catalizador. En este
contexto, resulta razonable que el nivel de modificacién alcanzado se incremente con la

reduccion del volumen de acilante utilizado.

Los resultados incluidos en la Figura 4.2 sugirieren que para aplicaciones en alimentos
(GS 0.01 - 0.2), usando menores relaciones de acilante/almidén se podrian acortar
significativamente los tiempos de reaccion respecto de los requeridos para la relacion en
peso de acilante/almidén base (13.5 g/g). Ademas y sobretodo, para un potencial escalado
del proceso, la posibilidad de reducir el volumen del acilante utilizado traeria consigo una
importante reduccién de costos, tanto por el costo del acilante en si mismo, como por su
trasporte, recuperacién y dimensiones de los equipos involucrados en todo el proceso. En
vista de estos resultados, los siguientes ensayos se realizaron manteniendo la relacién de

anhidrido acético/almidén p/p en 6.5 g/g.

4.1.3. EFECTO DE LA CARGA DEL CATALIZADOR

Manteniendo la masa de almidén (2 g), la relacién en peso de acilante/almidén (6.5
g/g), la temperatura (130 °C), y el tiempo de reaccion (3 h) en los valores elegidos
constantes, se evalué seguidamente la evolucion del GS para diferentes masas de
catalizador. Las masas de catalizador utilizadas estuvieron en el rango de 0 (reaccién no
catalizada) a 4.625 g, es decir, la carga del catalizador expresada como masa de catalizador

por unidad de masa de almiddn se varié entre 0 y 2.31 g de catalizador/g de almidén. Como
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se muestra en la Figura 4.3, el incremento de la carga de catalizador condujo a un aumento
de los niveles de sustitucion de almiddn, obteniéndose en 3 h de reaccion almidones

acetilados con GS de hasta 2.19.

Los datos incluidos en la Figura 4.3 también indican que para cargas de catalizador
superiores a 1.52 g/g, el incremento en la masa de catalizador utilizada redunda en
aumentos del GS comparativamente menores a los observados para cargas de catalizador
inferiores. Los resultados podrian explicarse en términos de un acceso estéricamente
impedido del anhidrido acético a una fraccion de los grupos hidroxilo que no estarian

facilmente accesibles para la reaccién.
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Figura 4.3. Efecto de la carga de catalizador en el GS del almidén acetilado por via organocatalitica. 2
g de almidéon de maiz en base seca, 6.5 g de anhidrido acético/g de almidén, 130 °C, 0.6 % de
contenido de humedad inicial del almiddn, 3 h de reaccion.

Por un lado, es bien sabido que la reactividad a la acilaciéon de los tres grupos OH
libres de la unidad de anhidroglucosa de almiddon disminuye en el siguiente orden: OH
primario del C6 > OH de C2 secundario > OH de C3 secundario (Xu et al., 2004). Los grupos

hidroxilo secundarios del almidén forman enlaces de hidrégeno con los grupos OH en las
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unidades vecinas de glucosa, que harian que estos grupos hidroxilo se encuentren menos
accesibles para la esterificacion. Esto podria ser una causa de la acetilacién incompleta del
almidoén (bajo las condiciones descritas), incluso aumentando significativamente la carga de
catalizador, y podria justificar los resultados obtenidos para cargas de catalizador entre 1.52

y2.31g/g.

Por otra parte, los resultados también se podrian explicar en términos del acceso

I “"

mas impedido del “acilante+catalizador disuelto” a los grupos hidroxilos ubicados en las
capas mas internas de los granulos de almidén. Dado que en el sistema de reaccion
propuesto no se agrega agua que promueva el hinchamiento del granulo/gelatinizacion del
almiddén, podria ocurrir que las regiones mds internas presenten un acceso mas restringido

del acilante (que ademads de ser el reactivo, transporta disuelto al catalizador).

En la acetilacién de almidon de maiz con anhidrido acético y Sc(OTf)s como
catalizador Shogren (2008) obtuvo almidén acetilado con GS total bajo (determinado por
RMN 'H), pero alto GS superficial (determinado mediante XPS). El autor atribuyd la
combinaciéon de GS encontrada a la baja permeabilidad de los granulos de almidén al
anhidrido acético en una metodologia de acetilacién en el que no habia agua presente para
el hinchamiento de los granulos de almidén. En la acetilacién de almidén de poroto amarillo
Huang et al. (2007) usando anhidrido acético y vinilacetato, en suspensiones de agua entre
el 38 y 40%, observaron que mientras que la reacciéon con vinil acetato como acilante
procede uniformemente en todo el granulo, en el caso del uso como acilante de anhidrido
acético los grupos acetilo se incorporaron preferentemente en las cercanias de la superficie

de los granulos.

Si bien es una hipdtesis a confirmar en trabajos futuros donde se cuantifique
especificamente el GS superficial de los almidones acetilados versus el GS total
(saponificaciéon) a medida que procede la reaccién, seria razonable que en el sistema
propuesto la reaccion de acetilacién proceda mucho mds rapidamente en las capas
superficiales de los granulos y que la esterificacion del interior de los mismos proceda a

menor velocidad por un tema difusional. Luego, la baja incidencia en el GS del aumento de la
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carga de catalizador en el rango de 1.52 y 2.31 g/g almiddn, responderia a grupos OH menos
accesibles ya sea por su reactividad dentro de la molécula (OH primarios vs secundarios), o

por su ubicacién dentro del granulo.

Finalmente, los resultados mostraron que para aplicaciones alimentarias (GS 0.01 -
0.2), se podria reducir significativamente la carga de catalizador utilizado originalmente.
Ademas, bajo las condiciones ensayadas, se demostré la ausencia de un aporte de la
reaccidon no catalizada. Para el ultimo ensayo de evaluacién del efecto de la humedad inicial

del almiddn sobre el GS logrado, la carga de catalizador se mantuvo en 1.85 g/g de almidon.

4.1.4. EFECTO DE LA HUMEDAD INICIAL DEL ALMIDON

La ultima variable de ensayo fue el contenido de humedad inicial de almidén de maiz.
Teniendo en cuenta el efecto negativo bien conocido de la introduccién de agua en un
sistema de reaccidon de esterificacidon, en todos los ensayos anteriores descritos en el
presente Capitulo se tuvo sumo cuidado de secar rigurosamente el almidon antes de
adicionarlo al medio de reaccion. Los tratamientos de secado se realizaron a 110 °C durante
2 horas en estufa con flujo de aire lateral, garantizando un contenido final de humedad del
almidén de 0.6% (£ 0.1 %). El trabajo inicial sobre la esterificacion organocatalitica de
celulosa realizado por Hafrén y Cérdova (2005) también recomienda el uso de fuentes de
celulosa que se hayan secado durante toda la noche a 105 °C, asi como viales de vidrio
previamente secados en estufa. Del mismo modo, en la acetilacion de almidén de maiz en
presencia de Sc(OTf)s, Shogren (2008) secé al vacio el almidéon de maiz a 110 °C por 3 h

(contenido de humedad inicial previo al secado=9.6%).

Sin embargo, en este trabajo de Tesis y con el fin de hacer el proceso mas sencillo y
econdmico pensando sobre todo en un potencial escalado, se decidié evaluar el efecto sobre
el GS logrado cuando se utiliza el almidén sin secado previo. Para estas condiciones, el
almidon utilizado tenia un contenido inicial de humedad medido del 14.8%. En la Figura 4.4

se muestra que bajo las condiciones detalladas, se obtuvieron almidones acetilados con un
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GS de 2.93, un valor 44% mas alto que el logrado en condiciones idénticas de reaccién

cuando el almiddn se secéd a 110 °C por 2h (contenido de humedad del 0.6 %).

A partir de este resultado, se planed el ensayo en reaccién de una muestra con
contenido de humedad intermedia. Con este fin, se implementé un tratamiento de secado
menos riguroso que el utilizado inicialmente para la obtenciéon de almidén con 0.6% de
humedad (2 h — 110 °C). En este caso el almiddn se secd durante 1 hora a 60 °C lo que llevé a
un contenido de humedad del almidén de 9.1% p/p. En la Figura 4.4 se resumen los

resultados de la evolucion del GS con el contenido de humedad inicial del almiddn (%).
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Figura 4.4. Efecto del contenido de humedad inicial del almidén de maiz en el GS del almiddén
acetilado. 2 g de almidén de maiz, 1.85 g de catalizador/g de almiddn, 130 °C, 6.5 g de anhidrido
acético/g de almiddn, 3 h de reaccion.

La Figura 4.4 evidencia que en el sistema de reaccién actual, la introduccién de agua a
través del contenido de humedad inicial del almidén, no sélo no dio lugar a una reduccién
neta en el avance de la esterificacion, sino que se lograron niveles de sustitucién mayores a
los logrados con almiddn previamente secado. En linea con lo discutido en la seccidn

anterior, los resultados incluidos en la Figura 4.4 se podrian explicar en términos de la
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contribucién de humedad inicial del almidén para facilitar el hinchamiento de los granulos
de almidoén, y con ello el ingreso del acilante+catalizador. Como ya se menciond, en la
acetilacién de almidén de maiz con anhidrido acético y Sc(OTf)s como catalizador Shogren
(2008) obtuvo almidén acetilado con GS total bajo pero alto GS superficial, lo cual se
atribuyé a la baja permeabilidad de los granulos de almidén al anhidrido acético en una
metodologia de acetilacidon en el que no habia agua presente para el hinchamiento de los

granulos de almiddn.

Del mismo modo, los resultados resumidos en la Figura 4.4 podrian también
explicarse en términos de un efecto neto beneficioso de la humedad inicial del almidén, que
fomentaria el ingreso del anhidrido acético+catalizador en los granulos de almiddn y su
contacto con los grupos OH menos accesibles. De esta manera, el aporte de la humedad
inicial del almidén permitié acetilar practicamente la totalidad de los grupos hidroxilos,
alcanzando valores de GS que no pudieron lograrse con cargas de catalizador superiores

(Figure 4.3).

El efecto beneficioso de la humedad inicial del almidéon puede inferirse asi mismo en
la comparacion de dos muestras obtenidas bajo idénticas condiciones de reaccién (2 g de
almidén, 3 h de reaccidn, 120 °C, 1.85 g de catalizador/g almiddn y 13.5 g anhidrido acético/
g almiddn) en el Capitulo 3 y en el Capitulo 4, excepto por los contenidos de humedad
iniciales del almidén resultantes de protocolos de secado diferentes. En el Capitulo 3, el
secado del almidén durante 16 h a 40 °C, redundd en un contenido de humedad inicial de
8.3%, resultando tras la acetilacion en las condiciones descritas en un almidén acetilado con
un GS de 0.56. En el Capitulo 4, en cambio, el almidéon fue secado a 110 °C por 2 h,
redundando en un contenido de humedad inicial del 0.6%, y obteniéndose bajo iguales

condiciones de reaccion un GS de 0.13.

A pesar de que el orden de agregado de reactivos en la esterificacion organocatalitica
de los almidones no fue el mismo para ambas muestras (Metodologia | para la muestra con
GS = 0.56, humedad inicial del almidén = 8.3, y Metodologia Il para la muestra con GS =0.13,

humedad inicial del almidén = 0.6 %), la diferencia significativa de los grados de sustitucion
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logrados recaeria principalmente en el contenido de humedad inicial del almidén, a través
del cual se aporta agua al sistema y se promueve el hinchamiento de los granulos y con ello

la difusion en su interior de acilante y catalizador.

En base a los resultados obtenidos en esta seccién, se destaca la posibilidad de evitar
el secado exhaustivo del almiddn para hacer mas facil el proceso de escalado, y mejorar su

economia.

4.2. CARACTERIZACION DE LOS ALMIDONES ACETILADOS OBTENIDOS POR ViA
ORGANOCATALITICA

Después de la modificacion quimica, las propiedades de los ésteres de almiddén se
alteran y estos cambios dependen en gran medida del grado de sustitucion alcanzado (Xu et
al., 2004). En el Capitulo 3 la caracterizacidn de los almidones acetilados ensayados por RMN
CP/MAS 13C, FTIR, SEM, TGA y DRX fue realizada dentro de un intervalo de GS limitado (0.06
—1.23). En el Capitulo 4 en cambio, se obtuvieron 21 muestras de almidones acetilados con
un rango de GS entre 0.03 — 2.93, los cuales fueron en su totalidad caracterizados mediante
FTIR, SEM, TGA y DRX. Adicionalmente, se evalud cualitativamente el cambio de polaridad de

los almidones, como consecuencia de la modificacion.

La caracterizacion de estos almidones, independientemente del set de condiciones de
reaccidon utilizadas para su sintesis, mostré resultados totalmente comparables para
muestras con GS similares, concluyéndose que los cambios asociados a la esterificacion
organocatalitica fueron fundamentalmente dependientes del GS de la muestra y no asi de
las condiciones utilizadas para alcanzarlo. En consecuencia y a fines de caracterizar los
almidones acetilados en un amplio intervalo de sustitucidon pero sin ser reiterativos, a
continuacion se reporta Unicamente en forma detallada la caracterizacion de los almidones
acetilados obtenidos por el ensayo del efecto acilante (relacién acilante/almidén p/p, es
decir, almidones acetilados con GS = 0.36, 0.50, 0.68, 1.13, 2.03). Para completar el rango de

GS bajo estudio, se agregaron a los resultados aquellos correspondientes a los almidones
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acetilados obtenidos durante la evaluacién del efecto de la humedad inicial del almiddn (es
decir, GS = 2.78 y 2.93). En el Anexo se adjuntan los graficos que resumen los resultados de
las caracterizaciones para los almidones acetilados obtenidos en el andlisis de los demas

efectos evaluados.

4.2.1. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

En el Capitulo 3 se analizé la morfologia y apariencia superficial de almidones
acetilados con GS en el intervalo de 0.06 — 1.23. En el presente Capitulo, las micrografias
electrdénicas de los granulos de almidén acetilados obtenidos a partir de la variacion de las
condiciones de reaccién con GS similares a los del Capitulo 3 mostraron la misma evolucién
de su morfologia y aspecto superficial con el aumento del GS. En la Figura 4.5 se agregan
ademads micrografias de almidones acetilados con mayores GS completando asi el estudio de
la apariencia de los granulos acetilados por via organocatalitica en todo el rango de GS. En

todos los casos las imagenes son representativas de lo observado para toda la muestra.

Con el incremento del nivel de sustitucidn se observéd inicialmente que las superficies
lisas de los granulos de almidén de maiz nativo (Figura 4.5, a) se convirtieron en superficies
mas rugosas (Figura 4.5, b, GS=0.36). Con el posterior aumento del GS aparecieron zonas
deprimidas con el inicio de la deformacién del granulo (Figura 4.5, ¢, GS=0.50) y para
mayores GS se produjeron grietas que permitieron visualizar el interior de los mismos
(Figura 4.5, d, GS=1.13). En almidones con GS = 2.03 se observaron mas grietas en los
granulos, y en algunas particulas se aprecid un revestimiento submicrénico granulado
(Figura 4.5, e, GS= 2.03). El 4rea cubierta por la costra aumenté en almidones acetilados con
GS aun mayores (Figura 4.5, f, GS = 2.93). Para todos los GS alcanzados no se observd

pérdida de la estructura granular, apreciandose aun de forma individual los granulos.
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Figura. 4.5. Micrografias de SEM para almidones de maiz nativo y. (a) almidén nativo, (b) GS = 0.36, (c) GS = 0.50, (d) GS = 1.13, (e) GS = 2.03, (f) GS = 2.93.
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La deformacién y agrietamiento observado en los granulos de almiddn acetilado a
altos GS podria tener origen en la reduccién de enlaces de hidrégeno inter e intra
moleculares inducida por la sustitucién progresiva de los hidroxilos por grupos mas
voluminosos (grupos acetato) e hidrofébicos, lo que resultd en una estructura granular del
almidon mas fragil. El incremento de la fragilidad de los granulos de almidén acetilado
expuestos a agitacion magnética constante durante la reaccién, también podria haber dado
lugar a los cambios en la apariencia superficial de los granulos de almidones acetilados

observados.

4.2.2. ANALISIS DE ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

Los analisis de FTIR permitieron identificar cambios en la estructura quimica del
almidén luego de la acetilacion. Si bien los espectros de almidones acetilados fueron
presentados en el Capitulo 3 hasta el GS de 1.23, la adiciéon de almidones acetilados con GS
mayores (2.03 y 2.93) permitié completar la caracterizacién por FTIR de los almidones
modificados por via organocatalitica. A modo seguir el progreso de modificacién de los
espectros del polimero acetilado en todo el rango de GS, en la Figura 4.6 se presentan los
espectros de almidones acetilados en el intervalo de GS entre 0.36 y 2.93, en comparacién

con el espectro del almidén de maiz nativo.

Los espectros FTIR de los almidones acetilados presentaron bandas caracteristicas de
la estructura quimica del polisacarido. Por otra parte, las principales bandas propias de los
grupos éster introducidos (1748 cm™ del grupo C=0, 1376 cm™ del enlace C-O y 1244 cm™
del CHs del grupo acetato), se presentaron con intensidades variables acorde al GS de la
muestra. La presencia de estos picos demostré nuevamente la incorporacion de los grupos
éster por la metodologia planteada. En el caso de la banda en 1748 cm™, se observd
claramente su incremento en almidones acetilados hasta GS igual a 1.13. Sin embargo, los
espectros de almidones altamente sustituidos (GS = 2.03 y 2.93) no evidenciaron una

diferencia significativa de la intensidad de la sefial mencionada.
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Respecto de las otras dos bandas caracteristicas de la acetilacién (1376 cm™ y 1244
cml), ambas sefiales presentaron intensidad creciente en almidones acetilados hasta GS
igual a 2.03. Luego de ese nivel de sustitucidon no se observaron diferencias significativas en
sus intensidades. Mas adelante, en el Capitulo 5, se presenta el estudio de la correlacién
entre las intensidades de las bandas IR de absorcidn caracteristicas de los grupos éster y los

valores de GS medidos por saponificacion.

Absorbancia

almiddn nativo

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
NUmero de onda (cm™)
Figura 4.6. Espectro FTIR de almidones acetilados (GS = 0.36 - 2.93) obtenidos con diferente relacién

de acilante/almidén p/p (13.5 — 6.5 g/g almidén) y humedad inicial de almidén 14.8%. Se incluye
espectro del almiddn nativo.

Por otro lado, se observé que a medida que el nivel de esterificacion aumenté, las
bandas asignadas al estiramiento de los grupos hidroxilo del almidén (3700 - 3000 cm™?) y a
las vibraciones por flexion de los enlaces OH de las moléculas de agua absorbidas por el
polimero (1641 cm™) disminuyeron. La primera como consecuencia del creciente nimero de
hidroxilos que se sustituyeron por grupos éster, y la segunda debido a la menor hidrofilicidad

de la muestra.
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4.2.3. ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA)

Se presenta a continuacion el seguimiento del impacto de la esterificacidon
organocatalitica en el patrdn de la descomposicidon térmica de los almidones con valores de
GS en un intervalo mas amplio (0.36 — 2.93) que lo presentado en el Capitulo anterior (0.06 —
1.23). El objetivo de este analisis es completar el estudio de la evolucién de los termogramas

en todo el rango de GS.

La Figura 4.7 muestra las curvas TG de almidones acetilados con GS en el intervalo de
0.36 a 2.93. Se incluye el termograma del almidén sin modificar. Las curvas TG de los
almidones acetilados en el rango de GS de 0.36 a 1.13 mostraron el mismo patron de
descomposicién térmica de los almidones acetilados obtenidos en el Capitulo 3; es decir que
el patron de pérdida de masa se dio en 3 etapas asignadas a la deshidratacion del almidén,

condensacién de grupos hidroxilos y descomposicién de acetatos, respectivamente.
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Figura 4.7. Curvas TG de almidones nativo y acetilados (GS = 0.36 — 2.93).
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En el caso de almidones acetilados con mayores GS (GS = 2.03 y 2.93), en cambio, la
pérdida de masa se dio practicamente en dos etapas correspondientes a la deshidratacién
inicial del almiddn (pérdida de masa ~ 1 —2 %), y en funcién a lo discutido en el Capitulo 3, a
la descomposiciéon de grupos éster (pérdida de masa ~ 91 — 97 %). Se destaca asi mismo,
para estos dos almidones altamente sustituidos el notable aumento de la Tonset que supera

en hasta 39 °C la del almiddn nativo.

Las etapas de pérdida de masa observadas en las curvas TG de almidones acetilados
por via organocatalitica dieron lugar a picos en los datos DTG, de los cuales se determiné la
Tmax. La Figura 4.8 muestra los resultados del anadlisis termogravimétrico de almidones
acetilados, en términos de la primera derivada de las sefiales de TG (DTG) normalizado

respecto de la masa inicial. Los datos DTG fueron movidos en el eje y para mayor claridad.
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Figura 4.8. Curvas DTG para almidones nativo y acetilados con GS en el rango de 0.36 a 2.93.

De la misma forma en que se describid en el Capitulo 3, las curvas DTG para GS en el
rango de 0.36 a 1.13 mostraron dos picos de descomposicidn solapados y encontrados entre
260 y 410 °C. El primer pico se atribuyé principalmente a la condensacidon de grupos

hidroxilos remanentes en la molécula de almidén, mientras que el segundo pico de
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descomposicidn térmica fue asignado a la descomposicion de grupos acetato (Elomaa et al.,

2004).

Las curvas DTG de almidones acetilados con GS entre 0.36 y 1.13 de la Figura 4.8
nuevamente mostraron una disminucién gradual del drea del primer pico de descomposicidn
en favor del incremento del drea del segundo pico de descomposicion con la evolucién del
GS. Este comportamiento fue atribuido al menor nimero de grupos OH remanentes en la
molécula de almidén y al mayor nimero de grupos acetato introducidos durante la

esterificacion.

Las temperaturas a las cuales se dan las maximas velocidades de pérdida de masa
para las dos etapas de descomposicidon de los almidones acetilados (Tmaxi ¥ Tmax2) fueron
calculadas para todos los almidones modificados obtenidos con la variacién de las
condiciones de reaccion presentados en este Capitulo. En la Figura 4.9 se ilustra la evolucién

de Tmax1 Y Tmax2 de todas las muestras descritas en funcién del GS.
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Figura 4.9.- Evolucion de valores de Tmax (°C) Y Tmaxz (°C), calculados para muestras de almidén nativo
(AN) y almidones acetilados (AAC) de maiz con el incremento de GS.
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Como se puede observar en la Figura 4.9, a medida que el nivel de sustitucién de la
muestra aumentod, la Tmaxa del pico de descomposicién de hidroxilos remanentes de la
molécula de almiddén disminuyd hasta alcanzarse un valor de 242 °C para GS = 2.93, que fue
84 °C menor que para el almidén nativo. En tanto, la Tmax2 del pico de descomposicién de
acetatos (Tmax2 = 376 — 388 °C), fue mayor y constante. Este comportamiento se refleja en el
distanciamiento de los picos de descomposicién en la curva DTG a medida que aumento el

grado de sustitucién.

Como se hipotetizé en el Capitulo 3, la reduccidn de Tmaxi con el incremento del GS se
podria atribuir a la existencia de reacciones de degradacion del almidén y de corte de
cadena que ocurririan en forma simultanea con la esterificacion. De hecho, en el sistema
actual, las muestras de almidones acetilados que se obtuvieron con GS altos desarrollaron
un color amarillento de intensidad creciente. Anteriormente, el oscurecimiento de
almidones esterificados ha sido relacionado con reacciones de degradacién. Shogren (2008)
obtuvo almidones de maiz con coloracién marrdn clara luego de esterificarlos con anhidrido
acético y Sc (OTf)s como catalizador (1 h - 80 °C, GS superficial = 1.2), en base a lo cual el
autor sugirié que algun tipo de reaccién degradativa podria estar ocurriendo. Por otro lado,
Han, Gao, Liu, Huang, & Zhang, (2013) observaron que con temperaturas altas de reaccién (>
70 °C), los almidones esterificados con anhidrido acético y acido acético en un medio acuoso
y acido p-toluenosulfénico (PTSA) como catalizador, cambiaron su coloracién hacia una

oscura, atribuyendo la observacidn a la degradacioén de los granulos durante la reaccion.

En lo que respecta a Tmaxz2, Se observé que para almidones acetilados con GS > 2.03,
este es el Unico pico de descomposicidn significativo ubicado a = 378 °C, un valor de
temperatura mas de 50 °C mas alto que el valor correspondiente al almidén nativo (326 °C).
Este resultado estd de acuerdo con la mayoria de la literatura dedicada a la caracterizacién
de almidones acetilados que informa que la esterificacién resulta en un aumento de la
estabilidad térmica de los almidones, lo que se concluye a partir de curvas DTG con un Unico

pico que se da a Tmax superior a la del almiddn nativo (Xu et al., 2004).
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De este modo, el aporte de esta seccion fue ilustrar la evolucion del patrén de
descomposicidn térmica de almidones acetilados con GS en todo el rango posible. Como se
demostrd, y de acuerdo con la literatura, los almidones con alto grado de esterificacién
efectivamente evidencian mayor estabilidad térmica que el almidén nativo, segun surge de
picos Unicos de descomposicién con valores de Tmax que superan las del almidén sin
modificar. Sin embargo, lo que resulta en un punto mds interesante es observar como se
alcanzan esos patrones, habiéndose demostrado que para GS intermedios existen dos

etapas de descomposicion, cuyo aporte evoluciona con el GS de la muestra.

El aumento de la estabilidad térmica de los almidones acetilados se ha atribuido con
frecuencia al menor numero de grupos hidroxilos que permanecen después de la
esterificacion (Fang et al, 2002; Xu et al, 2004). En este marco, el analisis de almidones con
GS > 2.03 completa el estudio donde la evolucién de las curvas DTG mostradas en la Figura
4.8 ilustra claramente el reemplazo gradual de los grupos OH por grupos acetato mas

estables térmicamente.

4.2.4. DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)

La difraccidn de rayos X es una técnica que se utiliza para el estudio de la naturaleza
cristalina de los almidones. En el Capitulo 3 (item 3.2.5) se discutié el efecto de la acetilacidn
sobre la estructura cristalina de almidones acetilados hasta niveles de sustitucién de 1.23.
De este andlisis se concluyé que hasta el maximo GS logrado en tal estudio, la organizacion
cristalina del almidén no fue completamente destruida al distinguirse aun los picos de
difraccién, aunque con una reduccidon gradual de sus intensidades relativas con el

incremento del GS.

Con el propésito de ampliar la informacion del efecto de la acetilacion
organocatalitica sobre la naturaleza cristalina de los almidones tratados quimicamente, en el
presente Capitulo se presenta el andlisis de difraccion de rayos X de tres muestras de

almidon acetilados con valores de GS de 2.03, 2.78 y 2.93. En la Figura 4.10 se muestra el
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patrén de DRX correspondiente al almidon nativo y los almidones acetilados citados
(reacciones con almidones con distinto contenido de humedad inicial del almidéon = 0.6%,

9.1% y 14.8%, 2 g almidodn, 130 °C, 1.85 g catalizador/g almiddn, 3 h).

14.8% - GS=2.93

9.1% - GS=2.78

Intensidad (u.a.)

.6% - GS=2.03

almidén nativo

10 15 20 25 30 35 40 45
20 (9)

Figura 4.10. Difractogramas de rayos X de almidones acetilados (GS = 2.03, 2.78 y 2.93) obtenidas a
partir de la variacién del contenido de humedad inicial del almidén (0.6%, 9.1% y 14.8%, 2 g almiddn,
130 °C, 1.85g catalizador/g almiddn, 3 h). Para mayor claridad, los difractogramas fueron desplazados
en el ejey.

Como se muestra en la Figura 4.10, el almidén de maiz nativo exhibe un patrén de
tipo A, caracteristico de almidén de cereales, con picos en 20 de 14.9°, 17.0°, 17.8°, 19.8° y
22.8°. Por otro lado, los patrones de difraccién de los almidones altamente sustituidos
muestran notables cambios respecto de su contraparte nativa, con la presencia de un amplio
pico alrededor de 26=20°. Ademas se esboza la aparicion de un pico de menor intensidad

cercano a 20=10°.

Los resultados obtenidos sugieren que los almidones acetilados altamente sustituidos
pierden su estructura cristalina. Chi et al. (2008), encontraron resultados similares en la
acetilacién de almidén de maiz con diversos GS (GS = 0.85. 1.78 y 2.89), catalizada por acido

metanosulfénico. Para la muestra de almiddén acetilado con GS 0.85, los autores encontraron
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que los picos cristalinos de almidén de maiz nativo existian, pero las intensidades se
debilitaron respecto del almidén nativo. Sin embargo, para las muestras con GS 1.78 y 2.89,
las estructuras cristalinas ordenadas se perdieron, disminuyendo los tipicos picos de

cristalinidad y acentuandose dos amplios picos en 9° y 20° (26).

Las caracteristicas de los patrones de difraccion de los almidones altamente
sustituidos (GS = 2.03 — 2.93) presentados en esta seccién concuerdan también con los
resultados descritos por Han et al. (2013) y Xu et al. (2004). Este patron representa la

estructura tipica del almidén acetilado (Diop et al., 2011, Chen et al., 2007).

4.2.5. ENSAYO DE HIDROFOBICIDAD

En la presente seccidn, se analizé cualitativamente el cambio en la hidrofilicidad de
los almidones acetilados observando su dispersién en tubos de ensayo que contenian
volimenes iguales de agua destilada (indice de polaridad = 10.2) y éter de petréleo (indice
de polaridad = 0.1). El indice de polaridad corresponde a la medida numérica de la polaridad

relativa de cada disolvente, siendo este valor mayor para solventes con mayor polaridad.

Cuando el almiddn nativo fue afiadido al sistema bifasico, el mismo descendié a la
fase acuosa (zona polar) absorbiendo agua y hundiéndose inmediatamente. Por el contrario,
los almidones acetilados permanecieron en la fase no polar superior y se mantuvieron

flotando en la interfase polar/no polar sin descender a la fase acuosa.

Los tubos de ensayo fueron luego agitados verticalmente durante 30 segundos, y una
vez que las fases liquidas se separaron, se observo la distribucion de los sdélidos en las fases
inmiscibles. Como se ilustra en la Figura 4.11, el almiddn nativo hidrofilico se distribuyé en la

fase acuosa mas baja, que se volvié opaca (Figura 4.11, a).

Por su parte, los almidones acetilados permanecieron preferentemente en la zona

mas baja de la fase orgdanica superior, y no alcanzaron nunca la fase acuosa (Figura 4.11, b-f).
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A pesar de su simplicidad, el ensayo descrito, ilustré cualitativamente el cambio en la

polaridad del almiddn inducida tras la acetilacidon organocatalitica.

Eter de petrdleo
(Zona NO polar)

Agua destilada
(Zona polar)

Figura 4.11. Fotografia que muestra la distribucion de los almidones de maiz nativo y acetilados con
el incremento del GS en mezclas bifasicas de agua destilada / éter de petrdleo. (a) Almidén nativo,
(b) GS=0.36, (c) GS =0.50, (d) GS =0.68, (e) GS =1.13, (f) GS = 2.03.

4.3. CONCLUSIONES

En el presente Capitulo se estudid el efecto de las condiciones de reaccién en la
acetilacién organocatalitica de almidén de maiz, obteniéndose 21 muestras con GS entre
0.03 y 2.93. Los datos recogidos demostraron que el aumento de la temperatura de reaccién
y concentracidon del catalizador tuvieron un efecto positivo en el grado de sustitucién
logrado en el almidén. Ademas, el estudio realizado mostré que la cantidad de acilante
utilizado en los estudios iniciales podia ser significativamente reducida, y que la metodologia
no requiere del secado previo del almidén. Ambos resultados son muy alentadores para

reducir el costo de la metodologia, especialmente en vista de un potencial escalado.
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El estudio realizado también puso de manifiesto la versatilidad de la ruta de
acetilacién desarrollada, que se puede utilizar para obtener almidones acetilados con niveles
de sustitucién controlados en todo el rango de GS, a partir de la seleccién adecuada de las

condiciones de reaccion.

La caracterizacién de los ésteres de almiddn altamente sustituidos manifesté que, si
bien los almidones acetilados con GS altos mostraron cambios superficiales y algunas fisuras,
la estructura granular del polisacdrido no se perdid con la acetilacién organocatalitica aun
para GS = 2.93. Los resultados también mostraron que el incremento del GS resulté en

granulos de almidén con mayor afinidad para fases liquidas no polares.

En almidones acetilados con GS mayor a 2.03 se observd la pérdida de la estructura
ordenada cristalina, disminuyendo los tipicos picos de cristalinidad y observandose un

amplio pico en 20=20°.

Los almidones con los mayores GS mostraron también mucha mayor estabilidad
térmica que el almidén nativo. El aumento de la estabilidad térmica de los almidones
altamente sustituidos se identificd en un solo pico de descomposicidon con Tonset Y Tmax que se

dieron a temperaturas significativamente mayores que en el almidén nativo.

La posibilidad de obtener facilmente almidones acetilados con grados de sustitucién
controlados (0.03 a 2.93) en intervalos de tiempo cortos y bajo condiciones relativamente
moderadas, sugiere que la metodologia organocatalitica es una ruta sencilla y prometedora

para la sintesis de ésteres de almiddn con propiedades especificas.
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Algunos de los resultados y conclusiones que se incluyeron en este
Capitulo dieron origen a la siguiente publicacion y presentacion en un
congreso:

Publicaciones:

- M. Tupa, JA. Avila Ramirez, A. Vazquez, M.L. Foresti. 2015.
“Organocatalytic acetylation of starch: effect of reaction conditions on DS
and characterisation of esterified granules”. Food Chemistry, 170, 295-302.

Congresos:

-M. Tupa, A. Vazquez, M.L. Foresti. “Novel organocatalytic acetylation of
starch. Effects of reaction conditions”, Congreso Internacional de
Metalurgia y Materiales SAM-CONAMET / IBEROMAT 2014, Santa Fe —
Argentina, 21 al 24 octubre de 2014.
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5. ESTUDIO DE LA UTILIZACION DE LA INFORMACION OBTENIDA A
PARTIR DE FTIR Y TGA PARA LA ESTIMACION DEL GRADO DE
SUSTITUCION (GS)

En los Capitulos 3 y 4 se presento un protocolo novedoso para llevar a
cabo la acetilacion organocatalitica de almiddn de maiz, y se estudiaron el
efecto del tiempo, la temperatura, la relacion mdsica acilante/almidén, la
carga de catalizador, y la humedad inicial del almidén en el nivel de
sustitucion alcanzado. Los almidones acetilados obtenidos con GS en el rango
de 0.03 a 2.93 se caracterizaron exhaustivamente en términos de su
morfologia, estructura quimica, cristalinidad, hidrofilicidad y estabilidad
térmica. De estos ensayos de caracterizacion se observé que,
particularmente en el caso de la espectroscopia infrarroja y Ila
termogravimetria, una fraccion de la informacion obtenida podia

correlacionarse con el grado de sustitucion de los almidones analizados.

En el presente Capitulo se presenta entonces la evaluacion de la
existencia de una correlacion sencilla entre los niveles de sustitucion
determinados por saponificacion (GS) en el Capitulo 4 y: a) las intensidades
de las bandas de absorcidn infrarroja caracteristicas del grupo éster (1748
cm, 1376 cm™ y 1244 cm™), y b) el drea porcentual del segundo pico de

descomposicion observado en las curvas DTG de los almidones acetilados.

El objetivo de este estudio fue determinar si las medidas rdpidas y con
requerimiento de muy poca masa de muestra (= 6 - 12 mg) de FTIR y TGA,
podian utilizarse como una herramienta de estimacion sencilla y veloz del GS

alcanzado.

95



5.1. METODOS DE DETERMINACION DEL GRADO DE SUSTITUCION EN
ALMIDONES ESTERIFICADOS

El relevamiento de la literatura indica que existen diversos métodos para determinar
el nivel de modificacidn alcanzado durante una reaccion de esterificacion de almidén. El mas
comun es el método de saponificacion, que se basa en la hidrdlisis de los enlaces éster en
solucion de hidréxido de sodio, y valoracion por retroceso con acido clorhidrico. El método
es fiable, pero por lo general exige una cantidad relativamente grande de muestra (1 -2g)y
suele consumir una gran cantidad de productos quimicos como HCl e NaOH (Elomma et al.,
2004; Liu et al.,, 2012). Ademas, en general el tratamiento de las muestras con NaOH

conlleva entre 48 y 72 horas (Ogawa et al. 1999; Diop et al., 2011; Olayinka et al., 2013).

Los métodos de saponificacién para almidones acetilados reportados en la literatura
describen en general el uso de 1 g (Guerra-DellaValle et al., 2008; Bello-Pérez et al., 2010;
Garg & Jana, 2011) o 2 g (Han et al., 2012) de muestra modificada para la determinacién del
contenido de acilo (%) y GS. En la presente Tesis, el método de saponificacion fue adaptado
a valores de muestras inferiores, utilizando para validar el método muestras de almidones
acetilados comerciales de GS conocido. Asi se logré adaptar el protocolo de saponificacion a
muestras de 0.1 g de almidén modificado en peso seco (2h - 110 °C). Sin embargo, esta sigue
siendo una cantidad significativamente grande, comparada con las requeridas por los analisis

de caracterizacion de TGAy FTIR (6 — 12.5 mg).

Ademas del método de saponificacion, en la literatura se utilizan otras metodologias
para determinar los GS de almidones esterificados, entre ellos, *H RMN. En principio, éste es
un método versatil para el analisis de GS y da al mismo tiempo informacion estructural que
no puede ser obtenida por saponificacion. El problema con la Resonancia Magnética Nuclear
es que para bajos grados de sustitucidon no hay disolvente practico para el almiddn acetilado
(Elomma et al., 2004). Ademas, se requiere un tratamiento previo de la muestra y un equipo
relativamente costoso (Liu et al., 2012), lo que hace que esta técnica no sea de uso frecuente

en nuestro pais para la determinacion de grados de sustitucion.
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Adicionalmente, se ha reportado la utilizacién de otras metodologias alternativas de
cuantificacion del GS como la descrita por Alissandratos, Baudendistel, Flitsch, Hauer, &
Halling, (2010), quienes reportaron un método novedoso para la cuantificacidn rapida de GS
de almidones acilados basado en Cromatografia Gaseosa (GC). Inicialmente, los autores
realizaron la metandlisis alcalina de almidones esterificados para producir ésteres metilicos
via transesterificacion. Los ésteres metilicos de acidos grasos (del inglés, FAME) producidos
durante la transesterificacion, especialmente los de acidos grasos de cadena media y larga,
pueden ser facilmente detectados por el equipo de GC. Una vez cuantificados los FAME, se
calcula el niumero promedio de moles de los grupos acilos por unidad de anhidroglucosa
para obtener el valor de GS del almidén modificado. Una importante ventaja de éste método
de cuantificacion de GS es que, segun los autores, permite determinar niveles de sustitucion
pequefios con buena reproducibilidad (desviacion estandar menor al 3% en réplicas tomadas
de una misma muestra). Por otro lado, una desventaja del método es que el producto sélido
modificado debe ser disuelto en DMSO hasta obtenerse una solucién clara (20 — 50 mg/mL).

Adicionalmente, el equipo requerido para la determinacién es relativamente costoso.

Finalmente, algunos autores proponen el uso de informacién de FTIR y TGA para la
aproximacion del grado de sustitucién de almidones acetilados (Elomma et al.2004, Diop et

al.2011). En la seccién que sigue se daran mas detalles al respecto.

5.2. ESTUDIO DE LA FACTIBILIDAD DE ESTIMAR EL GS DE LOS ALMIDONES
ACETILADOS POR FTIR Y/O TGA

En los espectros infrarrojo y en los termogramas de los almidones acetilados
obtenidos en el Capitulo 4, se observaron patrones caracteristicos con la evolucién del grado
de sustitucidn. En particular, las intensidades de las bandas de FTIR propias de los grupos
éster introducidos (1748 cm™, 1376 cmy 1244 cm™) aumentaron sistematicamente con el
GS medido por saponificacién para muestras con niveles de sustitucidn inferior a 1. Por otro
lado, a medida que el GS se incrementd, también se observé un aumento sistematico del

area del pico de descomposicién de grupos acetato en las curvas DTG.
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A partir de estos dos comportamientos se decidié estudiar la idoneidad de la
informacién suministrada por los andlisis de FTIR y TGA para estimar los niveles de
sustitucion de almidones acetilados de forma rdpida, con bajo consumo de muestra y sin la
necesidad de un pretratamiento, mas que un simple acondicionamiento de las mismas
(secado por 2h a 110 °C). A tal fin, se estudié la existencia de correlaciones sencillas entre el
GS obtenido por saponificacidén y las intensidades de las bandas IR caracteristicas de la

acetilacién, asi como el drea del segundo pico de descomposicion de las curvas DTG.

En algunas investigaciones recientes se describe la utilizacién de los espectros IR y de
la termogravimetria para, adicionalmente a la tradicional caracterizacidén cualitativa de los
almidones modificados, evaluar la existencia de correlaciones entre los patrones

caracteristicos de la esterificacidon y el GS de almidones acetilados.

En el caso de la informaciéon obtenida por espectroscopia infrarroja, Diop et al. (2011)
acetilaron almidén de maiz con iodo como catalizador. Los autores encontraron una
correlacién lineal positiva entre la relacién entre el area y altura de la banda atribuida a
grupos C=0 de la sefial a 1750 cm™ del espectro infrarrojo’y los GS de las muestras medidos
por saponificacion (R? = 0.911, p = 0.003, GS entre 0.25 y 2.93). Ademas, hallaron una
correlacién lineal negativa entre la relacion entre el drea y altura de la banda atribuida a
grupos O-H de la sefial a 3450 cm™ y los GS de saponificacién (R? = 0.9815, p = 0.000). La
finalidad del analisis de correlacién fue demostrar la reduccién de la banda de grupos O-Hy
el aumento de la banda de grupos C=0 como consecuencia del incremento del GS medido

por saponificacion.

Por otro lado, Ogawa et al. (1999) analizaron los espectros FTIR de almidones
acetilados con GS creciente utilizando un método de reflexion difusa (DRIFT). Los autores
determinaron las dreas de las bandas de absorcién ubicadas entre 1715 — 1750 cm™ y 1250 —
1300 cm™. Las areas de las bandas descritas se correlacionaron con los valores de GS
medidos por RMN H, encontrdndose un patrdn bifasico de correlacion lineal para intervalos
de sustitucion bajos (por debajo del GS 0.2, con mayor pendiente) y altos (por encima del GS

0.2, de menor pendiente), obteniendo buenos ajustes en ambos set de datos. Sin embargo,
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los autores indicaron que se requiere de un tamafo de particula homogéneo de almidon
acetilado para un analisis cuantitativo debido a que son evaluados sélo los grupos acetato

gue se encuentran en la superficie de los granulos de almidén.

Alternativamente, la literatura sugiere que los GS de almidones esterificados se
pueden determinar cuantitativamente por espectroscopia de ATR FTIR mediante el uso de
muestras disueltas en liquidos idnicos. Se ha informado recientemente un enfoque analitico
y novedoso para determinar el grado de sustitucion de fibras de celulosa esterificadas
disueltas en liquidos idnicos con el uso de la espectroscopia ATR FTIR (ajuste lineal de la
intensidad de la banda ubicada en 1740 cm™ para GS entre 0.3 y 1.19), y se ha previsto su

idoneidad para otras moléculas y/o polimeros (Dominguez de Maria & Martinsson, 2009).

Por otro lado, Elomaa et al. (2004) estudiaron la idoneidad de un método de TGA/IR
para predecir el GS de muestras comerciales de almidén acetilado (GS entre 0.5 y 3). Las
curvas DTG de las muestras acetiladas mostraron dos picos de descomposicidn. Los autores
determinaron que el segundo pico correspondia al desprendimiento de acido acético como
producto de la descomposicién de grupos acetato, al acoplar un equipo de FTIR con celda de
gases a la salida del TGA. Con esta premisa, correlacionaron el area porcentual del segundo
pico de descomposicidn de las curvas DTG de almidones acetilados, con los valores de GS
obtenidos por saponificacién y RMN *H, obteniendo un coeficiente porcentual de correlacion
de 98.1 y 97.9 %, respectivamente. Asi mismo, correlacionaron la cantidad relativa de acido
acético desprendidos durante la descomposicion de los grupos acetato medido por IR con los
valores de GS obtenidos por saponificacion y RMN H, obteniendo un coeficiente porcentual

de correlacion de 98.57 y 98.54 %, respectivamente.

En esta Tesis las correlaciones se buscaron para los almidones acetilados obtenidos
en el Capitulo 4 a partir de la variacién de las condiciones de reaccién (temperatura de
reaccion: 90 — 140 °C, relacion en peso de acilante/almidén: 6.35 g/g — 13.5 g/g, carga del
catalizador 0 a 2.31 g de catalizador/g almidén y contenido inicial de la humedad del
almidon: 0.6 — 14.8%) para tiempos fijos de 3 h, que presentaron valores de GS en el

intervalo de 0.03 a 2.93. El objetivo fue ajustar los valores con ecuaciones de primer orden.
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La robustez de las correlaciones obtenidas se evalud a partir de su utilizacion para predecir el

GS de los almidones acetilados presentados en el Capitulo 3.

5.2.1.  UTILIZACION DE DATOS DE ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Los espectros FTIR de almidones acetilados en general se han utilizado Unicamente
para dar evidencia cualitativa de que la reaccién de esterificacién efectivamente tuvo lugar.
Sin embargo, la obtencion y tratamiento adecuado de los espectros, tienen el potencial de
dar informacién cuantitativa sobre la esterificacién. En las paginas que siguen se detallan
primeramente la adquisicion y tratamiento de los espectros, en segunda instancia se
determina si existe una correlacién sencilla entre bandas especificas del espectro infrarrojo y
el GS medido por saponificacidn, y finalmente se predicen los GS de los almidones acetilados

obtenidos en el Capitulo 3.

5.2.1.1. OBTENCION Y TRATAMIENTO DE LOS ESPECTROS FTIR

Para el estudio de la existencia de una correlacién sencilla entre las intensidades de
las sefiales de los grupos éster identificados por FTIR (1748 cm™, 1376 cm™?, 1244 cm™?) y los
GS calculados por saponificacidon, fue necesario garantizar una adecuada obtencidn vy

tratamiento sistematico de los espectros IR.

Se han reportado diferencias respecto a las condiciones de medicion para la
obtencién de espectros por FTIR con muestras sdélidas de almidones modificados mediante la
preparacion de pastillas de KBr prensadas (Skoog, Holler & Nieman, 2001). Las diferencias
conciernen principalmente a la proporcion almidén:KBr, nimero de barridos y resolucién de

los espectros.

Ventura (2007) recomienda seleccionar un valor de numero de barridos y resolucion

que den como resultado una relacidn sefial/ruido y precision méaxima, a la vez que requieran
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un tiempo de medida que sea lo mas pequefo posible. El autor sugiere seleccionar un valor
de aquellos pardmetros que representen un compromiso entre todas las caracteristicas
deseables de la medida, es decir, que sea precisa, sensible y rapida. Habitualmente, un
mayor nimero de barridos acumulados mejora la precision y la relacién sefial/ruido, pero
incrementa el tiempo de medida. Asi, una mayor resolucion implica un mayor tiempo de
medida, mientras que una menor resolucién permite obtener un espectro mas rdpidamente,

pero con la posibilidad de perder informacién (Ventura, 2007).

A fin de poner a punto la obtenciéon de espectros, del modo que pudieran luego
brindar informacion cuantitativa sobre el nivel de modificacion alcanzado, en principio se
hicieron varios ensayos con almidén de maiz nativo preacondicionadas (2h — 110 °C), donde
se variaron los parametros mencionados en base a la bibliografia. De estos ensayos se eligio
la mejor opcién de adquisicion del espectro, que fue la que proporciond una visualizacién
Optima de las bandas de absorcidn de la muestra, comparable a los espectros reportados en

la literatura para almidones nativos de maiz.

Inicialmente, se evalud la calidad de los espectros variando las relaciones de
almidon:KBr para la preparacidn de las pastillas, con relaciones cominmente reportadas en
la bibliografia de 1:4 (Bello-Pérez et al., 2010), 1:20 (Singh et al., 2011) y 1:100 (Fang et al.,
2002) para una masa fija total de pastilla de 250 mg. Los espectros correspondientes se

presentan en la Figura 5.1.

La mezcla preparada con la relacion de almidon:KBr de 1:4 origind una pastilla
quebradiza y débil. De hecho, al retirar la pastilla de la prensa ésta se deshizo con facilidad.
Esta proporcion resultd ineficiente no sdlo por originar pastillas débiles sino porque el
espectro obtenido presentd muchisimo ruido, sin poder observarse las bandas

caracteristicas del almidén (Figura 5.1).
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Figura 5.1. Espectros de almiddn nativo de maiz (FTIR) obtenido con pastillas prensadas elaboradas
con distintas relaciones de almiddn:KBr (1:4, 1:20 y 1:100).

Las relaciones de almidén:KBr de 1:20 y 1:100 originaron pastillas compactas. En la
Figura 5.1 se muestran las bandas tipicas para el almidén nativo con las relaciones de
almidon:KBr descritas. Entre ellas, se observd una sutil diferencia en la definicion de las
bandas. El espectro obtenido con la pastilla cuya relacién de almidén:KBr fue de 1:20 mostré
bandas entre 1200 y 1000 cm™ que no se definieron en el espectro obtenido con la relacién
de 1:100 de almidon:KBr. En funcién de los resultados obtenidos, la proporcidon de

almiddén:KBr fue establecida en la relaciéon de 1:20.

Por otro lado, la determinacién del nivel de resolucién a utilizar se realizé mediante la
evaluacién de espectros de almidén nativo con 3 niveles de resolucidn diferentes (1, 4 y 16
cml) presentados en la Figura 5.2. La resolucién indica el grado de finura de los datos
obtenidos mediante la medicidn, es decir, el intervalo minimo entre picos que puede ser

distinguido (Resolution and Aperture, http://www.shimadzu.com/an/ftir/support/tips/

letter8/tech.html).
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Figura. 5.2. Espectros de almiddn nativo de maiz (FTIR) obtenidos bajo diferentes niveles de
resolucion (1,4 y 16 cm™).

En la Figura 5.2 se presentan los espectros de almidon de maiz nativo obtenidos con
distintos niveles de resolucion. Como se puede apreciar, a medida que se incrementé la
resolucién, la distinciéon de los picos de absorcion para el almidon de maiz nativo fue mas
clara. La mayor resolucién (1 cm™), sin embargo, otorgd un espectro con gran cantidad de
ruido. Por otro lado, la medicidn con la menor resolucién (16 cm™) produjo sefiales con picos
poco definidos con la probabilidad de solapar bandas pequefias (ocultando informacion).
Finalmente, se eligié una resolucién intermedia de 4 cm™. El valor de resolucion elegido, es
ademas, el recomendado por el servicio de soporte de Shimadzu para adquirir espectros de

muestras solidas.

Los espectros de FTIR son el resultado del promedio de una serie de barridos
obtenidos sucesivamente en las mismas condiciones. En esta Tesis, y a partir de la
experiencia previa del grupo de investigacion, se eligi6 un numero de 40 barridos, que
otorgd espectros con una relacion cualitativa de sefial/ruido adecuada, sin que la lectura

tomara mucho tiempo.
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Bajo las condiciones de adquisicion de datos elegidas se obtuvieron los espectros de
todos los almidones acetilados. A continuacién, se realizé el tratamiento de los datos, que

implico:

- Correccidn atmosférica: esta es una funcion correctiva que en un espectro resta la
absorbancia debida al vapor de agua y didxido de carbono proveniente de la
atmoésfera, de este modo se suprime la influencia de estos factores.

- Tratamiento de “Smoothing” o suavizado usando el algoritmo de Savitzky-Golay:
mediante este tratamiento se disminuye sustancialmente el ruido de los
espectros y la identificacién de los picos se torna mas sencilla.

Construccién de una linea de base. En este caso se seleccionaron los puntos: 4000
cm?, 2350 cm™, 1600 cm™ y 810 cm’™.

- Normalizacién respecto a la banda 1030 cm™™.

5.2.1.2. CORRELACION DE LA INTENSIDAD DE LAS BANDAS CARACTERISTICAS DEL
GRUPO ESTER EN EL ESPECTRO INFRARROJO vs EL GRADO DE SUSTITUCION
MEDIDO POR SAPONIFICACION

A partir de los espectros IR obtenidos se evalud la existencia de una correlacion
sencilla entre las intensidades de las sefales caracteristicas de los grupos éster y los GS
determinados por saponificacion. En las Figuras 5.3, 5.4 y 5.5 se ilustra la evoluciéon de la
intensidades de las bandas propias del grupo éster (1244 cm™?, 1376 cm™ y 1748 cm™) versus
los valores de GS determinados por saponificacion para las 21 muestras de almidones
acetilados obtenidas en el Capitulo 4 a partir de la variacion de las condiciones de reaccién.

En el caso de GS repetidos se analizé solo una de las muestras.
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Figura 5.3. Correlacidn de la intensidad de la banda de IR en 1244 cm™ versus los GS medidos por
saponificacion de los almidones acetilados (GS = 0.0 — 2.93).
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Figura 5.4. Correlacién de la intensidad de la banda de IR en 1376 cm™ versus los GS medidos por
saponificacion de los almidones acetilados (GS = 0.0 — 2.93).
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Figura 5.5. Correlacidn de la intensidad de la banda de IR en 1748 cm™ versus los GS medidos por
saponificacion de los almidones acetilados (GS = 0.0 — 2.93).

En la Figura 5.3 (absorbancia a 1244 cm™ versus GS) se evidencia un patrén bifasico que
se logrd ajustar con dos ecuaciones de primer orden. La primera de ellas para valores de GS
bajos-medianos (0.0 — 0.7) con mayor pendiente, y la segunda para GS altos (1.13 — 2.93) con
un valor de pendiente cercana a cero. En el rango de GS de 0.0 a 0.7 el ajuste arrojé un
coeficiente de correlacidn de r?> de 0.866, mientras que los datos para mayores GS mostraron

un r? de 0.702.

En lo que respecta a los datos correspondientes a la absorbancia de la banda ubicada
en 1376 cm™ (Figura 5.4), si bien los valores esbozan el mismo patrdon bifasico que el
observado en la Figura 5.3, la distribucién de los datos en este caso fue mucho mas dispersa,
lo que se reflejé en los bajos coeficientes de correlacion obtenidos (r? = 0.442 para GS<0.7 y

r2=0.217 para GS > 1.13).

Finalmente, en la Figura 5.5 se ilustran los datos correspondientes a la intensidad de
la banda centrada en 1748 cm™ versus el GS experimental medido por saponificacion.

Nuevamente, los datos mostraron un patrén bifasico que logré ajustarse con dos ecuaciones
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de primer orden, la primera (r? = 0.934 para GS < 0.7) de mayor pendiente que la segunda (r?

=0.763 para GS > 1.13).

Patrones similares fueron encontrados por Ogawa et al. (1999) al analizar los
espectros FTIR de almidones acetilados con GS creciente en el rango de 0.08 a 2.61
utilizando un método de reflexion difusa (DRIFT). Los autores analizaron la evolucion de la
zona de las vibraciones de estiramiento en el rango de 1715 — 1750 cm™ y 1250 - 1300 cm™!
y, al igual que se observa en las Figuras 5.3 a 5.5, encontraron un patrdn bifasico que se
aproxima a dos correlaciones lineales distintas, con un valor de pendiente mayor para la

primera correlacion (Ogawa et al., 1999).

La explicacién para este patron tendria que ver con que para las condiciones de
medida elegidas, la sefial del equipo satura y muestras mas sustituidas ya no se traducen en

sefiales del espectro infrarrojo que aumentan en la misma proporcién.

Con el fin de evaluar la capacidad predictiva de las ecuaciones obtenidas a partir del
ajuste de los datos del Capitulo 4, las mismas fueron utilizadas para predecir los GS de los
almidones obtenidos en el Capitulo 3 (almidones con GS en el rango de 0.06 y 1.23
obtenidos por variacién del tiempo de reaccién bajo condiciones de reaccion prefijadas). En
vista de los coeficientes de correlacion obtenidos, se utilizaron con este fin Unicamente las

correlaciones halladas para las bandas centradas en 1244 cmy 1748 cm™:

| 1244cm™=0.575 GS + 0.329 para GSentre 0y 0.7 (3)
| 1244cm™=0.062 GS + 0.760 para GS entre 1.13y 2.93 (4)
| 1748cm™=0.853 GS + 0.071 para GSentre 0y 0.7 (5)
| 17a8cm™=0.030 GS + 0.687 para GS entre 1.13y 2.93 (6)

Los valores calculados (GS predichos) se muestran en la Tabla 5.1 y se ilustran en la

Figura 5.6 en comparacion con los valores de GS experimental medidos por saponificacion.
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Muestra Intensidades GS experimental GS predicho

1244 cm™ 1748 cm™* 1244 cm™ 1748 cm™
0.5h 0.326 0.086 0.06 0.00 0.09
1h 0.430 0.279 0.31 0.18 0.32
3h 0.617 0.521 0.56 0.50 0.60
5h (*) 0.763 0.678 0.98 - -
7h 0.802 0.706 1.23 0.67 0.62

Tabla 5.1. Comparacién de los GS predichos y GS experimentales de muestras acetiladas entre 0.5y 7
h de reaccién, calculados a partir de las ecuaciones ajustadas para intensidades de bandas del
espectro IR en 1244 cm™ y 1748 cm™. Para las muestras con GS < 0.7 (0.5h, 1h, 3h) se usaron las
ecuaciones (3) y (5). Para la muestra con GS 2 1.13 (7h), se usaron las ecuaciones (4) y (6). (*) La
muestra de 5h no se incluyd en el analisis por tener un GS intermedio, no comprendido en los rangos
de GS en que se ajustaron los datos del Capitulo 4.
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Figura 5.6. Grados de sustitucion predichos (FTIR) versus experimentales (saponificaciéon). Se incluye
en linea de puntos una recta que pasa por el origen de pendiente unitaria como referencia (GS
predicho = GS experimental).

Como se observa en la Figura 5.6, las predicciones de las ecuaciones ajustadas en el
rango de GS de 0 a 0.7 para las muestras del Capitulo 3 (ecuaciones 3 y 5), son muy buenas,

sobre todo en el caso de la ecuacion correspondiente a la banda en 1748 cm™ (ecuacién (5)).
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Por el contrario, las ecuaciones ajustadas para GS entre 1.13 y 2.93, no proveyeron
una buena estimacidon del GS experimental de la muestra de 7h (GS=1.23), prediciendo
valores de GS muy inferiores al experimental (GS de 0.62 y 0.67). Esto se explica en términos
de la magnitud de la pendiente de estas ecuaciones, que por ser cercanas a cero (0.062 para
la ecuacidn (4), y 0.030 para la ecuacion (6)), son muy sensibles al valor de la intensidad de la
banda analizada. Por ejemplo, en el caso de la ecuacién (6) para la muestra de 7h un
aumento de menos del 3% en el valor de la intensidad obtenida del espectro infrarrojo,
repercute en un cambio del valor de GS predicho del 98%. Poniéndolo en numeros
concretos, esto implica que si la intensidad de la banda en 1748 cm™ para la muestra de 7h
fuera de 0.725 (en lugar de 0.705), el GS predicho coincidiria exactamente con el
experimental (GS=1.23). Luego, a partir de la gran repercusidon que se observé que tienen
pequeiios errores en la intensidad de las sefiales del espectro infrarrojo en el valor de GS
predicho, se concluye que las ecuaciones ajustadas en la zona de GS altos en este Capitulo
(con pendientes cercanas a cero), no resultan adecuadas para la estimacién de GS de

almidones acetilados.

Del anadlisis realizado en esta seccion se destaca entonces que las ecuaciones
ajustadas en el rango de GS de 0 a 0.7 si resultan efectivas para estimar en buena medida los
valores de GS en forma rapida, con poca demanda de muestra, y en forma simultdnea a la
caracterizacidn tipica de estructura quimica para la que los espectros IR se utilizan a diario.
En particular, y pensando en aplicaciones de almidones acetilados para la industria de
alimentos (GS permitido entre 0.01 y 0.2) o en medicina (GS recomendado entre 0.2 y 0.3),

las ecuaciones de primer orden (3) y (5) resultan adecuadas para la estimacion del GS.

5.2.2. UTILIZACION DE DATOS DE TERMOGRAVIMETRIA

Adicionalmente a las observaciones en términos de la estabilidad térmica reportadas
en base a los resultados del TGA/DTG ya descritos en el Capitulo 4, en esta seccidn se evalla

la existencia de una correlacidn sencilla entre el area del segundo pico de descomposicién y
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el GS medido por saponificacidn teniendo como base el estudio reportado por Elomaa et al.

(2004).

En el trabajo citado, los autores estudiaron la idoneidad de un método TGA/IR para
predecir el GS de muestras comerciales de almidones acetilados en comparacion con los
valores de GS obtenidos por saponificacion y RMN H. Las curvas DTG de las muestras
acetiladas en dicho estudio mostraron dos picos de descomposiciéon. Los autores
determinaron que el segundo pico de descomposicidn correspondia al desprendimiento de
acido acético como producto de descomposicién de los grupos acetatos introducidos
durante la esterificacion. Con esta premisa, determinaron el drea porcentual del segundo
pico para evaluar la existencia de una correlacion con los valores de GS obtenidos por
saponificacion y RMN 'H obteniendo un coeficiente porcentual de correlacién lineal de 98.1

y 97.9, respectivamente.

Como se comentd en capitulos anteriores, las curvas DTG de las muestras acetiladas
evaluadas en la presente Tesis muestran el mismo patrén de descomposicién reportado por
Elomma et al., (2004). En el Capitulo 4 se comenté que el drea del segundo pico aumentaba
con el GS de las muestras. En esta instancia se tratan los resultados de DTG alli reportados a
fines de determinar si existe una correlacién sencilla entre la contribucién del area del pico
citado y el GS de los almidones, que permita estimar el nivel de sustituciéon de una muestra

sin pasar por las operaciones de saponificacién.

5.2.2.1. OBTENCION Y TRATAMIENTO DE LOS TERMOGRAMAS

El analisis termogravimétrico se realizd sobre muestras de almidén nativo y acetilado
pre-acondicionadas mediante un secado de 1 h a 110 °C. Aproximadamente 6 mg de cada
muestra seca fue analizada con un programa de temperatura en el intervalo de 25 a 650 °C a
una velocidad de 10 °C/min bajo atmédsfera de nitrégeno (30 ml/min). Los datos
termogravimétricos se analizaron en términos de la primera derivada de las sefiales de TG

(DTG) normalizadas respecto de la masa inicial, encontrandose dos picos de descomposicion
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superpuestos atribuidos a la condensacidn térmica de grupos hidroxilos remanentes en el
almidén después de la acetilacion, y a la descomposicion de grupos acetato,

respectivamente.

Para aislar la contribucién del area del segundo pico de descomposicion se realizd la
deconvolucién de la zona. La Figura 5.7 ejemplifica la deconvolucion de los datos DTG

obtenidos para el almidén acetilado en 1 h (muestra del Capitulo 3) con GS =0.31

Almidén acetilado, 1h, GS=0.31
Pk=Area de Lorentz, 2 picos Bg=Lineal
r'2=0.990953 SE=4.66067¢-05 F=18127.1

Al F %
7 :
\\ ; .'""’ ’\
N 7 .-"-f;: .
< —— E— = 1T
3/1436\2 A2
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Figura 5.7. Ejemplo de deconvolucion de datos DTG de almiddn acetilado, 1h GS= 0.31.

A los fines de llevar a cabo la deconvolucidn citada, se ensayaron diversas funciones
de ajuste de las curvas DTG, obteniéndose los mejores resultados para el tipo de funcién del
area de Lorentz. Finalmente, se calcularon las contribuciones porcentuales de las areas de
ambos picos de descomposicion, las cuales se indican como ejemplo en la Figura 5.7 como
Al y A2. Para esta muestra el porcentaje atribuido a Al fue de 88.7% mientras que el
porcentaje atribuido a A2 fue de 11.3%. En las paginas que siguen se calculan las areas
correspondientes a los DTG de la totalidad de las muestras del Capitulo 4, se las intenta
ajustar con ecuaciones de primer orden, y a manera de verificacién de la utilidad del ajuste

obtenido se infieren los GS de las muestras de almiddn acetilado del Capitulo 3.
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5.2.2.2. CORRELACION ENTRE LA CONTRIBUCION DEL AREA DEL PICO DE
DESCOMPOSICION DE ACETATOS DTG Y EL GRADO DE SUSTITUCION MEDIDO POR
SAPONIFICACION

Los valores de la contribucién porcentual del pico de descomposicién de acetatos (A2
seglin nomenclatura indicada en la Figura 5.7) se muestran en la Figura 5.8, en funcién del
GS de las 21 muestras acetiladas obtenidas en el Capitulo 4 (en el caso de GS repetidos se

analizd una de las muestras).

Segln se observa en la Figura 5.8 la contribucion del area del segundo pico de
descomposicién de acetatos introducidos durante la esterificacién aumenta con el GS, hasta
alcanzar casi el 100% en almidones modificados con los mayores GS (GS = 2.78 y 2.93). Los
resultados corroboran la observaciéon descrita en los capitulos anteriores respecto al
aumento relativo del area del segundo pico de descomposicion con el incremento del GS en

los datos DTG.
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Figura 5.8. Area porcentual del segundo pico de descomposicién de almidones acetilados versus
GS medidos por saponificacion (GS = 0.0 — 2.93).
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De igual forma que lo observado en las Figuras 5.3 a 5.5 (ajuste de datos de FTIR), los
datos incluidos en la Figura 5.8 evidencian un patrén bifasico, que pudo ajustarse con dos
rectas con distinta pendiente, siendo la de la primera (GS entre 0 y 1.24) mucho mayor que
la segunda (GS mayores a 1.91). En ambas regiones se obtuvieron muy buenos ajustes, con

coeficientes de correlacion de = 0.98.

Utilizando las ecuaciones de ajuste lineal obtenidas (Figura 5.8) se intentd predecir los
GS de las muestras acetiladas presentadas en el Capitulo 3, a partir de los valores conocidos
de las areas porcentuales del segundo pico de descomposicion de los datos DTG vy las
ecuaciones. Dado que las muestras del Capitulo 3 mostraron valores de GS en el rango de
0.06 a 1.23, las predicciones se llevaron a cabo con la ecuacidn ajustada en el rango de GS de

0.0 a1.24:

A2 (%)=54.30GS-1.1 para GSentreOy 1.24 (7)

Los valores calculados son mostrados en la Tabla 5.2 y se grafican asi mismo en la

Figura 5.9 versus los GS medidos por saponificacién.

Muestra A2 GS experimental GS predicho
0.5h 2.8 0.06 0.07
1h 11.3 0.31 0.23
3h 29.2 0.56 0.56
5h 47.6 0.98 0.90
7h 65.5 1.23 1.23

Tabla 5.2. Comparacién de los GS predichos y GS experimentales de muestras acetiladas entre 0.5y 7
h de reaccidn obtenidos a partir de los datos DTG. En todos los casos se usoé la ecuacion (7).

La Tabla 5.2 y la Figura 5.9 evidencian muy buenas predicciones de los valores de GS
de las muestras acetiladas del Capitulo 3. Se destaca especialmente la prediccion del GS para
el almidén acetilado en 0.5 h de reaccidon (GS experimental = 0.06, GS predicho= 0.07)
debido a la dificultad para medir por saponificacion valores de GS tan bajos.
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Figura 5.9. Correlacién entre valores de GS predichos y experimentales de muestras acetiladas entre
0.5y 7 h de reaccién. Se incluye en linea de puntos una recta que pasa por el origen con pendiente
unitaria como referencia (GS predicho = GS experimental).

Estos resultados son interesantes porque demuestran la idoneidad del método de
TGA para ser aplicado como una herramienta alternativa y rdpida de estimacién del GS, al

mismo tiempo que se estudia la estabilidad térmica del almidén modificado.

5.3. CONCLUSIONES

A partir de los datos de FTIR y TG obtenidos en el Capitulo 4 para un total de 21
muestras como parte de la caracterizacidn de los almidones acetilados obtenidos por la via
organocatalitica, en el presente Capitulo se estudio la correlacién de informacidn especifica

suministrada por estas técnicas con el GS obtenido por saponificacién.

El analisis realizado demostré que en determinados rangos de GS las intensidades de
dos bandas caracteristicas de los grupos éster de los espectros de FTIR, asi como el area
porcentual del pico de descomposicidn de acetatos calculado a partir de la deconvolucién de

las curvas DTG, permiten estimar en buena medida el nivel de modificacién logrado.
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En el caso de la informacion obtenida de los espectros FTIR, se pudo obtener un buen
ajuste lineal de los datos de GS en el intervalo de 0.0 a 0.7, en particular en la intensidad de
la banda asighada al C=0 del éster situada en 1748 cm™ (r? = 0.934). Esta banda es la sefial
indicativa de acetilacion mas notoria en espectros de almidones acetilados, y la mas

frecuentemente utilizada como evidencia de que la reaccion de esterificacion tuvo lugar.

Por otro lado, los resultados de la correlacién entre el area del segundo pico de
descomposicion obtenidos por TG y los GS determinados por saponificacién pudieron
ajustarse con dos ecuaciones de primer orden con aun mejores coeficiente de correlacién (r?

= 0.98 en ambos casos).

La utilidad de las ecuaciones de ajuste obtenidas a partir de los datos del Capitulo 4
(efecto de las condiciones de reaccidn) se comprobd a través de las buenas estimaciones de

los valores de GS del set de datos obtenidos en el Capitulo 3 (efecto del tiempo de reaccidn).

De este modo se demuestra la idoneidad de los métodos de FTIR y TGA para estimar
los grados de sustitucién de almidones acetilados de forma rapida, sencilla, sin
pretratamientos engorrosos, con poca muestra requerida, sin depender de un blanco para la
estimacion del GS, y utilizando equipos de uso cotidiano en la mayoria de los laboratorios del

area de materiales.
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6.EXTENSION DE LA RUTA ORGANOCATALITICA PARA LA SINTESIS
DE OTROS ALMIDONES ESTERIFICADOS

En los capitulos anteriores se demostrd la factibilidad de utilizar
una novedosa ruta organocatalitica para la obtencion de almidones
acetilados en todo el rango de GS. En el presente Capitulo se estudia la
posibilidad de extender la ruta desarrollada para la esterificacion de
almiddn con otros acilantes que permitan obtener ésteres que resulten de
interés por sus aplicaciones/potenciales aplicaciones. En particular, se
estudia la esterificacion organocatalitica del almidén de maiz utilizando
como acilantes dcido propidnico y dcido butirico, para la sintesis de

almidones propionizados y butirilizados con diverso GS.

La bibliografia reciente indica que estos ésteres tienen aplicacion
en el cuidado de la salud del colon humano. En este contexto, se presenta
la evaluacion del contenido de fibra dietaria de muestras seleccionadas de
los almidones obtenidos. Este valor refleja el contenido de almiddn
resistente de los almidones modificados, cuyo valor (superior al del
almiddn nativo) es el que se ha reportado como responsable del efecto

medicinal de estos almidones.

Los resultados obtenidos ilustran una aplicacion concreta para los
almidones obtenidos por via organocatalitica en este Capitulo, con la
posibilidad de extender la utilizacion de esta ruta para sintetizar otros
ésteres de almiddn con aplicaciones que van mds alld de la industria de

alimentos.
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6.1. INTERES POR LA OBTENCION DE PROPIONATOS Y BUTIRATOS DE
ALMIDON

En los ultimos afios ha aumentado el estudio de los almidones esterificados con
dcidos grasos de cadena corta (AGCC) como consecuencia de sus reconocidos efectos
medicinales beneficiosos para la salud humana, por ejemplo como antitumorales,
disminucion del colesterol, etc. Estos efectos se basan en la propiedad de los almidones

esterificados de ser resistentes a la digestion.

En general, los almidones digeribles son hidrolizados por enzimas (como la a-amilasa)
en el intestino delgado para producir glucosa libre, que luego es absorbida (Nugent, 2005).
Sin embargo, no todo el almiddn en la dieta se digiere y se absorbe en el intestino delgado. A
esta pequefia fraccién no digerible se conoce como ‘almiddn resistente’ (AR), que ingresa al
intestino grueso y ahi es fermentado por la flora microbiana colénica dando importantes
beneficios en la salud humana, especificamente a nivel gastrointestinal (Asp y Bjorck, 1992;

Ratnayake & Jackson, 2008).

El almidon resistente ha sido clasificado en 4 tipos (AR1 - AR4). AR1 o Tipol: involucra
los almidones que son fisicamente inaccesibles para las enzimas digestivas del hombre
debido a que poseen una envoltura de material fibroso (granos, semillas). AR2 o Tipo 2:
concierne a los granulos de almiddn crudo (banana verde y papa) y almidén de maiz con alto
contenido de amilosa. AR3 o Tipo 3: almiddn presentado principalmente como amilosa
recristalizada (almiddn retrogradado). Este tipo de almiddn se encuentra principalmente en
almidones que fueron cocidos y enfriados (pan, hojuelas, papa fria). AR4 o Tipo 4: describe a
un grupo de almidones que han sido quimicamente modificados a niveles de sustitucién
moderados (GS = 0.2 — 0.3) e incluyen almidones que fueron eterificados, esterificados o

entrecruzados con agentes quimicos de forma tal que disminuye su digestibilidad.

La resistencia a la hidrdlisis enzimatica de los almidones resistentes Tipo 1 — 3 se
atribuye a su estructura fisica particular (Brouns, Kettlinz & Arrigoni, 2002). AR1 es el

término dado al almiddén resistente fisicamente inaccesible a la digestion debido a la
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presencia de paredes celulares intactas en granos, semillas y tubérculos (Fuentes-Zaragoza,
Riquelme-Navarrete, Sdnchez-Zapata & Pérez-Alvarez, 2010). AR2 involucra granulos de
almidén nativos no cocidos, como los almidones de banana, cuya estructura compacta
natural (cristalinidad alta) los protege de la hidrélisis, limitando el acceso de varias amilasas
(Fuentes-Zaragoza et al., 2010). El mecanismo actualmente aceptado por el cual el AR3
resiste la digestion es que los segmentos lineales de amilosa en el polimero retrogradado se
alinean en estructuras de hélice doble, que aumenta la rigidez del polimero. Este arreglo
hace que los enlaces glucosidicos a (1->4) sean inaccesibles para las enzimas digestivas
(Zhang & lJin, 2011). En el caso del AR4, su resistencia a la digestion se debe a cambios
quimicos en la estructura del almidén que en general forma uniones atipicas no reconocidas

por las enzimas bloqueando su acceso (Zhang & Jin, 2011).

Los beneficios del almiddn resistente se deben principalmente a los productos de
fermentacion bacteriana en el intestino grueso. Las bacterias del colon con sus numerosas
enzimas de gran actividad metabdlica, pueden digerir el almidén en mayor o menor medida
dependiendo de su estructura. Este proceso de digestion se produce en condiciones
anaerobias, por lo que se denomina fermentacion. Los principales productos de
fermentacion del almiddn resistente son acidos grasos de cadena corta (AGCC) que se dan
generalmente en el siguiente orden: acético > propidnico > butirico; los cuales son
reabsorbidos rapidamente en mas del 90 % por los colonocitos, e interactian en algunas
rutas metabdlicas y eventos genéticos de tumorogénesis. Los colonocitos son las células que
recubren el epitelio del intestino grueso o colon, y participan en la absorcidon de AGCC que se

producen en la fermentacion de la fibra dietética por parte de la flora bacteriana.

Los AGCC producidos durante la fermentacion del almiddn resistente resultan de
interés creciente por su gran potencial en la mejora de la salud colénica (Fuentes-Zaragoza
et al., 2010; Rowland & Mallett, 1990; Fleming & Yeo, 1990; Topping et al., 1999; Escudero
Alvarez & Gonzélez Sanchez, 2006).

Entre los tipos de almidones resistentes descritos, diversos estudios han demostrado

que los almidones esterificados, especialmente los acetilados, propionizados y butirilizados,
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resisten la digestion en el intestino delgado, alcanzando el intestino grueso y liberando el
AGCC particular. De esta manera, la esterificacién con determinados acilantes es un vehiculo
efectivo de entrega de AGCC especificos al intestino grueso de humanos y de animales

(Lépez-Rubio et al., 2009; Clarke et al., 2011).

Clarke, Bird, Topping & Cobiac (2007) suministraron a ratas dietas basadas en
almidones acetilados, propionizados y butirilizados con GS entre 0.23 y 0.25, y observaron
que la ingesta de los polimeros esterificados proporcionaron entre el 73 y el 76% del acido
esterificado especifico al intestino grueso. En base a estos resultados, Clarke et al. (2011)
evaluaron el estudio previo en humanos. Los voluntarios consumieron y toleraron bien
dietas con cantidades conocidas (9.7 g) de almiddn butirilizado y sin modificar (control); no
observandose ningun efecto colateral. Posteriormente, se recogieron las heces de los
individuos y calcularon la proporcién de 4cido esterificado eliminado. Finalmente,
cuantificaron la cantidad de AGCC liberado en el colon (79 — 90%). Con estos resultados, los
autores determinaron que a través de la ingesta del almidén butirilizado, el acido graso
especifico fue liberado y usado en el intestino grueso de voluntarios saludables. Resultados
similares fueron obtenidos por Annison, liman & Topping (2003) en su investigacién de los
efectos de AGCC sobre el intestino grueso in vivo cuando suministraron dietas a ratas con
almidones esterificados que aportan AGCC especificos. A partir de esta evaluacion, los
autores observaron que los almidones acilados llegan al intestino grueso, donde la actividad
enzimatica de la flora colénica libera el AGCC espécifico. En base a estos resultados, se
demostré que los almidones esterificados son un sistema de entrega efectiva de AGCC
especificos, resultando en un aumento substancial del acido en particular y del total de AGCC
producidos en el colon. Por su parte, estudios de almiddn butirilizado de maiz con alto
contenido de amilosa también han demostrado que el AGCC liberado protege la mucosa
coldnica de ratas del ADN danado, observandose una disminucién en la incidencia y nimeros
de tumores coldnicos. Por otro lado, Toden et al. (2014), examinaron el efecto de distintos
contenidos de dietas (0 - 40%), compuestas por almidon de maiz butirilizado con alto
contenido de amilosa en la incidencia de cancer de colon en ratas. Los resultados
demostraron que el incremento de butirico en el intestino grueso redujo significativamente

los niveles de dafio del ADN y aumentd la tasa de apoptosis de células epiteliales dafiadas.
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El ADN dafiado estd muy relacionado al riesgo de carcinogénesis, por lo que un
incremento en la tasa de apoptosis de estas células dafiadas probablemente disminuya la
posibilidad de padecer cancer colorrectal (CCR). Ahmed et al., 2000 sugieren que las
poblaciones que consumen en sus dietas carbohidratos con elevados contenidos de almiddén
resistente presentan menores riesgos de enfermedades intestinales graves. Por otro lado,
Bingham (1996) observé que poblaciones que consumen dietas con alto contenido de carne
y grasas tienen una mayor incidencia de cdncer que poblaciones que consumen dietas altas
en almiddn y bajas en grasas y carne. También se ha mostrado que las poblaciones con baja
incidencia presentaron principalmente cancer en la parte mas superior del colon, mientras
que las poblaciones con alta incidencia tenian CCR principalmente en la parte mas baja del

intestino grueso.

Claramente, hay beneficios potenciales de una mayor entrega de AGCC especificos al
intestino grueso. Como se describid, el aumento de AGCC en el tracto gastrointestinal tiene
el potencial de mejorar la salud coldnica, especialmente en condiciones en las cuales el
suministro es limitado. La produccion de AGCC puede ser mejorada por el consumo de
polisacaridos fermentables, particularmente el almidén resistente. Sin embargo, la
microflora de algunos individuos no puede fermentar ciertos tipos de almidén resistente,
pero si pueden beneficiarse mediante el consumo de productos que liberen AGCC
especificos. Los almidones acetilados, propionizados y butirilizados con niveles de sustitucidon
moderados (0.2 — 0.3), proporcionan AGCC especificos, con el potencial de aumentar la
concentracion total del AGCC en el intestino grueso, debido a su resistencia a la hidrdlisis
enzimatica. En el colon, los acidos esterificados son liberados por enzimas bacterianas del
colon (esterasas vy lipasas), luego son absorbidos y usados mayormente por los colonocitos.
Adicionalmente, la fermentacion subsecuente del almidéon remanente resulta en la

produccién e incremento de AGCC antes mencionados.

En las paginas que siguen se presenta el estudio de la factibilidad de utilizar el
método de esterificacién organocatalitica de almidén propuesto en la presente Tesis para la
obtencidon de almidones propionizados y butirilizados con GS variable, y usando acidos

carboxilicos en lugar de anhidridos como agentes acilantes. Se mantienen las caracteristicas
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propias del método, como proceder en ausencia de solventes bajo condiciones moderadas
de temperatura y presion, y utilizando un catalizador a-hidroxicarboxilico de origen natural y
no toxico como el acido tartdrico. Asi mismo, y debido a la abundante informaciéon que
diariamente se publica sobre las propiedades benéficas del almiddén resistente y su
utilizacion en la prevencion de diversas enfermedades degenerativas, se eligen

determinadas muestras y se evalla el contenido de almiddn resistente.

6.2. METODOLOGIA DE SINTESIS DE ALMIDONES PROPIONIZADOS Y
BUTIRILIZADOS

6.2.1. OBTENCION DE ALMIDONES PROPIONIZADOS

La esterificacién de almidén de maiz con acido propidnico fue realizada en la misma
escala que la sintesis de almidones acetilados y mediante la denominada “Metodologia I”. En
detalle: a un baldn de vidrio de 100ml se agregaron 2 g de almidén de maiz seco (2 h - 110
°C), 25 ml de acido propidnico (relacién acilante/almidéon de 12.38 g/g) y 3.7 g de acido
tartarico (carga de catalizador de 1.85 g/g). La mezcla fue llevada a un bafio de aceite
termostatizado a 130 °C conectado a un sistema de reflujo, con agitacién magnética
constante. Las reacciones se realizaron por diferentes tiempos de reaccion: 0.5, 1, 2, 3, 4, 5,

6y7h.

La recuperacion y secado de los almidones propionizados fue realizada tal como se
describié para los almidones acetilados en el Capitulo 2. La determinaciéon del grado de
sustitucion de los almidones propionizados se determind por saponificacién heterogénea y
titulacion por retroceso con HC (item 2.3), siendo el peso molecular del grupo propionilo de
57. En la obtencién de los almidones propionizados se trabajé en colaboraciéon con la
estudiante de Ingenieria de Alimentos Soledad Di Filippo, como parte del desarrollo su Tesis

de grado.
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Dada la reconocida importancia de los almidones resistentes debido a sus beneficios
en la salud coldnica, se presenta la determinacion del contenido de almiddn resistente de
tres muestras de almidén propionizado (GS = 0.13, 0.81 y 1.39) mediante el método de
determinacion de Fibra Dietaria Total (A.O.A.C. 991.43). Este analisis fue realizado en el
Laboratorio de Bromatologia y Nutricién de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad de Buenos Aires. El porcentaje de fibra total se determind usando la
combinacién de los métodos enzimatico y gravimétrico. A tal fin, la muestra seca y libre de
grasas fue gelatinizada e hidrolizada con una a-amilasa termoestable. Luego fue digerida
enzimaticamente con una proteasa y una amino-glucosidasa para remover la proteina y el
almidon no resistente. Enseguida se precipitd la fibra soluble con etanol y el residuo total fue
filtrado y lavado con etanol y acetona. Después de haberse secado el residuo fue pesado.
Finalmente se determind el total de la fibra dietética mediante la correccion de proteinas y

cenizas.

6.2.2. OBTENCION DE ALMIDONES BUTIRILIZADOS

La esterificacion de almiddn de maiz con acido butirico fue realizada en una escala
menor, usando viales de vidrio de 20 ml sellados con tapa a rosca. Se utilizaron 0.4 g de
almidén de maiz seco (2 h - 110 °C), 5 ml de acido butirico (relacién acilante/almidén de
12 g/g) y 0.74 g de acido tartarico (masa de catalizador de 1.85 g/g). La mezcla fue llevada
a un bano de aceite a 120 °C termostatizado con agitacion magnética constante. Las

reacciones se realizaron en diferentes tiempos de reaccién: 1, 2.5,5y 7 h.

La recuperacion y secado de los almidones butirilizados fue realizada tal como se
describid para los almidones acetilados en el Capitulo 2. Asi mismo, la determinacién del
grado de sustitucion de los almidones butirilizados se determind por saponificacidon
heterogénea vy titulacién por retroceso con HCl (item 2.3), siendo el peso molecular del

grupo butirilo de 71.
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6.3. EVOLUCION DE LA ESTERIFICACION ORGANOCATALITICA DEL ALMIDON
CON ACIDOS PROPIONICO Y BUTIRICO COMO ACILANTES

Los resultados de la evolucion del GS de almidones propionizados por via
organocatalitica en funcién del tiempo de reaccién se ilustran en la Figura 6.1. Como se
muestra, y en las condiciones elegidas, el nivel de esterificacién aumentd con el tiempo de
reaccién, alcanzandose valores de GS de hasta 1.6 para 7 h de reaccion. De la evolucién
observada se deduce que, si la aplicacién potencial lo requiriera, aumentando el tiempo de
reaccién podrian obtenerse almidones con mayor nivel de propionizacién. Sin embargo,
debido a que el rango de GS requerido para uso medicinal se encuentra en el intervalo de GS
de 0.2 a 0.3, no se continud la reaccién para mayores tiempos de reaccidon. Segun surge de
la Figura 6.1, para aplicaciones en medicina del colon, y en las condiciones de reaccién base
elegidas, los almidones propionizados con GS recomendado para medicina podrian

obtenerse en intervalos de reaccién de entre 2y 3 h.
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Figura 6.1. Efecto del tiempo de reaccién en la propionizacidn por via organocatalitica del almidén de
maiz. 130 °C.

Por otro lado, en la Figura 6.2 se ilustra la evolucién del grado de sustitucion de los

almidones esterificados con acido butirico en funcion del tiempo de reaccién. Como se
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muestra, el incremento del tiempo de reaccién hasta las 2.5 h resultd en valores elevados de
GS (1.45). A partir de este tiempo de reaccién sélo se obtuvieron incrementos marginales en

la sustitucion del almiddn, alcanzdndose un GS de 1.54 después de 7 h de esterificacion.
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Figura 6.2. Efecto del tiempo de reaccién en la butirilizacién organocatalitica del almidén de maiz.
120 °C.

Segun surge de la Figura 6.2, para aplicaciones en medicina del colon, los almidones

butirilizados podran obtenerse en intervalos de reaccion de 1y 2 h.

6.4. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ALMIDON RESISTENTE

En funcidn de la mencionada utilidad de los almidones esterificados con AGCC en
medicina por su contenido de almiddn resistente, se determind el contenido de Fibra
Dietaria Total (%) de almidones propionizados con GS variable (GS = 0.13, 0.81 y 1.39).
Considerando que el almidén resistente es un elemento de la fibra dietaria, y dado que el
almiddén no presenta ningln otro elemento de fibra mdas que el propio almidén resistente,

modificaciones en el total de fibra dietaria como consecuencia de la esterificacién permiten
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inferir cambios en su contenido de almidén resistente. En la Tabla 6.1 se presentan los

valores de Fibra Dietaria Total (%) de las muestras evaluadas.

Muestra Fibra Dietaria Total (%)
Almiddn nativo 1.24
Almidon propionizado (GS= 0.13) 17.2
Almidon propionizado (GS= 0.81) 18.3
Almidon propionizado (GS= 1.39) 25.4

Tabla 6.1. Contenido de Fibra Dietaria Total de almidén de maiz nativo y propionizados con GS
variable (0.13, 0.81y 1.39).

Como surge de la Tabla 6.1, el contenido de fibra dietaria total de almidones
propionizados (17.2 — 25.4 %) fue significativamente mayor que en el almidén nativo (1.24
%). Asi mismo, éste valor se incrementd a medida que el GS del almidén propionizado
aumenté. Los resultados indican que la esterificacion organocatalitica con acido propidnico,

efectivamente conduce a almidones modificados con mayor contenido de AR.

En concordancia con los resultados plasmados en la Tabla 6.1, los antecedentes de
determinaciones de almiddn resistente in vitro indican que luego de un tratamiento quimico
el contenido de almiddn resistente aumenta. Por ejemplo, Sha et al. (2012) acetilaron arroz
indico con vinil acetato bajo diferentes condiciones de reacciéon (temperatura, tiempo de
enfriamiento de la suspension antes de la acetilacidn, relacién vinil acetato/almidén) para
obtener arroz acetilado con altos contenidos de almiddn resistente. Independientemente de
las condiciones de reaccion utilizadas para la sintesis de almidén acetilado, los autores
encontraron mayores contenidos de almiddn resistente en el almiddn tratado (53.98 — 69.45

%), comparado al bajo contenido de AR del almidén nativo (0.85 %).
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6.5. CONCLUSIONES

El método de esterificacién organocatalitica que fue presentado como una ruta
alternativa, verde y sencilla para la obtencidon de almidones acetilados con GS variable en
ausencia de solventes y bajo condiciones moderadas de temperatura y presién; también
demostré en este Capitulo su utilidad para la sintesis de otros almidones esterificados
(propionatos y butiratos) usando acidos carboxilicos como agentes acilantes. Variando el
tiempo de reaccidn (0.5 — 7 h) se lograron obtener almidones esterificados en un amplio
rango de sustitucion, con GS entre 0.05 y 1.6 para almidones propionizados, y GS entre 0.14

y 1.54 para almidones butirilizados.

Debido a las propiedades benéficas del almidén resistente y su asociacién con la
prevencion de diversas enfermedades degenerativas del colon, se consideré indispensable
estimar el contenido de este componente en almidones esterificados. Esto se realizd a partir
de la determinacién del contenido de fibra dietaria total. De los resultados obtenidos se
comprobd que el tratamiento de propionizacién organocatalitica desarrollado aumentd
significativamente los contenidos de fibra dietaria total, lo que se interpreta como un

incremento del contenido de almiddn resistente en los almidones propionizados.
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7. CONCLUSIONES GENERALES

El presente trabajo de Tesis presenté una metodologia sostenible de sintesis de
almidones acetilados a partir del uso de un acido organico de origen renovable y no téxico
como catalizador. De esta manera, se aplicé una metodologia organocatalitica novedosa,
sencilla y directa que procede en ausencia de solventes bajo condiciones moderadas de
temperatura y presidn, para sintetizar almidones acetilados con diferentes grados de
sustitucion, usando acido tartdrico como catalizador y anhidrido acético como agente

acilante.

La ruta organocatalitica propuesta fue inicialmente evaluada mediante el estudio de
la cinética de reaccion bajo condiciones de reaccién prefijadas (Capitulo 3). En este estudio
se observé el aumento de los niveles de sustitucion de los almidones acetilados hasta
valores de GS = 1.23 para un tiempo de reaccion maximo analizado de 7 horas. El estudio de
evolucidn del nivel de sustitucién logrado se complementd con estudios de caracterizacién
gue pusieron de manifiesto cambios en determinadas propiedades de los almidones

acetilados con el incremento del GS.

Posteriormente, en el Capitulo 4, se procedié a evaluar los efectos de las diversas
variables de reaccidn (temperatura, relacién masica acilante/almidén, carga del catalizador y
humedad inicial del almidén) sobre los niveles de sustitucién logrados en un tiempo de
reaccion fijo de 3 horas, obteniéndose almidones acetilados en un rango de sustitucién mas
amplio (GS entre 0.03 y 2.93). Los estudios de caracterizacion implementados en este
Capitulo, complementaron los resultados del Capitulo previo, permitiendo comprender la
evolucion de las propiedades de los almidones acetilados en todo el rango de GS posible. A
modo de resumen de todas las condiciones estudiadas en los Capitulos 3y 4, en la Tabla A.1

del Anexo se recopila la informacion del GS alcanzado para cada almiddn acetilado obtenido.

El estudio de las variables de reaccidon permitid identificar aquellas que condicionan el

grado de sustitucion alcanzado. Los datos recogidos demostraron que el aumento del
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tiempo de reaccidn, la temperatura, y la concentracién del catalizador, tuvieron un efecto
positivo en el grado de sustitucion del almidén logrado. Ademas, el estudio realizado mostré
qgue la cantidad de acilante utilizado podia ser significativamente reducida respecto de las
condiciones base, y que la metodologia no requiere del secado previo del almidén. Los
resultados de este Capitulo evidenciaron que mediante la via de acetilacién organocatalitica
de almidones propuesta, es posible regular el GS de los mismos mediante un adecuado

manejo de las condiciones de reaccion.

En cuanto a la caracterizacion de los almidones acetilados obtenidos, del estudio por
SEM se concluyd que si bien los almidones acetilados con valores de GS altos mostraron
cambios superficiales, la estructura granular del polisacarido no se perdid con la acetilacién
organocatalitica, a diferencia de lo observado para los almidones acetilados con GS altos

obtenidos por la metodologia convencional de acetilacidon catalizada con NaOH.

Los estudios de RMN CP/MAS 133C y FTIR confirmaron cualitativamente la
esterificacion organocatalitica del almidén. El primero por la aparicion de resonancias
asignadas a la presencia de los carbonos del grupo éster (C=0 y CHs), y el segundo por la
presencia/aumento con el GS de bandas de absorcion caracteristicas de la esterificacion

(1748 cm™, 1376 cm™ y 1244 cm?).

El analisis de difraccion de rayos X indicé que con el proceso de acetilacion
organocatalitica, se perdieron las estructuras cristalinas de almidones acetilados con GS
altos (GS = 2.03). Estos resultados se atribuyen a que los grupos acetatos introducidos
reemplazaron la mayoria de los grupos hidroxilos del almidén, impidiendo la formacién de
enlaces de hidrégeno intermoleculares. Esto resultd para GS elevados en la pérdida de la
estructura ordenada, observandose patrones amorfos en los difractogramas de los

almidones altamente sustituidos.

Los resultados también mostraron que el incremento del GS resulté en granulos de

almidén con mayor afinidad para fases liquidas no polares, lo que resulta de interés para
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aplicaciones en que se requiera modular la polaridad del almidén nativo para su

compatibilizacién con matrices/medios no polares.

Por otro lado, el estudio de la estabilidad térmica de los almidones acetilados resultd
acorde a la mayoria de la literatura dedicada a la caracterizacion térmica del almiddn
acetilado; que informa que la esterificacion genera un aumento de la estabilidad térmica de
los almidones. Esto se corroboré a partir de valores de Tmax €n almidones con GS 2 2.03 que
se produjeron a temperaturas de descomposicion mas de 50 °C mayores que para el almidén

nativo.

Sin embargo, las curvas DTG de los almidones acetilados con niveles de GS menores
ilustraron la evolucidn del patrén en estadios intermedios. En particular, se comprobd que
de un solo pico de descomposicién hallado para el almidén nativo a Tmax = 326 °C, los
patrones evolucionaron a dos picos asignados a la descomposicidon de grupos hidroxilos
remanentes y grupos acetato incorporados. Las dreas de estos picos disminuyeron o
aumentaron en estrecha relacion con el GS de las muestras, para finalmente observarse

patrones con un Unico pico de descomposicidon a Tmax = 378 °C.

En general, de todo el estudio de caracterizacién efectuado en los Capitulos 3 y 4,
surge que los cambios en la superficie granular, en la estructura quimica, en la cristalinidad y
en la estabilidad térmica del almiddn, son fuertemente dependientes del nivel de sustitucién
alcanzado en los almidones, y no de las condiciones de reaccidn utilizadas para obtenerlos.
Este punto resulta de interés en el sentido de poder controlar las distintas condiciones de

reaccidn para obtener almidones con GS especificos.

En el Capitulo 5, a partir de los datos de FTIR y TGA, se evalud la existencia de una
correlacién sencilla entre los niveles de sustitucion determinados por saponificacion y: a) las
intensidades de las bandas de absorcién infrarroja caracteristicas del grupo éster (1748 cm™,
1376 cm™y 1244 cm™); b) el area porcentual del segundo pico de descomposicién observado
en las curvas DTG. En todos los casos se observaron patrones bifasicos que pudieron

ajustarse con dos ecuaciones de primer de orden, la primera de ellas con mayor pendiente
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que la segunda. Sobre todo en el rango de mayor pendiente (menores GS), se obtuvieron
muy buenos coeficientes de correlacién, y con estas ecuaciones se lograron predecir
adecuadamente los valores de GS de otras muestras acetiladas. En particular, las mejores
predicciones se lograron con la ecuacion de ajuste de los datos de DTG. La Figura 7.1 resume
los resultados de los valores de GS predichos vs GS experimentales de los datos del Capitulo

3, utilizando todas las ecuaciones ajustadas con los datos del Capitulo 4.
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Figura 7.1. Grados de sustitucion predichos (FTIR y TGA) versus experimentales (saponificacion). Se
incluye en linea de puntos una recta que pasa por el origen con pendiente unitaria como

comparacion.

El analisis realizado demostré que con el adecuado tratamiento de los datos
adquiridos por FTIR y TGA es posible estimar en buena medida y de forma rapida, sencilla y

con bajo consumo de muestra los GS de almidones acetilados.

En vista de la potencialidad de la ruta de esterificacion organocatalitica de almidén
evidenciada en los Capitulos anteriores, en el Capitulo 6 se estudié su aplicabilidad para la
preparaciéon de almidones propionizados y butirilizados con GS variable. Mediante la sola
variacion del tiempo de reaccién y bajo condiciones adaptadas de los estudios previos de

acetilacién de almiddn, se lograron obtener almidones propionizados y butirilizados en
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intervalos amplios de sustitucién (GS = 0.05 — 1.6 en almidones propionizados y GS = 0.14 —
1.54 en almidones butirilizados). Estos resultados, también demostraron la potencialidad de
la via propuesta para la sintesis de otros ésteres de almiddn catalizada por acido tartarico, y
usando como acilantes acidos carboxilicos seleccionados, como fueron en este caso acido

propidnico y acido butirico.

De los resultados presentados en el marco de esta Tesis, se destaca entonces que la
metodologia propuesta demostré su idoneidad para sintetizar almidones acilados con
amplios rangos de GS usando distintos acilantes, entre anhidridos (anhidrido acético) y
acidos (acido propidnico y acido butirico). Por otra parte, el estudio realizado fue la base
fundamental para el inicio de nuevas lineas de investigacion en el grupo de trabajo, como

son la esterificacién de nanocelulosa y la acetilacidon organocatalitica de nanoalmidén.
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ANEXO

Tabla A.1. Recopilacidn de GS alcanzado en almidones acetilados obtenidos a partir de la

variacion de las condiciones de reaccion evaluadas.

Muestra Efecto GS
Tiempo (h) -
Metodologia |
M1 0.5 0.06
M 2 1 0.31 2 g almiddn, 120 °C,
M 3 3 0.56 1.?,.5,g acilante/g
almidodn, 1.85g
M4 5 0.98 catalizador/g almiddn,
M 5 7 1.23 8.3% de humedad inicial.
Temperatura (°C) -
Metodologia Il
M6 90 0.00
M7 100 0.08 2 g almidédn, 135¢
M 8 110 0.10 acilante/g almiddn,
M 9 120 0.13 1.85g catalizador/g
almiddn, 0.6 % de
M 10 130 0.36 !
humedad inicial, 3h.
M 11 140 0.62
Acilante/almidén p/p -
Metodologia Il
M 12 6.5 2.03
1.85g catalizador/g
M14 9.18 0.68 almiddn, 0.6 % de
M 15 10.8 0.50 humedad inicial, 3h.
M 16 13.5 0.36
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Carga de catalizador

(a/ g almiddn)-

Metodologia Il
M 17 0 0.00
M 18 0.93 0.03
M 19 1.39 0.10
M 20 1.85 0.38 2 g aImidén, 130°C,

13.5 g acilante/g
M2l 2.31 0.52 almidén, 0.6 % de
M 22 2.78 1.24 humedad inicial, 3h
M 23 2.98 1.91
M 24 3.7 2.03
M 25 4.63 2.19
Humedad inicial del
almidon (%)

Metodologia Il
M 26 0.6 2.03 2 g almiddn,
M 27 9.81 278 130°C,13.58
M 28 14 593 acilante/g almiddn,

1.85g catalizador/g
almidodn, 3h.
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Caracterizacion de almidones acetilados no presentados en el Capitulo 4

o Microscopia electrdnica de barrido

2im* EHT = 300k WD = 3.2mm Mag= 1000KX  Signal A=lnlens [ 2 EHT = 3.00 kv WD = 28 mm Mag= 1000KX  SignalA=inLens [

I 2pm' EHT = 3.00 kv WD = 3.0mm Mag= 1000KX  Signal A= inLens [

Mag= 1000 K X

EHT = 3.00 kV WD = 2.7 mm EHT = 3.00 kv WD = 2.3 mm Mag= 500KX Signal A = InLens

Signal A = InLens l

Figura A.1. Micrografias de Microscopia Electronica de Barrido (SEM) de almidén acetilado (AAC)
obtenidos con la variacion de la temperatura de reaccién (90 — 140 °C) (a) 90 °C, GS = 0.00; (b) 100 °C,
GS=0.08; (c) 110 °C, GS=0.10; (d) 120 °C, GS=0.13; (e) 130 °C GS=0.36, (f) 140 °C, GS=0.62.

135



o) Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier

Absorbancia

90°C - GS=-0.03

almidon nativo
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Figura A.2. Espectro FTIR de almidones acetilados (GS = 0.00 — 0.62) obtenidos con la variacién de la
temperatura de reaccién (90 — 140 °C). 2 g almiddn, 6.5 g/g relacién masica acilante/almidén, 1.85g
catalizador/g almidén, humedad inicial del almidén 0.6%, 3 h. Se incluye espectro del almidén nativo.
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Figura A.3. Espectro FTIR de almidones acetilados (GS = 0.03 — 2.19) obtenidos con la variacién de la
carga de catalizador (0.46 — 2.32 g/g de almiddn). 2 g almiddn, 130 °C, 6.5 g/g relacidon masica
acilante/almiddn, humedad inicial del almidén 0.6%, 3 h. Se incluye espectro del almidén nativo.
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Figura A.4. Espectro FTIR de almidones acetilados (GS = 2.03 — 2.93) obtenidos a partir de la variacién
del contenido de humedad inicial del almidén (0.6%, 9.1% y 14.8%). 2 g almiddn, 130 °C, 6.5 g/g
relaciéon masica acilante/almidon, 1.85g catalizador/g almiddn, 3 h. Se incluye espectro del almidén

nativo.
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Figura A.5. Curvas DTG de almidones acetilados obtenidos con la variacidon de la temperatura de
reaccion (90 — 140 °C). 2 g almiddn, 6.5 g/g relacion masica acilante/almidén, 1.85g catalizador/g

almiddn, humedad inicial del almiddn 0.6%, 3 h. se incluye la curva DTG del almidén nativo.
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Figura A.6. Curvas DTG de almidones acetilados obtenidos a partir de la variacién del contenido de

humedad inicial del almidén (0.6%, 9.1% y 14.8%). 2 g almiddn, 130 °C, 6.5 g/g relacién masica
acilante/almiddn, 1.85g catalizador/g almiddn, 3 h. Se incluye la curva DTG del almiddn nativo.
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LISTADO DE FIGURAS

Figura 1.1. Micrografias obtenidas por Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) de granulos
de almidén de diferentes fuentes botanicas. (a) papa, (b) arroz, (c) trigo, (d) poroto verde
(China), (e) maiz, (f) maiz waxy o ceroso. Magnificacion 1500X. Fuente: Fraser-Reid, Tatsuta,
& Thiem, 2008.

Figura. 1.2. Cadena abierta y estructura del anillo de piranosa del azticar hexosa D-glucosa.
Fuente: Thomas & Atwell, (1998).

Figura. 1.3. Enlace de la unidad de glucopiranosa en la amilosa. Fuente: Cui, 2005.

Figura. 1.4. Enlace de la unidad de glucopiranosa en la amilopectina. Fuente: Cui, 2005.

Figura 1.5. Representacidon esquemadtica de la estructura del granulo de almiddén: (a) un
granulo con capas amorfas y semicristalinas, (b) vista expandida de la capa semicristalina de
un anillo creciente, (c) estructura de la amilopectina dentro de la capa semicristalina.
Traducido de Jacobs & Delcour (1998).

Figura 1.6. Patrones de difraccidon de rayos X de distintos almidones: (A) tipo A de almidén
de cereal, (B) tipo B de almiddn de tubérculo, (C) tipo C de leguminosas y semillas y, (V) tipo
V de complejo de amilosa helicoidal. Traducido de Cui, 2005.

Figura 1.7. Diferentes enzimas involucradas en la hidrélisis del almiddn. La estructura abierta
de anillo simboliza el extremo reductor de una molécula de poliglucosa. Fuente: van der

Maarel et al, 2002.

Figura 1.8. Organocatalizadores de polimerizacién por apertura de anillo vy
transesterificaciones. Fuente: Dominguez de Maria, 2010.

Figura 1.9. Acidos a-hidroxicarboxilicos usados como organocatalizadores para
polimerizaciones por apertura de anillo. Muchos de estos catalizadores pueden ser
producidos por rutas fermentativas. Fuente: Dominguez de Maria, 2010.

Figura 2.1. Equipo experimental para la esterificacion organocatalitica de almidon de maiz.

Figura. 2.2. Muestras de almiddn acetilado almacenadas en frascos.
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Figura 3.1. Efecto del tiempo de reaccién (0.5 — 7 h) sobre los niveles de sustitucién de
almidones de maiz acetilados organocataliticamente. 120 °C, 13.5 g acilante/g almidén, 1.85
g acido tartarico/g almidon, 8.3 % humedad inicial del almiddn.

Figura 3.2. Espectro RMN CP/MAS 3C de almiddn de maiz sin modificar.

Figura 3.3. Espectros RMN CP/MAS 3C de almiddn de maiz sin modificar (a) y almiddn
acetilado GS = 0.56 (b).

Figura 3.4. Espectro FTIR de almidones acetilados por diferentes tiempos de reaccién (0.5 —
7h). Se incluye espectro de almiddn nativo.

Figura 3.5. Micrografias de Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) de almiddn nativo (AN)
y almidén acetilado (AAC) en diferentes tiempos de reaccion. (a-b) AN; (c-d) AAC - 1 h GS=
0.31; (e-f) AAC - 3 h GS= 0.56; (g-h) AAC-5h GS= 0.98; (i-j) AAC-7h GS= 1.23.

Figura 3.6. Curva TG del almidén de maiz nativo.

Figura 3.7. Obtencion de la Tonset €xtrapolada a partir de la curva TG del almidén de maiz sin
modificar.

Figura 3.8. Curva DTG del almiddon de maiz sin modificar.
Figura 3.9. Curvas TG para almidones nativo y acetilados (GS= 0.06 — 1.23).

Figura 3.10. Contenido de humedad (%) remanente en funcién del GS para muestras
acetiladas entre 0.5 y 7 h de reaccién (GS = 0.06 — 1.23).

Figura 3.11. Valores de Tonset €n funcién del GS para muestras acetiladas entre 0.5y 7 h de
reaccion (GS = 0.06 — 1.23).

Figura 3.12. Curvas DTG para almidones nativo y acetilados entre 0.5y 7 h de reaccién (GS =
0.06 —1.23).

Figura 3.13. Valores de Tmax1 en funcién del GS para muestras acetiladas entre 0.5y 7 h de
reaccion (GS = 0.06 — 1.23).

Figura 3.14. Valores de Tmax2 en funcién del GS para muestras acetiladas entre 0.5y 7 h de
reaccion (GS = 0.06 — 1.23).
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Figura 3.15. Difractogramas de rayos X del almidén nativo y almidones acetilados entre 0.5 —
7 h de reaccién (GS = 0.06 — 1.23).

Figura 4.1. Efecto de la temperatura de reaccién en el GS del almidén acetilado por via
organocatalitica. 2 g de almidon de maiz en base seca, 1.85 g de catalizador/g de almiddn,
13.5 g de anhidrido acético/g de almidén, 0.6 % el contenido de humedad inicial del
almiddn, 3 h de reaccidn.

Figura 4.2. Efecto de la relacién anhidrido acético/almidén p/p en el GS del almidén
acetilado por via organocatalitica. 2 g de almidén de maiz en base seca, 130 °C, 1.85 g de
catalizador/g de almidén, 0.6 % el contenido de humedad inicial del almidén, 3 h de
reaccion.

Figura 4.3. Efecto de la carga de catalizador en el GS del almidén acetilado por via
organocatalitica. 2 g de almidon de maiz en base seca, 6.5 g de anhidrido acético/g de
almidén, 130 °C, 0.6 % de contenido de humedad inicial del almiddn, 3 h de reaccién.

Figura 4.4. Efecto del contenido de humedad inicial del almidén de maiz en el GS del
almiddn acetilado. 2 g de almidén de maiz, 1.85 g de catalizador/g de almiddn, 130 °C, 6.5 g
de anhidrido acético/g de almiddn, 3 h de reaccidn.

Figura. 4.5. Micrografias de SEM para almidones de maiz nativo y. (a) almiddn nativo, (b) GS
=0.36, (c) GS=0.50, (d) GS = 1.13, (e) GS = 2.03, (f) GS = 2.93. Magnificacion de 10KX.

Figura 4.6. Espectro FTIR de almidones acetilados (GS = 0.36 - 2.93) obtenidos con diferente
relacion de acilante/almidén p/p (13.5 — 6.5 g/g almiddn) y humedad inicial de almidén
14.8%. Se incluye espectro del almidén nativo.

Figura 4.7. Curvas TG de almidones nativo y acetilados (GS = 0.36 — 2.93).

Figura 4.8. Curvas DTG para almidones nativo y acetilados con GS en el rango de 0.36 a 2.93.

Figura 4.9.- Evolucion de valores de Tmaxt (°C) ¥ Tmaxz (°C), calculados para muestras de
almidon nativo (AN) y almidones acetilados (AAC) de maiz con el incremento de GS.

Figura 4.10. Difractogramas de rayos X de almidones acetilados (GS = 2.03, 2.78 y 2.93)
obtenidas a partir de la variacién del contenido de humedad inicial del almiddn (0.6%, 9.1% vy
14.8%, 2 g almidon, 130 °C, 1.85g catalizador/g almidén, 3 h). Para mayor claridad, los
difractogramas fueron desplazados en el eje y.
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Figura 4.11. Fotografia que muestra la distribucion de los almidones de maiz nativo y
acetilados con el incremento del GS en mezclas bifasicas de agua destilada / éter de
petréleo. (a) Almidén nativo, (b) GS = 0.36, (c) GS = 0.50, (d) GS = 0.68, (e) GS = 1.13, (f) GS =
2.03.

Figura 5.1. Espectros de almidén nativo de maiz (FTIR) obtenido con pastillas prensadas
elaboradas con distintas relaciones de almidén:KBr (1:4, 1:20 y 1:100).

Figura. 5.2. Espectros de almidén nativo de maiz (FTIR) obtenidos bajo diferentes niveles de
resolucién (1, 4y 16 cm™?).

Figura 5.3. Correlacién de la intensidad de la banda de IR en 1244 cm™ versus los GS
medidos por saponificacidén de los almidones acetilados (GS = 0.0 — 2.93).

Figura 5.4. Correlacion de la intensidad de la banda de IR en 1376 cm™ versus los GS
medidos por saponificacidén de los almidones acetilados (GS = 0.0 — 2.93).

Figura 5.5. Correlaciéon de la intensidad de la banda de IR en 1748 cm™ versus los GS
medidos por saponificacién de los almidones acetilados (GS = 0.0 — 2.93).

Figura 5.6. Grados de sustitucion predichos (FTIR) versus experimentales (saponificacién). Se
incluye en linea de puntos una recta que pasa por el origen de pendiente unitaria como
referencia (GS predicho = GS experimental).

Figura 5.7. Ejemplo de deconvolucién de datos DTG de almiddn acetilado, 1h GS=0.31.

Figura 5.8. Area porcentual del segundo pico de descomposicién de almidones acetilados
versus GS medidos por saponificacion (GS = 0.0 — 2.93).

Figura 5.9. Correlacién entre valores de GS predichos y experimentales de muestras
acetiladas entre 0.5 y 7 h de reaccién. Se incluye en linea de puntos una recta que pasa por

el origen con pendiente unitaria como referencia (GS predicho = GS experimental).

Figura 6.1. Efecto del tiempo de reaccién en la propionizacién por via organocatalitica del
almidén de maiz. 130 °C.

Figura 6.2. Efecto del tiempo de reaccién en la butirilizacién organocatalitica del almiddn de
maiz. 120 °C.
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Figura 7.1. Grados de sustitucion predichos (FTIR y TGA) versus experimentales
(saponificacién). Se incluye en linea de puntos una recta que pasa por el origen con
pendiente unitaria como comparacion.

Figura A.1. Micrografias de Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) de almidén acetilado
(AAC) obtenidos con la variacién de la temperatura de reaccion (90 — 140 °C) (a) 90 °C, GS =
0.00; (b) 100 °C, GS=0.08; (c) 110 °C, GS=0.10; (d) 120 °C, GS= 0.13; (e) 130 °C GS=0.36, (f)
140 °C, GS=0.62.

Figura A.2. Espectro FTIR de almidones acetilados (GS = 0.00 — 0.62) obtenidos con la
variacion de la temperatura de reaccion (90 — 140 °C). 2 g almiddn, 6.5 g/g relacién masica
acilante/almiddén, 1.85g catalizador/g almiddn, humedad inicial del almidén 0.6%, 3 h. Se
incluye espectro del almiddn nativo.

Figura A.3. Espectro FTIR de almidones acetilados (GS = 0.03 — 2.19) obtenidos con la
variacion de la carga de catalizador (0.46 — 2.32 g/g de almiddn). 2 g almiddn, 130 °C, 6.5 g/g
relacion masica acilante/almidén, humedad inicial del almidén 0.6%, 3 h. Se incluye espectro
del almiddn nativo.

Figura A.4. Espectro FTIR de almidones acetilados (GS = 2.03 — 2.93) obtenidos a partir de la
variacion del contenido de humedad inicial del almidén (0.6%, 9.1% y 14.8%). 2 g almiddn,
130 °C, 6.5 g/g relacion masica acilante/almidén, 1.85g catalizador/g almiddén, 3 h. Se
incluye espectro del almiddn nativo.

Figura A.5. Curvas DTG de almidones acetilados obtenidos con la variacién de la
temperatura de reaccién (90 — 140 °C). 2 g almiddén, 6.5 g/g relacion masica
acilante/almiddn, 1.85g catalizador/g almidén, humedad inicial del almidén 0.6%, 3 h. se
incluye la curva DTG del almiddn nativo.

Figura A.6. Curvas DTG de almidones acetilados obtenidos a partir de la variacién del
contenido de humedad inicial del almidén (0.6%, 9.1% y 14.8%). 2 g almidodn, 130 °C, 6.5 g/g
relacion masica acilante/almiddn, 1.85g catalizador/g almiddn, 3 h. Se incluye la curva DTG
del almiddén nativo.
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ecuacion (7).

Tabla 6.1. Contenido de Fibra Dietaria Total de almidén de maiz nativo y propionizados con
GS variable (0.13, 0.81y 1.39).

Tabla A.1. Recopilacién de GS alcanzado en almidones acetilados obtenidos a partir de la
variacién de las condiciones de reaccion evaluadas.

144



BIBLIOGRAFIA

Ahmad, M. S., Krishnan, S., Ramakrishna, B. S., Mathan, M., Pulimood, A. B., & Murthy, S. N.
(2000). Butyrate and glucose metabolism by colonocytes in experimental colitis in mice. Gut,
46, 493-499.

Alissandratos, A., Baudendistel, N., Flitsch, S. L., Hauer, B., & Halling, P. J. (2010). Lipase-
catalysed acylation of starch and determination of the degree of substitution by
methanolysis and GC. BMC Biotechnology, 10, 82.

Annison, G., lllman, R. J., & Topping, D. L. (2003). Acetylated, propionylated or butyrylated
starches raise large bowel short-chain fatty acids preferentially when fed to rats. The Journal
of Nutrition, 133, 3523.

Asp, N. G., & Bjorck, I. (1992). Resistant starch. Trends in Food Science & Technology, 3, 111-
114.

Aristizabal, J., & Sanchez, T. (2007). Guia técnica para produccién y analisis de almidén de yuca.
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura, FAO, 33 - 39.

Arvanitoyannis, |., Kalichevsky, M., Blanshard, J. M. V., & Psomiadou, E. (1994). Study of
diffusion and permeation of gases in undrawn and uniaxially drawn films made from potato
and rice starch conditioned at different relative humidities. Carbohydrate Polymers, 24, 1—
15.

Ashok, K. S., & Halley, P. J. (2014). Starch modification to develop novel starch-biopolymer
blends: state of art and perspectives. In: Starch polymers, from genetic engineering to green
applications. USA: Elsevier, 105-137.

ASTM D817-12, Standard Test Methods of Testing Cellulose Acetate Propionate and Cellulose
Acetate Butyrate, ASTM International, West Conshohocken, PA, 2012.

Aziz, A., Daik R., Ghani, M. A,, Daud, N. I. N., & Yamin, B. M. (2004). Hydroxypropylation and
Acetylation of Sago Starch. Malaysian Journal of Chemistry, 6, 48-54.

Bayazeed, A,, Farag, S., Shaarawy, S., & Hebeish, A. (1998). Chemical modification of starch via
etherification with methyl methacrylate. Starch, 50, 89-93.

145


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21940597
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21940597
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780444537300000221
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780444537300000221

Bellitz, H. D., Grosh, W., & Schieberle, P. (2009). Quimica de los Alimentos. 3™ ed. Alemania:
Acribia, 8—99.

Bello, G. J. (2000). Ciencia bromatoldgica: Principios generales de los alimentos. 29 ed. Espafia:
Ediciones Diaz de Santos S. A., 77—-89.

Bello-Pérez, L. A., Agama-Acevedo, E., Zamudio-Flores, P. B., Méndez-Montealvo, & G.,
Rodriguez-Ambriz, S. L. (2010). Effect of low and high acetylation degree in the
morphological, physicochemical and structural characteristics of barley starch. Food Science
and Technology, 43, 1434-1440.

Billmers, R. L., & Tessler, M. M. (1993). Method of preparing intermediate DS starch esters in
aqueous solution. Put. Specif. (Australian), 648, 956.

Bingham, S. A. (1996). Epidemiology and mechanisms relating diet to risk of colorectal cancer.
Nutrition Research Reviews, 197—-239.

Biswas, A., Shogren, R. L., Selling, G., Salch, J., Willett, J. L., & Buchanan, C. M. (2008). Rapid and
environmentally friendly preparation of starch esters. Carbohydrate Polymers, 74, 137-141.

Brouns, F., Kettlitz, B., & Arrigoni, E. (2002). Resistant starch and the butyrate revolution.
Trends in Food Science & Technology, 13, 251-261.

Buléon, A., Colonna, P., Planchot, V., & Ball, S. (1998). Starch granules: structure and
biosynthesis. International Journal of Biological Macromolecules, 23, 85-112.

Cael, J. J.,, Koenig, J. L, & Blackwell, J. (1975). Infrared and Raman spectroscopy of
carbohydrates, part VI: Normal coordinate analysis of V-amylose. Biopolymers, 14, 1885—
1903.

Cheetham, N. W. H.,, & Tao, L. (1998). Solid state NMR studies on the structural and
conformational properties of natural maize starches. Carbohydrate Polymers, 36, 283—292.

Chen, L, Li, X,, Li, L., & Guo, S. (2007). Acetylated starch-based biodegradable materials with
potential biomedical applications as drug delivery systems. Current Applied Physics, 751,
€90-e93.

Chi, H., Xu, k., Wu, X., Chen, Q., Xue, D., Song, C., et al. (2008). Effect of acetylation on the
properties of corn starch. Food Chemistry, 106, 923—-928.

146



Chin, S. F., Pang, S. C.,, & Lim, L. S. (2012). Synthesis and characterization of novel water soluble
starch tartarate nanoparticles. International Scholarly Research Notices — Materials Science,
2012, 1-5.

Clarke, J. M., Bird, A. R., Topping, D. L., & Cobiac, L. (2007). Excretion of starch and esterified
short chain fatty acids by ileostomists after the ingestion of acylated starches. American
Journal of clinical Nutrition, 86, 1146—1151.

Clarke, J. M., Topping, D. L., Christophersen, C. T., Bird, A. R., Lange, K., Saunders, I., et al.
(2011). Butyrate esterified to starch is released in the human gastrointestinal tract.
American Journal of clinical Nutrition, 94, 1276—-1283.

Collado, L. S., & Corke, H. (1999). Heat — moisture treatment of sweet potato starch. Food
Chemestry; 65, 339-46.

Colussi, R., Zanella, P. V., Mello, S. L., Vaniera, N. L., Villanovaa, F. A., Marques, R., et al. (2014).
Structural, morphological, and physicochemical properties ofacetylated high-, medium-, and
low-amylose rice starches. Carbohydrate Polymers, 103, 405—413.

Copeland, L., Blazek, J., Salman, H., & Tang, M. C. (2009). Form and functionality of starch. Food
Hydrocolloids, 23, 1527-1534.

Cyras, V. P., Tolosa Zenklusen, M. C., & Vazquez, A. (2006). Relationship between structure and
properties of modified potato starch biodegradable films. Journal of Applied Polymer
Science, 101, 4313-43109.

Cui, S. W. (2005). Food Carbohydrates: Chemistry, Physical Properties and Applications. 1% ed.,
USA: Editorial Taylor & Francis Group, 309-355.

de Graaf, R. A., Broekroelofs, A., & Janssen, L. B. M. (1998). The acetylation of starch by reactive
extrusion. Starch, 50, 198—205.

Diop, C. I. K., Li, H. L., Xie, B. J., & Shi, J. (2011). Effects of acetic acid/acetic anhydride ratios on
the properties of corn starch acetates. Food Chemistry, 126, 1662—-1669.

Dominguez de Maria, P. (2010). Minimal hydrolases: organocatalytic ring-opening

polymerizations catalyzed by naturally occurring carboxylic acids. ChemCatChem, 2, 487—
492.

147


http://www.hindawi.com/journals/isrn/2012/723686/
http://www.hindawi.com/journals/isrn/2012/723686/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clarke%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21940597
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Topping%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21940597
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Christophersen%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21940597
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bird%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21940597
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lange%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21940597
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saunders%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21940597
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21940597
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21940597

Dominguez de Maria, P., & Martinsson, A. (2009). lonic liquid-based method to determine the
degree of esterification in cellulose fibers. The Analyst, 134, 493—-496.

Elomaa, M., Asplund, T., Soininen, P., Laatikainen, R., Peltonen, & S., Hyvdrinen, S. (2004).
Determination of the degree of substitution of acetylated starch by hydrolysis, *H NMR and
TGA/IR. Carbohydrate Polymers, 57, 261-267.

Escudero Alvarez, E., & Gonzalez Sdnchez, P. (2006). La fibra dietética. Nutricion Hospitalaria,
21, 61-72.

Fang, J. M., Fowler, P. A., Tomkinson, J., & Hill, C. A. S. (2002). The preparation and
characterisation of a series of chemically modified potato starches. Carbohydrate Polymers,
47, 245-252.

Fennema, O. R. (2000). Quimica de los Alimentos. 292 ed., Zaragoza: Acribia Editorial, 229-245.

Feuer, B. I. V. (1997). Method of making starch acetate. PCT International Application \WO
9726281.

Fleming, S. E.,, & Yeo, S. (1990). Production and absorption of short-chain fatty acids. In:
Kritchevsky, D., Bonfield, C., & Anderson, J.W. (editors), Dietary Fiber: Chemistry, Physiology
and Health Effects. New York: Plenum Press, 301-315.

Fraser-Reid, B. O., Tatsuta, K. & Thiem, J. (2008). Glycoscience: Chemistry and Chemical
Biology. In: Robyt, J. F. (editor), Starch: Structure, Properties, Chemistry, and Enzymology.
2"ded., Berlin: Springer, 1437-1472.

Fuentes-Zaragoza, E., Riquelme-Navarrete, M. J., Sdnchez-Zapata, E., & Pérez-Alvarez, J. A.
(2010). Resistant starch as functional ingredient: A review. Food Research International, 43,
931-942.

Garcia, M. A., Pinotti, A., Martino, M. N., & Zaritzky, N. E. (2009). Composite edible films and
coatings. In: Embuscado, M., & Huber, K. (editors), Edible films and coatings for food
applications. Thattanchavady, Pondicherry, India, 169-210.

Garg, S., & Jana, A. K. (2011). Characterization and evaluation of acylated starch with different
acyl groups and degrees of substitution. Carbohydrate Polymers, 83, 1623-1630.

148


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Bertram+O.+Fraser-Reid+Prof.+Dr.%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Kuniaki+Tatsuta+Prof.+Dr.%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22Joachim+Thiem+Prof.+Dr.%22

Guerra-DellaValle, D., Bello-Pérez, L. A., Gonzdlez-Soto, R. A., Solorza-Feria, J., & Ardmbula-
Villa, G. (2008). Effect of reaction time on the acetylation of plantain starch. Revista
Mexicana de Ingenieria Quimica, 7, 283-291.

Han, F., Liu, M., Gong, H., LG, S., Ni, B., & Zhang, B. (2012). Synthesis, characterization and
functional properties of low substituted acetylated corn starch. International Journal of
Biological Macromolecules, 50, 1026—1034.

Han, F.,, Gao, C. Liu, M., Huang, F., & Zhang, B. (2013). Synthesis, optimization and
characterization of acetylated corn starch with the high degree of substitution. International
Journal of Biological Macromolecules, 59, 372—-376.

Hafrén, J., & Cdrdova, A. (2005). Direct Organocatalytic Polymerization from Cellulose Fibers.
Macromolecular Rapid Communication, 26, 82—-86.

Huang, J., Schols, H. A,, Klaver, R,, Jin, Z., & Voragen, A. G. J. (2007). Acetyl substitution patterns
of amylose and amylopectin populations in cowpea starch modified with acetic anhydride
and vinyl acetate. Carbohydrate Polymers, 67, 542—-550.

Huber, K. C., & BeMiller, J. N. (2001). Location of sites of reaction within starch granules. Cereal
Chemistry, 78, 173—180.

Jarowenko, W. (1986). Acetylated starch and miscellaneous organic esters. In O. B. Wurzburg
(editor), Modified starches: Properties and uses. West Palm Beach, FL: CRC Press, 69.

Jacobs, H., & Delcour, J. A. (1998). Hydrothermal modification of granular starch with retention
of the granular structure: A review. In: Journal of agricultural and food chemistry, 46, 2895—
2905.

Jobling, S. (2004). Improving starch for food and industrial applications. Current Opinion in Plant
Biology, 7, 210-218.

Karim, A. A, Norziah, M. H.,, & Seow, C. C. (2000). Methods for the study of starch
retrogradation. Food Chemistry, 71, 9-36.

Kaur, B., Ariffin, F., Bhat, R., & Karim, A. A. (2012). Progress in starch modification in the last
decade. Food Hydrocolloids, 26, 398—-404.

Kaur, L., Singh, N., & Singh, J. (2004). Factors influencing the properties of hydroxypropylated
potato starches. Carbohydrate Polymers, 55, 211-223.

149



Khatoon, S., Sreerama, Y. N., Raghavendra, D., Bhattacharya, S., & Bhat, K. K. (2009). Properties
of enzyme modified corn, rice and tapioca starches. Food Research International, 42, 1426—
1433.

Kizil, R., Irudayaraj, J., & Seetharaman, K. (2002). Characterization of irradiated starches by
using FT-Raman and FTIR spectroscopy. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50,
3912-3918.

Kuakpeton, D., & Wang, Y. (2001). Characterization of different starches oxidized by
hypochlorite. Starch/Stdrke, 53, 211-218.

Le Corre, D., Bras, J., & Dufresne, A. (2010). Starch nanoparticles: a review. Biomacro-
molecules, 11, 1139-1153.

Lepeniotis, S., & Feuer, B. |. (1997). Synthesis of starch acetate: statistically designed
experiments to optimize the reaction conditions. Chemometrics and Intelligent Laboratory
Systems, 36, 229-243.

Li, J.,, Zhang L., Peng, F., Bian, J., Yuan, T., Xu, F., & Sun, R. (2009). Microwave-assisted solvent-
free acetylation of cellulose with acetic anhydride in the presence of iodine as a catalyst.
Molecules, 14, 3551-3566.

Liu, H., Xie, F., Yu, L., Chen, L., & Li, L. (2009). Thermal processing of starch-based polymers.
Progress in Polymer Science, 34, 1348—-1368.

Lépez, O. V., Zaritzky, N. E., & Garcia, M. A., (2010). Physicochemical characterization of
chemically modified corn starches related to rheological behavior, retrogradation and film
forming capacity. Journal of Food Engineering, 100, 160—-168.

Lopez-Rubio, A., Clarke, J. M., Scherer, B., Topping, D., & Gilbert, E. P. (2009). Structural
modifications of granular starch upon acylation with short-chain fatty acids. Food
Hydrocolloids, 23, 1940-1946.

Luo, Z. G., & Shi, Y. C. (2012). Preparation of acetylated waxy, normal, and high-amylose maize
starches with intermediate degrees of substitution in aqueous solution and their properties.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 60, 9468—9475.

Mano, J. F., Koniarova, D., & Reis, R. L. (2003). Thermal properties of thermoplastic
starch/synthetic polymer blends with potential biomedical applicability. Journal of Materials
Science: Materials in Medicine, 14, 127-135.

150



Mark, A. M., & Mehltretter, C. L. (1972). Facile preparation of starch triacetates. Starch, 24, 73—
76.

Mbougueng, P. D., Tenin, D., Scher J., & Tchiégang, C. (2012). Influence of acetylation on
physicochemical, functional and thermal properties of potato and cassava starches. Journal
of Food Engineering, 108, 320-326.

Mullen, J. W., & Pacsu, E. (1942). Preparation and properties of starch triesters. Industrial
Engineering Chemistry, 34, 1209-1217.

Neelam, K., Vijay, S., & Lalit, S. (2012). Various techniques for the modification of starch and the
applications of its derivates. International research journal of pharmacy, 3, 25-31.

Niemann, C., & Whistler, R. L. (1992). Effect of acid hydrolysis and ball milling on porous maize
starch. Starch, 44, 409-414.

Nugent, A. P. (2005). Health properties of resistant starch. British Nutrition Foundation,
nutrition Bulletin, 30, 27-54.

Ogawa, K., Hirai, I., Shimasaki, C., Yoshimura, T., Ono, S., & Rengakuji, S. (1999). Simple
determination method of degree of substitution for starch acetate. Bulletin of the Chemical
Society of Japan, 72, 2785-2790.

Olayinka, O. O., Adebowale, K. O., & Olu-Owolabi, I. B. (2013). Physicochemical properties,
morphological and X-ray pattern of chemically modified white sorghum starch. (Bicolor-
Moench). Food Scientists & Technologists, 50, 70-77.

Pascual, A,, Sardon, H., Hedrick, J. L., & Mecerreyes, D. (2013). Organocatalisis: hacia una nueva
generacion de catalizadores para la sintesis de polimeros. Investigacion Quimica., 109, 173—
181.

Pefaranda, C. O. |., Perilla Perilla, J. N., & Algecira Enciso, N. A. (2008). A review of using organic
acids to chemically modify starch. Ingenieria en Investigacion, 28, 47-52.

Prieto Méndez, J., Trejo-Cardenas, C. L., Prieto-Garcia, F., Méndez-Marzo, M. A., Bello-Pérez, L.

A., & Roman-Gutiérrez, A. D. (2010). Revista Latinoamericana de Recursos Naturales, 6, 32—
43,

151



Plackett, D. (2011). Biopolymers — New Materials for Sustainable Films and Coatings. India:
John Wiley and Sons Ltd, 15-42.

Rajan, A., & Abraham, E. (2006). Enzymatic modification of cassava starch by bacterial lipase.
Bioprocess Biosystems Engineering, 29, 65-71.

Rajan, A, Sudha, J. D., & Abraham, T. E. (2008). Enzymatic modification of cassava starch by
fungal lipase. Industrial Crops and Products, 27, 50-59.

Rajan, A., Prasad, V. S., & Abraham, T. E. (2006). Enzymatic esterification of starch using
recovered coconut oil. International Journal of Biological Macromolecules, 39, 265-272.

Ratnayake, W. S., & Jackson, D. S. (2008). Thermal behavior of resistant starches RS 2, RS 3, and
RS 4. Journal of Food Science, 73, 356—-366.

Rincén, A. M., Rached, L. B., Aragoza, L. E.,, & Padilla, F. (2007). Efecto de la acetilacion y
oxidacién sobre algunas propiedades del almidén de semillas de Fruto de pan (Artocarpus
altilis). Archivos Latinoamericanos de Nutricion, 57, 287-294.

Rivas-Gonzalez, M., Zamudio-Flores, P. B., & Bello-Pérez, L. A. (2009). Effect of the acetylation
degree on the morphological and physicochemical characteristics of banana starch. Revista
Mexicana de Ingenieria Quimica, 8, 291-297.

Robinson, C. (2003). Alimentos y tecnologia de Modificacion Genética: Salud y Seguridad en el
Consumidor. Monografia Concisa de ILSI Europe, International Life Science Institute (ILSI)
Europe, 9-25.

Rusli, D., Azronnizan, Q., Maaruf, A. G., Nik, I., N., D., & Bohanri, M. [. (2004).
Hydroxypropylation and acetylation of sago starch. Malaysian Journal of Chemistry, 6, 48—
52.

Sandoval, A., Rodriguez, S. A, & Fernandez, Q. E. (2004). Aplicacion del analisis por calorimetria
diferencial de barrido (DSC) para la caracterizacién de las modificaciones del almidén. Dyna,
72, 45-53.

Santha, N., Sudha, K. G., Vijaykumari, K. P., Nayar, V. U., & Moorthy, S. N. (1990). Raman and

Infrared spectra of starch samples of sweet potato and cassava. Proceedings of the Indian
Academy of Sciences (Chemical Sciences), 102, 705-712.

152



Sha, X. S., Xiang, Z. J.,, Bin, L., Jing, L., Bin, Z., Jiao, Y. J., et al. (2012). Reparation and physical
characteristics of resistant starch (type 4) in acetylated indica rice. Food Chemistry, 134,
149-154.

Shogren, R. L. (1996). Preparation, thermal properties, and extrusion of high-amylose starch
acetates. Carbohydrate Polymers, 29, 51-62.

Shogren, L. R. (2003). Rapid preparation of starch esters by high temperature/pressure
reaction. Carbohydrate Polymers, 52, 319-326.

Shogren, R. L. (2008). Scandium triflate catalyzed acetylation of starch at low to moderate
temperaturas. Carbohydrate Polymers, 72, 439-443.

Singh, N., Chawla, D., & Singh, J. (2004). Influence of acetic anhydride on physicochemical,
morphological and thermal properties of corn and potato starch. Food Chemistry, 86, 601—
608.

Singh, J., Kaur, L., & McCarthy, O. J. (2007). Factors influencing the physicochemical,
morphological, thermal and rheological properties of some chemically modified starches for
food applications - A review. Food Hydrocolloids, 21, 1-22.

Singh, A. V., Nath, L. K., & Guha, M. (2011). Synthesis and characterization of highly substituted
acetylated moth bean starch. Journal of Polymer Materials, 28, 275-283.

Skoog, D. A., Holler, F. J., & Nieman, T. A. (2001). Principios de andlisis instrumental, Capitulo
16: Espectrometria de absorcidon en el infrarrojo. 5% ed., Espafia: Concepcion Fernandez
Madrid, 409 —432.

Sodhi, N. S., & Singh, N. (2005). Characteristics of acetylated starches prepared using starches
separated from different rice cultivars. Journal of Food Engineering, 70, 117-127.

Sujka, M., & Jamroz, J. (2007). Starch granule porosity and its changes by means of amylolysis.
International Agrophysics, 21, 107-113.

Thomas, D. J., & Atwell, W. A. (1998). Starches: Starch Structure. American Association of
Cereal Chemists, 1, 1-11.

Toden, S., Lockett, T. J., Topping, D. L., Scherer, B. L., Watson, E. L., Southwood, J. G., et al.
(2014). Butyrylated starch affects colorectal cancer markers beneficially and dose-
dependently in genotoxin-treated rats. Cancer Biology & Therapy, 15, 1515-1523.

Topping, D. L., & Bird, A. R. (1999). Foods, nutrients and digestive health. Australian Journal of
Nutrition and Dietetics, 56, 22—34.

153



Vaclavik, V. A., & Christian, E. W. (2002). Fundamentos de ciencia de los alimentos. 29 ed.,
Zaragoza: Acribia, 4, 5-61.

van der Maarel, M. J.,, van der Veen, B., Uitdehaag, J. C. M., Leemhuis, H., & Dijkhuizen, L.
(2002). Properties and applications of starch-converting enzymes of the a-amylase family.
Journal of Biotechnology, 94, 137-155.

Ventura, G. J. F. (2007). Desarrollo de métodos analiticos medioambientalmente sostenibles
por espectrometria FTIR. Servei de Publicaciones. [Consulta: 10 de noviembre de 2014]
Disponible en <http://www.tdx.cat/bitstream/handle/10803/10253/ventura.pdf?
sequence=1>.

Vermeylen, R., Goderis, B., & Delcour, J. (2006). An X-ray study of hydrothermally treated
potato starch. Carbohydrate Polymers, 364-375.

Whistler, R. L., & Hilbert, G. E. (1944). Mechanical properties of films from amylose,
amylopectin, and whole starch triacetates. Industrial Engineering Chemistry, 36, 796—798.

Wolff, 1. A, Olds, D. W., & Hilbert, G. E. (1951). Triesters of corn starch, amylose, and
amylopectin. Industrial and Engineering Chemical, 43, 911-914.

Wurzburg, O. B. (1986). Modified starches: properties and uses. CRC Press, Inc., Boca Raton
Florida, 1-277.

Xu, Y., Miladinov, V., & Hanna, M. A. (2004). Synthesis and characterization of starch acetates
with high substitution. Cereal Chemistry, 81, 735-740.

Zamudio-Flores, P.B., Vargas-Torres, A., Gutiérrez-Meras, F., & Bello-Pérez, L.A. (2010).
Physicochemical characterization of dually-modified banana starch. Agrociencia, 44, 283—
295.

Zhang, X., Golding, J., & Burgar, I. (2002). Proceedings of the 7th world conference on
biodegradable polymers & plastics. Pisa, Italy, June 4-8, 131.

Zhang, L. M., Xie, W. G., Zhao, X., Liu, Y., & Gao, W. (2009). Study on the morphology, crystalline
structure and thermal properties of yellow ginger starch acetates with different degrees of
substitution. Thermochimica Acta, 495, 57-62.

Zhang, H., & Jin, Z. (2011). Preparation of products rich in resistant starch from maize starch by
an enzymatic method. Carbohydrate Polymers, 86, 1610-1614.

154



	Portada
	Resumen
	Abstract
	Agradecimientos
	Índice general
	1. Introducción y objetivos
	2. Experimental: Materiales y métodos
	3. Acetilación organocatalítica de almidón de maíz bajo condiciones de reacción prefijadas
	4. Estudio del efecto de las condiciones de reacción sobre el grado de sustitución alcanzado en la acetilación organocatalítica de almidón de maíz
	5. Estudio de la utilización de la información obtenida a partir de FTIR y TGA para la estimación del grado de sustitución (GS)
	6. Extensión de la ruta organocatalítica para la síntesis de otros almidones esterificados
	7. Conclusiones generales
	Anexo
	Listado de figuras
	Listado de tablas
	Bibliografía

