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RESUMEN

METODOS DE MOLIENDA SECA Y HUMEDA EN MOLINO PLANETARIO
PARA LA OBTENCION Y CARACTERIZACION DE FRACCIONES DE
AMARANTO Y SU APLICACION COMO AGENTE ENCAPSULANTE

El estudio de la molienda seca y himeda del grano de amaranto es importante para darle
valor agregado a los productos derivados del procesamiento del grano y de esta manera
posicionarlo en el mercado como una fuente alternativa de almidon y proteinas. El
advenimiento de los molinos de alto impacto brinda la posibilidad de combinar
simultaneamente la etapa de maceracion y trituracion del grano en la molienda hiimeda,
ademas de realizar transformaciones termo-mecanicas en la molienda seca del grano.

En la presente tesis se analizaron las distintas etapas en la obtencion de fracciones
enriquecidas, harinas y almidones modificados del grano de amaranto por medio de un
molino abrasivo y de un molino planetario de bolas, profundizando ademds sobre la
caracterizacion fisicoquimica, estructural y funcional de los productos de molienda.

Por otra parte, se estudio el uso de las fracciones de molienda como potenciales
matrices en la encapsulacion de un antioxidante modelo (-caroteno), analizando su
estabilidad en condiciones de almacenamiento a temperatura y humedad relativa
controladas.

El presente trabajo permitid6 optimizar los pardmetros de la molienda abrasiva
obteniendo dos fracciones enriquecidas (amildcea y lipido-proteica) de alto potencial
tecnologico. Las propiedades estructurales y funcionales de la fraccion amilacea
obtenida por molienda seca de alto impacto fueron dependientes de la energia aplicada,
afectando la gelatinizacion, la absorcion de agua y la solubilidad. La molienda himeda
mostrd una mejora en la recuperacion de almidon, reduciendo el contenido proteico y el
tiempo de proceso respecto al método tradicional. La fraccién amildcea mostré una
elevada capacidad encapsulante, mejorando la retencion de B-caroteno, protegiéndolo
frente al tratamiento térmico, asi como durante la humidificacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis contribuyen al desarrollo de métodos
experimentales a escala laboratorio que sean mdas convenientes para la obtencion de
fracciones enriquecidas, harinas modificadas y almidon de amaranto con alto potencial
tecnologico.

Palabras claves: fraccionamiento, molienda de alto impacto, harina modificada, almidén
modificado, propiedades funcionales, cristalinidad, encapsulacion, B-caroteno.




ABSTRACT

DRY AND WET GRINDING METHODS IN PLANETARY BALL MILL TO
OBTAIN AND CHARACTERIZE FRACTIONS OF AMARANTH AND ITS
APPLICATION AS AN ENCAPSULATING AGENT

The study of dry and wet milling of amaranth grain is of great importance to the adding
of value to products derived from grain processing and to the positioning of amaranth in
the market as an alternative source of starch and protein. The introduction of high-
impact mills allows the simultaneous combination of the stage of soaking and crushing
of the grain in the wet milling, as well as thermo-mechanical transformations in
amaranth dry grinding.

This study analyzed the various stages in the obtention of enriched fractions, modified
starches and flours of amaranth grain, through an abrasive mill and a planetary ball mill.
In addition, the study made a profound analysis of the physicochemical, structural and
functional characteristics of grinding products.

Furthermore, the use of milling fractions as potential matrices in encapsulating a model
antioxidant (B-carotene) was also study by analyzing its stability under controlled
temperature and relative humidity storage conditions.

This work helped to optimize the parameters of the abrasive grinding obtaining two
enriched fractions (starchy and lipid-protein) of high technological potential. The
structural and functional properties of the starchy fraction obtained through high-impact
dry milling were dependent on the applied energy, affecting the gelatinization, water
absorption and solubility. The wet milling showed a better starch recuperation, reducing
the protein content and the process duration in relation to the traditional method. The
starchy fraction showed a huge encapsulating capacity, improving the retention of -
carotene by protecting it from the thermal treatment and humidification.

The results of the present study contribute to the development of laboratory scale
methods that are more convenient to obtain enriched fractions, modified starch and
amaranth flour with high technological potential.

Keywords: fractioning, high impact milling, modified flour, modified starch, functional
properties, crystallinity, encapsulation, -carotene.
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1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES DEL GRANO DE AMARANTO
1.1.1 Historia y actualidad

El amaranto (Amaranthus spp.) es una dicotiledonea que tuvo enorme importancia en la
alimentacion de los pueblos de la América Precolombina. El amaranto, nombre
derivado del griego que significa "inmortal" e "inmarchitable", es uno de los mas
antiguos cultivos alimenticios conocidos. Alimento de recolectores y cazadores tanto en
América del Norte como del Sur antes de la practica de la agricultura doméstica, el
amaranto fue adoptado separadamente en los Andes y en México junto con el maiz, el

frijol y el calabacin.

Las muestras arqueolégicas del grano de amaranto, halladas en Tehuacéan, Puebla, datan
del afo 4.000 a.C., e indican que probablemente se origind en América Central y del
Sur. Los registros historicos revelan que el amaranto era consumido tanto en forma
vegetal (sus hojas y tallo) como cereal, y la produccién de este grano estuvo en su
maximo apogeo durante los periodos Maya y Azteca en Centroamérica. La civilizacion
Maya probablemente fue una de las primeras en usar el amaranto como cultivo de alto
rendimiento, mientras las civilizaciones Azteca ¢ Inca de Peru tardaron mas en

reconocer su importancia.

El amaranto pertenece a la familia Amarantacea, cuyas hojas y semillas son consumidas
como alimento en varias partes del mundo. La planta presenta una florescencia tipo
panoja, siendo por eso considerada como un falso cereal. Las especies de amaranto mas
cultivadas y que fueron recomendadas por la NASA son: Amaranthus cruentus
(México, Africa, Caribe, Asia y América del sur), Amaranthus caudatus (América de

Sur) y Amaranthus hypochondriacus (India, México y Estados Unidos) (Breene., 1991).

Los primeros estudios que se realizaron sobre el amaranto fueron hace 30 afios en
Estados Unidos, logrando obtener informacion respecto a sus propiedades nutricionales
y caracteristicas agrondmicas de su cultivo (Zanaro, 2012). En los ltimos afios se han
incrementado las investigaciones sobre el uso de los diferentes componentes del grano,
ya que ha mostrado excelentes propiedades funcionales para uso industrial y comercial.

A vpartir de los "80, se ha renovado el interés por el amaranto debido a que posee
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propiedades interesantes y unicas, como por ejemplo su bajo contenido de amilosa,
menor tamafo en el granulo (menor a 3um), contenido y calidad proteica (Lorenz.,
1981). El amaranto no es genéticamente modificado y rara vez causa alergias debido a
la ausencia de gluten. Por lo tanto, podria ser utilizado en alimentos en individuos
sensibles a las alergias, como los pacientes celiacos y como ingrediente en
formulaciones especiales para infantes (Coulter y Lorenz., 1990). Por otra parte, en
muchos paises de América del Sur hay una presidn economica para reducir las
importaciones de alimentos, lo que fomentaria la produccion local y el consumo de
amaranto. Actualmente, los agronomos, nutricionistas y profesionales de la industria
alimentaria estan evaluando al amaranto en relacion al genotipo, condiciones
agrondémicas y de procesamiento industrial con el fin de fomentar aun mas el cultivo
como un grano especial en América Latina asi como en Europa y Asia (Amaranth future
food., 2000). Con el fin de ser usado regularmente por la industria, la produccion tiene
que cumplir con la cantidad y calidad requeridas por la industria manufacturera de
alimentos; se espera que con el interés del sector industrial privado y el apoyo de
politicas gubernamentales, el grano de amaranto entre a competir con los cereales en el

mercado de la alimentacion humana y animal.

El principal productor del grano es China con 150 mil hectareas cultivadas, seguida por
India y Estados Unidos de América. Si bien no se tienen cifras exactas, se cuenta con
informacion que permite inferir que entre los paises que participan en el comercio
mundial de Amaranto, los mas importantes en América latina son: Argentina que tiene
una participacion del 49%; en segundo lugar de importancia esta Perti con 45%; en el
tercer lugar se encuentra México con 3%, seguido de Bolivia con 0,4%, y Ecuador con

0,3% (Zanaro, 2012)

El Amaranth Future Food es un proyecto que subvenciona la Unién Europea e integran
seis paises, uno de los cuales es la Argentina. Su objetivo es incrementar el uso y
productividad del amaranto para realizar una contribucion significativa a la seguridad
alimentaria, a la diversificacion de la agricultura y a la generacion de ingresos. En ese
marco, se llevan a cabo experiencias relacionadas con mecanismos de resistencia a
pestes, salinidad y sequia, control de malezas, usos industriales y aspectos funcionales
en alimentos y beneficios para la salud. Por ejemplo, en suelos argentinos y del sur
europeo se cultivan 18 variedades para identificar los mejores genotipos que se

desarrollan en los diferentes suelos.
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El contenido porcentual de proteina, grasa y fibra del amaranto es superior en
comparacion a los cereales comunes, como trigo, maiz, arroz integral y avena. Ademas
de esto, la proteina de amaranto es considerada de mayor calidad debido a su contenido
de lisina y otros aminoacidos esenciales, que son deficientes en los cereales (Teutonico
y Knorr., 1995; Bressani y col., 1989). Con respecto a la composicion de lipidos, Yanez
y col. (1994) reportaron grandes proporciones de acido linoleico y acido estearico, los
cuales proporcionan una fuente importante de acidos grasos insaturados. El grano de
amaranto presenta un contenido de almidon cercano al 62% lo cual hace que sea una
fuente potencial de almidon para ser usado como ingrediente en la formulacién de

alimentos (Perez y col., 1993).

1.1.2 Amaranto, ;posible alimento funcional?

El concepto de alimento funcional estd en estrecha relacion con el paradigma de
nutricion y salud. Entre las propiedades de los alimentos que le aportan caracteristicas
de “alimento funcional” esta la actividad antioxidante, la actividad hipocolesterolémica
y la actividad hipoglucemiante. En las ultimas décadas se le ha dado una gran
importancia al aporte de compuestos bioactivos que puede tener un alimento. Estos
compuestos se definen como componentes de los alimentos que condicionan actividades
fisiologicas y celulares que resultan en efectos beneficiosos para la salud y no se
clasifican como nutrientes, es decir no son esenciales para la vida. Normalmente, estan
en pequeiias concentraciones en los alimentos y actian como antioxidantes, inhibidores
o inductores de actividades enzimaticas, actividades de receptores o de expresion de
genes, entre otras. Los compuestos bioactivos tienen un gran potencial para la
fortificacion de alimentos (Kahlon y Smith., 2004). Los compuestos bioactivos dan
origen a lo que se conoce como alimentos funcionales, los cuales se definen como
“alimentos procesados que demuestran mejorar una o mas funciones del organismo,
ademas del valor nutritivo propio de los mismos” (Cavazos y Gonzalez., 2013). Estos
alimentos son importantes en la medida que presenten beneficios directos y
comprobables al individuo que los consuma. Estos beneficios pueden ser tanto
preventivos, como reducir el riesgo de una enfermedad; o reactivos, mejorando el estado
de salud del individuo (Cavazos y Gonzalez., 2013). Existe un cierto escepticismo entre
los consumidores en relacion a ellos, debido principalmente a la veracidad de las

propiedades que se les atribuyen y al inadecuado control de dichas propiedades, y son
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pocos los paises que tienen legislacion adecuada al respecto. Para aumentar la confianza
de los consumidores en los alimentos funcionales, se estan haciendo esfuerzos a nivel
mundial por hacer pruebas clinicas que entreguen informacion fidedigna y demuestren
sus cualidades saludables (Arvanitoyannis y Van Houwelingen-Koukaliaroglou., 2005).
En el caso del amaranto, estas propiedades funcionales se asocian a la fraccion lipidica,
a la fraccion fenolica y la fibra dietética, es decir al contenido de ciertos tipos de lipidos,
como el escualeno y los fitoesteroles, y de polifenoles existiendo numerosos trabajos en

la bibliografia que demuestran sus propiedades antioxidantes (Cai y col., 2006).

1.1.3 Condiciones agronéomicas

El amaranto es una planta de ciclo fotosintético C4 con alta plasticidad, que se adapta a
diferentes tipos de clima y suelo. El buen rendimiento del grano depende de las
condiciones de temperatura, precipitacion, fecha de siembra y del tipo de suelo en que
se siembre (Alejandre y Gomez., 1986). El amaranto de la especie 4. cruentus L.,
presenta una buena germinacion y desarrollo a temperaturas intermedias sobre los 29°
C. El amaranto de la especie A. hypochondriacus L., presenta su mejor adaptacion en
localidades de clima templado con temperaturas intermedias sobre los 14° C (Reyna.,

1983).

La produccion de grano de amaranto puede incluso lograrse en condiciones secas y
calientes con un promedio minimo de 200 mm de lluvia al afio, siendo la planta
tolerante a la sequia; su crecimiento es rapido durante la época calurosa y requiere

mucho menos agua que el cultivo del maiz (Aguilar., 1978).

Una de las causas que influyen negativamente en el rendimiento del grano en el
amaranto, es el crecimiento secundario, descrito por Grubben y Sloten (1981), el cual se
manifiesta cuando las precipitaciones son menores a los 150 mm, o superiores a los 400
mm, mediante la formacion de pequenas hojas en las flores substituyendo a la
formacion de grano, lo que causa disminucion del rendimiento en el periodo del

crecimiento reproductivo.
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1.1.4 Estructura del grano

El amaranto presenta un grano pequefio, de cerca de 0,9 a 1,7 mm. Las semillas son
lisas, brillantes y de color amarillo crema, doradas y hasta negras (figura 1), poseen
notables propiedades nutricionales y se considera un pseudocereal (Breene., 1991). La
figura 2 muestra en detalle dos cortes de la semilla donde se puede apreciar la

distribucion de las diferentes partes del grano.

Figura 1. Semillas de amaranto s.p
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El pericarpio es una capa de células pigmentadas y cumple la funcidon de proteccion de
la semilla. Estd fuertemente asociada con el perisperma, no observandose paredes
celulares entre ambas estructuras. El embrion estd unido a las células de la gruesa pared

del endospermo.

El endospermo se consume durante el desarrollo del embrion hasta casi desaparecer en
la semilla madura. La mayor porcion del endospermo remanente estd unida al pericarpio
alrededor de la radicula y alrededor de las puntas de los cotiledones. El embrion de
forma anular, se localiza periféricamente al perisperma, sus c€lulas varian en forma y

tamafio, conteniendo cuerpos esféricos incrustados en una matriz esponjosa.
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Figura 2. Estructura morfolégica del grano de amaranto.
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Mientras que, el perisperma constituye el tejido de almacenamiento, sus células
presentan pequefios granulos poliédricos que contienen almidon formado por amilosa y
amilopectina. Debido a la estructura y morfologia del amaranto, es posible obtener
diferentes fracciones con distinta composicion, por medio de diferentes métodos de

molienda, con el fin de diversificar el uso industrial del grano.

1.1.5 Composicion quimica del grano
1.1.5.1 Proteinas de amaranto

Se ha estudiado el contenido proteico de algunas especies de amaranto: la especie A.
cruentus mostrd6 un contenido proteico entre 13 y 18% mientras que en A.
Hypochondriacus fue de 18% (Irving y col., 1981). Esta variacion en el contenido de
proteinas entre especies se debe a factores tales como: diferentes cultivares, condiciones
ambientales, region de cultivo, estacion del afio, tratamientos de fertilizacion (Saunders
y Becker., 1984). Segin Becker y col. (1981), el factor de conversion del nitrogeno para
A. edulis fue de 5,85; mientras que para otras especies los valores fueron entre 5,2 y
6,25. Una de las caracteristicas mas importantes del amaranto, es su gran contenido de

proteinas que puede oscilar entre (14 y 19% p/p) ricas en triptéfano y metionina,
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ademds de poseer un balance muy equilibrado de aminoacidos esenciales no presenta
deficiencia en lisina (0,34 glys/g N), aminoacido que comunmente es limitante en los
cereales (Teutonico y Knorr., 1995; Bressani., 1989). A lo anterior se suma una alta
eficiencia proteica (P.E.R entre 1,5 y 2,1) y digestibilidad de 74,2% (Paredes-Lopez.,
1989). Las principales fracciones proteicas presentes en el amaranto son albuminas,
globulinas y glutelinas. Las dos ultimas constituyen las principales proteinas de reserva
del grano las cuales se encuentran ubicadas en el embrion y endospermo. Respecto a la
fraccion de globulinas encontramos las de tipo 7S (minoritarias) y 11S y las globulinas-

P caracteristicas del amaranto (Avanza y Afion., 2001).

1.1.5.2 Lipidos de amaranto

El contenido de lipidos en el grano de amaranto varia entre 4,8 a 8,1% segin Saunders y
Becker (1984), aunque se han encontrado especies con contenidos de lipidos superiores
como A. spinosus (17%) y A. tenuifolius (19,3%) (Singhal y Kulkarni., 1988). El acido
linoleico es al 4cido graso insaturado que se encuentra en mayor proporcion, seguido
por los acidos oleico y palmitico. El aceite de amaranto presenta una gran insaturacion,
cerca del 70% corresponde al acido linoleico, 20% acido estearico y 1% acido
linolenico. Tanto la proteina como los lipidos se encuentran generalmente en el germen

del grano (Betschart y col., 1981).

1.1.5.3 Otros nutrientes

Otro nutriente que ha cobrado importancia actualmente es la fibra dietaria, la cual se
encuentra en el grano de amaranto en cantidades que van desde 9 al 16%, que es mas
fina y blanda que la del trigo (Tosi y col., 2000). El grano presenta ademads altas
concentraciones de calcio, fosforo, hierro, potasio, zinc y vitaminas del complejo B, asi
como, niveles bajos de factores anti-nutricionales, haciendo de este grano un producto

de gran interés para la formulacioén de alimentos (Tosi y col., 2000).
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1.1.5.4 Almidon de amaranto

El almiddn es el constituyente principal de la alimentacion mundial, debido a esto es de
gran importancia alimenticia, ademas es una importante materia prima para modificar la
textura y consistencia de los alimentos procesados. Se calcula que la produccion
mundial de almidon esta cerca de 39,4 millones de toneladas métricas, siendo extraidas
principalmente desde el maiz, el trigo y la papa; cerca del 50% del almidon total, se

utiliza en productos alimenticios (Calzetta, 2007).

El almidon (48%-62%) es el principal componente del grano de amaranto y esta
compuesto principalmente por dos bio-macromoléculas, amilosa y amilopectina (figura
3). La proporcion entre ambas varian segun la especie siendo el grado de amilosa
dependiente del grado de maduracion (Calzetta, 2007). La amilosa es un biopolimero
esencialmente lineal que presenta uniones alfa-1-4-glucosidicas con pocas
ramificaciones en los enlaces alfa-1-6-glucosidicas (figura 4), que establece largas
cadenas lineales con 200-2500 unidades y pesos moleculares hasta de un millon de
Daltons. Tiene la facilidad de adquirir una conformacion tridimensional helicoidal, en la
que cada vuelta de hélice consta de seis moléculas de glucosa. El interior de la hélice
contiene s6lo atomos de hidrogeno, y es por tanto lipofilico, mientras que los grupos
hidroxilos estan situados en el exterior de la hélice concediéndole un caracter hidrofilico
(figura 4). La mayoria de los almidones contienen alrededor del 25% de amilosa, los
almidones de maiz comunmente conocidos como ricos en amilosa que existen
comercialmente poseen contenidos aparentes de masa alrededor del 52% y del 70-75%

(Marcone y col., 2001).

La amilopectina es un polisacarido que se diferencia de la amilosa en que contiene
ramificaciones que le dan una forma molecular parecida a la de un arbol: las ramas
estan unidas al tronco central (semejante a la amilosa) por enlaces a-D-(1,6), localizadas
cada 25-30 unidades lineales de glucosa (ver figuras 3 y detalle en figura 4). La
amilopectina constituye alrededor del 75% de los almidones mas comunes. Algunos
almidones estan constituidos exclusivamente por amilopectina y son conocidos como
céreos. La amilopectina en presencia de agua caliente proporciona soluciones claras y
de alta viscosidad, mientras que la amilosa tiene una tendencia a la retrogradacion

(Belitz y Grosch., 1988). En la amilopectina se pueden distinguir 3 tipos de cadenas: a)
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cadenas cortas de amilosa sin grupos OH en el carbono 6; b) cadenas con uno o mas

grupos OH en el carbono 6; c¢) cadenas con grupo reductor

Figura 3. Estructura de la amilopectina y amilosa
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Figura 4. Estructura helicoidal de la amilosa
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Las moléculas de amilosa y amilopectina estan asociadas entre si por medio de puentes

de hidrogeno formando regiones cristalinas. Entre estas regiones cristalinas existe

regiones amorfas, en las cuales las moléculas no estan organizadas (figura 5)
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La region cristalina mantiene la estructura del granulo y controla el comportamiento del
almidon en presencia de agua. Es por este motivo que el granulo de almidén tiene una
capacidad limitante de absorcién de agua, aunque se compone de polimeros solubles o

parcialmente solubles.

Los granulos de almidén (figura 6) son de tamafio muy pequeiio con un didmetro de
0,5-2um (Marcone y col., 2001), comparados a los del arroz, 3-8um (Champagne.,

2004) y de menor tamafo que los encontrados en la papa, 100um (Breene., 1991).

Los granulos son de forma esférica o poligonal (Saunders y col., 1984), con rangos de
temperatura de gelatinizacion entre los 65°C y 83°C, los cuales tienden a formar geles
débiles debido a su bajo contenido en amilosa dependiendo de la especies

(Radosavljevic y col., 1998).

La mayoria de las variedades cultivadas de amaranto son de origen ceroso, con cerca del
98 al 100 % de amilopectina; sin embargo algunos autores han encontrado contenidos

de amilosa cercanos al 20%.

Lorenz (1981) observard que el almidon de 4 hypochondriacus presentd un contenido
de amilosa del 7,2 mientras que Becker y col (1981) describieron valores de amilosa
que variaban entre 0% y 22% para el A hypochondriacus y de 5 a 7% para A caudatus,

mientras que Calzetta (2007) observo valores de 7 'y 6% de amilosa end cruentus.

Las caracteristicas anteriores hacen que el almidon de amaranto juegue un papel
importante en el desarrollo de la industria de alimentos como espesante para sopas,
sustituto de grasa en las salsas y en la fabricacion de productos panificados en general
asi como en la elaboracion de pastas (Kong y col., 2008). Mientras que en el sector no
alimentario se wutiliza como aditivo en la elaboracidon de cosméticos, films

biodegradables y papel (Choi y col., 2004)
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Figura 5. Estructura de la amilopectina. A: molécula de amilopectina. B: disposicion de
las regiones cristalinas y amorfas. C: orientacion de las moléculas de amilopectina en un

corte de un granulo de almidon. D: detalle de una region de doble hélice. Farroni, 2012
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Figura 6. Granulos de almidon de amaranto.
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1.2 MOLIENDA SECA Y HUMEDA DEL GRANO DE AMARANTO

La molienda es una operacion unitaria que reduce el volumen promedio de las particulas
en una muestra solida. La reduccion se lleva a cabo dividiendo o fraccionando la
muestra por medios mecanicos hasta el tamafio deseado. Los principios mecanicos de
reduccion maés empleados en las maquinas de molienda son compresion, impacto,
friccion de cizalla y cortado. En los cereales y semillas el proposito de la molienda es la
obtencion de productos intermedios que puedan ser utilizados posteriormente en la

fabricacion de alimentos (Zanaro, 2012).

La molienda se puede realizar por via seca o himeda, en la molienda seca se busca
separar las partes estructurales del grano: endospermo, germen y salvado (figura 2),
mientras que en la molienda humeda se utilizan aditivos quimicos en solucion acuosa
con el objetivo de separar los componentes del grano: almidon, proteina, aceite y fibra.
A nivel industrial, la molienda himeda se aplica basicamente a pocos cereales, entre
ellos estad el maiz, el trigo y el arroz (Calzzeta., 2006). En el caso especifico del grano
de amaranto no se dispone hasta el momento de un método eficaz de molienda humeda
que permita la industrializacion a gran escala. Sin embargo, a nivel de laboratorio se han
desarrollado estudios con ¢éxito que han permitido aumentar el conocimiento

tecnologico del grano y que en algunos casos se llevaron a escala piloto.

Los avances en la molienda himeda de amaranto, comenzaron con el estudio de la
estructura y morfologia del grano de amaranto para identificar las diferentes fracciones
del grano y su composicion caracteristica. Betschart (1981) proces6 el grano de
amaranto en un equipo Strong-Scott para el perlado de cebada y obtuvo una fraccion
con un contenido de proteina superior a la de harina de grano entero. Myer y Fox (1997)
propusieron adaptar el proceso de molienda himeda de maiz al amaranto y estudiaron el
efecto del perlado del grano en los rendimientos de las fracciones obtenidas (proteina,

almidon y fibra) en las diferentes etapas del proceso.

En este estudio se utilizaron 3 muestras, el grano entero (control), grano totalmente
perlado y una mezcla 50:50 de grano entero y grano perlado. El amaranto perlado fue
preparado utilizado una perladora de cebada Strong-Scott, luego fueron macerados en
una solucion de alcali (1% NaOH, pH =13) por 24 horas con agitacion suave. El
almidon recuperado tenia una pureza del 98%, mostrando una mayor recuperacion

cuando se utilizd el grano entero, debido a las perdidas por lixiviacion que ocurrian con
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el grano perlado. Los resultados también mostraron que la recuperacion de germen esta
comprometida durante el proceso. Mediante este procedimiento los autores

mencionados lograron recuperar un 52% del almidon presente.

Se ha propuesto la maceracion en soluciones acidas o alcalinas a diferentes temperaturas
entre 25-50°C, variando el tiempo de remojo del grano en la solucion con el objetivo de
aumentar el rendimiento del almidon (Pérez y col., 1993; Calzetta y col., 2006). Los
diversos tratamientos utilizados para la aislacion de los diferentes compuestos quimicos
del grano de amaranto han sido adaptados y aplicados por varios autores (Myers y Fox.,
1994; Mundliger., 1998; Radosavljevic y col., 1998; Malinski y col., 2003). Todos los
autores mencionados obtuvieron resultados favorables en cuanto a la pureza del almidén
en detrimento de la recuperacion de la misma fraccion. Estas extracciones presentaron
ademads algunos inconvenientes como la sedimentacién de proteinas y fibras muy finas
dentro de la fraccion amildcea, contaminandola debido a que se procesa el grano entero.
Otro inconveniente relevante es el asociado al tratamiento de efluentes debido al uso de
agentes quimicos, lo que incide considerablemente en el aumento de los costos de
proceso. Por esta razon Tosi y col (2000) desarrollaron un prototipo de molino para la
molienda diferencial de amaranto en escala piloto, con base a un método abrasivo que
consigue desprender en forma selectiva las distintas partes anatomicas del grano, de
diferente composicion. En condiciones de trabajo de régimen continuo se producen dos
corrientes de molienda, lo que permite obtener, por via exclusivamente fisica después
del tamizado y de una clasificacion neumatica, una harina de alto contenido proteico y
otra enriquecida en almidon. Este tipo de molienda diferencial requiridé el
acondicionamiento de la humedad del grano a fin de adecuar su gradiente o perfil,
disminuyendo su valor en el exterior pero manteniendo el nivel original en el interior a
fin de separar limpiamente las partes del grano. Los mayores rendimientos de harina de
alta proteina se obtuvieron con el grano acondicionado a 90°C durante 3 minutos y a
70°C durante 7 minutos, siendo el contenido de proteina de la fraccion enriquecida de
40%. Mas recientemente Lindeboom (2005) utilizé un molino de laboratorio que opera
mediante abrasion tangencial (TADD) con el fin de eliminar el salvado de las semillas
de quinoa y obtuvo dos fracciones con diferente contenido proteico. El procedimiento
requirid de un acondicionamiento previo que consistid en atemperar las semillas a
15,5% b.s durante 16 horas, para facilitar la remocion del salvado. Por medio de este

proceso se obtuvieron dos tipos de almidoén: el tipo A con una pureza del 97% vy el tipo
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B con una pureza del 53%, de la misma manera se obtuvieron dos fracciones proteicas:
la tipo A con un 77% de proteina y la tipo B con un 45%. El éxito encontrado en la
combinacion de la molienda seca y himeda para obtener diferentes fracciones del grano
con aplicaciones en la industria alimentaria, ha despertado en particular el interés en el

procesamiento de los pseudocereales.

1.2.1 Tipos de molinos

La eleccion del equipo para llevar a cabo una operacion de molienda depende de las
siguientes variables: mecanismo de stress (tension mecanica), tamafio del material de
entrada y salida, propiedades del material, caracteristicas del medio donde se realiza la
molienda, la capacidad del equipo y su relacion con otras operaciones unitarias. En el
molino de rodillos (figura 7) el mecanismo de stress se aplica en la parte superior e
inferior del material, provocando la atricion del material con el recipiente y de esta
manera logrando reducir el tamafio de particula. En los molinos de martillo el
mecanismo de stress es aplicado en la superficie del material a altas velocidades (10 —
200 m/s), lo cual provoca el impacto entre el material y el recipiente (figura 8) (Rhodes,

2008).

Figura 7. Molino de rodillo
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Existen equipos como el molino de bolas, en el cual, el mecanismo de stress se aplica

mediante atricion e impacto. En este tipo de molinos, se pueden llevar a cabo moliendas
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por via seca y humeda obteniendo particulas finas menores a 50 um (Rhodes, 2008)
(figura 9). Recientemente, se han desarrollado nuevos modelos de molinos a bolas
conocidos como los molinos planetarios, los cuales simulan la 6rbita de un planeta

alrededor de un ¢je.

Figura 8. Molino de martillos.
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Los molinos de bolas planetario hace honor a su nombre asemejando su rotacion sobre
un eje de la misma manera que lo hace un planeta (figura 10). Este movimiento genera
una diferencia de velocidades entre el recipiente y las bolas, lo cual se traduce en una
accion combinada de fuerzas de choque y friccion que libera una gran cantidad de
energia dindmica. La gran interaccion de dichas fuerzas es responsable del alto grado de

trituracion que se puede alcanzar en este tipo de molinos (http://www.retsch.es)

Figura 10. Representacion del giro del molino planetario
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Recientemente este tipo de molinos se han comenzado a utilizar en el campo
alimentario, mas especificamente en la modificacion fisica del almidon. Los métodos
tradicionalmente empleados para modificar la estructura cristalina del almidon se basan
en métodos quimicos, como lo son: aciddlisis (Nakazawa y Wang., 2003), oxidacion
(Wang y Wang., 2000), procesos de oxidacion enzimaticos (Zhang y Oates., 1999)
generando altos costos en las etapas de manejo de efluentes en los procesos de
produccion. Por lo tanto la activacion mecénica por medio del molino planetario surge
como una herramienta Util en la modificacion de la estructura del almidon, reduciendo
sus regiones cristalinas e incrementando su reactividad para algunos propdsitos (Huang

y col, 2007; Liu y col., 2011).
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1.2.2 Modelos predictivos en molienda
1.2.2.1 Modelos de prediccion “energia-tamafio”

A pesar del gran nimero de estudios en el &mbito de los sistemas de fractura no existe
una unica férmula conocida que prediga eficazmente la energia requerida para reducir
un material desde un tamano inicial de particula a otro menor. Sin embargo existen tres
modelos semiempiricos, cada uno eficaz en su rango de trabajo, cuyas predicciones
pueden aproximarse satisfactoriamente a los valores experimentales de los ensayos de
molienda. A estos tres modelos clasicos se los conocen como leyes de molienda y se
representan por medio de las ecuaciones de Rittinger, Kick y Bond (Rhodes, 2008).
Estas leyes pueden ser expresadas mediante la ecuacion general propuesta por Holmes

(1957) y Hukki (1961) (ecuacién 1).
OE/, =—C(1/x*n,)  Ec. 1
Cuando n;=2, C = C; (Rittinger); sin; =1, C=Cx (Kick); sin; =1,5; C=C, (Bond)

Sobre la base de este modelo, distintos autores han sugerido que para predecir el
requerimiento energético de particulas grandes se debe utilizar la ecuacion de Kick, para
muy finas el modelo de Rittinger y para particulas de tamafio intermedio la ley de Bond

(Rhodes, 2008).

Como los molinos de bolas son disefiados para obtener particulas finas, la ecuacion que
se debe utilizar para modelar el consumo energético en funcion del tamafio de particulas

es la Ley de Rittinger (ecuacion 2).

wr=cr((Yg)—(Y/,)) Ec2

Donde W es energia de molienda por unidad de masa en kJ/kg, Cr es el coeficiente de
molienda de Rittinger, 4 es el tamafio de particula del material a moler al momento de

la carga y E es el tamafio de particula después de molido.

Como es sabido en las operaciones de molienda solo se emplea un 2% de la energia para
la trituracion del material, este porcentaje produce la aparicion de nuevas superficies, el
resto se pierde en la deformacion pléstica de las particulas, deformacion de las partes
metalicas de la maquinaria, fricciones entre particulas, rozamiento de las particulas con

las paredes de la maquinaria, calor, ruido y vibraciones.
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Las desviaciones que presentan en la practica las leyes de molienda se deben a (Rhodes,

2008):

a) Se considera que la desintegracion produce particulas de igual forma que las iniciales
(isostenia), es decir, que al desintegrar particulas de forma cubica se producen cubitos o

si se parte de esferas se producen esferitas. Este principio no es valido.

b) Se supone que los materiales son isétropos (igual resistencia en todas direcciones) sin

embargo son anisotropicos.

c) No se considera que los productos a desintegrar pueden tener grietas superficiales

(lugares donde se comienza a desintegrar el material sin consumo de energia).

d) No se tienen en cuenta ni las deformaciones elésticas, ni que el producto se mueve
dentro de la maquina, lo que produce rozamientos con disipacién de calor desde el

material.

1.2.2.2 Modelo de distribucion de tamaiio

La representacion grafica de una dispersion de tamafio de particulas generalmente se
describe mediante la distribucién de frecuencia o/y la distribucion acumulada. Este
grafico representa una distribucion caracteristica cuando se trata de alimentos en polvo.
Existen diferentes funciones para simular la distribucion de tamafio: el modelo de
distribucion normal (Ecuacién 3), la ecuacion de Gates-Gaudin-Schumann y el modelo
de distribucion de Rosin-Rammler-Bennett (Ecuacion 4), entre otros (Barbosa-

Canovas., 2005).

Materiales con una distribucién normalson relativamente raros en el area de alimentos
y se encuentran principalmente en polvos obtenidos mediante procesos quimicos como
la condensacion y precipitacion. Sin embargo, la importancia de esta funcion, es que
brinda una distribucion idealizada del error basada en la suposicion de que los errores

elementales se combinan al azar para producir el efecto observado.

1 ()
F(x)= ———expl2lte 1] —00 < X < 00 Ec. 3
oV 2w

La ecuacion (3) muestra la funcion de distribucion normal, donde (x) es el tamafio de
particula, (p) es el tamafio medio de particula y (o) es la desviacion estandar de la

muestra.
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La ecuacion de Rosin-Ramler-Bennet (RRB) fue introducida en 1933, y es
ampliamente usada en la caracterizacion de la distribucion del tamano de particulas
cuando existen apartamientos respecto de la distribucion normal (Barbosa-Cénovas.,
2005). Usualmente la funcidén se presenta en términos de frecuencia acumulada e

involucra dos parametros:

Flx)=1-— exp[xfxﬁﬂn: Ec. 4

Donde F(x) es la distribucion acumulada, (x) es el tamafio de particula, (Xe3) es el
tamafio de particula correspondiente al 63,2% de la distribucion acumulada y (n2) es
definido como el indice de homogeneidad. Valores bajos de (n2) indican una dispersion
mas amplia de tamafio, mientras que para valores altos de (n2) se tiene una menor
dispersion. Yan y Barbosa (1997) modelaron las diferentes funciones de distribucion en
varios sistemas de alimentos como: azlcar, harina de maiz y leche desgrasada,
concluyendo que la aplicacion de estos modelos son una buena herramienta para

caracterizar la calidad y el tamafio de los diferentes polvos alimenticios.

1.3 CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS OBTENIDOS POR
MOLIENDA SECA Y HUMEDA

La obtencién de fracciones del grano de amaranto con diferente composicion quimicay
la modificacion de estas mediante los procedimientos de molienda, genera la necesidad
de caracterizarlos fisicoquimicamente para conocer las nuevas propiedades adquiridas

por estas fracciones, y de esta manera determinar su posible aplicacion.

1.3.1 Seguimiento del proceso de perlado mediante analisis de imagenes y

medicion de color

El color es una caracteristica importante de los alimentos y su percepcién brinda
informacion importante sobre su calidad y estado de conservacion (Ledn y col., 2006).
La percepcion del color estd influenciada por varios factores como: La distribucion de la
energia espectral del iluminante, las condiciones bajo las cuales el color es visto, la
sensibilidad del observador y las caracteristicas espectrales del objeto con respecto a la
absorcion, reflexion y transmision de la luz (Farroni, 2011). Con el objeto de conseguir

una adecuada caracterizacion objetiva del color se crearon sistemas de medida que
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emplean "espacios de color" dentro de los cuales un punto, que corresponde a un color
determinado, esté representado por las llamadas "coordenadas de color" que permiten la
especificacion completa en el espacio tridimensional (Caivano, 1995). De los sistemas
propuestos para la especificacion del color el mas difundido universalmente es el
desarrollado por la CIE (Comission Internationale de 1Eclairage) en 1931 (CIE, 1993),
en el cual el color es indicado por tres variables X, Y, Z, conocidas como los valores
triestimulo y que representan a tres colores primarios imaginarios. La Comission
Internationale de 1Eclairage ha desarrollado otros sistemas de color cuyas coordenadas
pueden ser interconvertidas matematicamente. El espacio CIELAB de 1976 utiliza tres
coordenadas para describir el color: L*, a* y b*. El pardmetro L* representa la
luminosidad del material y su valor varia en un rango de 0, que corresponde al color
negro, hasta 100, que es el blanco. a* varia de verde a rojo y b* varia de azul a amarillo
con valores que van desde -120 a 120 para ambos casos y representan las coordenadas
cromaticas de este espacio. En particular los cambios de color y luminosidad se han
asociado a la etapa de perlado de granos, en el caso del arroz suele usarse el indice de
blancura como una medida del grado de pulido alcanzado durante el proceso de

elaboracion para la obtencion de arroz blanco (Courtois y col., 2010).

Para el estudio de superficies heterogéneas como los alimentos, se han utilizado
ampliamente los sistemas computarizados de adquisicion y andlisis de imagenes. Estos
sistemas utilizan dispositivos para la adquisicion de imdagenes, computadoras y
programas de procesamiento de las imagenes para simular el rol de los ojos y el cerebro
(Yam y col., 2004; Mendoza y col., 2006; Pedreschi y col., 2006; 2007; Balaban., 2008;
Purlis y Salvadori., 2009; Farroni., 2011). La toma de imagenes mediante una cadmara
fotografica o mediante un escaner y su posterior procesamiento por medio de programas
adecuados se presenta como una alternativa interesante para sistemas heterogéneos,
debido a que puede seleccionarse el area de andlisis en forma precisa excluyendo el
fondo y los sectores de la imagen que no interesan (Balaban., 2008; Farroni., 2011;).
Con respecto a los granos y semillas, el analisis de imagenes ha sido propuesto para
evaluar caracteristicas morfologicas asi como también para determinar el rendimiento
en grano entero de arroz en base a la reduccion del area aparente de los granos debido al

quebrado durante el descascarado y pulido del grano (Yadav y Jindal., 2001)
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1.3.2 Caracterizacion mediante espectroscopia infrarroja (FT-IR)

El analisis de la espectroscopia infrarroja mediante la transformada de Fourier ha sido
ampliamente usado para evaluar la composicion del producto asi como para determinar
las modificaciones quimicas inducidas por los diferentes tipos de procesamiento a los
que son sometidos los alimentos. Esta técnica fue usada por Shrestha y col., (2010) para
estudiar los cambios en el orden molecular provocado por el proceso de extrusion en los
almidones de maiz con alto contenido de glucosa. La formacion de puentes de
hidrogeno entre los componentes de la mezcla fue confirmado usando espectroscopia
FT-IR por Jiménez-Elizondo y col.,, (2009), quienes desarrollaron peliculas
biodegradables a partir del grano de amaranto. Liu y col., (2011) determinaron cambios
en la relacion cristalino/amorfo en el almidon de maiz cuando este producto fue
procesado en un molino de bolas. Capron y col., (2007) estudiaron el efecto del
contenido de humedad sobre la estructura molecular de muestras de almidon de maiz
por espectroscopia de infrarrojo con reflectancia total atenuada (ATR-FT-IR). Estos
autores analizaron principalmente los cambios relacionados a la transicion vitrea en
funcién del contenido de agua y de la relacion cristalino/amorfo. Durante la aislacion de
la proteina en semillas de sésamo, el analisis FT-IR revelo que el tratamiento con calor
asi como el uso de aditivos quimicos (NaCl y sulfato de amonio) a bajas
concentraciones inducian cambios en la conformacion de la proteina, mientras a altas
concentraciones de los aditivos, la conformacion de la proteina era mas estable (Achouri
y col.,, 2012). Cabe destacar el trabajo de Tapia-Blacido y Col., (2006) quienes
describieron los espectros FT-IR de films elaborados en base a fracciones del grano de
amaranto: harina, harina desgrasada, almidon, proteina-lipidos y proteina. Otros autores
(Fabian y Shultz., 2002) describieron que la banda cercana a 3000 cm™! estaba asociada
a la presencia de lipidos (estiramiento del enlace CH-CHb»), las bandas entre 1500 y
1600 cm™! correspondian a las proteinas (estiramiento del enlace N-H), mientras que las
bandas en la region comprendida entre 950 y 1150 cm™ se podian asociar al almidon

(estiramiento del enlace C-O) (Cremer y Kalentu., 2003)
1.3.3 Determinacion del comportamiento reologico.

El conocimiento de las propiedades reoldgicas de la dispersion de harina/almidon en
agua es importante para el control de las condiciones de proceso, el disefio del sistema

de flujo y para estimar la textura de los alimentos (Rao, 1999a). Debido al uso relevante
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del almidon por parte de la industria como espesante, estabilizador coloidal y adhesivo
para la modificacion de la textura en los alimentos, surge la necesidad de conocer su
comportamiento reologico en el procesamiento y almacenamiento de los alimentos que
los contienen. Kulp (1973) determiné que el tamafio del granulo afecta la composicion,
propiedades reologicas y transiciones de fase producidas al calentar una dispersion de
almidon. Biliaderis (1986) sefiald que la pérdida del orden de los componentes del
almidon, amilosa y amilopectina puede estar relacionada con cambios irreversibles en
sus propiedades, como hinchamiento, formacion de pasta y disolucion. Rao (1999a)
expres6 que tanto el efecto de la concentracion como el de la temperatura deben ser
tenidos en cuenta durante el procesamiento y almacenamiento de las dispersiones que
contienen almidon ya que afectan las propiedades reoldgicas. Por otra parte, es sabido
que las condiciones de molienda seca y humeda pueden afectar las propiedades
reologicas de las fracciones de harina obtenida o bien de los diferentes compuestos
extraidos mediante la molienda humeda (Bhattacharya, 1994, 1996; Wang y col., 1999;
Hsu y col., 2000; Singh y col., 2003; Calzetta, 2007; Zanaro, 2012).

En la mayoria de los estudios reologicos se utilizan el viscoamiloégrafo Brabender, el
analizador rapido de viscosidad (RVA) o los viscosimetros rotatorios, los cuales
permiten medir la viscosidad de las pastas de almidon (Wiesenborn y col., 1994) o de
mezclas de harinas. Por otra parte el reometro se usa para evaluar las propiedades
viscoelasticas de los almidones (Hsu y col., 2000). Singh y col (2003) estudiaron la
microestructura de las pastas/geles de almidon, para entender la relacién entre
composicion quimica y propiedades viscoeldsticas caracteristicas de algunos almidones,
mientras que Rivas-Gonzédlez y col., (2008); Bello-Pérez y Paredes-Lopez., (2006,
2009) y Bello-Pérez y col., (1996, 2010) analizaron aspectos morfoldgicos,
fisicoquimicos y estructurales de diversos almidones, estableciendo la relacion entre el
origen botdnico del almidon y sus caracteristicas para la formacién de pastas. En el
mismo sentido Fiorda y col (2013) y Saenz-Penella y col (2012), obtuvieron buenos
resultados cuando estudiaron las propiedades de flujo (viscosidad) y viscoelasticidad
mediante reologia dindmica de diferentes mezclas de harina de amaranto con almidon
de mandioca. Siendo la harina de amaranto sometida a un proceso severo de
modificacion de sus propiedades mediante el molino planetario de bolas, es logico
pensar sobre la necesidad de investigar de qué manera afecta este proceso el

comportamiento viscoso de las fracciones de amaranto resultantes.
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1.3.4 Caracterizacion mediante difraccion de Rayos-X.

Mucha de la informacion acerca de las propiedades cristalinas del granulo de almidon
ha sido adquirida mediante el uso de la difraccion de rayos-X. Con base a estos
estudios, el patron de difraccion del almidon puede clasificarse en tres formas, tipo A, B
y C. El patrén de difraccion tipo A esta principalmente asociada a los cereales, el tipo B
es usualmente obtenido a partir de almidones de tubérculos, mientras el patréon C es una
mezcla de los tipos A y B. La principal diferencia entre los tipos de almidones es la
diferencia en la organizacion del agua y la estructura de doble hélice de la molécula.
Los almidones de tipo A forman estructuras mas cerradas al agua, mientras los de tipo B

son mas abiertas (Wu y Sarko., 1978; Imberty y Pérez., 1988; Imberty y col., 1988).

El almiddn es un polimero semicristalino con baja e imperfecta cristalinidad, su patron
de difraccion se caracteriza por tener: baja intensidad, picos de difraccion anchos, ruidos
con alta intensidad y gran dispersion debido al componente amorfo. Uno de los métodos
mas usados para identificar la estructura cristalina y la organizaciéon molecular dentro de
los almidones nativos y procesados es la difraccion de barrido de grandes angulos
(Kavesh y Shultz., 1969). Usualmente, en un patron de difraccion de una muestra 100%
cristalina su linea de base es muy facil de describir mediante una linea recta o un
polinomio de menor grado. En el caso de los polimeros semicristalinos es muy diferente
debido a la contribucion de la region amorfa en el patron de difraccion, el cual puede
adquirir alguna forma compleja. Por lo tanto, el grado de cristalinidad de un polimero
semicristalino se calcula con base a las areas cristalinas y amorfas obtenidas en cada

patron de difraccion.

Debido a la dificultad que existe en la determinacion manual de la linea de base, Zobel
(1988) propuso la utilizacion de una serie de algoritmos matematicos para seleccionar la
linea de base correcta. Este autor obtuvo una reproducibilidad satisfactoria en base a
este método al aplicarlo para determinar la cristalinidad de diferentes polimeros. De la
misma manera Bruckner (2000) utilizd6 un procedimiento de suavizado (con base en
algoritmos matematicos) para separar las regiones amorfas de los picos de difraccion,
mediante los cuales pudo identificar los picos caracteristicos de varios clases de
almidones (tipos A, B y C). La determinacion de la cristalinidad en los almidones es
importante, ya que ésta influye en sus propiedades funcionales tales como: viscosidad,
gelatinizacion (propiedades térmicas), capacidad de absorcion de agua y solubilidad

(Morrison y Tester., 1994; Sanguanpong y col., 2003). Por lo tanto algunos autores han
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investigado mediante esta técnica, el efecto que diferentes procesos fisicos usados como
herramienta para la modificacion de almidones tienen sobre la cristalinidad (Jane y col.,
1992; Cheetham y Leping., 1998; Tamaki y col., 1998; Chen y col., 2003; Huang y col.,
2007; Devi y col., 2009).

1.3.5 Caracterizacion mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Las transiciones de orden/desorden que ocurren durante el calentamiento de una
suspension acuosa de granulos de almidon han sido investigadas usando calorimetria
diferencial de barrido (DSC) (Donovan, 1979; Hoover, 2001; Kaur, 2002). En esta
técnica se mide la temperatura y el flujo de calor asociados con transiciones de fase
especificas, ya sean de primer orden como la gelatinizacion del almidén puro o en la
harina y de segundo orden como la transicion vitrea (Afion y Jovanovich., 2000). La
gelatinizacion ocurre inicialmente en las regiones amorfas, y se extiende a las regiones
cristalinas del granulo, debido a los débiles puentes de hidrogeno que se forman en la
region amorfa (Morrison y Tester., 1994). Las diferencias en las temperaturas de
transicion entre los distintos almidones pueden ser atribuidas a la diferencia en el grado
de cristalinidad. Altas temperaturas de gelatinizacion han sido reportadas para muestras
con alta cristalinidad, la cual promueve estabilidad estructural y hace que los granulos
sean mas resistentes a la gelatinizacioén (Singh y col., 2003). Con referencia al almidon
de amaranto, Calzetta (2007) analizd mediante calorimetria DSC suspensiones de
almidon con diferente contenido de agua. Los picos observados en los termogramas
presentaron una temperatura de inicio (T;) de 64,7°C y una temperatura de pico (Tp) de
76,1°C. Pereira (2004) informé una entalpia de gelatinizacion de 12,6]/g de almidon
seco, siendo Ti = 68,3°C y Tp= 76,1°C. Zanaro (2012) observd temperaturas de
gelatinizacion de 63,8°C (T;) y 74,8°C (Tp) cuando determiné las propiedades térmicas
(calorimetria DSC) de fracciones de harina de amaranto enriquecida en proteina
(contenido de almidon: 30%, contenido de proteina: 40%).En el caso de harina de
amaranto, Tapia-Blacido (2006) observé que los valores de las temperaturas de
gelatinizacion de la harina fueron superiores a la de los correspondientes almidones.
Segun este autor esto es debido a la presencia de lipidos yproteinas en la harina que se
encuentran formando complejos y/o interactuando con el almidon. Por lo tanto la
calorimetria DSC ha resultado satisfactoria para la determinacion de las propiedades

relativas a la gelatinizacion en cereales y derivados.
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1.4 APLICACION DE ALMIDONES EN ENCAPSULACION DE
ANTIOXIDANTES

1.4.1 Encapsulacion de B-carotenos en matrices de almidén.

Los pigmentos carotenoides son un grupo de compuestos ampliamente distribuidos en la
naturaleza y son responsables del color amarillo, naranja y rojo de las frutas y vegetales.
El B-caroteno es un importante miembro de la familia de los carotenoides, el cual se
encuentra presente en muchas frutas y vegetales tales como zanahoria, batata, calabaza,
papaya, carambola, melocoton, espinaca, brocoli, col, entre otras (Rodrigez-Amaya.,
2002; Chandrika y Col., 2003; Kandlakunta., 2008). Actualmente, el mayor interés en
los carotenos no solo es debido a su actividad pro-vitaminica A, sino también a su
accion antioxidante en la dieta dado que es capaz de atrapar y eliminar radicales libres,
reduciendo de esta manera el stress oxidativo en el cuerpo (Young y Lowe., 2001; Rao
y Honglei., 2002). Cuando los carotenos son incorporados dentro de los alimentos con
el fin de generar algun color o para impartir una caracteristica funcional, éstos quedan
expuestos a procesos de isomerizacion y oxidacion que pueden alterarlos. Una solucion
para prevenir este problema es el uso de la microencapsulacion, una técnica
comunmente usada para incrementar la estabilidad de carotenoides (Cai y Corke., 2000;
Matioli y Rodriguez-Amaya., 2002; Higuera-Ciapara y col., 2004; Shu y col., 2006;
Sutter y col., 2007; Laos y col.,2007; Loksuwan., 2007).

La microencapsulacion es una técnica por medio de la cual los ingredientes sensibles
son empacados dentro de un material de revestimiento. El material de revestimiento
protege al ingrediente sensible de reacciones adversas, previene la pérdida de
ingredientes volatiles y permite controlar la liberacion del ingrediente encapsulado
(Shahidi y Han., 1993; Vos y col., 2010). La microencapsulacion tiene importantes
aplicaciones en la industria alimentaria como material protector de colorantes (Krishnan
y col., 2005; Shaikh y col., 2006; Vaidya y col., 2006), “flavors” (Bertolini y col., 2001;
Reineccius, 2004; Tobitsuka y col., 2006; Karathanos y col., 2007), vitaminas (Madziva
y col., 2005; Righetto y Netto., 2006; Wegmuller y col., 2006) y otros ingredientes

alimentarios sensibles.

Se han desarrollado varias técnicas para microencapsulacion de ingredientes
funcionales, las cuales se han clasificado de acuerdo a la naturaleza del método

empleado. Existen procedimientos fisicos que requieren la mezcla mecanica del
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componente activo con el componente encapsulante seguida de la evaporacion del
medio dispersante; procesos quimicos que se basan en la afinidad quimica, molecular y
estructural entre el componente activo y el agente encapsulante. Los siguientes son
algunos procesos utilizados para la encapsulacion: coacervacion, inclusion molecular,

secado por atomizacion y liofilizacion, entre otros.

El secado por atomizacion y liofilizacion son los métodos cominmente utilizados para
encapsular ingredientes alimenticios. Mediante estos métodos se obtiene polvo a partir
de una mezcla liquida, produciendo particulas que protegen el material activo en
matrices formadas generalmente por polimeros. Estas técnicas se realizan basicamente

en tres pasos: preparacion de la emulsion, homogenizacion y eliminacion del solvente.

El primer paso consiste en dispersar el material activo en una solucion del agente
encapsulante con el cual es inmiscible, el material encapsulante debe tener buenas
propiedades de emulsificacion, baja viscosidad, alto contenido de sélidos, esto con la
finalidad de disminuir el tiempo de secado, formar una pelicula con alto contenido de
solidos alrededor de las gotas de material activo y aumentar la retencion del mismo. El
segundo paso, es la homogenizacion de la emulsion, la cual consiste en crear pequefias
gotas del ingrediente en la solucion encapsulante, formando una emulsion fina; algunas
veces es necesario la adicion de agentes emulsificantes para lograr una buena
homogenizacion. Finalmente se realiza la eliminacion del solvente que puede darse a
altas temperaturas (atomizacion mediante secado spray por ejemplo) o bajas
temperaturas (liofilizacion). En esta etapa la mezcla del agente activo y del
encapsulante, ya homogenizados, entran en la camara de secado donde simultaneamente
se forma la matriz so6lida y se elimina el solvente (Madene y col., 2006; Shu y col.,

2006).

Diferentes materiales de cobertura son usados en la industria alimentaria tales como
gomas, celulosa, proteinas y almidones (Jackson y Lee., 1990). La goma arabiga, un
excelente material de cobertura que ha sido muy usado debido a su poder emulsificante
y a la gran capacidad para retener volatiles, hoy es menos aplicado debido a su alto
costo y fuentes limitadas, lo cual hace que se busque otro tipo de materiales alternativos
(Wilson y Shah., 2007). La busqueda de sustitutos parciales o totales de la goma ardbiga
se ha incrementado recientemente, revalorizando el uso del almidon como material de
cobertura, gracias a su abundancia y bajo costo. Sin embargo, el almidon nativo posee

ciertas limitaciones funcionales que afectan su eficiencia y han restringido su uso como
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agente encapsulante. Para superar estos problemas de funcionalidad han sido propuestas
técnicas de modificacion con el fin de adaptar las propiedades del almidon a las
condiciones deseables. Las dextrinas, ciclodextrinas y almidones hidrolizados, entre
otros, resultaron ser los agentes encapsulantes mas aptos (Krishnany col., 2005;
Karathanos y col., 2007; Murua-Pagola y col., 2009). Estos materiales tiene la ventaja
de tener bajo costo, flavor neutro y buena proteccién a la oxidacion. Sin embargo como
carecen de caracteristicas emulsificantes, varios investigadores han utilizado este tipo de
materiales en combinacion con agentes emulsificantes tales como gelatina, proteinas del
suero y tween 80 (Sheu y Rosenberge., 1995; Cardoso y col., 2001; Barbosa y col.,
2005; Porrarud y Pranee., 2010).

La capacidad de la molienda de alto impacto para lograr un alto grado de disgregacion
junto con su potencial para producir polvo activado se presenta como una interesante
técnica para generar modificaciones termo-mecanicas en harinas y almidones que

pueden resultar utiles como agentes encapsulantes alternativos.

1.4.2 Determinacion de los carotenos mediante espectroscopia de UV-VIS.

El sistema de dobles enlaces conjugados presentes en el cromoforo, hace que sea
posible la absorcion de luz dando a los carotenoides su color atractivo y proporcionando
el espectro de absorcidon visible que sirve como base para su identificacion y
cuantificacion. El color permite a los analistas monitorear las diferentes etapas de
degradacion de los carotenos. A partir del espectro UV/Vis es posible obtener
caracteristicas propias del cromoforo tanto respecto a las longitudes de onda de
absorcion maxima (Amax) como al mismo tiempo permite identificar la forma del

espectro (estructura fina espectral).

El B-caroteno presenta 9 insaturaciones en la cadena del polieno y 2 en los anillos
(figura 11), absorbe a longitudes de onda medias en comparacion a otros carotenoides
con un Amax a 425, 450, 478nm (Rodriguez-Amaya, 2001) (Figura 12). Para dar una
idea de la estructura fina del espectro, se utiliza el indice III/II %, que es una relacion de
las absorbancias a dos Amax (Figura 12). Esta notacion tiene en cuenta la relacion de la
altura del pico de absorcidon de mayor absorbancia, designado III, y el pico de absorcion
de mayor A, designado II, teniendo el minimo entre los dos picos como la linea de base,

multiplicado por 100 (Britton, 1995).
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Figura 11. Estructura molecular del B-caroteno

Tomada de Rodriguez-Amaya, (2001)

Los carotenoides en solucion siguen la ley Beer-Lambert, por lo tanto su absorbancia
esta directamente relacionada a la concentracién. Por lo anterior, los carotenoides
pueden ser cuantificados espectrofotométricamente. Los carotenos altamente
insaturados son propensos a la isomerizacion y oxidacion. El calor, la luz y los acidos
promueven la isomerizacion de los franscarotenos, su usual configuracion, a la forma
cis, resultando algunas veces en la perdida de color y proactividad vitaminica A

(Britton, 1995)

Figura 12. Espectro de absorbancia en Uv/visible del -caroteno
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La degradacion oxidativa es la principal causa de la extensiva pérdida de los carotenos,
dependiendo de la disponibilidad de oxigeno y esta a su vez es estimulada por la
presencia de luz, enzimas, metales, co-oxidantes e hidroperoxidos; por lo tanto, la
isomerizacion y oxidacion de los carotenos puede ocurrir durante el procesamiento y
almacenamiento de los productos alimenticos (Rodriguez-Amaya,2001). Por esta razon,
resultaria importante estudiar el efecto protector de las matrices almido-proteicas de
amaranto a diferentes condiciones de almacenamiento (temperatura y humedad relativa)

en la retencion de los carotenos.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general fue estudiar el potencial del grano de amaranto referido a la

produccion de diferentes fracciones de molienda y su aplicacion a un caso especifico de

interés para la industria. Para ello se propone explorar estrategias de molienda que

combinan la molienda abrasiva con la molienda de alto impacto por via seca y himeda.

Objetivos especificos

1.

Estudiar la molienda abrasiva del grano de amaranto. Seleccionar las variables
operativas y determinar el efecto de las mismas en el grado de perlado y el
contenido de lipidos y proteina. Optimizar el proceso para la obtencion de
fracciones de amaranto enriquecidas (amildcea y lipido-proteica).

Determinar el efecto de la velocidad de rotacion y el tiempo de operacion en la
distribucion de tamafio de particula (DTP) de la harina obtenida por molienda seca
de la fraccion amilacea en un molino planetario de bolas. Evaluar modelos que
relacionan energia-tamafo para simular la cinética de molienda.

Caracterizar las fracciones de amaranto obtenidas por molienda abrasiva y
molienda de alto impacto mediante las propiedades fisicas, funcionales y
estructurales.

Determinar el efecto de la energia de molienda y las concentraciones de aditivos en
la recuperacion del almidon de amaranto obtenido mediante molienda hiimeda
asistida en molino planetario de bolas. Caracterizar el almidéon mediante el
contenido proteico y sus propiedades estructurales y térmicas.

Evaluar la potencialidad de la fraccion amilacea y el almidon nativo molidos como
agentes encapsulantes de B-caroteno y estudiar la estabilidad de las mismas durante

el almacenamiento a diferentes temperaturas y humedades relativas.
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3. MATERIALES Y METODOS

La figura 13 resume los procedimientos realizados en la obtencioén y estudio de las
fracciones FA y FLP del grano de amaranto, cuyos detalles experimentales seran
comentados en profundidad. Los procesos descriptos utilizaron el mismo grano de
amaranto, estudiando tres tipos de molienda con interés industrial, obteniendo
almidones y fracciones ricas en almidon y proteina, para emplearlas como posibles

agentes encapsulantes de un antioxidante modelo.

3.1 GRANO DE AMARANTO

El grano de amaranto (Amaranthus cruentus) fue provisto por Cereales Naturales S.R.L
(Lomas del Mirador, Argentina) el cual fue cosechado al oeste de la provincia de
Buenos Aires. Los granos se tamizaron con el fin de remover el material extrafio y luego

fueron almacenados en bolsas de polipropileno a 4°C hasta su uso.

3.2 OBTENCION DEL GRANO DE AMARANTO PERLADO MEDIANTE
MOLIENDA ABRASIVA

3.2.1 Molienda abrasiva

El amaranto perlado o fraccion rica en almidon (FA) y la fraccion lipo-proteica (FLP)
fueron obtenidas mediante una molienda abrasiva del grano amaranto, usando un
molino arrocero de laboratorio Suzuki MT- 95 (Suzuki, San Pablo, Brazil), el cual
separa automaticamente el amaranto perlado (rendimiento de la fraccion amilacea FA,
70 %) y la fraccion de germen + salvado (rendimiento de la fraccion lipo-proteica FLP,
28%) provenientes de la camara de pulido del molino. Como el molino no fue disefiado
para el grano de amaranto, el proceso de molienda abrasiva fue optimizado a partir de

un disefio experimental, que se detalla a continuacion.

3.2.2 Diseifio experimental Box-Benhken

Para analizar el efecto de las condiciones de operacion como la humedad, carga y
tiempo, sobre el indice del perlado del grano (IP), indice de perlado tradicional (IPT),

concentracion de proteina y grasa, grado de dispersion del perlado (Span-IP) y
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luminosidad mediante los componentes CIELAB, se empled el método de superficies de
respuesta (MSR) bajo el disefio experimental Box-Benkehn. Los rangos de humedad
(8% - 12%b.s.), carga (100g - 200g) y tiempo (30 min - 90 min) fueron estimados con

base en ensayos previos.

Cada una de las respuestas estudiadas (Zx, K=1,... p) se modeld en funcion de las
condiciones de molienda en términos de las variables codificadas usando un polinomio

de segundo grado (Khuri y Cornell, 1987):

n=1 n

Y:a0+iaixi +Zn:aﬁxi2+22aijxixj (Ec 5)
i=l i=1

=l j=2

i<j

Donde ao, a; y ai; representan los coeficientes correspondientes a los términos constante,
lineal y cuadratico respectivamente. La interaccion entre los factores estudiados esta

dada por el coeficiente a;;.

Se aplico una codificacion lineal asignando los valores codificados 1y -1 a los extremos
superior e inferior del rango experimental establecido para cada una de las variables. El
analisis estadistico se llevo a cabo mediante el programa estadistico Statgraphics Plus ®
version 5.1 (Statistical graphics Corporation, Princeton, New Jersey, Estados Unidos de

América).

33 OBTENCION DE HARINAS MEDIANTE MOLIENDA DE ALTO
IMPACTO

3.3.1 Método (I) en funcion de la velocidad de rotacion y el tiempo de molienda

Las muestras (FA) previamente obtenidas en la molienda abrasiva y la muestra control
(grano entero) fueron molidas en un molino planetario de bolas, segun el esquema
mostrado en figura 14. Se us6 un PM-100 molino planetario de bolas (Retsch, Haan

Mettman, Alemania) provisto de una jarra cilindrica de acero inoxidable de (500mL).
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Figura 13. Esquema ilustrativo de materiales y métodos.
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Figura 14. Esquema ilustrativo de la etapa de molienda abrasiva y de alto impacto.
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Las muestras de amaranto y las bolas de acero inoxidable (¢=10mm) en relacion (1:5)

se colocaron dentro de la jarra cilindrica hasta completar la tercera parte de su

capacidad. La molienda se realizd6 con base a un disefio experimental en red de

Doehlert, el cual involucra 3 niveles de velocidad de rotacion (250-350-450rpm) y
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varios niveles de tiempo comprendidos entre 5 y 47 minutos (Método I), con un
intervalo de contragiro por cada minuto de molienda. El contragiro favorece la
eficiencia de la molienda dado que propicia el impacto evitando que la carga de bolas

deslice sobre la superficie interna de la jarra.

3.3.2 Diseiio experimental red Doehlert

Para analizar el efecto de las condiciones de operacion como la velocidad, tiempo y
energia de molienda sobre los indices de reduccion de tamafio (Dso y De3) asi como
sobre los indices homogenizacién (Span y nz), se empled el método de superficies de
respuesta (MSR) bajo el disefio experimental Matriz de Doehlert. Los rangos velocidad

(250- 450rpm) y tiempo (30 - 90min) fueron estimados con base en ensayos previos

3.3.3 Método (II) en funcion de la energia de molienda

El molino planetario de bolas PM100 posee la funcion energia, esta funcion permite
determinar la energia total aportada al vaso de molienda. Esta energia total estd definida
como la diferencia entre la energia consumida para el accionamiento del vaso de
molienda lleno (material + bolas) y la energia requerida para el vaso de molienda vacio
(energia al relenti). Primero se determina por un periodo corto de tiempo la energia
consumida al ralenti, que es considerada por la electronica del equipo como el punto
cero o linea de base, al igual que cuando se determina la tara en una balanza. La energia
que sobrepasa el nivel de ralenti es considerada la energia de molienda. El molino
proporciona el valor de energia de molienda en kJ, la energia especifica de molienda se
obtuvo en kJ/g considerando la masa de muestra introducida en la jarra del molino. Las
muestras (FA) previamente obtenidas en la molienda abrasiva y la muestra control
fueron molidas en un molino de bolas planetario, segun el esquema mostrado en figura
14. La molienda se llevo a cabo a una velocidad de rotacion constante de 400 rpm y 5
niveles de energia especifica (0,92-1,63-2,87-4,75-6,52 kJ/g) aplicando contragiro
cada 30 s (método II)
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3.3.4 Modelos de distribucion de tamaino.

Se usé el modelo de distribucion normal (Ecuacién 3) con el fin de ajustar los datos de
granulometria a una curva tipo gaussiana. Para determinar si los datos de granulometria
obtenidos bajos diferentes condiciones de molienda se ajustan a una distribucioén
normal, se calcularon por medio del programa informatico STATGRAPHICS Centurion
XVLL, utilizando las pruebas de Chi-cuadrado, Estadistico W de Shapiro-Wilk, prueba
de Sesgo y curtosis estandarizada. Cuando los datos no ajustaron segun el
comportamiento normal de distribucion, fue necesario modelarlos mediante la funcién

Rosin-Rammlet-Bennet (Ecuacion 4).

3.3.5 Modelos de energia de molienda en funcion de la reduccion de tamaiio.

Se usd el modelo generalizado de reduccion de tamaiio (Ecuacion 1) con el fin de
determinar la constante e indice de molienda (n;). Con el valor del indice de molienda
se determind el modelo de reduccion de tamafio mas indicado (Ecuaciéon 2). La

regresion no lineal de datos se realizd por medio del programa informatico

STATGRAPHICS Centurion XVI.I.

3.4 OBTENCION DE ALMIDON MEDIANTE MOLIENDA HUMEDA DE
ALTO IMPACTO

3.4.1 Molienda himeda tradicional (control).

El almidon de amaranto fue aislado mediante el procedimiento de molienda himeda
alcalina desarrollado por Calzetta y col, (2006). El remojado de los granos se realiz6 a
25°C durante 24 horas, usando solucion de NaOH (0,25% p/v) (Sigma Chemical Co,

San Luis, Estados Unidos de América).

La relacion grano : solucion fue de 1:3 (gramo a mililitro). El almidén aislado fue
secado mediante el procedimiento de liofilizaciéon durante 48h y luego fue almacenado

en bolsas de polipropileno a 5°C hasta su uso.
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3.4.2 Molienda humeda asistida en molino planetario.

La muestra (FA) previamente obtenida en la molienda abrasiva fue molida en un molino
planetario de bolas. Se us6 un PM-100 molino planetario de bolas (Retsch) provisto de

una jarra cilindrica de circonio de (500mL), segun el esquema descripto en la figura 15.

Las muestras de amaranto (FA) y las bolas de circonio (¢=10mm) en relacion (1:5) se
colocaron dentro de la jarra cilindrica, luego se adiciond la solucion de maceracion
hidréxido de sodio-dodecilsulfato sdodico (NaOH-SDS como se comenta en la siguiente
seccion) en relacion (1:1,2) a la masa de amaranto (FA) y se procedid a la molienda del
material a una velocidad constante de 400rpm y diferentes niveles de energia de acuerdo

al disefio experimental (figura 15).

Las condiciones de operacion se optimizaron a partir de un disefio experimental, como
se comenta en la siguiente seccion. Luego de la molienda, se le adiciond una solucion
de maceracion al material molido en relacién (1:1) y se agitdé por 20 minutos.
Posteriormente se centrifugd en un equipo Rolco modelo 350T (Rolco SRL, Buenos

Aires, Argentina) obteniéndose dos fracciones de diferente densidad y color.

La fraccion proteica se extrajo manualmente mediante una espatula y la fraccion inferior
correspondiente al almidon se purifico en etapas sucesivas, luego se neutralizd y

finalmente se liofiliz6 y almaceno en bolsas de polipropileno a 5°C hasta su uso.

3.4.3 Disefo experimental Box-Benhken

Para analizar el efecto de las condiciones de operacion como la concentracion del alcali
(NaOH), concentracion de tensioactivo (SDS) y energia de molienda, sobre la
recuperacion de almidon y contenido de proteina, se empled el método de superficies de

respuesta bajo el disefio experimental de Box-Benhken.

La concentracion de hidroxido de sodio vari6 entre 0,1 y 0,3%p/v, la concentracion de
tensioactivo (SDS) entre 0,3 y 1,5%p/v mientras que el nivel de energia de molienda

estuvo comprendido entre 1,5kJ/g y 3,5kJ/g.
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Figura 15. Esquema ilustrativo de la etapa de molienda himeda de alto impacto.
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3.5 CAPACIDAD ENCAPSULANTE DE MATRICES DE AMARANTO
OBTENIDAS POR MOLIENDA SECA Y HUMEDA

Con el fin de determinar las matrices con mejor eficiencia encapsulante se prepararon 6
sistemas de diferente composicion y tratamiento, las cuales se definieron de la siguiente
manera:

e AN: almidon nativo gelatinizado.

e AN-Ge: Almidon gelatinizado con aditivo de gelatina.

e AN/BM: Almidon molido.

e AN-Ge/BM: Almidon molido con aditivo de gelatina.

e FA/BM: Fraccion molida rica en almidén.

e FA-Ge/BM: Fraccidén molida rica en almidon con aditivo de gelatina.
Las fracciones FA fueron obtenidas mediante molienda seca, la cual involucré un
tratamiento de 6,5 kJ/g de molienda de alto impacto, mientras que la fraccion AN fue
obtenida mediante molienda himeda en condiciones dptimas y posteriormente molida a
6,5 kJ/g. En la figura 16 se muestran las etapas del proceso de encapsulacion. La etapa

de preparacion consistid en dos pasos: Emulsificacion y Liofilizacion

3.5.1 Preparacion de las emulsiones de harina y almidén con B-caroteno

Las dispersiones (FA-Ge/B; AN-Ge/MB; AN-Ge) se prepararon de la siguiente manera:
a 2g de FA o AN, se le adicionaron 0,02g de gelatina, luego se agregd agua bidestilada
hasta completar una dispersion al 5%. Posteriormente se calentaron hasta 95°C por 20
minutos en bafio termostatico, esto con el fin de provocar la gelatinizacion total del
almidon. Este procedimiento se realizo tanto para las muestras nativas como para las
muestras molidas, de forma tal de evitar diferencias producto de la técnica empleada.
Luego las dispersiones fueron enfriadas hasta 25°C y posteriormente se les adiciond

40mg de una solucion de B-caroteno en aceite de girasol.

Con el fin de homogenizar la mezcla, las emulsiones fueron tratadas en un equipo Ultra-
turrax T18B (IKA®-WerkeGMBH & CO.KG, Staufen, Alemania) a 15.500 rpm
(velocidad 4) por un tiempo de 10min con intervalos de 5 min de agitacion y 1 min de
reposo, para evitar el calentamiento de la emulsion. La punta de dispersion utilizada fue
la SI8N-10G, con un diametro de rotor 7,5 mm, obteniendo segun el fabricante una

finura final en las emulsiones entre 1-10um (IKA, 2013). Las muestras FA/MB y
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AN/MB fueron preparadas de acuerdo al anterior procedimiento pero con la excepcion

de la adicion de gelatina.

3.5.2 Preparacion de la matriz harina y almidén con B-caroteno

Volumenes de ImLy 2mL de emulsion fueron puestos en viales de SmL, posteriormente
se adiciono nitrégeno liquido (-196°C) con el fin de congelar la emulsién formando una
matriz solida. Esta matriz fue liofilizada por 48h con el objetivo de eliminar agua y

formar una matriz amorfa.

En todos los casos se utilizd un liofilizador modelo ALPHA 1-4 LD2
(MartinChristGefriertrocknungsanlagen GMBH, Alemania), el cual opera a una

temperatura de -56°C y una presion de 0,04 mbar.

El secado secundario fue realizado a temperatura ambiente, debido a que el liofilizador
no controla la temperatura de los estantes. Finalizada la liofilizacién, los viales fueron
sellados y cubiertos en papel aluminio para posteriormente ser almacenados en un

freezer convencional (-18°C) hasta su uso en los ensayos de estabilidad.

3.5.3 Extraccion del B-caroteno superficial y encapsulado de la matriz

A cada vial de SmL se le adicion6é 3mL de hexano y se agité durante 8 minutos con el
fin de desprender la matriz solida de la pared del recipiente. El tiempo de extraccion se
establecid con base a ensayos preliminares; un tiempo de extraccion menor conduce a la
sobreestimacion del -caroteno encapsulado, mientras que un tiempo mayor afecta la

integridad de la matriz y provoca la subestimacion del 3-caroteno encapsulado.

Sobre una alicuota del extracto se determind el B-caroteno superficial mediante
espectrofotometria UV/Vis utilizando un Jasco V-630 UV-VIS (JASCO Inc., Maryland,
Estados Unidos de
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Figura 16. Esquema ilustrativo de la etapa de encapsulacion.
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América). Luego la solucién de hexano restante se descart6 y el residuo (matriz solida)
se lavo nuevamente con 2mL de hexano. Posteriormente a la matriz solida libre de -
caroteno superficial, se le adicion6 1,5mL de agua bidestilada y se agitd6 durante 5
minutos con el objeto de lograr la solubilizacién de la matriz y la liberacién del -
caroteno encapsulado. Luego se adicionaron 3mL hexano para lograr extraer el -

caroteno libre, y finalmente se realizd la determinacion mediante espectrofotometria

UV/Vis.

3.5.4 Efectos de la temperatura de almacenamiento sobre el contenido de [3-

caroteno

Para determinar el efecto de la temperatura de almacenamiento en la degradacion del -
caroteno se utilizaron dos sistemas modelos (FA/MB) y (AN-Ge/MB), los cuales se
sometieron a 3 temperaturas de incubacion diferentes (5°C; 25°C; 45°C) por un periodo
de tiempo de 0, 3, 7, 11, 17, 24, 45 dias. Todas las muestras se mantuvieron cubiertas en
papel aluminio para evitar la degradacion de B-caroteno por efecto de la luz. Las
muestras almacenadas a 5°C se mantuvieron en heladera, las de 25°C y 45°C se situaron
en sendas estufas de conveccion forzada FAC modelo SR71 (FAC, SRL, Argentina).

Todas las mediciones se hicieron por triplicado.

Se empled un modelo de reaccion de primer orden con el fin de seguir la degradacion
del B-caroteno, donde la velocidad de degradacion es proporcional a la concentracion
(Cy) bajo condiciones de temperatura constante. EI modelo se basa en la aproximacion
clasica usada en las reacciones quimicas (Ecuacion 6) la cual define que la velocidad de
reaccion es constante (k) y que depende de la temperatura de acuerdo a la ley de

Arrhenius (Ecuacion 7)

C= Ce* (Ec 6)
—Ea
k= k_e&T (Ec 7)

Donde k= es un factor pre-exponencial (s!), E, como la energia de activacion (J*mol™)

y R como la constante de los gases (J*mol '*K™)
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3.5.5 Efecto de la humedad relativa de almacenamiento sobre el contenido de

B—caroteno

Con el fin de obtener sistemas con diferente contenido de agua, las muestras se
incubaron durante 20 dias a 25°C en desecadores al vacio en atmosfera de humedad
relativa (HR) controlada y protegidas de la luz. Para esto se emplearon las siguientes
soluciones salinas saturadas (calidad analitica, Merck): LiCl (HR 11%), MgCI2 (HR
33%), MgNO3 (HR 52%), NaCl (HR 75%), KCl (HR 84%) KNO3 (HR 97%)
(Greenspan., 1977). Con relacion a las muestras almacenadas a 84%HR y 97%HR estas
se incubaron por 5 dias. En las muestras de alta humedad relativa se verifico la ausencia
de crecimiento fingico observando con lupa estereoscopica antes de ser utilizadas y
descartando aquellas que presentaban desarrollo de hongos. Después del tiempo de
incubacién, se determind el contenido de himeda y de P-caroteno superficial y

encapsulad.

3.5.6 Determinacion de las isotermas de adsorcion de las matrices de amaranto

El contenido de agua se midi6o gravimétricamente por secado a 105 °C hasta peso
constante (AACC 44-16) en estufa de circulacion forzada. Los resultados se expresaron
en gramos de agua por cada 100 gramos de materia seca (% bs). La actividad de agua se
midié por punto de rocio utilizando un equipo Aqualab Serie 3 (Decagon Devices,
Pullman, Washington, USA).Las mediciones se realizaron a 25°C por triplicado y se
inform¢ el valor promedio con su respectivo desvio estandar. A partir de los resultados
obtenidos se grafico la curva de adsorcion de agua la cual se ajustd mediante la
ecuacion de GAB de Guggenheim-Anderson-de Boer (Ecuacion 8). Esta ecuacion son
ampliamente utilizada en modelos de alimentos y se aplica en un amplio rango de
actividad de agua como el empleado en este trabajo (Lomauro y col., 1985. Furmaniak y

col., 2009).

3F

(i) * (=g () e

] o

Donde:
m: Es el contenido de agua en base seca.

aw: Es la actividad de agua expresada como HR/100.
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C: Es la constante de Guggenheim y esta relacionada con el calor de sorcion de agua

correspondiente a la monocapa.

k: Es un factor que corrige las propiedades de las moléculas de agua de la multicapa

respecto del agua libre.

m,: Es el contenido de agua correspondiente a la monocapa.

3.6 CARACTERIZACION DE LAS PRODUCTOS OBTENIDOS

3.6.1 Determinacion de la composicion de las diferentes fracciones del grano de

amaranto

La composicion quimica del grano entero, grano perlado de amaranto y de sus
diferentes fracciones obtenidas mediante los procesos de molienda seca y huimeda fue
determinada por triplicado usando los métodos oficiales: contenido de agua (AOAC
2000, 925.09 método); almidon (AACC 1995, 76—11 método); proteina (AOAC 2005,
960.52 método); grasa (AOAC2005, 925.12 método); cenizas (AOAC 2005, 923.03

método).

3.6.2 Determinacion del indice de perlado mediante analisis de imagenes
3.6.2.1 Determinacion del area aparente del grano perlado

Las imégenes fueron adquiridas por triplicado mediante un scanner Hewlett-Packard
PSC 1610. Para aumentar el contraste de la imagen se utilizé un fondo negro opaco y se
adoptd una escala milimetrada como referencia. Cada imagen contenia
aproximadamente 300 granos de amaranto perlado (FA). La imagen capturada se

proceso con el programa de acceso libre ImagelJ (http:/rsb.info.nih.gov/ij/index.html). Las

diferentes etapas del analisis de imagen involucraron: establecer la escala de trabajo
(7800 pixel/mm), binarizar la imagen (Courtois y col.,, 2010), y realizar la
determinacion del tamafio de particula dentro del rango 0,2-1,4mm?. Este rango result6
de ensayos previos donde se establecié que valores inferiores a 0,2mm? eran polvo o
aglomeracion de polvos, y valores superiores a 1,4 mm? indicaban posible uniones de
los granos .El programa ImageJ proporciona los siguientes pardmetros para la

caracterizacion de la distribucion de area aparente: Aio, Aso, Ao (que representan los
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valores del area aparente correspondientes al 10%, 50% y 90% de la distribucion

acumulada) y media aritmética y desviacion estandar de las areas aparentes.

3.6.2.2 Indice de perlado basado en el drea aparente del grano perlado

El valor del indice de perlado (IP) se calcul6 en base a la ecuacion (8) utilizando las

areas aparentes del grano obtenidas mediante al analisis de imagenes:
— A4
IP=100x (1—- #4/,.) Ec9

Donde el término (A4A4: es el area aparente del grano perlado obtenida mediante el
analisis de imagen) y (4C: es el area aparente del grano entero obtenida mediante el
analisis de imagen). Cabe sefialar que se utilizan los valores correspondientes a la

mediana de la distribucion de area aparente (Aso).

3.6.2.3 Grado de dispersion (G.D) de la distribucion de area aparente

El valor del grado de dispersion (GD) se calculd con base a la distribucion de frecuencia
acumulada del area aparente del grano, obtenido mediante al andlisis de iméagenes. El

grado de dispersion-se calculd segun:

Agp—Aig

GD = Ec. 10

AED

Doénde Ao, Aso y Ago son los valores del didmetro aparente correspondientes al 10%,

50% y 90% de la distribucién acumulada.

3.6.3 Indice de perlado en funcién de la masa del grano

El valor del indice de perlado tradicional (IPT) se calculd con base a la diferencia de

masa del grano obtenida después de la molienda por abrasion.

masa del grano perlado
IPT = 100 x Ec 11
masa del grano entero
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3.6.4 Determinacion del cambio de color del grano debido al perlado

Se utilizé un fotocolorimetro Minolta modelo CM-508-d (Japon) con el iluminante CIE
D65 y un campo de observacion de 2°. A los granos perlados de amaranto se les midio
por triplicado las funciones de color (L, a, b) componentes del sistema CIELAB y

también se calculo la funcione AE mediante la ecuacion (12).

AE = (AL?* + Ab® + Aa®)%s Ec. 12

3.6.5 Determinacion de la distribucion del tamafio de particulas de las fracciones

de molienda

El tamafio de particulas de las diferentes muestras fue medido por el método de
difraccion laser (SLS, static light scattering) en un equipo Mastersizer 2000 con un
dispositivo hidro2000 UM como unidad dispersante (Malvern Instruments, Worcester
shire, Reino Unido). La velocidad de la bomba de flujo fue de 1800 rpm, el indice de
refraccion (IR) de la fase dispersante fue de 1,330 (agua) y el correspondiente al
almidon fue 1,535 siendo la absortividad de 0,001. El equipo opera realizando 10
barridos sobre cada muestra y proporciona la distribucion de tamafio de particula en
términos de fraccion volumétrica asi como también medidas de tendencia central y
homogeneidad de la muestra. Los didmetros D43 fueron utilizados para determinar los
percentiles asi como la dispersion de la distribucion tamafio fue de calculada usando la
(Ecuacion 10), reemplazando las areas por los diametros, donde 10, 50 y 90%
representan el volumen de particula con didmetros menor o igual a Dio, Dsoy Doo

respectivamente.

3.6.6 Preparacion de muestras para la caracterizacion de las fracciones de

molienda

Las muestras molidas se tamizaron usando un dispositivo vibracional Zonytest (modelo
EJR200; Buenos Aires, Argentina) y varios tamices: tamiz no. 60 (250um), no. 80 (177
pm), no. 120 (125um) y no. 200 (74um). El residuo retenido en el ultimo tamiz (125-74
um) fue seleccionado para los diferentes analisis (Martinez-Bustos y col., 2007; Zhang

y col., 2010).
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3.6.7 Espectroscopia infrarroja de fracciones de molienda

Los espectros FT-IR se obtuvieron mediante un espectrometro Spectrum 400 FT-IR/FT-
NIR (Perkin Elmer, Inc., Walthman, MA, Estados Unidos de América) con cristal de
ZnSe y diamante de tnica reflexion, con angulo de 45°. Se utilizo este accesorio debido
a que las muestras fueron colocadas directamente en el mismo, sin necesidad de
preparacion previa de la muestra, obteniendo una muy buena relacion sefial/ruido. Los
espectros fueron adquiridos en el modo reflexién entre 600 y 4000 cm™, el equipo
proporciona el espectro promediando 64 barridos con una resolucion de 4 cm™!. Se
obtuvo un espectro “background” del aire antes de obtener el espectro de cada muestra.

Cada sistema se midio por triplicado a 25°C.

El anélisis espectral fue realizado usando el programa Spectrum version 6.3.5 (Perkin
Elmer, Inc.); el espectro promedio de cada muestra se obtuvo a partir de los triplicados.
El cristal mostr6 gran absorbancia (alrededor del 95 % de la luz incidente) en la region
espectral entre 1,800 y 2,500 cm ™!, por lo que esta region fue sustraida. La linea de base
fue corregida, y el espectro fue normalizado (entre 0 y 1) para la presentacion de las

figuras.

Se registro la altura de la sefial de reflectancia para cada espectro a los siguientes
valores de longitud de onda: 996, 1014, 1039, 1075, y 1145 cm'; la relacion de
intensidad de las bandas (996/1014) y (1039/1014) fueron usadas como indices
convenientes para las cadenas cortas de almidon (figura 5) (Lopez-Rubio y col., 2008;
Shrestha y col., 2010; Liu y col., 2011). La intensidad de la relacion de las bandas a los
1145 y 1075 cm™! (1145/1075) fue usada con un indice conveniente del contenido de
almidén en las muestras, ya que estas no fueron afectadas con los cambios en las

cadenas cortas de almidon.

La altura de las bandas correspondientes a las proteinas (1640 y 1540cm™) y lipidos
(2923, 2853 y 1740cm™!) fueron también estudiadas y se relacionaron con la banda
principal del almidon (996cm™), a fin de establecer en cada uno de los espectros

coeficientes normalizados entre los principales constituyentes de las muestras.

3.6.8 Difractometria de Rayos-X (DRX) de fracciones de molienda
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Los difractogramas de Rayos-X fueron obtenidos mediante un Difractometro Philips
modelo X'Pert MPD (PANalytical B.V, Almelo, Holanda), modo 6 - 26, fuente de
radiacion de CuK (0.1542 nm) a 40 kV y35 mA, con un angulo de barrido desde 6°
hasta 32° y un paso de 0,03° por segundo.

El grado de cristalinidad fue calculado a partir de las areas amorfas y cristalinas de cada
patrén de difraccion, después del procesamiento del difractograma. El procesamiento de
los datos se llevo a cabo segun los expresado por Bruckner (2000), el cual utiliz6 un
procedimiento de alisado (suavizado) en cada patron de difraccion, con el fin de
eliminar el exceso de ruido en la sefial y de esta manera poder identificar los picos

caracteristicos de los polimeros estudiados.

El procedimiento de suavizado realizado a cada patrén de difraccion fue el siguiente:
primero, los difractogramas se corrigieron en funcion de la linea de base y se suavizaron
cada 15 datos, con el fin de reducir el ruido en el difractograma patrén, para esto se
utilizo la funcién Savitzky-Golay (SG). Luego se realizd un proceso iterativo de
acuerdo a los siguientes pasos: (1) utilizacion de la funcidon Savitzky-Golay al juego de
datos; (2) el nuevo patron suavizado es comparado, punto por punto, con el
difractograma previo, seleccionando los menores valores de las dos intensidades; (3) al
patron resultante (intensidades minimas) se le realiza nuevamente el proceso de
iteracion y de esta manera se completa el ciclo de suavizado hasta obtener un éarea sin
picos de refraccion. Todas las muestras fueron obtenidas dentro de un maximo de 30

ciclos y el numero de datos por cada ciclo fueron menos de 40.

El procesamiento de datos fue realizado mediante el uso del programa OriginPro
version 8.0 (OringinLab Corporation, Northampton, Estados Unidos de América) y
Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft Corporation, Redmond, Estados Unidos de

América). La media y la desviacion estandar fueron reportados por duplicado.

El grado de cristalinidad fue calculado de acuerdo a la siguiente ecuacion y fue

expresado como porcentaje:

Grado de Cristalinidad (%) = ; x 100 Ec. 13

a—Iec

Donde /a es el area amorfa ylc es el area cristalina en los difractograma (Zhang y col.,

2010)
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3.6.9 Determinacion del indice de absorcion de agua y solubilidad de fracciones

de molienda

El indice de absorcion de agua (IAA) fue determinado usando el método de Chiang y
Yeh (2002) con algunas modificaciones. Dos gramos de harina molida fueron
dispersados en 30 mL de agua destilada y calentados en bafio de agua a 30+1°C por 30
minutos. El contenido fue luego centrifugado a 71000 x g por 10 minutos. Se peso el
sedimento y el sobrenadante se decantd y fue llevado a sequedad para determinar el
contenido de solidos. El indice de solubilidad de agua (ISA) fue determinado mediante
la evaporacion del sobrenadante durante toda la noche, obteniendo el contenido de los
solidos disueltos. Se informa el promedio y la desviacion estdndar obtenidos a partir de
duplicados. El (IAA) y (ISA) fueron calculados mediante las siguientes expresiones (14

y 15, respectivamente):

peso del sedimiento

[1AA Ec. 14

B pesa del solido seco

peso de los solidos disueltos en el sobrenadante
I54 = . ¥ 100 Ec. 15
peso de los solidos secas

3.6.10 Calorimetria diferencial de barrido (DSC) de las fracciones de molienda

Las determinaciones se llevaron a cabo en un calorimetro Mettler-Toledo modelo DSC
822 (Mettler-Toledo, Schwerzenbach, Suiza), calibrado con indio (156,6°C) plomo
(327,5°C) y zinc (419,6°C). Para los experimentos de gelatinizacion, se llend cada
capsula de aluminio (40ul) con aproximadamente 3mg de harina (FA) o almidon (AN) y
3 veces su peso de agua bidestilada, luego se selld la capsulas y se mantuvo por 24h a
5°C para asegurar el equilibrio e hidratacion de la muestra. Posteriormente se
sometieron a calentamiento programado de 30°C a 95°C a una velocidad de 10°C/min,
calentando simultaneamente una capsula vacia como referencia. Los termogramas
fueron analizados mediante el programa informatico Mettler Star obteniendo como
parametros las temperaturas de gelatinizacion de inicio (To), pico (Tp) y final (Te),

junto con la entalpia de gelatinizacion (AH).

Por otro lado, se estudiaron las muestras liofilizadas FA/BM y AN-Ge/BM conteniendo

B-caroteno humidificadas a las diferentes HR en el rango 11 a 97 % con el fin de
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determinar la temperatura de transicion vitrea (T,) de las mismas. Se define la Ty como
el salto producido por la linea de base (cambio de capacidad calorifica). Se utilizaron

entre 10 y 15 mg por muestra, y la velocidad de barrido fue de 10°C/min.

Los valores obtenidos de T, fueron modelados mediante la ecuacion de Gordon y

Taylor (Gordon y Taylor., 1952)

W,y T,y + kW, T,
T,=—2 2= Ec 16
? W, + kW,

Donde Tg; y Te2 son las temperaturas de inicio de las transiciones vitreas de los solidos
amorfos y del agua pura respectivamente, W es la fraccion en masa de cada componente
(subindice 1 para los s6lidos y 2 para el agua) y k una constante que caracteriza el efecto

de un segundo componente (en este caso el agua) sobre la T,.

3.6.11 Propiedades reologicas de las fracciones de molienda

Las dispersiones de harina de amaranto perlado (4% y 8% g/100mL) fueron obtenidas
mediante la mezcla de harinas con agua bidestilada, la cuales fueron agitadas durante 30
minutos a 25°C, luego la dispersion de harina fue calentada en bafio de agua a 95°C
durante 30 minutos con agitacion constante. Al final del periodo de calentamiento la
dispersion de harina fue enfriada hasta 25°C e inmediatamente fue transferida a la
cubeta del viscosimetro rotacional. Con el fin de evaluar la estabilidad de las
dispersiones con el tiempo, las dispersiones gelatinizadas se almacenaron a 4°C durante

24 horas.

Las propiedades de flujo de las diferentes fracciones de harinas se determinaron
mediante un viscosimetro rotacional (Brookfield DV-LVT; Brookfield Engineering
Laboratories, Inc., Middleboro, Estados Unidos de América). Las mediciones fueron
hechas a diferentes velocidades de rotacion correspondientes a un rango de torque en 10
— 100%. Para bajas viscosidades se utilizo un (UL/Y) adaptador con un (UL) eje. La

muestra dentro de la cubeta del viscosimetro se mantuvo a 25°C.

=Ky Ec 17
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Los datos obtenidos fueron modelados mediante la ley de la potencia (Ecuacion 17).

Donde t (Pa) corresponde al esfuerzo de corte y /4 (sh) corresponde a la velocidad de

corte. Los parametros reologicos determinados fueron el indice de consistencia (K; Pa

s") y el indice de flujo (n3, adimensional)

3.6.12 Microscopia del almidon

Las determinaciones se realizaron en el Centro de Microscopias Avanzadas, de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires. Se utilizé
un microscopio electronico de barrido (SEM), con cafidon por emision de campo marca
Zeiss modelo Supra 40 (Carl Zeiss; Oberkochen, Alemania), para obtener imagenes
digitales de alta resolucion de las muestras de harina y almidon. Las muestras se
colocaron sobre una cinta conductora de carbono de doble adhesion, la cual se fijo
previamente a un soporte circular de aluminio del microscopio y se metalizaron
recubriéndolas con una fina capa de oro. Se emple6 un voltaje de aceleracion de 3 kV y

aumentos de 3000 x y 10000 x.

3.6.12 Espectroscopia ultravioleta/visible

Se utilizé un espectrofotometro Jasco V-630 UV-VIS (JASCO Inc., Maryland, Estados
Unidos de América) para determinar la concentracion de B-caroteno presente encada
uno de los sistemas estudiados asi como para cada uno de los tratamientos aplicados, se
utiliz6 una alicuota de -caroteno extraido con hexano de cada sistema Ramoneda y col
(2010) y se midi6 en un rango de 300 a 600nm. Una vez obtenido el espectro, se
corrigio la linea de base en los casos que fuera necesario (programa Spectra Manager
JASCO Inc), y de acuerdo con lo reportado por varios autores (Wayne y col., 2002,
Hyman y col., 2004) se utiliz6 la ley de Lamber-Beer para obtener la concentracion de
un cromoéforo en solucion. Para los célculos del contenido de B-carotenose utilizo el
coeficiente de extinciéon molar (145.300 M'cm™, Britton, 1995) y el peso molecular del
B-caroteno (536,9 g/mol). Los valores se expresan en contenido de [(-caroteno por
gramo de muestra (almidon o FA) en base seca. En muchos casos, se estudio el
contenido de B-caroteno remanente, que representa el contenido de -caroteno para cada

sistema (en mg de PB-caroteno/ g de muestra en base seca) antes de un determinado
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tratamiento (Lo) respecto al contenido de 3-caroteno en el mismo sistema (en mg de -
caroteno/ g de muestra en base seca) para dicho tratamiento (L) y el contenido de -
caroteno remanente fue expresado en porcentaje segun la relacion B-caroteno remanente

=100 * (L/L0). Todas las muestras se midieron por triplicado.

3.6.13 Determinacion de la movilidad molecular por medio de resonancia

magnética nuclear (RMN)

Se utilizo6 la técnica de resonancia magnética nuclear de bajo campo (LF-NMR) resuelta
en el tiempo con el objetivo de estimar la movilidad molecular de los protones (de los
solidos y del agua) en las muestras deshidratadas y posteriormente humidifcadas a
diferentes HR. Para todas las determinaciones se empled un equipo Bruker Minispec
mq20 (Bruker Biospin GmbH, Rheinstetten, Alemania), con un campo magnético

operando a 0,47 T a una frecuencia de resonancia de 20 MHz.

Las muestras se colocaron en tubos especificos provistos por el proveedor (Bruker
Biospin GmbH) de 10 mm de didmetro externo y 20 cm de altura, con la ayuda de un
sacabocado, hasta una altura de lcm aproximadamente, tratando que las paredes del
tubo no fueran tocadas por la muestra, de forma tal que las muestras no excedan la
region activa de la bobina de radiofrecuencia. Las muestras fueron equilibradas a 25,00
+ 0,01 °C en un bafio térmico (Haake, modelo Phoenix II C35P, Termo Electron
Corporation Gmbh, Karlsruhe, Alemania). Todas las determinaciones se realizaron por
duplicado. El analisis de T2 por FID se utiliz6 para estudiar la movilidad de los
protones asociados a la matriz sélida registrandose suficientes ecos de manera que la
linea de base fuera cero y que el T2 fuera determinado por el envolvente del
decaimiento del eco. Se ajust6 una ecuacion biexponencial a los datos de las curvas de

decaimiento.

Donde: 1 es la intensidad de la sefial de RMN al tiempo t. El tiempo de relajacion T2s
corresponde a los protones de la fraccion menos movil. Al es proporcional a la cantidad
de protones en el estado representado por T2s. T2L corresponde al tiempo de relajacion
los protones de la fraccion mas movil y A2 es proporcional al nimero de protones en el

estado T2r.

-t -t

I =A,eTis +4,eTis Ec18
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3.5.14 Analisis estadistico

El efecto de la energia de molienda sobre: el grado de cristalinidad, los indices FT-IR,
las propiedades de hidratacion/solubilidad, propiedades reologias, térmicas y en el
tamano de particula de las fracciones enriquecidas en almidon (FA), asi como el efecto
de la temperatura y humedad sobre el contenido de [-caroteno en las matrices, fueron
evaluadas mediante el andlisis ANOVA (nivel de confianza a=0.05 %) con un Tukey’s
post-test usando el programa Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, Estados
Unidos de América). En algunos casos, el valor p fue calculado mediante el t-test con el
fin de analizar las diferencias entre muestras. La correlacion (entre los datos de IR con

WAXS) y la regresion no lineal fueron hechos mediante el mismo programa.
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4. RESULTADOS

Los resultados encontrados en este estudio comprendieron:

4.1  Efecto y optimizacion de las variables de proceso (humedad del grano, carga del

molino, tiempo) en la molienda abrasiva del grano de amaranto.

4.2  Efecto de las variables de proceso (velocidad, tiempo, energia) en el tamafio de

particula de las harinas de amaranto obtenidas por molienda de alto impacto.

4.3  Caracterizacion de las fracciones obtenidas por molienda abrasiva (punto

optimo) y mediante molienda de alto impacto (efecto de la energia de molienda).

4.4  Efecto y optimizacion de las variables de proceso de la molienda hiimeda
asistida en molino planetario de bolas (energia, concentraciones de alcali y tensoactivo)

para la obtencion de almidon de amaranto.

4.5  Evaluacion del potencial encapsulante de matrices con base a fracciones de
molienda de amaranto. Estabilidad de las matrices durante el almacenamiento en

funcién de las condiciones de temperatura y humedad relativa.

4.1 MOLIENDA ABRASIVA

4.1.1 Ensayos preliminares de perlado. Determinacion del rango operativo

Se llevaron a cabo con el propdsito de explorar el uso del molino arrocero para el
perlado del grano de amaranto y establecer el rango experimental de cada variable
operativa para definir el disefio experimental. Usualmente a) se procesa arroz cascara
con un contenido de agua de 12 % (base seca, b.s.) aproximadamente; b) la carga de
este molino es para 100 g de arroz cdscara, un grano con geometria y tamafio muy
diferente al del amaranto; c) el grado de molienda tradicional se calcula con base a la
masa de salvado y germen removida. El disefio de la cdmara pulidora del molino
arrocero es tal que bastan 2 minutos de procesamiento para lograr el pulido del arroz
removiendo el salvado y el germen. Sin embargo se desconoce si la operacion es
factible y no existen antecedentes acerca del tiempo requerido para lograr el perlado

eficaz del grano de amaranto.
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4.1.2 Seleccion del rango de humedad

Generalmente se acepta que humedades inferiores a 12% b.s son consideradas como
seguras para mantener la calidad en los granos. Llevar el grano a humedades inferiores a
8% b.s requiere tiempos largos de secado y un gran costo energético. Por lo tanto el

rango de humedad elegido fue entre 12% — 8% b.s.

4.1.3 Seleccion del rango de la carga del molino

La cdmara del molino arrocero fue diseflada para manejar un volumen de 160 cm?® de
arroz, con el fin de mantener la eficiencia de la camara de pulido, se determiné que el
anterior volumen es equivalente a 128 g de amaranto, entonces, para explorar el efecto
de la carga de molienda en el perlado del amaranto se eligié una masa méaxima de 200

gramos y una minima de 100 g de amaranto.

4.1.4 Seleccion del tiempo de perlado

Se prepararon 7 muestras (128g por muestra) por duplicado y se procesaron durante
tiempos comprendidos entre 0 y 120min. Luego se determino el peso del grano perlado
o fraccion FA de cada muestra para calcular el indice tradicional de perlado (IPT).
Posteriormente se realizd el escaneo de las fracciones FA por triplicado, para obtener
imagenes que fueron analizadas por medio del programa ImagelJ el cual proporciond el

area aparente y el nimero de granos por muestra.

La seleccion se llevo a cabo basdndose en ensayos de cinética de perlado utilizando
amaranto con un contenido inicial de humedad del 12,0+0,2% (b.s.) y carga fija del
molino (128 g de amaranto). En este caso se utiliz6 el indice de perlado (IP) calculado
en base a la mediana del area aparente determinada mediante andlisis de imagenes. En
la Tabla 1 se muestran los valores del indice de perlado (IP) calculados mediante la
ecuacion (9) y con fines comparativos se incluyeron también los valores del indice de
perlado tradicional (Ecuacion 11), calculado en base al peso de la fraccion de grano
perlado. El criterio fue determinar el tiempo maximo posible de perlado del grano de
amaranto, evitando bésicamente el empastado del molino y el calentamiento excesivo
del producto (que podria provocar deterioro de la calidad). Se puede observar en la

tabla 1 que un incremento en el tiempo de operacién provocd en general un aumento de
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los indices de perlado. El indice IPT vari6 entre 0% (0 min) y 31,4% (120 min). Por
otro lado el indice IP se incrementd desde 0% a 40+2% alcanzando su maximo valor a

los 90 minutos de perlado.

Tabla 1. Valores de los indices de perlado IPT e IP durante la molienda abrasiva del

grano de amaranto.

) , Masa , i
Tiempo Area Indice Indice
Muestra _ del grano
(min) (mm?) IPT (%) IP (%)
(g

1 0 1,1£0,1? 128 + 0,52 of 0°
2 20 0,94 +0,09%°  112+5° 13+ 1¢ 9,4+ 0,99
3 40 0,84+ 0,06 102 +5°¢ 20,4 + 0,94 192 + 1,4¢
4 60 0,85+ 0,08 96 + 4% 252+ 1,1 20,6 + 1,8°
5 70 0,76 + 0,06° 94 + 4°d 26,4+ 1,3° 29 + 2P
6 90 0,62 + 0,044 92 + 54 28,5+ 1,6% 40 + 22
7 120 0,76 + 0,08 88 + 74 31,4 £2.4° 30 + 3P

f Los indices IPT e IP son iguales a cero a tiempo= 0 por definicion. La diferencia de
letras indica (a-d) diferencias significativas (p<0,05) sobre los indices. El valor de la
desviacion estandar esté incluido.

Sin embargo a los 120 minutos de perlado el indice IP descendi6 hasta 30 + 3% como
consecuencia de un incremento del area aparente del grano. Visualmente se verifico
aglomeracion de polvo en la superficie del grano que fue perlado durante 120 minutos.
Posiblemente la aglomeracion se vio favorecida por el aumento de la temperatura del
grano, provocada por efecto de la friccion dentro de la camara de pulido.
Experimentalmente pudo corroborarse que la temperatura se incrementaba con el
tiempo de perlado superando los 45°C para tiempos de perlado mayores a 90 minutos.
Con el objeto de evitar empastado del molino, aglomeracién y deterioro del grano

perlado por excesivo calentamiento se establecio 90 minutos como tiempo maximo.
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Tabla 2. Variables reales y codificadas del disefio de Box-Benhken empleado en el

estudio de la molienda abrasiva.

Humedad Masade Tiempode Variable Variable Variable

Muestra  del grano amaranto molienda codificada codificada codificada

(%b.s) (2) (min) X1 X2 X3
1 10 200 90 0 1 1
2% 10 150 60 0 0 0
3 12 200 60 1 1 0
4 12 150 30 1 0 -1
5* 10 150 60 0 0 0
6 10 200 30 0 1 -1
7 8 150 30 -1 0 -1
8 8 150 90 -1 0 1
9 10 100 30 0 -1 -1
10 10 100 90 0 -1 1
11 12 150 90 1 0 1
12 8 100 60 -1 -1 0
13 12 100 60 1 -1 0
14 8 200 60 -1 1 0
15%* 10 150 60 0 0 0
Control 12 100 o

*Réplicas del punto central del disefio, Variables codificadas: Humedad: X1, Carga: X2,
Tiempo: X3.

El limite inferior del rango experimental fue 30 minutos en orden a obtener un grado
apreciable de perlado. Por lo tanto el rango operativo para el tiempo estuvo
comprendido entre 30 y 90 minutos. Cabe sefialar ademas, que los resultados

encontrados evidencian la mayor sensibilidad del indice IP para detectar precozmente la
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aglomeracion del polvo. Este fendmeno quedd enmascarado al utilizar el indice

tradicional de perlado IP.

4.1.5 Disefio experimental de Box-Behnken

Se realizaron 15 ensayos de molienda abrasiva en condiciones diferentes, con el fin de
determinar la condicion 6ptima de abrasion para obtener una fraccion de molienda FA
con bajo nivel de proteina y grasa. Para este estudio se empled un disefio experimental
de Box-Behnken, mediante el cual se estudio el efecto de 3 variables de proceso
(humedad del grano, carga del grano en la camara pulidora y tiempo de operacion)
sobre el contenido de proteina/grasa, indices IP/IPT, luminosidad L y cambio de color

AE de la fraccion FA obtenida.

En la tabla 2 se pueden observar las diferentes condiciones experimentales de operacion
(valor real) asi como también los valores codificados correspondientes de acuerdo al
disefio experimental aplicado. Se adopt6 una codificacion lineal entre los valores reales
y codificados, al valor real minimo se le asign6 un valor codificado de (-1) y al valor
real maximo un valor codificado de (1). El punto central del disefio experimental (0, O,

0) estan representado por los ensayos N° 2, 5y 15.

En la tabla 3 podemos observar el valor de los indices empleados para el seguimiento
de la molienda abrasiva del grano, los cuales son afectados por las condiciones de
operacion. Los datos mostraron un aumento maximo en los indices IP e IPT cercano al
40% asi como una disminucidn en los contenidos de proteina (hasta un 68%) y grasa
(hasta un 78%), revelando el efecto que tienen las variables de operacion sobre las

caracteristicas del grano de amaranto perlado.

La tabla 4 muestra los resultados del andlisis de superficies de respuesta que da cuenta
de los principales efectos de las variables de procesamiento sobre los diferentes indices
para evaluar la eficacia de la molienda abrasiva del grano de amaranto. Los diferentes
indices fueron modelados mediante un polinomio de segundo grado (Ecuacion 5),
encontrandose que las interacciones resultaron no significativas. Se puede observar el
efecto cuadratico muy significativo del tiempo sobre todas las respuestas estudiadas, el
efecto significativo de la humedad del grano (tabla 4) en IP y el efecto significativo de

la carga sobre todos los indice con excepcion de IP. Los indices se ajustaron
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satisfactoriamente con la Ecuacién 5, con una variacion del 12 (0,868 a 0,959), los

cuales explicaron mas del 95% de la variabilidad de los datos en la region estudiada.

Tabla 3. Valores de los indices de perlado y del contenido de proteina y grasa de las

fracciones FA obtenidas por molienda abrasiva en funcion de las condiciones de

proceso.
Muostra Indice Indice Contenido de ~ Contenido de
L.P LP.T Proteina (%) Grasa (%)
1 37,1 22,0 11,3 5,2
2,5, 15% 40,0 28,1 9,2 4,1
3 34,3 25,8 9,4 4,1
4 14,8 8,9 13,9 6,8
6 27,6 10,2 12,8 6,8
7 21,9 9,9 11,0 4,8
8 36,2 31,1 6,7 2,5
9 31,4 15,5 11,9 5,1
10 41,9 39,8 5,0 1,5
11 36,2 22,7 10,4 4,7
12 39,1 30,0 7,8 2,9
13 39,1 35,4 5,6 1,9
14 41,0 24,5 9,6 3.9
Control 0,0 0,0 15.5 6.9

*Punto central del disefio
Error relativo %: IP (4,6%); IPT (6,0%); Proteina (2%); Grasa (6,6%)
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Tabla 4: Efectos de las condiciones de operacion sobre los indices IP, IPT, contenido de

proteina y grasa de las fracciones FA.

Coeficiente IP IPT %Proteina %Grasa
Constante a0 40,00 28,11 9,23 4,10
Lineal al -1,73™ -0,34" 0,52" 0,37"
a2 -1,43™ -4, 7T E* 1,60%* 1,08%*
a3 6,96%** 8,87 H* -2,03%* -1,19%*
Cuadratico al.l -4,46** -1,46™ -0,44" -0,48™
a2.2 2,80™ 2,27 -0,70" -0,42"
a3.3 -8,28%** -8, 51** 1,73* 1,04*
Interaccion al.2 -1,66™ -1,02™ 0,50™ 0,30™
al.3 1,79™ -1,85™ 0,20™ 0,16
a2.3 -0,24" -3,12™ 1,35 0,52"
Correlacion r 0,956 0,959 0,875 0,868

a *Fxxk ko Coeficiente significativo para intervalo de confianza de 99%, 95% y 90%,
respectivamente; NS: coeficiente no significativo.

En la figura 17 se muestra la superficie de respuesta estimada donde se observa una
region IP de color celeste donde se localiza el valor 6ptimo del indice (IP = 45,8), las
condiciones operativas bajo las cuales se obtiene este valor méximo de IP son las
siguientes: 10,2%b.s humedad, 100g de amaranto y 73 minutos de molienda. El analisis
de los efectos de las variables de procesamiento, mostré que un aumento en el tiempo
optimo de molienda, asi como, la disminucién de la humedad optima, provocan un

efecto desfavorable en el L.P.

En la figura 18 se muestra la superficie de respuesta estimada donde se observa una
region IPT de color celeste, en la cual se localiza el valor optimo del indice (IPT =
39,46) las condiciones operativas bajo las cuales se obtiene este valor son las siguientes:

9,54%b.s humedad, 100g de amaranto y 82 minutos de molienda.
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Figura 17. Superficie de respuesta estimada del indice IP.

Superficie de Respuesta Estimada
(masa =-1)
% IP
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e [ 20,0-26,0
T 44f
s I [ 26,0-32,0
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E 34 1 32,0-38,0
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2 1 44,0-50,0
S 14 |
1 u 0.6
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Figura 18. Superficie de respuesta estimada del indice IPT.
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El andlisis de los efectos de las variables de procesamiento reveld que el tiempo de
molienda incide favorablemente en el aumento del IPT, tiempos de moliendas
superiores al Optimo inducen aumento de la temperatura en la piedra de abrasiéon como

en el grano, provocando aglomeracion del material asi como la disminucion en el IPT.

En las figuras 19 y 20 se observan las superficies de respuestas estimadas en la cual se
muestra una regiéon de color gris donde se localizan los valores minimos de proteina

(4,69%) y grasa (1,23) respectivamente. Las condiciones operativas bajo las cuales se
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obtiene estos valores son: 8,04%b.s humedad, 100g de amaranto y 90 minutos de

molienda.

Figura 19. Superficie de respuesta estimada del contenido de proteina.

Superficie de Respuesta Estimada
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Proteina (%b.s)
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Figura 20. Superficie de respuesta del contenido de grasa.
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El anélisis de los efectos de las variables de procesamiento, mostrd que un aumento en
el tiempo de molienda tiene un efecto favorable en el contenido de proteina y grasa,
mientras que, el aumento de la masa del grano en la cadmara de pulido tiene un efecto
desfavorable, ya que al aumentar la carga disminuye el 4rea de contacto entre el grano y

la piedra de abrasion.
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En la tabla 5 podemos observar el valores de luminosidad, pardmetros a y b (CIELAB)
y AE, empleados para seguir el cambio de color ocurrido durante la molienda abrasiva
del grano. Los datos mostraron un aumento maximo en la luminosidad (L) del 30%, asi
como, el aumento del AE cercano al 22%, revelando el efecto que tienen las variables de

operacion sobre las caracteristicas del grano perlado.

La tabla 6 muestra los resultados del andlisis de superficies de respuesta que da cuenta
de los principales efectos de las variables de procesamiento sobre los diferentes indices
de color empleados para evaluar la eficacia de la molienda abrasiva del grano de

amaranto.

Los diferentes indices fueron modelados mediante un polinomio de segundo grado
(Ecuacion 5), encontrandose que las interacciones resultaron no significativas. Se
puede observar el efecto cuadratico muy significativo del tiempo y el efecto lineal
significativo de la carga del grano en la camara pulidora sobre la luminosidad y el AE.
Los indices se ajustaron satisfactoriamente mediante la Ecuacién (5), con una variacion
del 1% (0,886 a 0,947), los cuales explicaron mas del 95% de la variabilidad de los datos

en la region estudiada.

En las figura 21 y 22 se muestran las superficies de respuestas estimadas donde se
observa una region de color naranja, en esta region se localiza los valores optimos de la

luminosidad (L= 75,3) y diferencia de color (AE = 21,1).

Las condiciones operativas bajo las cuales se obtienen estos valores maximos para la L
y AE son similares con respecto a la carga del grano en la camara de pulido (100g), pero
cambian un poco en relacion a la humedad (12 - 11,4%b.s) y al tiempo de molienda (60

- 69min) respectivamente.

El andlisis de los efectos de las variables de procesamiento, mostrd que un aumento en
el tiempo Optimo de molienda, asi como, el aumento de la carga del grano en la camara

pulidora, provocan un efecto desfavorable en la luminosidad y AE.
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Tabla 5. Valores luminosidad (L) y el cambio de color (AE) de las fracciones FA

obtenidas por molienda abrasiva en funcion de las condiciones de proceso.

Luminosidad Parametro Pardmetro
Muestra AE
L (a) (b)
1 63,5 3.4 20,5 17,3
2,5, 15% 71,0 1.2 16,3 12,4
3 67,8 2,8 21,2 6,4
4 62,6 3,7 244 19,4
6 60,6 3,6 21,8 12,2
7 67,6 2,6 21,3 19,7
8 72,9 0,9 16,3 12,9
9 69,3 23 22,7 17,0
10 71,4 1,5 19,0 14,2
11 67,5 2,0 18,4 19,0
12 73,5 1,0 18,2 22,7
13 76,0 0,2 15,5 13,9
14 68,1 2,5 19,4 18,9
Control 58,2 5.6 28.6 0,0

*Punto central del disefio
Error relativo %: L (1,7%); a (8,3%); b (5,4%)

Como se pudo observar anteriormente el andlisis de las superficies de respuestas dio
como resultado que los indices (IP e IPT), el contenido (proteina-grasa), asi como la
luminosidad yAE, sirven como indicadores en el seguimiento de la molienda abrasiva
del grano de amaranto. Finalmente se llevd a cabo la optimizacion multirespuesta

teniendo en cuenta todas las variables: IP, IPT, L y los contenidos de proteina y grasa.
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Tabla 6. Efectos de las condiciones de operacion sobre la luminosidad (L) y el cambio

de color (AE) en las fracciones FA.

Coeficiente L AE
Constante a0 71,58 18,54
Lineal al -0,50™ -1,14™
a2 -3,75%** -3,49%**
a3 1,37™ 2,72%**
Cuadratico al.l 1,13 -0,12m
a2.2 -1,37™ -1,42™
a3.3 -4,01%** -5,20%**
Interaccion al.2 -0,7" -1,29™
al.3 -1,15™ 0,09
a2.3 0,20 -0,40™
Correlacion r 0,947 0,886

a *¥*¥¥ x* % . Coeficiente significativo para intervalo de confianza de 99%, 95% y 90%,

respectivamente; NS: coeficiente no significativo;

En tabla 7 se observa los valores de deseabilidad predictiva/observada, asi como, los
valores de los diferentes indices utilizados en el seguimiento de la molienda abrasiva del
grano de amaranto. Se observa también que la condicion experimental que satisface en
gran medida la funcion deseabilidad desde el punto estricto del disefio es la muestra 10,
la cual corresponde a adecuar la humedad inicial del grano a 10%b.s, manteniendo la
carga del grano en 100g en la cdmara de pulido por un tiempo de procesamiento de 90

minutos.

La figura 23 muestra la superficie de respuesta de la deseabilidad, en la region de color
naranja se puede apreciar el rango de maxima deseabilidad comprendido entre 0,8-1,0

en el cual se ubican las muestras 10 y 13.
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Figura 21. Superficie de respuesta estimada de la luminosidad (L).

Luminosidad (L)

Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 22. Superficie de respuesta estimada del cambio de

color (AE).
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Tabla 7. Deseabilidad predictiva de los diferentes métodos utilizados en el seguimiento

de la molienda abrasiva.

Mucsta | IPT " Proteina . Deseabilidad  Deseabilidad
(%) predictiva observada
1 22,0 37,1 11,3 63,5 0,41 0,37
2 30,0 39,1 9,3 70,5 0,68 0,67
3 25,8 34,3 9.4 67,8 0,45 0,55
4 8,93 14,8 13,9 66,8 0,13 0,0
5 28,47 40,0 8,7 72,2 0,68 0,71
6 10,2 27,6 12,8 60,6 0,10 0,0
7 9,93 21,9 11,1 67,6 0,0 0,19
8 31,07 36,2 6,7 72,8 0,70 0,78
9 15,5 31,4 11,9 69,2 0,32 0,36
10 39,8 41,9 4,9 71,3 0,89 0,92
11 22,67 36,2 10,4 67,5 0,56 0,50
12 30,0 39,1 7.8 73,4 0,86 0,78
13 35,4 39,1 5,6 75,9 0,88 0,91
14 24,5 40,9 9,6 68,1 0,63 0,58
15 25,87 40,9 9,7 71,9 0,68 0,65

La tabla 8 se muestran los contenidos de proteina, grasa y carbohidratos del grano
entero de amaranto y de las dos fracciones FA y FLP que se obtienen después de la

molienda abrasiva.

Puede observarse un aumento significativo en los contenidos de grasa y de proteina en
la fraccion FLP, esto se debe a la accion abrasiva del molino, la cual desprende el
germen y las capas constitutivas del pericarpio que son las partes anatémicas del grano

ricas en estos compuestos.
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Por otro lado, el endospermo liberado del salvado constituye la fraccion enriquecida en
almidon o fraccién amildcea (FA). Posteriormente las fracciones (FA) y (FLP) se
caracterizaron mediante diferentes técnicas fisicoquimicas. La fraccion FA fue utilizada
como materia prima en los procesos de molienda seca y de molienda humeda, los cuales

se describen en las siguientes secciones.

Figura 23. Superficie de respuesta estimada de los valores de deseabilidad.
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Tabla 8. Composicién quimica del grano entero y de las fracciones obtenidas en la

molienda abrasiva

Muestra Proteinas (%) Lipidos (%) Carbohidratos (%)
Grano entero 16,8 +0,1° 7,7 +0,1° 73,0 +0,4°
FA 50+0,1° 1,5+0,1° 87,7+ 0,4
FLP 46,6 +0,2% 23,2+0,1* 25,2+0,3°

Las diferentes letras (a-c) en cada columna representan diferencias significativas.

FA: fraccion amildcea; FLP: fraccion lipido-proteica

77



4.2 MOLIENDA SECA DE ALTO IMPACTO

Se realizaron ensayos en un molino planetario de bolas, con el objeto de obtener harinas
modificadas con granulometria y propiedades caracteristicas. Se estudid el efecto de las
variables operativas, la velocidad y el tiempo de molienda, sobre las propiedades de las

harinas modificadas.

Se realizaron algunos ensayos preliminares para determinar la relacion R1 adecuada
(R1: masa de bolas/ masa de muestra), luego se establecieron las condiciones de
velocidad y tiempo de molienda de acuerdo con el disefio experimental matriz de

Doehlert.

Las harinas obtenidas presentaron diferente distribuciéon granulométrica y las mismas
fueron modeladas mediante el modelo de Rosin-Ramler-Bennet. Finalmente se aplico el
modelo de Holmes-Hukki, que relaciona la energia de molienda con la reduccion del
tamafio de particula. Posteriormente se estudiaron las propiedades funcionales,
fisicoquimicas y estructurales de las harinas modificadas en funcién de las condiciones

de molienda.

4.2.1 Ensayos preliminares

Para desarrollar una molienda eficiente en un molino planetario de bolas, deben
establecerse primeramente algunos parametros como lo son el tamafio de bolas, la
cantidad de masa a moler, la velocidad de rotacion del molino y el tiempo de operacion.
Por la tanto, en este trabajo resulto Util definir la relacion (masa de bolas /masa de

amaranto) mas eficiente, asi como, el efecto de la velocidad y del tiempo de molienda.

Se realizaron ensayos preliminares con el fin de determinar la relacion R1 (masa de
bolas/masa de amaranto) mas conveniente para disminuir el tamafno de particula en

términos de la mediana de la distribucioén de tamafio (Dso).

Se fij6 la masa de bolas en 800g ya que esta cantidad corresponde a 1/3 del volumen de
la jarra de molienda (condicion recomendada por el fabricante para llevar a cabo la
molienda), ademés se fijo la velocidad y el tiempo de molienda en 350 rpm y 30

minutos respectivamente (tiempo en el cual se logran cambios significativos).

78



Tabla 9. Valores de la relacion R1 y diametro mediano Dso a diferentes condiciones

Masa de
Masa de bolas Relacion Dso
Muestra amaranto-FA Color harina
(2 R1 (um)
(2
1 800 320 2,5 565+ 13 normal
2 800 288 3,5 438 + 11 normal
3 800 160 5 201 +£8 normal
4 800 133 6.5 251+9 oscuro

En la tabla 9 se observa que las condiciones de la muestra 3 son las que dan como
resultado un Dso menor, por lo tanto, la relacion R1:5 fue seleccionada para la molienda
seca en el molino planetario. También se observa que un aumento en R1 provoca mas
friccion y choques entre las bolas, por lo tanto, se pierde eficiencia en la molienda y

contaminacion de la muestra (color oscuro en las harinas).

4.2.2 Modelado de la distribucion de tamafio por medio del modelo del Rosin-

Ramler-Bennet (RRB)

Las distribuciones de tamafio correspondientes a los puntos del disefio experimental, se
determinaron mediante el andlisis de las muestras en un equipo Mastersizer 2000. Los
datos obtenidos mostraron que todas las muestran tenian asimetria, es decir, que
presentaron diferencias entre las medidas de tendencia central (media, mediana y

moda).

Las distribuciones obtenidas se muestran en la figura 24, donde se grafico el volumen
de particulas (%) “versus” tamafio de particula (um), puede apreciarse que las
distribuciones presentan cola hacia el lado izquierdo (asimetria negativa). Este tipo de
distribucioén no sigue un comportamiento normal o de campana de Gauss, por lo tanto
para simular la distribucién de tamafo se utilizo la ecuacion de Rosin-Ramler-Bennet

(RRB) la cual es adecuada para distribuciones sesgadas.
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Figura 24. Distribucion de tamafio de particula de las harinas obtenidas mediante

molienda de alto impacto a partir de la fraccion amilacea (FA).
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La figura 24 muestra las distribuciones del tamafio de particulas de las harinas

obtenidas a una velocidad de 350 rpm en funcion del tiempo de molienda.

En la figura se observa el desplazamiento de la distribucion hacia valores de tamafios
menores a medida que se incrementa el tiempo de molienda. También se puede observar
el cambio de la forma de la distribucion de “picuda” (5 min) a formas ‘“achatadas” (19

min — 47 min).

Todos los puntos del disefio experimental fueron modelados por la ecuacion de RRB
(Ecuacion 4), la cual ajust6 satisfactoriamente, permitiendo la determinacion de los dos
parametros caracteristicos: el indice “n2” relacionado con la homogeneidad o dispersion

de la muestra, y el didmetro De3 (didmetro caracteristico).

En la figura 25 se muestra el ajuste de la distribucién de particulas mediante el modelo
de RRB para las harinas obtenidas a velocidad constante de 350 rpm y tiempos
variables (5-47) minutos. Puede observase que la bondad de ajuste resultdé mas

satisfactoria al incrementar el tiempo de molienda.
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Figura 25. Modelado de la distribucién de tamafio de particula (volumen acumulado)
mediante la ecuacion de RRB de las harinas obtenidas a 350 rpm y tiempos variables.
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En la figura 26, se observa que el aumento en la velocidad de rotacion de 250 rpm a
450 rpm produce un mejor ajuste de los valores experimentales apreciandose mayor

coincidencia entre los valores experimentales y los predichos por el modelo.

En general, la ecuacion de RRB resulto ttil a la hora de modelar la granulometria de las
harinas de amaranto, brindando informacion especifica acerca de la homogeneidad de la

harina asi como del diametro caracteristico.

Los efectos cuantitativos de las variables de procesamiento (velocidad de rotacion y
tiempo de molienda) sobre los pardmetros de la distribucion de tamafio se determinaron

mediante el modelo de RSM en la siguiente seccion.
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Figura 26. Modelado de la distribucion de tamafio (volumen acumulado) mediante la
ecuacion de RRB de las harinas obtenidas a 40 min y velocidad variable. Se detalla en

la imagen superior la region de tamaino de particula inferior a 60pum.
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4.2.3 Diseiio experimental red de Doehlert

Los ensayos de molienda seca se realizaron con base en el disefio en red de Doehlert.
Este disefio comprende dos factores: la velocidad de rotacion y el tiempo de molienda.
Se investigd el rango de velocidades comprendido entre 250 y 450 rpm descartdndose
mayores velocidades debido al intenso calentamiento de la muestra, el cual provocaba
una especie de cementacion de la misma por fusion de los componentes del grano. Por
otra parte se exploro el rango experimental del tiempo de molienda comprendido entre 5
y 33 minutos con el proposito de explorar la region donde se lograba menor tamafio de

particula.

En la tabla 10 se pueden observar las diferentes condiciones experimentales de
operacion (valor experimental), asi como, los valores codificados correspondientes de

acuerdo al disefio aplicado.
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Se adoptd una codificacion lineal entre los valores reales y codificados, al valor

experimental minimo de velocidad se le asign6 un valor codificado de (-0,87) y al valor

experimental maximo un valor codificado de (0,87) estableciéndose tres niveles de

velocidad. Para el tiempo se establecieron cinco niveles, al valor del tiempo minimo se

le asign6 un valor codificado de (-1) y al maximo tiempo un valor maximo codificado

de (1). El punto central del disefio experimental (0,0) estdn representado en la tabla por

los ensayos N° 4, 5y 6.

Tabla 10. Variables reales y codificadas del disefio en red de Doehlert empleado en el

estudio de la molienda de alto impacto.

Velocidad Tiempo Velocidad Tiempo
Muestra de molienda de molienda codificada codificada
(rpm) (min) (X4) (Xs)
1 250 12 -0,87 -0,5
2 250 26 -0,87 0,5
3 350 5 0,00 -1
4* 350 19 0,00 0
5* 350 19 0,00 0
6* 350 19 0,00 0
7 350 33 0,00 1
8 450 12 0,87 -0,5
9 450 26 0,87 0,5

*Réplicas del punto central del disefio, Variables codificadas: Velocidad: X4, Tiempo:

X5.
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4.2.4 Efectos de las condiciones de proceso sobre la distribucion de tamaio de

particula

Se analiz6 el efecto de la velocidad y el tiempo de molienda sobre los parametros del
modelo de RRB y también sobre la mediana y el Span de la distribucion de tamafio,
debido a que son frecuentemente usados para la caracterizacion granulométrica de
polvos. La tabla 11 muestra los valores de la mediana (Dso) y del Span obtenidos
mediante el analisis de la distribucion de tamano, asi como, los valores del diametro
(Ds3) e indice (n2) obtenidos por el modelo RRB. También se incluyeron en la tabla los

valores de la energia que se consume en el proceso de molienda.

Tabla 11. Fracciones FA obtenidas mediante molienda de alto impacto, evaluacion de

los diametros caracteristicos Dso y De3 e indices de dispersion Span y nz

Diametro Span Diametro  Indice RRB Fnergia de
Muestra molienda
Dso(pum) (adimensional) De3(um) (n2) (kI/g)
1 486 1,25 564 1,34 0,126
2 316 0,98 399 1,01 0,267
3 488 1,09 559 1,15 0,159
4% 259 1,17 336 1,20 0,559
5% 259 1,18 335 1,22 0,591
6* 242 1,17 314 1,22 0,579
7 200 1,37 257 1,38 0,886
8 200 1,24 262 1,24 0,785
9 149 1,46 193 1,46 1,629
Control 234 2,64 315 2,24 —

Con fines comparativos, se determinaron los mismos parametros para harina obtenida
en un molino de cuchillas marca Dekalab (Buenos Aires, Argentina), la cual se adopto
como muestra control. La muestra control mostré un didmetro Dso (233,6um) el cual
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representa una reduccion del 26% del tamafio del grano perlado (880 pum), mientras las
harinas obtenidas en el molino de alto impacto alcanzaron un tamafio minimo de Dso
(149,4 pm) correspondiente al 17% del tamafio inicial (ver muestra 9). Resultados
analogos se encontraron al comparar el control con el didmetro caracteristico Des3.En
relacion a la dispersion de la poblacion se observé una marcada reduccion de los indices
de dispersion (Span, n2) lo cual indica la mayor homogeneidad (al menos 45% mas

homogéneo) de las harinas obtenidas en el molino planetario respecto del control.

El analisis estadistico por medio de la superficie de respuesta se observa en la tabla 12
la cual muestra los efectos significativos de las variables en el proceso de molienda seca
sobre los diametros caracteristicos Dso y De3, asi como, en los indices de dispersion

Span y no.

Tabla 12. Efectos de las condiciones de operacion sobre los diametros caracteristicos

Dso y De3 e indices de dispersion Span y n2

Diametro Span Didmetro indice RRB
Coeficiente

Dso(um)  (adimensional) De3(um) (n2)

Constante a0 2534 1,17 328,3 1,2
Lineal al -130,6%** 0,13* -146,2%** 0,10™
a2 -132,9%** 0,08™ -139,7%%* 0,06™
Cuadratico al.l 15,5 0,06" 8,4™ 0,04"
a2.2 90,7%* 0,06™ 79,3%%* 0,05
Interaccion al.2 69,3** 0,28** 55,4% 0,32%*
Correlacion 2 0,992 0,894 0,992 0,857

a *xx o xkx o Coeficiente significativo para intervalo de confianza de 99%, 95% y 90%,
respectivamente; NS: coeficiente no significativo.

El tiempo y la velocidad de molienda mostraron un afecto lineal muy significativo en la
reduccion de tamafio; por otra parte, el efecto cuadratico del tiempo y de la interaccion
fueron mas significativos en poblaciones de menor tamafio, este efecto se visualiza al
comparar los diametros De3 y Dso. En la figura 27 puede apreciarse el incremento del

efecto de la interaccion (tiempo-velocidad) y del efecto cuadratico del tiempo de
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molienda en el diametro Dso con respecto al diametro De3. Es decir que el efecto de las
condiciones de molienda depende del tamafio de particula alcanzado. Los indices de
dispersion (Span, n2) resultaron afectados tanto por la interaccion de las variables de

proceso como también, pero en menor medida, por el efecto de la velocidad de rotacion.

Figura 27. Efecto de la interaccion del tiempo-velocidad de molienda sobre poblaciones

de particulas de diferente tamafio.
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Las figuras 28 y 29 muestran el comportamiento de los didmetros caracteristicos Dso 'y
Ds3 respectivamente. Los efectos de la velocidad y el tiempo son similares para los
diametros caracteristicos Dso y De3, destacandose que para obtener diametros Dso y De3
de menor tamafio, se debe trabajar a 450 rpm por un rango de tiempo entre 24 y 27
minutos obteniéndose de esta manera diametros minimos Dso y De3 de 137,2um y
181,4um respectivamente. Si se prolonga el tiempo de molienda, comienza a sentirse el
efecto cuadratico negativo del tiempo, donde la eficiencia de molienda se ve reducida

debido a la aglomeracion del polvo y el empastado del molino.
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Figura 28. Superficie de respuesta estimada del diametro Dso.
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Figura 29. Superficie de respuesta estimada del diametro Dss.
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En las figuras 30 y 31 puede observarse el comportamiento de los indices de dispersion
bajo los efectos de la velocidad y tiempo de molienda. El efecto de las variables de
proceso es similar tanto para el Span como para el indice n (regidn gris), observandose
el aumento de la dispersion (regiones coloreadas) cuando la interaccion de las variables
se incrementa. Cabe sefialar que la mayor homogeneidad puede conseguirse

combinando alta velocidad y bajo tiempo o baja velocidad y alto tiempo.
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Figura 30. Superficie de respuesta estimada del Span.
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Figura 31. Superficie de respuesta estimada del indice n2.
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4.2.5 Efecto de las condiciones de proceso en la energia de molienda

La energia de molienda es la energia suministrada exclusivamente al contenido de la
jarra (bolas + muestra), los valores de energia se obtuvieron mediante una funcién
programable del molino planetario para cada punto del disefio experimental (Tabla 11).

Se aplico el método MSR para ajustar la energia de molienda en funcién de la velocidad
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de rotacion y del tiempo de molienda (Tabla 10) mediante un polinomio de segundo

grado.

La figura 32 muestra la superficie de respuesta obtenida, puede apreciarse el
significativo efecto de la velocidad y del tiempo sobre la energia de molienda. El
analisis de los datos mostré que el efecto de la velocidad es mayor que el efecto del
tiempo, ademas se observo un efecto significativo de la interaccion velocidad-tiempo en
la energia de molienda. El efecto del tiempo sobre la energia de molienda es
especialmente notable para el mayor nivel de velocidad (transicion desde region azul
hacia region naranja). Mientras que el efecto de la velocidad es mas marcado al

incrementar el tiempo.

Figura 32. Superficie de respuesta estimada de la energia de molienda.
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El polinomio de segundo grado que predice la energia involucrada en el proceso de
molienda ajustd satisfactoriamente (> = 0,991) los resultados experimentales, la

ecuacion puede observarse a continuacion:

E = 0,554 + 0,583%(v) + 0,406*(t) + 0,196*(v2) + 0,406*(v)*(t)  (Ec.19)

Donde (E) es la energia de molienda, (v) es la velocidad de giro del molino planetario y

(t) es el tiempo de molienda.
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4.2.6 Relacion entre la energia de molienda y el tamafio de particula

Para este analisis se extendid el rango de energia hasta 6,5 kJ/g (Tabla 11) con el fin de
alcanzar menores tamafios de particula. La figura 33 muestra la evolucion del proceso
de disgregacion en funcion de la energia de molienda. Puede apreciarse la buena
concordancia entre los valores experimentales y predichos medianta el modelo de

Holmes (Ec. 1), cuya expresion integral es:

E=[C/1—n][(Dsoy) ™ = (Ds)*™ |  Ec20

Doénde Dsoi y Dsor son los valores de la mediana al inicio y al final del proceso
respectivamente. Los valores de C y n; fueron 608+18 kJ/[g um'™] y 2,7+0,1
respectivamente obteniéndose un ajuste muy satisfactorio (r> = 0,991). En la figura
también se pueden observar los ajustes de las diferentes regiones donde el indice (n;) va

adquiriendo distintos valores (de 1 a 4).

Figura 33. Curva de energia de molienda en funcioén de la mediana (Dso) de la

distribucion de tamafio de particula.
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Se puede considerar que la disgregacion comprende dos etapas, la primera ocurre al
inicio de la molienda donde el grano de amaranto perlado es reducido a particulas de
hasta 300um este proceso es conocido como trituracion. La segunda es la etapa de

molienda donde el tamafio de particula se va reduciendo a costa de un mayor gasto
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energético. En la figura 33 se observa que al inicio del proceso de reduccion de tamaiio
el valor del indice (n1) es igual a 1, lo que indica que la energia necesaria para llevar a
cabo el proceso es independiente del tamafio inicial de las particulas en otras palabras
esta etapa del proceso puede ser modelado convenientemente por la ecuacion de Kick.
Si se sigue entregando energia al sistema el valor del indice (ni1) aumenta hasta 1,5
mostrando que esta parte del proceso puede modelarse mediante la ecuacion de Bond, la
cual establece una relacion lineal entre la energia necesaria para llevar a cabo la
pulverizacion y la raiz cuadrada del tamafio de particula. Cuando el valor de (ni) es
igual a 2 se tiene un proceso de molienda fina, el cual es descrito satisfactoriamente por
la clasica ecuacion de Rittinger (Ecuacion 2). Este modelo expresa que la energia
consumida en el proceso es proporcional a la nueva superficie creada. Por lo tanto, el
proceso de reduccion de tamafio del grano de amaranto es un proceso diverso el cual
puede modelarse en condiciones reales de trabajo mediante cualquiera de las ecuaciones

anteriores, teniendo siempre en cuenta el rango de tamano estudiado.

El proceso de molienda logré reducir el didmetro mediano (Dso) desde 880um (tamafio
del grano perlado) hasta 68um, utilizando 6,5kJ/g. Puede observase en la figura 33 el
proceso de trituracion (n1=1) donde ocurre la mayor reduccion del tamafio (500pum hasta
250um) utilizando una pequefia cantidad de energia 0,5kJ/g. También se observa el
crecimiento exponencial de la curva para tamafios de particula menores a 150um
indicando que se necesita mas energia para cambios pequefios de tamaiio, por lo tanto el
proceso de molienda va perdiendo eficiencia. Por otra parte, esa energia excedente del
proceso de molienda se pierde en: deformaciones elasticas de particulas antes de
romperse, friccion entre particulas, disipacion de la energia en forma de ruido,
vibraciones y calor, entre otras. El modelo generalizado propuesto (Ecuacion 1)
proporciond un ajuste muy satisfactorio (r> = 0,991) de la relacion entre energia y
tamafio, con un valor de n; de 2,7 para todo el rango de tamafo barrido. La bondad del
ajuste puede apreciarse claramente en la Figura 33 (linea azul). El apartamiento del
valor predicho por Rittinger (n1 =2) sefiala que en el caso de la molienda de alto
impacto, parte de la energia no se utiliza para crear nueva superficie sino que disipa en
forma de calor modificando las propiedades de la harina. Definidos los factores que
afectan la produccion energética en el molino planetario de bolas y el modelo de
molienda, se estudiard en la seccion siguiente el efecto de la energia sobre las

propiedades estructurales, térmicas y fisicas de las harinas obtenidas.
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43 CARACTERIZACION DE LAS HARINAS OBTENIDAS MEDIANTE
MOLIENDA ABRASIVA'Y DE ALTO IMPACTO

El proceso de molienda es una operacion que permite obtener diferentes tipos de harinas
desde el punto de vista granulométrico y funcional. Por esta razén en esta seccion
abarcaremos los cambios en las propiedades fisicas, funcionales y estructurales que se
generan en las fracciones de molienda obtenidas dentro del rango experimental

establecido.

4.3.1 Contenido de lipidos, proteina y carbohidratos de las fracciones FA y FLP

obtenidas por molienda abrasiva y de impacto

El grano de amaranto fue procesado en un molino de abrasioén en condiciones Optimas
(humedad=10%, b.s.; carga=100 g; tiempo= 90 min) produciendo dos fracciones, una
amilacea (FA) y la otra lipido-proteica (FLP) a las cuales se les determinaron los

constituyentes principales.

En la tabla 13 puede observarse respecto al grano entero un incremento del 20% en el
contenido de almidon en la fraccion FA, mientras que disminuyo considerablemente el
contenido de proteinas (70%) y el de lipidos (80%). Por otra parte, el contenido de
lipidos se triplica y el de proteinas se multiplica por 2,77 en la fraccion FLP en relacion

al grano entero.

La molienda de impacto no afect6 el contenido de lipidos, proteinas y carbohidratos en
las fracciones FA obtenidas en el molino planetario usando una energia de molienda de
6,52 kJ/g. Cabe sefialar que los niveles de enriquecimiento en las fracciones FA y FLP
de esta tesis fueron similares a los obtenidos por Tosi y col. (2000) y por Lindembbom
y col. (2009) quienes lograron separar las fracciones del grano de amaranto combinando

procesos de secado y molienda diferencial.

La fraccion FA fue procesada en el molino planetario de bolas utilizando 5 niveles de
energia, los cuales estdin comprendidos entre 0,92kJ/g y 6,52kJ/g, con el objetivo de
obtener harinas con diferentes caracteristicas, las cuales fueron analizadas por varios
métodos. Ademads se prepard una harina control por medio de un molino de cuchillas
considerando que este tipo de proceso no genera ningun dafio en la estructura del

granulo de almidon.
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Tabla 13. Composicion del grano de amaranto y de las fracciones obtenidas por

molienda abrasiva (FA, FLP) y por molienda de alto impacto (FA molida).

Fraccion del grano Lipidos (%) Proteinas (%) Carbohidratos (%)
Grano entero 7,7+0,1° 16,8 +0,1° 73,0 +0,4°
Fraccion FA 1,5+0,1°¢ 5,0+£0,1°¢ 87,7 +£0,4*
Fraccion FLP 23,2+0,1* 46,6 £ 0,2% 25,2 +£0,3¢

Fraccion FA molida 1,5+0,1°¢ 5,0+0,1°¢ 87,7+ 0,4*

La diferencia de letras indica (a-c) diferencias significativas (p<0,05) sobre la
composicion. El valor de la desviacion estandar esta incluido.

4.3.2 Caracterizacion por espectroscopia FT-IR de las fracciones FA y FLP

obtenidas por molienda abrasiva y de impacto

La figura 34 muestra un espectro completo de los componentes del grano de amaranto
en el cual fue posible identificar 3 areas separadas para el andlisis de carbohidratos,

proteinas y lipidos.

La asignacion de bandas, basada en datos de bibliografia para harina de amaranto, se
puede apreciar en la tabla 14. Segiin Tapia-Blacido (2005) la banda principal a los 996
cm’! puede atribuirse al estiramiento del enlace C-O y C-O-C, generalmente esta banda
muestra dos hombros a los 1014 cm™ y 1039 cmatribuibles al estiramiento C-O y C-O-
H, siendo este ultimo pico mas intenso que el primero. Las caracteristicas de los picos
anteriores estan asociadas principalmente a la conformacién de carbohidratos. Las
bandas asociadas a las proteinas pueden observarse a los 1640 cmy 1540 cmque
corresponden al estiramiento de los enlaces C=0O de la amida [ y a la vibracion del
enlace N-H de la amida II respectivamente (Cremer and Kaletung., 2003; Barth., 2007).

La contribucion de los lipidos puede ser observada en las bandas a 2923, 2853 y 1740

cm’!

correspondientes a los estiramientos del C-H. Espectros con caracteristicas
similares fueron obtenidos por Tapia-Blacido (2006) cuando analizaron peliculas hechas
a base de harina y almidon de amaranto. Las fracciones FA y FLP obtenidas mediante la
molienda abrasiva fueron analizadas mediante espectroscopia FT-IR con el fin de
analizar los espectros caracteristicos determinando a su vez, si las operaciones de

molienda abrasiva y de impacto generan un cambio en sus estructuras internas.
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Figura 34. Espectro completo FT-IR del grano de amaranto.
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La figura 35 muestra los espectros de la harina control y de las fracciones FA y FLP.
Los espectros de las fracciones FA y FLP muestran los mismos picos principales de
reflectancia observados en la muestra control. Se puede observar en el espectro
correspondiente a FA un pico de gran intensidad a una longitud de onda de 996 cm™!
superior al de la muestra control, indicando un enriquecimiento de almidén en la

fraccion FA.

Por otro lado, en el espectro de la muestra FLP se observan picos de gran intensidad a
longitudes de onda de 2923 cm’!, 2853 cm™!, 1640 cm™ y 1540 cm’! |, siendo las
intensidades superiores a las correspondientes en las muestras control y FA; dejando en

evidencia el enriquecimiento de lipidos y proteinas en la fraccion FLP.

Cabe aclarar que la forma del pico a 996 cm™! de la fraccion FLP es diferente a los de la
muestra control y FA, revelando que la principal contribucion a esta banda puede ser

atribuida a la fibra que fue removida del grano mediante la molienda abrasiva.
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Tabla 14. Picos de reflectancia en el espectro FT-IR de las fracciones de amaranto

Pico (cm™) Picos de reflactancia Referencia
3275 OH, (estiramiento) Tapia-Bléacido, 2006
C-H (estiramiento) CH»
2923 o . Cremer & Kaletung, 2003
antisimétrico
C-H (estiramiento) CH>
2853 Cremer & Kaletung, 2003
simétrico
Grupo ester carbonilo ' '
1740 o Tapia-Blacido, 2006
(estiramiento)
1640 Amida I (estiramiento C=0) Barth, 2007
1540 Amida II (flexién N-H) Barth, 2007
1240 O-H (flexioén) Tapia-Blacido, 2006
1147 C-O (estiramiento) C-O-H Jiugao y col, 2005
1076 C-O (estiramiento) C-O-H Jiugao y col, 2005
1039-1015 C-O (estiramiento) C-O-H Tapia-Blacido, 2006
996 C-O (estiramiento) C-O-C Tapia-Blacido, 2006
850 C-O (estiramiento) C-O-C Tapia-Bléacido, 2006
750 C-0O (estiramiento) C-O-C Tapia-Bléacido, 2006

La tabla 15 muestra las bandas principales presentes en el espectro FT-IR de las

diferentes fracciones obtenidas mediante los diversos tratamientos de molienda y

envejecimiento. Con el fin de evitar minimizar errores y mejorar el andlisis, los

espectros fueron normalizados y se inform6 la relacién entre bandas tomando como

base la de mayor intensidad que fue la del almidén (996 cm™).
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Figura 35. Espectro completo FT-IR de las fracciones FLP y FA obtenidas mediante la
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Tabla 15. Intensidad relativa de las bandas caracteristicas FT-IR usando una banda de

almidon (996 cm™ 6 1014 cm™) como referencia

) Banda almidén Banda lipido Banda proteina
Fraccion
996/1014 1039/1014 2923/996 1640/996 1540/996
C 1,020 £ 0,004 0,896 £ 0,004° 0,35 +0,05° 0,76 + 0,04° 0,46 +0,03°

C-MB 1,029 £ 0,001 0,840 +0,009¢ 0,280 + 0,003 0,66 = 0,02¢ 0,37 £ 0,02
FA 1,017 £ 0,004° 0,87 +0,02¢ 0,30 +0,02° 0,678 £0,007° 0,378 +0,007¢

FA-MB 1,020+ 0,001 0,796 = 0,005" 0,23 £0,03% 0,62 +0,01° 0,34 +0,01¢

FLP 0,957 = 0,007¢ 0,99 £ 0,01? 0,48 + 0,08 1,07 +£0,05? 0,68 +0,02°

FLPE 1,022 + 0,002 0,830 +0,003¢ 0,237 + 0,004¢ 0,70 + 0,02° 0,41 + 0,02

C-MB: grano de amaranto obtenido mediante molienda de alto impacto C: grano de amaranto
control, FA: fraccién amilacea obtenida mediante molienda abrasiva, FA-MB: fraccion amilacea
obtenida mediante molienda de alto impacto, FLP: fraccion lipido-proteica obtenida mediante
molienda abrasiva, FLPE: fraccion lipido-proteica obtenida por molienda abrasiva y almacenada por
6 meses. Las diferentes letras (a-g) indican diferencias significativas (p < 0.05) para cada relacion de
intensidad. Los valores de desviacion estandar estan incluidos. C-MB y FA-MB: 350 rpm, 47 min
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Como se observa en la tabla 15 hubo un aumento de 0,76 hasta 1,07 en la relacion
1640/996 y desde 0,46 hasta 0,68 en la relacion 1540/996 en la muestra FLP frente al
control, lo cual indica el enriquecimiento de proteinas en la fraccion FLP obtenida por
molienda abrasiva. De la misma manera, se observo en la fraccion FLP un aumento de
0,35 a 0,48 en la relacion 2923/996 asociada a los lipidos. En contraste en la muestra
FA se pudo observar un descenso en la intensidad de las bandas asignadas a las
proteinas y lipidos respecto al control, indicando el empobrecimiento de proteinas y
lipidos en la fracciéon FA. Con relacion al tratamiento de molienda de alto impacto,
puede observarse el efecto que tiene el proceso en la reduccidon de la intensidad relativa
de reflectancia desde 0,76 a 0,66 en la banda 1640/996 y desde 0,46 a 0,37 en la banda

1540/996 de la muestra control con respecto a la muestra molida C-BM.

Figura 36. Espectro FT-IR de la fraccion lipido-proteica FLP (envejecida FLPE) y la
muestra molida (C-BM) con respecto al control, mostrando el efecto dela molienda y

del envejecimiento.
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Segun Prabhasankar and Rao (2001) la desnaturalizacion de proteinas puede ocurrir en
la molienda de alto impacto o de friccion, debido a la elevada energia que se produce

durante la molienda. Por otra parte, se observo un descenso en la intensidad en estas
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mismas muestras desde 0,35 hasta 0,28 en la banda 2923/996 debido al dafio ocasionado
en los lipidos, este efecto fue muy similar al encontrado en la muestra FLPE, la cual fue
almacenada a 5°C durante 6 meses.

En la figura 36 puede observarse la variacion de la intensidad de las bandas. Con
relacion al efecto de la molienda de alto impacto sobre las bandas caracteristicas del
almidon se observo una reduccion de la relacion de intensidad 1,039/1,014 cm™! desde
0,890 (fraccion C) hasta 0,796 (fraccion FA-BM) indicando que la estructura ordenada
del granulo de almidon fue parcialmente destruida por el tratamiento de molienda de
alto impacto. Mientras que el tratamiento de molienda abrasiva no provocd cambios
significativos en esta relacion de intensidad. La relacion entre la intensidad de las
bandas obtenidas por FT-IR y la intensidad de los difractogramas obtenidos por DRX se

estudia en la préxima seccion.

4.3.3 Distribucion de tamano de las harinas obtenidas mediante molienda de alto

impacto de la fraccion FA

La evolucién de la granulometria en las harinas obtenidas mediante la molienda de alto
impacto se puede observar en la figura 37 en funcion de la energia de molienda. Todas
las curvas de distribucion granulométrica mostraron asimetria positiva (cola de la curva
a la derecha), la cual va disminuyendo con el incremento de la intensidad de la molienda

produciendo harinas mas homogéneas.

La tabla 16 muestra los valores de la mediana Dso (um) y del Span de las harinas
obtenidas a diferentes niveles de energia. Puede observarse en relacion al control, una
reduccion del didmetro Dso con aumento del Span cuando se incrementa la energia a
0,92 kl/g, este comportamiento refleja el deterioro inicial de la homogeneidad en la
muestra debido a que la ruptura del grano genera particulas de tamafio variado; esto

hace que el valor de Span aumente.

Sin embargo, tanto el Dsp como el Span muestran una tendencia decreciente al
incrementar el nivel de energia. Después de 0,92kJ/g la relacion energia/tamaiio toma
una forma exponencial, mostrando que cada vez es menos eficiente reducir el tamafio,
por lo tanto, esa energia (no utilizable en la reduccién se tamafio) se emplea en la

modificacion de los componentes del grano.
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Figura 37. Distribucion granulométrica de las fracciones FA obtenida con diferentes

niveles de energia.
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4.3.4 Propiedades de hidratacion de las harinas obtenidas mediante molienda de

alto impacto de la fraccion FA.

Se puede observar en la tabla 16 el efecto significativo de la energia de molienda sobre
las propiedades de hidratacion. El aumento de la intensidad de molienda provoca
simultdneamente el incremento en los indices de absorcion y solubilidad de agua.
Posiblemente al incremento del area superficial y a la generacion de particulas de menor

tamafio en comparacion al granulo de almidon.

Se observan respecto al control, diferencias significativas en los indices IAA e ISA
cuando se incrementa la energia entre 0,92kJ/g y 1,63kJ/g. al final del proceso de
molienda se obtiene una fraccion FA modificada con un indice de solubilidad (3,2) y
absorcion (2,3) veces mayor al observado en la harina control. En la figura 38 puede
visualizarse la evolucion de los indices de IAA e ISA en funcion de la mediana de la

distribucion de tamafio de particula.
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Tabla 16. Fracciones FA obtenidas mediante molienda de alto impacto, evaluacion del

didmetro Dso, Span y de los indices de absorcion y solubilidad en agua.

Energia de )
Diametro D50 Span IAA ISA
molienda
(um) (adimensional) (%g/g b.s) (g/gb.s)
(kJ/g)
0,0 929 + 762 0,25+ 0,03° 1,09 = 0,07¢ 10 + 34
0,92 201 +3° 2,03 +0,03° 1,11 +0,07¢ 15+£2¢
1,63 150,4 + 0,5¢ 2,104 +£0,004* 1,12 +0,05¢ 18 + 2P
2,87 121,7 + 0,64 1,91 +0,01° 1,26 + 0,07 19 £ 2
4.75 82,1 +0,9° 1,89 + 0,014 1,61 +0,06° 22 +2b
6,52 68,0 + 0,5 1,87 +0,014 2,5+0,22 31 +3°

La diferencia de letras (a-f) indica diferencias significativas (p<0,05) sobre los valores
de cada columna. El valor de la desviacion estandar esta incluido.

Figura 38. Comportamiento de los indices IAA e ISA en relacion al didmetro Dso de

particula.
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La molienda realizada en el molino planetario fue capaz de reducir el tamaiio de

particula y simultaneamente mejorar las propiedades de hidratacion y solubilidad, lo que
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permitiria adecuar la harina para el proceso de molienda himeda alcalina, logrando que
los aditivos quimicos hagan contacto mas efectivamente con el granulo de almidon. La
modificacion de las propiedades de hidratacion provocada en molinos de martillo y
bolas también fue estudiada por Chandra y col (2007) y Silva y col (2011), los cuales
encontraron que una menor granulometria de las harinas de trigo incrementaba las

propiedades de hidratacién de modo similar al encontrado en este trabajo.

4.3.5 Comportamiento reologico de las harinas obtenidas mediante molienda de

alto impacto de la fraccion FA.

El molino planetario modifico la granulometria asi como las propiedades de hidratacion
de las harinas, bajo esta expectativa se hicieron estudios del comportamiento de la
viscosidad en dispersiones harina/agua al 4% y 8% p/v. El efecto de la energia de
molienda sobre la viscosidad de las dispersiones en funcioén de la velocidad de corte se

muestra en las figuras 39 y 40 a diferentes concentraciones.

Figura 39. Viscosidad aparente de las dispersiones (4 g harina modificada/100mL) a

25°C en funcion de la velocidad de corte y la energia de molienda.
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La viscosidad aparente descendio con el aumento de la velocidad de corte, revelando el
caracter pseudoplastico del todos los sistemas. Se observa que a mayor concentracion de

harina, la dispersion es mas viscosa, esto se debe a la mayor capacidad de formar
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enlaces entre los compuestos del almidon. Este comportamiento pseudopléstico de la
viscosidad con la velocidad de corte, también lo observaron Ibanoglu y col (1999) y
Manohar y col (1998), cuando estudiaron el comportamiento de la viscosidad aparente

en alimentos semiliquidos para el desayuno.

Figura 40. Viscosidad aparente de las dispersiones (8 g harina modificada/100mL) a

25°C en funcion de la velocidad de corte y la energia de molienda.
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Los datos de las curvas de viscosidad aparente fueron modelados por medio de la ley de
la potencia (Ecuacion 17) y se obtuvieron los valores del coeficiente de consistencia
(K) y el indice de flujo (n3), los cuales pueden ser observados en las tablas 17 y 18
respectivamente. Al cabo de 24 h se repitieron las mediciones de viscosidad para las
mismas muestras; todos los resultados del ajuste mediante la ley de la potencia,
obtenidos para Oh y 24h se pueden observar en las tablas mencionadas en funcion de la

concentracion de la dispersion (4% y 8% p/v).

En la tabla 17 se observa el incremento de los valores de consistencia (K) con el
aumento de la concentracion a valor constante de energia de molienda. El aumento de la
consistencia se debe a la presencia de amilosa y amilopectina las cuales facilitan la
formacion de redes moleculares (Autio y Eliasson., 2009). La habilidad para formar
redes se va perdiendo con el incremento de la intensidad de la molienda debido a la

ruptura del granulo del almiddn, inhibiendo el proceso de gelatinizacion.
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Tabla 17. indice de consistencia (k) de las dispersiones de harina de amaranto a 25°C en

funcién de la concentracion y el tiempo de almacenamiento V.,

Energia indice de Indice de indice de indice de
de consistencia (K)  consistencia (K)  consistencia (K)  consistencia (K)
molienda al 4% g/ml al 4% g/ml al 8% g/ml al 8% g/ml
(k'g) (0h)' (24h)’ (0h)' (24h)!
0,0 172 + 182 56,2 +3,1° 5845 + 590? 3773 + 1022
0,92 159 £ 14 53,2 +3,2° 4899 + 159° 3462 + 141%®
1,63 129 + 4% 37,5+0,5 4736 + 96° 3277 + 66
2,87 126 + 3° 34,5+ 1,6° 3856 £214° 3079 + 65°
4,75 95 + 4¢ 311 2365 £ 142° 2054 934
6,52 58 + 84 24,2 +1,7¢ 606 + 284 678 + 15°

La diferencia de letras (a-f) indica diferencias significativas (p<0,05) sobre los valores
de cada columna. El valor de la desviacion estandar estd incluido.

Puede observarse la poca variacion de la consistencia (K) después de 24h de
almacenamiento especialmente en las muestras obtenidas a 4,75kJ/g y 6,52kJ/g. Este
comportamiento indica que la molienda intensa dificulta el fenomeno de la
retrogradacion en el almidon, conservandose la solubilidad de la amilosa y amilopectina

modificadas y evitando la sinéresis.

Todas las muestras (4% - 8% p/v) en el tiempo Oh mostraron un incremento en el valor
del indice (n3) con el aumento de la intensidad de molienda. Este comportamiento se
debe al proceso de molienda, el cual provoca el rompimiento de las asociaciones de
intra-intermoleculares del granulo del almidon, aumentando la solubilidad y afectando

los procesos de hidratacion e hinchamiento del granulo.

Un comportamiento similar (aumento del caracter newtoniano) fue observado por
Hasjim y col (2012) cuando estudiaron el efecto de la molienda de alto impacto de arroz

usando un molino de martillo.
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Tabla 18. Indice de flujo (n3) de las dispersiones de harina de amaranto a 25°C en

funcién de la concentracion y el tiempo de almacenamiento V.

Energia de Indice(n3) Indice(n3) Indice (n3) indice(n3)
molienda al 4% g/ml al 4% g/ml al 8% g/ml al 8% g/ml
(kJ/g) (0h)' (24h)! (Oh)’ (24h)!
0,0 0,47 +0,01° 0,46 + 0,09 0,28 + 0,05¢ 0,60 + 0,04
0,92 0,48 + 0,04° 0,43 + 0,022 0,36 + 0,02d¢ 0,58 + 0,022
1,63 0,49 + 0,04° 0,42 + 0,09 0,39 + 0,02¢ 0,56 + 0,02°
2,87 0,51 +£0,01° 0,41 + 0,072 0,48 + 0,02 0,55 + 0,05
4,75 0,56 + 0,02° 0,36 + 0,02 0,53 +0,01° 0,52 +0,03°
6,52 0,64 + 0,04 0,30 + 0,08° 0,56 = 0,022 0,48 + 0,02°

La diferencia de letras (a-d) indica diferencias significativas (p<0,05) sobre los valores
de cada columna. El valor de la desviacion estandar esta incluido.

En la tabla 18 también se puede observar el incremento del indice (n3) después de 24h
de almacenamiento principalmente en las dispersiones al 8% p/v. Este comportamiento
se debe al proceso de retrogradacion del almidon que ocurre durante el almacenamiento;
las moléculas de amilosa logran formar redes organizadas expulsando agua al exterior y
aumentando la solubilidad. Sin embargo, las muestras molidas intensamente (4,75kJ/g a
6,52kJ/g) mostraron una reduccion en el valor del flujo (n3) indicando que la estructura

inicial de la dispersion de mantuvo durante el almacenamiento.

La molienda de alto impacto va reduciendo la capacidad de retrogradacion a medida que
se incrementa la intensidad de la molienda proporcionando mayor estabilidad a la

dispersion lo cual es de interés en el desarrollo de alimentos semiliquidos.

4.3.6 Calorimetria de las harinas obtenidas mediante molienda de alto impacto

de la fraccion FA.

La gelatinizacion del almidon es una transicion de la estructura semicristalina del
granulo de almidén a una estructura amorfa. Esta transicion ocurre durante el

calentamiento del granulo de almidén en una solucidon acuosa. Las temperaturas y
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entalpias de gelatinizacion de los almidones han sido estudiadas por numerosos autores

((Morrison y Tester, 1994; Campanella y col., 2002; Chen y col., 2003; Dhital y col.,

2010a, 2011; Han., 2007,).

Tabla 19. Temperaturas y entalpias de gelatinizacion de las fracciones FA obtenidas por

molienda de alto impacto.

Energia de
molienda Tonset Tpeak Tendset AH
I/g) C) °C) C) (J/g)
0,0 65,2 + 1,2 73,8 +0,2° 80,8 + 1,2 7,9 +0,2°
0,92 67,5+0,7° 74,5+ 0,12 80,3 +0,2* 7,1+0,1°
1,63 64,9 + 5,5 743 +0,9° 80,2+ 0,1° 54+0,1°
2,87 67,8 +1,1° 74,3 + 0,42 79,7 + 0,2 3,4+024
4,75 62,5+ 0,9 69.9+ 0,4° 79,8 + 0,3 1,9 +0,14
6,52 49,3 +0,8° 57,1+0,2° 79,1 +0,01¢ 03+0,1¢

La diferencia de letras (a-¢) indica diferencias significativas (p<0,05) sobre los valores de cada
columna. El valor de la desviacion estandar esta incluido.

La tabla 19 reporta los valores de las temperaturas (Tonset, Tpeak, Zendset) y entalpia de
gelatinizacion (AH) de las harinas que fueron molidas a diferentes niveles de energia.
Los valores de la entalpia descendieron significativamente en comparacion al valor de la
entalpia de la muestra control desde 7,9 + 0,2 J/g hasta 0,34 + 0,01 J/g para el mayor
nivel de energia de molienda. Una reduccion significativa en la entalpia de
gelatinizacion de 14,1 J/g hasta 0,13 J/g y desde 6,8 J/g hasta 0,9 J/g fue observada por
Han y col. (2007) y Loubes y col. (2013) respectivamente, cuando estudiaron la
molienda de arroz en un molino planetario de bolas. Mientras que, Sanguanpong y col.
(2003) y Martinez-Bustos y col. (2007) reportaron que la entalpia de gelatinizacion del

almidon de mandioca disminuia con la pérdida de cristalinidad.
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Figura 41. Termogramas de las fracciones FA obtenidas mediante molienda de alto

impacto
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Por lo tanto la molienda de alto impacto redujo la entalpia de gelatinizacion del almidon
en la harina FA, provocando la disrupcion de las regiones cristalinas y el rompimiento o
despolimerizaciéon de la amilopectina y amilosa, y de esta manera disminuyd su

capacidad para gelatinizar.

Las muestras intensamente molidas mostraron una disminucioén en la temperatura de
inicio de la gelatinizacion (Tonset) como puede apreciarse en la tabla 19. Este fendmeno
también se muestra en el termograma (figura 41) donde puede observarse el
corrimiento hacia menores temperaturas del pico endotérmico en las harinas molidas a
6,52 kJ/g y simultdneamente va desapareciendo el pico a medida que se incrementa la
energia de molienda. Este comportamiento es debido a la pérdida de cristalinidad del
biopolimero, provocando que aun los fragmentos del grano puedan gelatinizar
precozmente. Este fendmeno fue también observado por Singh y col. (2003) y Kaur y
col. (2002) quienes reportaron bajas temperaturas de transiciones en el almidon de papa
asociadas a la morfologia y tamafios diferentes de los granulos. De la misma manera,
Han y col. (2007) y Huang y col. (2007) reportaron un descenso en los pardmetros

térmicos cuando molieron arroz y mandioca respectivamente en un molino planetario.
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4.3.7 Determinacion de la cristalinidad por difraccion de rayos-X vy
espectroscopia FT-IR de las harinas obtenidas mediante molienda de alto impacto

de la fraccion FA.

El analisis de los datos de difraccion de rayos-X de las fracciones FA fue dificultoso
debido a la baja intensidad de los difractogramas ocasionado por la estructura

semicristalina del almidon y a su interaccion con el ruido de la senal.

La estructura cristalina del almidon esta determinada por agrupaciones de cadenas de
amilopectina conectadas por puentes de hidrogeno, arregladas paralelamente formando
una estructura de doble hélice (fase cristalina), y por las cadenas de amilosa, las cuales
son el componente dominante en la fase amorfa del almidoén (Fiedorowicz y Para.,

2006; Liu y col., 2011).

En el estudio de los difractogramas de rayos-X de almidon, la separacion de la region
cristalina de la amorfa es un paso critico ya que la cristalinidad afecta directamente las

propiedades fisicas y quimicas del almidon.

La figura 42 ejemplifica la estimacion de la region amorfa de la fraccion FA control
(0,0kJ/g) y la fraccion FA intensamente molida (6,52kJ/g) a partir de los difractogramas
obtenidos mediante el estudio de rayos-X.

Generalmente, las fracciones FA mostraron un pico ancho dominante correspondiente a
la fase amorfa (lineas discontinuas), sobre la cual se ubican los picos de difraccion de

los cristales (linea continua).

La fraccion FA mostré una estructura cristalina tipo-A con una fuerte refraccion de los
picos de Bragg a los 15°, 23° y un pico con hombro a los 17° y 18° caracteristicos de los
cereales. Cheetham y Tao (1998) y Han y col. (2007) reportaron estos mismos picos de
difraccion en maiz y arroz respectivamente. De la misma manera Liu y col, (2011)
informaron que las muestras molidas pierden la estructura cristalina debido a la alta

energia empleada durante la molienda a bolas.
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Figura 42. Patrones de difraccion de rayos-x de la fracciones FA control (0 kJ/g) y FA

molida (6,52 kJ/g).
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La figura 43 muestra los difractogramas de las fracciones FA obtenidas a diferentes

niveles de energia de molienda en el molino planetario de bolas.

Puede observarse como se reducen los picos de difraccion en los difractogramas a
medida que aumenta el nivel de energia de molienda, en la figura se presentan los
valores de cristalinidad calculados en base a la Ecuacion (13). Se determin6 que la
cristalinidad de la fraccion FA antes de moler era de 16,1% y que después de molida

usando 6.52 kJ/g la fraccion FA presenta una cristalinidad menor al 5%.

La pérdida de los cristales se debe a la fuerza mecanica aplicada durante la molienda la
cual destruye el granulo de almidén, provocando pérdida de la difraccion en los cristales
nativos, por lo tanto la porcidn cristalina desciende mientras que la porcion amorfa
aumenta. Este fendmeno también fue observado por Martinez-Bustos y col. (2007) en la

molienda intensa de almidon de mandioca.
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Figura 43. Difractogramas de las fracciones FA obtenidas a diferentes niveles de

energia.
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En trabajos previos se analizaron eficientemente por medio de espectroscopia FT-IR los
cambios estructurales que le ocurren a los almidones durante los procesos de
gelatinizacion y retrogradacion (Goodfellow y col., 1990; Bernazzani y col., 2008). Por
otro lado, otros autores han caracterizado al almidon amorfo por espectroscopia a una
absorbancia cercana a la banda 1022cm’!, mientras que la absorbancia cercana a la
banda 1047cm™ fue asignada a la region cristalina. La relacion entre la banda
1047/1022 y 996/1022 han sido usada frecuentemente para cuantificar el grado de
cristalinidad de los almidones (Sevenou y col. 2002; Capron y col. 2007; Liu y col.
2011). Por lo tanto en este trabajo se identificaron las principales bandas de absorcion
IR en el almidén de amaranto y luego se determind la relacion entre la cristalinidad y la
intensidad mostrada en los espectros FT-IR de las diferentes fracciones FA, cuyos

valores pueden observarse en la tabla 20.
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Tabla 20. Cambio en la intensidad de las bandas caracteristicas de los almidones

obtenidas mediante espectroscopia FT-IR

Energia Intensidad de las bandas
(kl/g) 996/1014 1039/1014
0 (control) 1017 + 0,004° 0,87 +0,02*

0,92 1022 + 0,005 0,861 = 0,002*
1,63 1028 +0,001° 0,821 +0,001°
2,87 1026 £+ 0,002? 0,789 + 0,002¢
4,75 1027 + 0,002% 0,767 £ 0,001¢
6,52 1010 + 0,002°¢ 0,752 £ 0,003¢

Las diferentes letras (a-e) indican diferencias significativas (p < 0,05) en cada relacion
de intensidad

Figura 44. Espectro FT-IR de las fracciones FA obtenidas por medio de la molienda de

alto impacto a diferentes niveles de energia.
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En la figura 44 se observa el espectro FT-IR de las fracciones FA obtenidas antes y
después del proceso de molienda de alto impacto. Se pueden identificar los principales
picos de absorcién a 996cm™, los dos hombros caracteristicos(amorfo/cristalino) a

1014cm' y 1039cm™ y otras bandas relacionadas al almidén 1145, 1075, y 850cm™!. La
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diferencia en la regiéon amorfo/cristalina se debe principalmente al pronunciamiento de
la curva a medida que la fraccion FA es molida, lo cual se aprecia claramente en el
recuadro sefialado en la Figura 44. Este pronunciamiento de la curva se debe a
principalmente al descenso de la intensidad de la banda 1039cm™ (region cristalina), por
lo tanto, la molienda de alto impacto provoca un aumento de la region amorfa del
almidon. Algunos autores han sefalado el caracter irreversible de estos cambios (Xie y

col., 2006; Liu y col., 2011).

Figura 45. Correlacion entre la intensidad de los picos 1014cm™ y 1039cm™ en los

espectros FT-IR y la cristalinidad obtenida por difraccion de rayos-x.
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La figura 45 muestra una satisfactoria correlacion entre la intensidad de la relacion
entre los picos 1014/1039 obtenidos por espectroscopia FT-IR y el porcentaje de
cristalinidad obtenido mediante el anélisis de los difractogramas obtenidos por rayos-x.
Por lo tanto la espectroscopia FT-IR podria adoptarse como una herramienta buena,

rapida y precisa para analizar la cristalinidad de las harinas.
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4.4 MOLIENDA HUMEDA DE LA FRACCION AMILACEA
ASISTIDA MEDIANTE MOLINO DE ALTO IMPACTO

En este trabajo se propone la obtencién de almidén de amaranto por molienda humeda
alcalina en presencia de tensioactivo y asistida por molienda de alto impacto a partir de
la fraccion FA obtenida por molienda abrasiva. Se busca reemplazar las etapas de
maceracion y molienda himeda del método tradicional de molienda himeda, por la
maceracion y molienda humeda simultdnea en el molino planetario de bolas. Para
determinar las condiciones mas apropiadas para el proceso se evaluaron diferentes
variables adoptandose un disefio experimental de Box-Behnken que involucra 15
ensayos con sus réplicas y triplicado del punto central. Las variables seleccionadas
fueron: energia de molienda y concentraciones de alcali (NaOH) y tensioactivo (SDS).
El rango de energia fue seleccionado de modo de evitar el dafio termomecanico
excesivo del granulo de almidon, mientras que las concentraciones de aditivos quimicos
se seleccionaron en base a lo informado en bibliografia para molienda himeda de

cereales (Shirahama y col., 1974; Kinugasa y col., 2001; Calzetta y col., 2006)

4.4.1 Diseno experimental Box-Benhken

En la tabla 21 se pueden observar las diferentes condiciones experimentales (valores
experimentales de energia de molienda y concentraciones de alcali y tensioactivo), asi
como, los valores codificados correspondientes de acuerdo al disefio aplicado. Se
adoptd para todas las variables una codificacion lineal entre los valores reales y
codificados; al valor experimental minimo se le asignod un valor codificado de (-1) y al
valor experimental maximo un valor codificado de (1). El punto central del disefo
experimental (0,0,0) fue triplicado, el mismo esta representado por los ensayos N° 7, 8 y
15. La tabla 22 muestra el rendimiento y la calidad del almidon de amaranto obtenido
en términos de: almidon recuperado (% p/p), cantidad de proteina en el almidon
recuperado y solidos disueltos (% p/v) en las aguas de proceso. Con fines comparativos,
también se determinaron los anteriores parametros en el almidon control, el cual fue
obtenido por molienda himeda tradicional, la cual consiste en remojar el grano de

amaranto por 24h usando una concentracion de NaOH de 0,25%p/v.
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Tabla 21. Variables reales y codificadas del disefio experimental de Box-Benhken

empleado en el estudio de la molienda humeda asistida.

Energia de Hidroxido Dodecil Variable Variable Variable
Muestra molienda  de sodio Zzlfi codificada codificada codificada
(kJ/g) (%op/v) o) X6 X7 X8
1 3,5 0,3 0,9 1 1 0
2 2,5 0,1 0,3 0 -1 -1
3 2,5 0,3 0,3 0 1 -1
4 2,5 0,1 1,5 0 -1 1
5 1,5 0,2 1,5 -1 0 1
6 3,5 0,2 0,3 1 0 -1
7* 2,5 0,2 0,9 0 0 0
8* 2,5 0,2 0,9 0 0 0
9 1,5 0,3 0,9 -1 1 0
10 2,5 0,3 1,5 0 1 1
11 1,5 0,2 0,3 -1 0 -1
12 3,5 0,1 0,9 1 -1 0
13 3,5 0,2 1,5 1 0 1
14 1,5 0,1 0,9 -1 -1 0
15* 2,5 0,2 0,9 0 0 0
Control 0,0 0,25 X T —

*Réplicas del punto central del disefio, Variables codificadas: Energia: X6, Hidroxido de sodio:
X7, Dodecil sulfato sodico: X8.
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Tabla 22. Almidon obtenido por molienda humeda asistida en molino planetario,

evaluacion de la recuperacion y pureza del almidon.

Almidon Recuperado Solidos disueltos Proteina en almidon
Muestra
(o) (o) (%)
1 46,0 11,4 0,33
2 53,8 13,8 0,25
3 56,8 11,1 0,36
4 46,3 15,3 0,24
5 49,2 14,9 0,23
6 50,0 12,9 0,27
7,8, 15% 53,6 13,9 0,34
9 52,3 12,3 0,39
10 50,1 13,5 0,17
11 45,4 15,4 0,29
12 48,3 12,8 0,33
13 52,0 11,5 0,25
14 45,7 15,2 0,42
Control 48,5 9.4 0,73

*Punto central del disenio

Error relativo %: Almidon recuperado (1,5%); Soélidos disueltos (5,6%); Proteina en almidon
(2,9%)

Mediante el método tradicional de molienda humeda se logr6 recuperar un 48,5% del
almidén con una pureza de 0,73 (g proteina/100g almidon), mientras que, mediante la
molienda hiimeda de alto impacto se recuperd entre un 47 y 57% de almidon con una
pureza promedio de 0,30 (g proteina/100g almidon). Con la muestra 3 se logré obtener
la mayor recuperacion del almidon, lo cual involucrd un tratamiento usando 2,5kJ/g y

concentraciones de 0,3%p/v de NaOH y 0,3%p/v de SDS. Por otra parte, se logro
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obtener un contenido minimo de 0,17 (g proteina/100g almidén) muy inferior al valor

control, mediante condiciones de alta concentracion de tensioactivo SDS.

4.4.2 Efecto de las condiciones de molienda sobre el rendimiento y calidad del

almidon

Se estudid cuantitativamente el efecto de las condiciones de proceso sobre recuperacion,
contenido de sélidos y de proteina mediante el método de superficies de respuesta. Los
coeficientes del polinomio de segundo grado correspondientes a cada una de las
respuestas estudiadas se muestran en la Tabla 23 junto con el nivel de significacion

respectivo.

La figura 46 representa la superficie de respuesta estimada del almidon recuperado en
funcién de las variables del proceso. Se observa que todas las regiones de color a
excepcion del color rojo representan combinaciones de energia y concentracion del
NaOH en las cuales se logra recuperar almidén en cantidades mayores a la de la

molienda tradicional (48,5%)

Figura 46. Superficie de respuesta estimada del almidon recuperado.

Superficie de respuesta estimada

$DS=-094
Almidon
recuperado (%)
@ =
< I 450-485
3 [ 48,5- 52,0
g [ 52,0-555
a [ 55,5- 59,0
14
c
[=]
=)
E
<
1 1
06 02 o " 02 0,6
' 0,6 1 4 0,6 '
NaOH Energia

115



Tabla 23. Efectos de las condiciones de molienda himeda asistida en molino planetario

sobre el almidén recuperado, el contenido de proteina en el almidon y los solidos

disueltos.
Cocficiente Almidén Proteina en el Soélidos disueltos
recuperado (%) almidon (%) (%)
Constante a0 53,37 0,34 13,83
Lineal al 0,24" -0,019™ 1,69%**
a2 2,41%%* 0,001™ (I
a3 -1,98%** -0,035%** 0,09™
Cuadratico al.l -3,20%** 0,016™ 0,13™
a2.2 -0,80"™ 0,011 -0,34™
a3.3 -1,07™ -0,045%** 0,13
Interaccion al.2 -0,93" 0,007" -0,23"
al.3 -0,55™ 0,01™ -0,3"™
a2.3 -0,05™ 0,011** -0,34™
Correlacion 2 0,952 0,918 0,973

a ¥*¥¥ xx % . Coeficiente significativo para intervalo de confianza de 99%, 95% y 90%,

respectivamente; NS: coeficiente no significativo

Si el objetivo es utilizar menor cantidad de NaOH que la empleada en la molienda
tradicional (menor a 2,5%p/v), el andlisis de los datos mostr6 que trabajando entre
2,5k)/g y 2,8k]/g y a concentraciones de SDS entre 0,34%p/v y 1,3%p/v, se logrd

aumentar la recuperacion del almidén significativamente (mayor a 48,5%).

En la tabla 23 se observa el efecto lineal muy significativo del NaOH sobre la
recuperacion de almidén, mientras que la energia de molienda afecta cuadraticamente,
esto quiere decir que hay una regidén Optima de extraccion, ya que si se emplean niveles
de energia mayores aumenta la cantidad de so6lidos disuelto haciendo que la eficiencia

de recuperacion disminuya (figura 47).
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Figura 47. Superficie de respuesta estimada de los so6lidos disueltos.
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Figura 48. Superficie de respuesta estimada del contenido de proteina en el almidon.
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Por otra parte, se observa en la misma tabla el efecto positivo del SDS y la interaccion
con NaOH sobre la cantidad de proteina remanente en el almidon. La figura 48 muestra
la superficie de respuesta estimada donde se observa que en todos los casos el contenido
de proteina remanente fue menor a 0,73% (control). Los tensioactivos i6nicos como el
dodecil sulfato sddico (SDS, tensioactivo anidnico) provocan la desnaturalizacion de las

proteinas, promoviendo cambios en la estructura terciaria y cuaternaria, al unirse a la
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proteina formando complejos, lo que facilita la extraccién de la misma (Kinugasa y col,
2001; Shirahama y col, 1974). En particular el SDS estabilizan la proteina
desnaturalizada formando una capa de solvatacion micelar alrededor de la cadena

polipeptidica (Shirahama y col, 1974).

Figura 49. Superficie de respuesta estimada de los valores de deseabilidad en la

molienda humeda.

Superficie de respuesta estimada
SDS=+1

Deseabilidad
—/1 0,0-0,25
[ 0,25-0,5
[ 0,5-0,75
1 0,7541,0

Deseabilidad

Energia 1 - NaOH

A continuacion se realizé una optimizacion multirespuesta, el criterio fue maximizar la
recuperacion de almidén minimizando simultaneamente la pérdida de solidos. No se
incluyd un criterio para el contenido de proteina debido a la alta pureza del almidon
obtenida en todas las condiciones experimentales evaluadas. El resultado del anélisis se
puede observar en la figura 48, bajo condiciones de trabajo Optimas (region verde) se
alcanzaron niveles de recuperacion de almidon de 55% con un contenido de proteinas
del 0,3% y un 11% de s6lidos disueltos al utilizar 2,5 kJ/g, 0,3 % p/v de NaOH y 0,3 %
p/v de SDS. Estos resultados son superiores a los publicados por Calzetta y col (2006)
que bajo condiciones de molienda himeda-dcida del grano de amaranto lograron
recuperar un 45% del almidon con un contenido de proteina del 0,6%. Por otro lado los
resultados de este trabajo fueron inferiores a los obtenidos por Villareal y col (2012),
quienes obtuvieron una recuperacion del 70% del almidon utilizando harina de
amaranto en una solucidon alcalina-enzimética. El uso de enzimas en la molienda
himeda tiene la ventaja de producir mayor rendimiento y pureza y menor porcentaje de

almidon dafiado, sin embargo la principal desventaja es el mayor costo del proceso
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(1,75 versus 0,76 U$S/kg almidon) en relacion con el método alcalino (Lumdubwong y
Seib, 2000).

En resumen la molienda humeda asistida en molino planetario proporcion6 una buena
recuperacion de almidon de alta pureza; por otra parte se trata de un método que en
relacion al control insume menor tiempo de maceracion (4h “vs” 24 h) y requiere una
menor relacion agua/grano (1,2:1 “vs” 3:1) lo cual impacta favorablemente en el

desarrollo sustentable asociado a la generacion y tratamiento efluentes industriales.

4.4.3 Caracterizacion del almidon obtenido por molienda humeda alcalina

asistida en un molino de alto impacto.

Finalmente se realizod una caracterizacion del almidon obtenido en condiciones Optimas
y su comparacion con al almidén control en base a la evaluacion de su composicion y

sus propiedades térmicas y estructurales.

Tabla 24.Almidon obtenido por molienda himeda de alto impacto, evaluacion de la

cristalinidad, gelatinizacion e intensidad de la banda FT-IR (1014/1039)

Energia indice banda IR Cristalinidad Entalpia AH
Muestra
(kJ/g) (1039/1014) (%) J/g)
Optimo 2,6 0,765 £ 0,006 13,1 £0,6% 11,9+ 0,4%
Control 0,0 0,779 + 0,005* 13,5+ 0,8* 12,8 + 0,6*

Las diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05) en cada relacion de
intensidad

La tabla 24 resume las caracteristicas del granulo de almidon obtenidos en condiciones
optimas en el molino planetario. Puede observarse que no hubo una variacion

significativa en las principales propiedades.
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Figura 50. Microscopia del almidéon obtenido mediante molienda himeda de alto

impacto

Figura 51. Patron de difraccion de rayos-x del almidon obtenido mediante molienda

himeda de alto impacto.
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Figura 52. Termogramas del almidén obtenido mediante molienda himeda de alto

impacto.
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La figura 50 muestra la microscopia de los granulos de almidon los cuales conservan su
forma poliédrica con un tamafo promedio de lum. La figura 51 muestra el
difractograma de RX tipico de una estructura tipo-A tanto para el almidén control como
para el almidon obtenido por molienda hiimeda de alto impacto. La figura 52 muestra el
termograma del almidén donde se puede observar el pico endotérmico, el cual sefiala
que el almidon obtenido por molienda hiimeda asistida conservd su capacidad para
gelatinizar. De acuerdo a los resultados encontrados el molino planetario surge como
una técnica de disgregacion eficaz para la recuperacion del almidon que potencia el uso
de agentes quimicos y/o enzimaticos. Las condiciones Optimas proporcionaron almidon
de amaranto de alta pureza con caracteristicas similares a la del control por lo que puede

considerarse que conserva su caracter de almidon nativo.
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4.5 CAPACIDAD ENCAPSULANTE DE MATRI’CES DE
AMARANTO OBTENIDAS POR MOLIENDA SECA Y HUMEDA

En los ultimos afos el grano de amaranto ha despertado el interés de la industria debido
a su alto valor nutricional, caracter microgranular e hipoalergénico y a su gran
adaptabilidad en suelos poco fértiles. Sin embargo, pocos estudios se han llevado a cabo
con el fin de aumentar su valor agregado como ingrediente en la formulacion de
productos alimentarios y no alimentarios. En el presente capitulo se investigd la
capacidad encapsulante de matrices de amaranto obtenidas por medio de molienda seca
(FA: fracciéon amildcea) y himeda (AN: almidon nativo) y se evalud el efecto
emulsificante de las proteinas (5,0+0,1%) presentes en la fraccion FA, disefiando
sistemas con y sin gelatina (Ge) agregada. Se utilizaron 4 matrices (FA; FA+Ge; AN;
AN+Ge) las cuales fueron sometidas a 6,5kJ/g de molienda intensiva en el molino
planetario (BM) con el objetivo de estudiar el efecto de la molienda en la capacidad
encapsulante. Ademads, se compararon con 2 matrices (AN; AN+Ge) sin moler. Una vez
seleccionadas las matrices con mejor capacidad encapsulante, se evaluaron los efectos
de la temperatura de almacenamiento (5, 25 y 45°C, durante 45 dias) y de la humedad
relativa (11, 33, 50, 75 y 84%) sobre la retencion de B-caroteno (seleccionado como

antioxidante modelo).

4.5.1 Evaluacion de las matrices para la encapsulacion de 3-caroteno.

En la preparacion de matrices para la encapsulacion de antioxidantes, resulta importante
la eleccion de los componentes de la matriz asi como las propiedades funcionales de
estos, para poder lograr una mayor eficiencia de encapsulacion. Los almidones,
maltodextrinas, solidos de jarabe de maiz y las gomas, han sido utilizados en procesos
tecnologicos con el fin de proteger compuestos de interés para ser incluidos en
alimentos. Debido a su alta disponibilidad y por su bajo costo, los almidones se
convierten en una buena opcion para la encapsulaciéon (Madene y col., 2005). Sin
embargo, el almidon nativo carece de propiedades funcionales adecuadas para lograr
una efectiva encapsulacion; por esta razon, algunos investigadores han modificado los
almidones por medios quimicos/enzimaticos obteniendo altos grados de hidrdlisis, lo
que ha resultado en un incremento importante en la capacidad de encapsulacion de estos
almidones modificados (Wagner y Warthesen., 1995; Chattopadhyaya y col., 1998;
Krishnan y col., 2005; Karathanos y col., 2007; Murta-Pagola y col., 2009). Utilizando
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este principio y debido a que el almidon de amaranto posee un bajo porcentaje de
amilosa (2,5%, Tari y col., 2003), se propone el uso de la molienda de alto impacto para
generar cadenas de amilopectina de bajo peso molecular (Morrison y Tester., 1993) con

el fin de incrementar la capacidad encapsulante del almidon de amaranto.

Algunos investigadores han creado nuevos materiales porosos a partir del granulo de
almidon con el objetivo de mejorar la retencion la retencién de aromas; por ejemplo,
Zhao y Whistler (1994) observaron que granulos de almidon con tamafo menores a
3um poseen una gran capacidad en la retencion de aromas al ser combinados con
agentes emulsificantes. Otros autores sostienen que un mayor porcentaje de amilosa
favorece la formacion de complejos de inclusion, mejorando la retencion de aromas
(Escher y col., 2000). Por otro lado, Boutboul y col. (2002) observaron que los puentes
de hidrogeno que se forman por las interacciones polares entre los grupos hidroxilos del
almidon y de los compuestos encapsulados, tienen un efecto significativo en la

retencion de estos compuestos en la matriz.

El uso de proteinas como material de proteccion también ha sido ampliamente utilizado
ya que tienen la capacidad de formar emulsiones, peliculas, ademas de ser solubles en
agua y biodegradables (Bruschi y col., 2003). Las proteinas también han sido usadas
como materiales de cobertura en procesos de encapsulacion, para suavizar la superficie
del material encapsulado y mejorar la estabilidad de la matriz. Para ser usadas en la
industria alimentaria, las proteinas seleccionadas deben mostrar una amplia gama de
propiedades funcionales, las cuales estdn vinculadas a su estructura. Las proteinas del
amaranto, especialmente las 7S-globulina y 11S-globulina, han demostrado muy buenas
propiedades emulsificantes (Avanza y col., 2005; Condes y col., 2008; Bejarano-Lujan
y col., 2010) lo cual es un factor importante en el proceso de encapsulacion de

compuestos no hidrosolubles.

La figura 53 muestra la cantidad de B-caroteno total que pudo ser incorporado en las
diferentes dispersiones. La figura muestra que la mayor cantidad de [-caroteno
incorporado se obtuvo en las matrices a base de FA, mostrando que no hubo un efecto
significativo en la adicion de gelatina en la fraccion que contenia las proteinas propias
del amaranto. Si se compara las muestras molidas FA/BM, AN-Ge/BM y AN/BM
puede observarse el efecto muy significativo de las proteinas nativas (FA) en la
incorporacion de B-caroteno en la mezcla, superando de manera clara, el efecto de la

gelatina como agente emulsificante en la mezcla AN-Ge/BM (respecto a la muestra
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AN/BM). Con referencia a la muestra AN/BM puede observarse que la adicion de
gelatina incrementa significativamente la cantidad de -caroteno dentro de la emulsion,
aunque de menor manera que la proteina nativa. La muestra de almidon molida AN/BM
mostro un porcentaje alto de encapsulacion, esto podria deberse a que la molienda
intensiva rompe las cadenas largas de amilopectina a cadenas de menor tamaino
(Morrison y Tester., 1993), lo cual podria aumentar los complejos de inclusion,
reteniendo mas cantidad de B-caroteno. Incluso, estos autores demostraron que estas
cadenas poseen menor tamafo que las cadenas de amilosa, lo que podria facilitar los
movimientos necesarios para que se produzca la inclusion. Por otro lado, la muestra de
almidon no molida y sin gelatina (AN) mostr6 valores aparentemente contradictorios de
contenido de B-caroteno total, dando valores inusualmente elevados. Esto se debe a la
gran heterogeneidad que presenté la muestra luego de la dispersion, dispersando
inadecuadamente el B-caroteno. Tanto la adicion de gelatina (AN-Ge) como la molienda
(AN/BM) permitieron una incorporaciéon mas homogénea del B-caroteno en toda la

muestra, utilizando los mismos parametros de homogenizacién/procesamiento.

Figura 53. Contenido total de -caroteno en las matrices de almidon de amaranto de

diferente composicion y tratamiento.
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Los valores de desvio estandar fueron incluidos. Las diferentes letras sobre las
columnas (a-d) muestran diferencias significativas con un valor-p <0,05. FA: fraccion
amilacea; AN: almidon nativo; Ge: gelatina; BM: molienda de alto impacto
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En la figura 54 puede observarse que las fracciones elaboradas a base de FA lograron
encapsular cerca del 50% de B-caroteno presente en la emulsion, mientras que la adicion

de gelatina en estas fracciones no tuvo un efecto significativo en la encapsulacion.

En la figura 53 se observa que el almidon nativo gelatinizado (AN) incorporé mas B-
caroteno en la emulsion en comparacion a las otras fracciones AN, pero la mayor parte

de este B-caroteno no pudo ser encapsulado (s6lo un 20% fue encapsulado).

También se observa en la figura 54 que la adicion de gelatina disminuye el B-caroteno
superficial y simultaneamente incrementa significativamente el B-caroteno encapsulado

en la fraccion AN-Ge, revelando el rol clave de la gelatina en el proceso.

Loksuwan (2007) encapsuld B-caroteno mediante secado por aspersion en matrices de
almidon de tapioca nativo y modificado, encontrando % de encapsulacion similares a
los presentados en esta tesis. Estos autores encontraron ademas que el almidon
modificado (hidrolizado) encapsuld una mayor cantidad de B-caroteno que el almidon

nativo.

El efecto de la molienda de alto impacto se puede visualizar al comparar la muestra
AN/BM vs. AN. En la figura 54 puede observarse un incremento del 60% en el -
caroteno encapsulado en la AN/BM que fue sometida a un proceso de molienda de
6,52kJ/g en comparacion al 20% del B-caroteno encapsulado en la muestra AN

gelatinizada.

Con los resultados anteriores podemos decir que la operacion de molienda de alto
impacto mejora la capacidad encapsulante. Esto podria deberse a la reduccion en el
tamafio de las cadenas de amilopectina (Morrison y Tester, 1993) y al incremento del
area superficial del polvo y las propiedades modificadas a partir de esto (como fuera
discutido en el capitulo 5.3), mejorando asi el contacto entre la matriz almidonosa y el

-caroteno.
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Figura 54. Contenido porcentual de B-caroteno superficial y encapsulado en las matrices

de almidén de amaranto de diferente composicion y tratamiento.

Bl Superficial mE Encapsulado

B-caroteno (%)

Los valores de desvid estandar fueron incluidos. Las diferentes letras sobre las
columnas (a-f) muestran diferencias significativas con un valor-p <0,05. FA: fraccion
amilacea; AN: almidon nativo; Ge: gelatina; BM: molienda alto impacto.

Al adicionar gelatina a la muestra AN/BM (AN-Ge/BM), si bien se reduce el porcentaje
de P-caroteno encapsulado a costa de un aumento significativo del P-caroteno
superficial, la cantidad de este en términos globales aumenta. Para poder explicar mejor
este proceso, se calculd el rendimiento de encapsulacion. La tabla 26 muestra el
rendimiento de encapsulacion alcanzado para cada matriz elaborada. Un rendimiento
cercano a 1 implica que por cada miligramo de [B-caroteno encapsulado hay una
cantidad similar superficial; un rendimiento mayor a 1 implica una mayor cantidad
superficial, mientras que cuanto menor a 1 sea, mejor serd la proporcion de f-caroteno

encapsulado.

En la tabla 26 puede observarse que las matrices a base de FA y la matriz AN/BM
alcanzan rendimientos menores a 1, obteniendo mejor rendimiento de encapsulacion.
Sin embargo, ademas del rendimiento es necesario tener en cuenta la cantidad de [3-
caroteno encapsulado. Las matrices a base de FA mostraron un rendimiento cercano a 1
y un contenido de b-caroteno elevado (mayor a 2,46+0,08 mg/gaimidsn), mientras que la

matriz AN/BM sdlo contiene 0,53+0,01 mg/gaimidon. Por otro lado, la adicion de gelatina
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a la matriz AN/BM (muestra AN-Ge/BM), que mostraba una aparente contradiccion por
una disminucioén del porcentaje de encapsulacion respecto a la muestra con gelatina
(AN-Ge) o molida (AN/BM), muestra un aumento del contenido de B-caroteno total
(figura 53) y por gamidon €ncapsulado y superficial (tabla 26). Esto podria deberse a un
efecto de la proteina como estabilizante del [-caroteno compitiendo con la
encapsulacion del B-caroteno por el almidon molido, ocasionando un aumento del -
caroteno superficial. El porcentaje de B-caroteno encapsulado en las matrices FA y
FA/BM fue de alrededor del 50%, que pueden considerarse valores aceptables segun lo

encontrado en bibliografia para sistemas similares (Tari y col., 2003).

Tabla 26. Rendimiento de encapsulacion del 3-caroteno en diferentes matrices.

B-caroteno B-caroteno Rendimiento
Matrices superficial encapsulado B-caroteno
(mg/gaimidon) (Mg/aimidon) (superficial/encapsulado)
AN 1,18 £ 0,09° 0,33 + 0,019 3,5+0,1°
AN-Ge 0,84 + 0,03¢ 0,64 +0,02° 1,32 +£0,07¢
AN/BM 0,37 + 0,03¢ 0,53 £0,01° 0,7+0,1°
AN-Ge/BM 1,23 + 0,05 0,69 £ 0,04° 1,8 +0,1°
FA/BM 2,4+0,2° 2,4+0,12 1,0 +0,14
FA-Ge/BM 24+0,12 2,7+0,2° 0,9 +0,1%

Las diferentes letras (a-e) indican diferencias significativas (p < 0,05) para cada
columna.

La cantidad de B-caroteno encapsulado en las matrices FA y FA/BM fue superior a las
encontradas por Tari y col (2003) cuando encapsularon vainillina en almidéon de
amaranto utilizando como agente emulsionantes CMC y carragenato, pero fue
ligeramente inferior cuando estos utilizaron goma guar. Sin embargo, es necesario
aclarar que la diferencia entre estor resultados obedece también a los diferentes métodos
de encapsulacion empleados.Tari y col. (2003) utilizaron el granulo de almidén entero
para encapsular por secado por aspersion, aprovechando que forma aglomerados debido

a su menor tamafio. En ese caso, estos autores mostraron que es preferible contar con un
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bajo porcentaje de amilosa (2,5%) para obtener mayor eficiencia de encapsulacion total
de vainillina, obteniendo ademds bajos porcentajes de vainilla superficial. Estos
resultados fueron atribuidos al bajo peso molecular de la amilosa en comparacion al
peso molecular de amilopectina, debido a que el aumento en el peso molecular
disminuye la velocidad de difusiéon del componente retenido (Reineccius & Coulter.,
1969). Por otro lado, es importante destacar que el protocolo de encapsulacion utilizado
por estos autores no se basa en la interaccion/inclusion entre agente encapsulante y

amaranto, que si se ve favorecido por un mayor porcentaje de amilosa.

Figura 55. Indice de estabilidad del B-caroteno en las matrices de almidén de amaranto

de diferente composicion y tratamiento.
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El indice (III/IT) es la relacion entre la altura del pico de absorcion a la longitud de onda
mayor (477nm se designd III) y el pico de absorcion media (450nm se designo II),
tomando el minimo entre los dos picos como la base de linea. Los valores de desvid
estandar fueron incluidos.

En la figura 55 se observa el indice de estabilidad (II/IT %) (En la seccion 1.4.2 de la
introduccion se detalla su célculo), que indica el estado estructural de los antioxidantes,
mostrando posibles isomerizaciones o cambios estructurales de los carotenoides
(Britton., 1995). Los picos de absorcion maxima se mantuvieron en 478, 450 y 425nm

(figura 56), los cuales son caracteristicos del B-caroteno (nombrado también como 3,[3-
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caroteno) (Britton., 1995). Los valores de indice III/I1% obtenidos en el presente trabajo
fueron cercanos a 37,5 £ 0,5% en vez del valor tedrico de 25% (Britton., 1995;
Rodriguez-Amaya., 2001), lo que podria hacer pensar en que el B-caroteno podria ser
una mezcla de carotenoides. Segun Rodriguez-Amaya (2001), los valores del indice
(ITI/11%) para a-caroteno (conocido también como [3,e-caroteno) y y-caroteno (conocido
también como [,y-caroteno) (figura 57) son 55 y 40, respectivamente. Sin embargo, la
posiciéon de los picos corresponden al P-caroteno con todos sus enlaces trans (la
presencia de enlaces cis cambia la forma del espectro, disminuyendo su intensidad y
moviendo el maximo de los picos del espectro hacia menores longitudes de onda entre 2

y 6 nm) (Britton, 1995), mientras que el y-caroteno posee méaximos de absorcion a

mayores longitudes de onda (494, 462 y 437 nm) (Rodriguez-Amaya (2001).

Los compuestos de [,$-caroteno y ¢,¢-caroteno (figura 57), que son isdmeros
estructurales cuya unica diferencia se encuentra en el grupo terminal arilo, poseen todas
sus insaturaciones como frans y presentan los mismos maximos que los observados,
pero sus valores de indice III/II no estan publicados y al momento de la realizacion de
esta tesis no se contaron con los patrones puros para realizar su determinacion.
Entonces, es posible que la discrepancia del valor obtenido en el indice se deba a que se
parti6 de una mezcla de B,B-caroteno, 3,¢-caroteno y ¢,p-caroteno. Se requerird un
analisis por HPLC de la muestra y de los tres patrones como control para clarificar este
punto. Independientemente del valor inicial del indice, el mismo no mostr6 variaciones
significativas en ninguna de las matrices (figura 55), lo que significa que la estructura
del carotenoide encapsulado se mantuvo estable. Para simplificar la nomenclatura, se
seguird nombrando al carotenoide como [B-caroteno.Por lo tanto, teniendo en cuenta los
resultados respecto a rendimiento de encapsulacion y cantidad de [-caroteno
encapsulado por gramo de almidon (tabla 26), la cantidad total de B-caroteno (figura
53) y el indice de estructura (figura 55), las matrices de encapsulacion seleccionadas

para el tratamiento térmico y la humidificacion a humedades relativas controladas sera

la FA/BM.
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Figura 56. Espectro de -caroteno utilizado en el presente trabajo.

o
T

Absorbancia (u.a)
o
X

450
478

426

o
(=}

300 350 400

450 500 550

Longitud de onda (nm)

600

Figura 57. Estructuras de carotenos seleccionados y sus maximos de absorcion.
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Se eligio a esta matriz sobre la FA-Ge/BM dado que no hay diferencias significativas
entre las matrices debido a la adicién de gelatina, y ademads se explotando las proteinas
propias del amaranto y la potencialidad tecnologica de la fraccion FA. La matriz AN-
Ge/BM se utilizara con fines comparativos en el ensayo de humidificacion, de forma tal
de completar la caracterizacion fisicoquimica de la matriz amildcea en ausencia de

proteinas provenientes del grano.

4.5.2 Evaluacién de la cinética de estabilidad térmica del -caroteno encapsulado

en la fraccion amiliacea molida (FA/BM).

Los carotenos son propensos a los cambios estructurales debido a que son estructuras
altamente insaturadas que pueden sufrir la isomerizacion de alguno de sus enlaces de
trans a cis. Cuando sucede esto, los carotenos sufren perdida de color y de su
proactividad vitaminica A (Fennema, 1996). Los factores externos que promueven la
isomerizacion son el calor, la luz, y los 4cidos, entre otros (Rodriguez-Amaya, 2001). El
principal mecanismo de degradacion de los carotenoides en presencia de aire u oxigeno
es la oxidacion, debido al elevado nimero de dobles enlaces conjugados (Fennema.,
1996). Sin embargo, esta degradacion es dependiente del entorno en el que se encuentre
el carotenoide, y la encapsulacion y la compartimentalizacion (que se da en un tejido) lo
protegen. Los principales productos de degradacion son mono- y di-epdxidos,

carbonilos y alcoholes.

En las figuras 58 y 59 se puede observar la cinética de degradacion del B-caroteno
remanente superficial y encapsulado en la fraccion amilacea molida (FA/BM) a
diferentes temperaturas de almacenamiento (5, 25 y 45°C). La degradacion del -
caroteno fue funciéon de la temperatura utilizada: a mayor temperatura, mayor
degradacion. Por otro lado, se ve una mayor proteccion del [-caroteno encapsulado

respecto al superficial, especialmente a 45 y 25°C.

Las muestras mantenidas a 5°C mostraron diferencias significativas con respecto al
control recién a los 17 dias de almacenamiento, con contenidos de [-caroteno
remanente superficial y encapsulado de 96+3% y 93+4%, respectivamente. Por otra
parte, las condiciones de almacenamiento a 5°C afectaron de la misma manera al [3-
caroteno superficial como al encapsulado durante los 45 dias del analisis. Al final del

estudio (45 dias) se conservo un 73+4% del B-caroteno encapsulado.
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Figura 58. Comportamiento del -caroteno superficial remanente en la fraccion FA a

diferentes temperaturas de almacenamiento durante 45 dias.
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Las muestras almacenadas a 25°C mostraron diferencias significativas en el contenido
de B-caroteno superficial y encapsulado en comparacion al dia cero. En esta condicion
de almacenamiento se pudo evidenciar el efecto protector de la matriz debido a que en
el dia 24 el B-caroteno superficial se ha degradado totalmente, mientras el encapsulado

conserva un 33+4% del contenido inicial.

Al finalizar el estudio a 25°C se determind que la matriz contenia un 14+4% de B-
caroteno encapsulado. Por otra parte, el aumento de temperatura a 45°C afectd de
manera rapida la degradacion del B-caroteno superficial y encapsulado. En la figura 58
se observa que a partir del dia 7 el B-caroteno superficial estaba degradado, mientras
que en la figura 59 el B-caroteno encapsulado conservo un 29+3% del valor inicial,
reflejado la capacidad protectora de la matriz FA aun a temperaturas altas. Al finalizar

el estudio se determin6 un 3,1+0,4% de B-caroteno encapsulado.

La degradacion del B-caroteno por efecto de la temperatura también fue estudiada por

Desobry y col. (1997) los cuales utilizaron maltodextrinas (DE=25), concluyendo que el
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80% del B-caroteno se degrad6 en 7 dias a 45°C mientras que las muestras almacenadas

a 25°C conservaron un 30% del B-caroteno después de la segunda semana.

Figura 59. Comportamiento del B-caroteno encapsulado remanente en la fraccion FA a

diferentes temperaturas de almacenamiento durante 45 dias.
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Spada y col. (2012) estudiaron la estabilidad del P-caroteno microencapsulado en
almidon de pinhao (Araucaria angustifolia) por liofilizacion. Los autores obtuvieron
altos porcentajes del caroteno en forma superficial (43%) cuando encapsulaban con el
almidon nativo, mientras que este porcentaje se reducia hasta un 12% al hidrolizarlo
(hasta un equivalente de DE =12). Ademas, estos autores observaron que la degradacion
del B-caroteno aumentaba tanto por temperatura como por exposicion a la luz. Esta
degradacion era mayor a menor DE obtenido, lo que es equivalente a obtener una mayor
proporcion de sacaridos de cadena larga, que forman una barrera inflexible y permeable
al oxigeno, permitiendo una menor oxidacion y degradacion del compuesto encapsulado

(Wagner y Warthesen, 1995).

133



Figura 60. Indice de estabilidad del B-caroteno superficial remanente en la fraccion FA

a diferentes temperaturas de almacenamiento durante 45 dias.
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El indice (III/I) es la relacion entre la altura del pico de absorcion a la longitud de onda mayor
(503nm se designd I1I) y el pico de absorcion media (472nm se designo 11), tomando el minimo

entre los dos picos como la base de linea. Los valores de desvid estdndar fueron incluidos.

Figura 61. Comportamiento del indice de estabilidad (III/II) del B-caroteno encapsulado

remanente en la fraccion FA a diferentes temperaturas de almacenamiento durante 45

dias.

I/l % Indice

40
N 5 _ 5°C
N - S — 5
R [0 SREEE TP
........ oiab 4
304 1 Tl 25°C
45°C %
204
FA/BM-encapsulado
10 L] L] L] L] L] L] 1
0 7 14 21 28 35 42 49

Tiempo (dias)

El indice (I1I/1I) es la relacion entre la altura del pico de absorcion a la longitud de onda mayor
(503nm se designd I1I) y el pico de absorcion media (472nm se designo 11), tomando el minimo
entre los dos picos como la base de linea. Los valores de desvio estandar fueron incluidos.
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Por otro lado, se analizo la influencia de la temperatura en la estructura del -caroteno,
a través del estudio de la estructura fina del espectro (indice I1I/11%). En la figura 60 se
observa que la temperatura afectdé notablemente la estructura del B-caroteno superficial
(figura 60) en comparacion al B-caroteno encapsulado (figura 61), especialmente a
temperaturas de almacenamiento superiores a 25°C, mostrando la importancia de la
encapsulacién como técnica de conservacion y almacenamiento de moléculas labiles. Si
bien no es posible decir cudles son las isomerizaciones de los dobles enlaces de trans a
cis (hay 272 posibles isomeros potenciales, Fennema, 1996) provocadas por la
temperatura, se observan cambios en la estructura fina del espectro del [-caroteno,

afectando especialmente el pico de longitud de onda maxima (Britton, 1995).

La degradacion del B-caroteno (cuyos datos se muestran en las figuras 58 y 59 sigue
una cinética de primer orden (Lavelli y col., 2007; Sutter y col., 2007 Spada y col.,
2012). La tabla 27 muestra los valores de las constantes de degradacion de la cinética
del B-caroteno superficial (Ks) y encapsulado (Ke). Los 1? obtenidos para los ajustes
fueron superiores a 0,95, en todos los casos. Las constantes obtenidas fueron
fuertemente influenciadas por la temperatura de almacenamiento, reflejando la mayor
conservacion del B-caroteno encapsulado respecto al superficial, especialmente a 25 y
45°C. Es interesante notar como la ke a 45°C es incluso menor que la ks a 25°C,

mostrando un claro efecto protector de la matriz sobre el -caroteno encapsulado.

Para analizar la influencia de la temperatura sobre las constantes de degradacion del -
caroteno, se realizd6 un grafico de Arrhenius, que se muestra en la figura 62. Esta
ecuacion ya ha sido utilizada satisfactoriamente para describir la degradacion de
carotenoides con la temperatura (Hidalgo y Brandolini, 2008; Cisse y col., 2009). A
partir de la ecuacion de Arrhenius se obtuvieron los valores de energia de activacion
(Ea) involucrada en la degradacién B-caroteno encapsulado y superficial, a partir de
ajustes de 12 0,98 y 0,95; respectivamente. Los valores de E, obtenidos fueron de 86 y
48 + 6 kJ/mol para el B-caroteno superficial y encapsulado, respectivamente. Estos
valores son relativamente similares a los reportados en bibliografia para la degradacion
del B-caroteno superficial o no encapsulado (Bechoff y col., 2010, Dhuique-Mayer y
col., 2007). La mayor E. obtenida para el B-caroteno superficial respecto al encapsulado
implica que un es necesario un menor cambio de temperatura para degradar el b-

caroteno superficial que el encapsulado.
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Tabla 27. Constante cinética K (dias™) del B-caroteno

diferentes condiciones de almacenamiento.

superficial y encapsulado a

Temperatura Constante cinética Constante cinética
(°0O) Kk (dias™) ke (dias™)
5 -0,0053+ 0,0003°¢ -0,0075 £ 0,0006f
25 -0,16+ 0,01° -0,039+ 0,003¢
45 0,6+ 0,1° 0,07 £0,01°

Las diferentes letras (a-f) indican diferencias significativas (p < 0,05) entre las

constantes.

Figura 62. Grafico de Arrhenius mostrando la dependencia de las constantes de

degradacion de b-caroteno (k) con la temperatura.
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4.5.3 Evaluacion de estabilidad del B-caroteno encapsulado en las matrices

amilaceas molidas almacenadas a diferentes humedades relativas.

Las muestras a base de FA/BM o AN-Ge/BM fueron almacenadas a diferentes

condiciones de humedad relativa (HR) controlada entre 11 y 97%. La matriz AN-

Ge/BM se utilizd con fines comparativos, de forma tal de completar la caracterizacion

fisicoquimica de la matriz amilacea en ausencia de proteinas provenientes del amaranto.

136



El diagrama relativo de estabilidad elaborado por Labuza y col. (1972) muestra que la
velocidad relativa de la oxidacion de lipidos posee una curva del tipo U, observandose
valores maximos a bajas y altas actividades de agua, y presentando un minimo entre 0,3
y 0,5. Es importante destacar que la mayoria de los trabajos que evaluan la estabilidad
del B-caroteno en funcion del contenido de agua lo hacen estudiando la estabilidad del
-caroteno en funcion del tiempo una vez que la matriz empleada alcanz6 la humedad
de equilibrio (Goldman y col., 1983; Selim y col., 2000; Lavelli y col., 2007; Ramoneda
y col., 2011; Sutter y col., 2007).

En la presente tesis, se estudié en cambio la influencia del contenido de agua sobre la
cantidad y estructura del B-caroteno luego de la humidificacion entre 11 y 97% de HR,
por lo que los resultados obtenidos no van a obedecer a la tipica curva en U, ya que esta

corresponde a velocidades relativas y no a contenido de caroteno.

Los resultados del contenido de -caroteno remanente pueden verse en las figuras 63 y
64 para las muestras FA/BM y AN-Ge/BM. Tanto el contenido de P-caroteno
superficial como el encapsulado fueron afectados de la misma manera y en forma
dependiente con la humedad de almacenamiento, aunque el contenido de P-caroteno
encapsulado siempre fue mayor al superficial, mostrando la capacidad protectora de la
matriz. Para ambas matrices, se observd una zona de mayor degradacion entre 33% y
75% de HR (con un minimo a 52%), mientras que las muestras almacenadas a

humedades relativas superiores conservaron mayor cantidad de 3-caroteno.

El hecho que no existan diferencias entre las dos matrices analizadas puede deberse a
que tanto el mecanismo de encapsulacion como el de proteccion sea el mismo para
ambos sistemas. La Unica diferencia entre ellos estd en el tipo de proteinas que tienen
(las propias del grano de amaranto o la gelatina), y evidentemente esto no afecta a la

estabilidad del B-caroteno a diferentes humedades de almacenamiento.

Es importante considerar que las muestras a 84 y 97% de HR pasan mas répido que la
muestra de 75% por la zona de maximo deterioro, lo que explicaria los mayores valores

de retencion de B-caroteno.
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Figura 63. Comportamiento del -caroteno superficial y encapsulado remanente en la

fraccion FA/BM a diferente humedad relativa a 25°C. b.s.: base seca.
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Figura 64. Comportamiento del B-caroteno superficial y encapsulado remanente en la

fraccion AN-Ge/BM a diferente humedad relativa a 25°C.b.s: base seca.
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La figura 65 muestra el indice de estructura fina (III/I1%) para la muestra FA/NM
humidificada. A diferencia de lo observado en la seccidn anterior, el cambio del indice
II/TI% es pequeno y similar tanto para el B-caroteno encapsulado como para el
superficial en la muestra FA/BM (figura 65). Esto deja en evidencia que los
mecanismos de deterioro observados en funcion del contenido de agua provocan
minimos cambios (isomerizaciones, en este caso) en el P-caroteno, est¢ o no
encapsulado. Es decir, estructuralmente, las diferencias en el contenido de agua no
estarian afectando la estructura del PB-caroteno a partir de cambios producidos por
isomerizaciones. Por otro lado, es importante notar que hubo una ligera reduccion de los
valores del indice en las muestras humidificadas respecto a la muestra control (indice
/1% de 37,5 £ 0,5). Esta reduccion implica que hubo una isomerizacion del -
caroteno que podria haberse ocasionado durante el tiempo de humidificacion a 25°C.
Sin embargo, esta reduccion se explica observando las figuras 60 y 61, donde a 15 dias

(a 25°C) se observa un cambio similar en el indice.

Figura 65. Comportamiento del indice de estabilidad (III/11%) del B-caroteno superficial

y encapsulado remanente en la fraccion FA/BM a diferentes humedades relativas. b.s.:

base seca.
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Golman y col. (1983) demostraron que la degradacion de P-caroteno en matrices

modelos de celulosa microcristalina deshidratadas al vacio y posteriormente
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humidificadas en un rango de contenidos de agua entre 0 y 21% a 35°C se debe a la
accion del oxigeno remanente en el espacio de cabeza luego del sellado de los viales.
Sin embargo, el deterioro evaluado por estos autores corresponde a la degradacion en
funcion del tiempo, una vez que el vial fue sellado posteriormente a la humidificacion.
En ese caso, la curva de degradacion obtenida es de forma sigmoidea, correspondiendo
a una tipica reaccion autocatalitica en cadena, donde hay un primer periodo de
induccion, un periodo rapido (propagacion) y finalmente uno de retardo o terminacion
(Golman y col., 1983). En los experimentos mostrados en las figuras 63 y 64, cl
deterioro observado podria deberse a la oxidacion generada por el oxigeno del aire al
que estuvieron expuestas las muestras al ser sacadas del liofilizador. Si bien esa
exposicion fue por muy corto tiempo, podria haber bastado para iniciar la reaccion de
oxidacion. Si se estudiara la cinética de degradacion del B-caroteno en funcion del
tiempo de humidificacion (experimento que habria que realizar utilizando tantos
desecadores como tiempos se quisieran medir, de forma tal de no exponer a las muestras
al aire por el tiempo del ensayo) y si esta cinética siguiera una curva de degradacion del
tipo forma sigmoidea, se podria corroborar el mecanismo de degradacion. La figura 66
muestra el deterioro provocado por el oxigeno, que es mas pronunciado para el B-
caroteno superficial respecto al encapsulado. En este caso, el oxigeno presente en el
espacio de cabeza fue suficiente para provocar una gran oxidacion del caroteno
superficial. Golman y col. (1983) habian observado como la concentracion de oxigeno
(entre 1 y 20%) provoca un aumento en la constante de la cinética de degradacion del b-

caroteno.

Con el fin de comprender la influencia de la estructura y de algunas propiedades
fisicoquimicas de la matrices en los resultados de estabilidad del B-caroteno, asi como
obtener una completa caracterizacion fisicoquimica de la matriz, se analizaron
diferentes propiedades de sorcion, de movilidad y térmicas de las matrices. La actividad
de agua y el contenido de humedad son parametros considerados de importancia
relevante en la estabilidad de alimentos, ya que, al estar expuestos a la humedad relativa
del ambiente puede ganar o perder humedad hasta el nivel de equilibrio dado (Ronkart y

col., 2006).
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Figura 66. Cantidad de B-caroteno superficial y encapsulado luego de 21 dias a 25°C en
muestras en atmosfera de 11% de humedad relativa (vacio) y selladas luego de la
liofilizacion (aire). Se muestran los desvios estandar. Las diferentes letras (a-d) indican

diferencias significativas (p < 0,05) para cada columna.

21dias, 25°C, 11%HR
ch @ vacio [ aire
c
:g a
A ==
@©
()]
o 3 b
: — —
3 o
S 2
©
9 c
o 1 ﬁ
= d
0 Y Y
superficial encapsulado

Este movimiento de agua, en productos de baja humedad, para alcanzar el equilibrio con
el ambiente circundante es identificado con el término sorcidén y si el proceso es
conducido a temperatura constante es posible establecer las isotermas de sorcion de
humedad (Bell y Labuza., 2000). De ese modo, las isotermas pueden ser de adsorcion o
desorcion de humedad (Yana y col., 2008, Poaquiza, 2008; Sinija y Mishra, 2007;
Ronkart y col., 2006; Mathlouthi y Roge, 2003) y graficamente corresponden al
contenido de agua en funcion de la actividad de agua (aw), a una determinada
temperatura. La figura 67 muestra las isotermas de sorcion de agua para las muestras
FA/BM y AN-Ge/BM. Ambos sistemas poseen una isoterma muy similar entre si con la
tipica forma sigmoidea (isoterma tipo II), caracteristica de polimeros derivado de
almidones (Ramoneda y col., 2011). La figura 67 muestra las isotermas ajustadas a
través del modelo de GAB aplicada hasta valores de aw de 0,9 (Furmaniak y col., 2009).
Los valores obtenidos de dichos ajustes se observan en la tabla 28. EL modelo de GAB
toma en consideracién conceptualmente a las multicapas y es el método mas utilizado

debido a su rango de validez.
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Figura 67. Isoterma de sorcion de agua para las muestras de fraccion amilacea molida

(FA/BM) y almidon nativo con gelatina molido (AN-Ge/BM) modeladas por GAB.
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Tabla 28. Parametros obtenidos mediante ajuste de las isotermas de adsorcion de agua

por el modelo de GAB y valor de superficie de sorcion (Sw). Se incluye el error

estandar.
(m Sw
Matriz C k 2
(% g/gbss) (m*/g)
FA/BM 8,3+0,7% 38+11% 0,68+0,04% 0,9935 2944252
SN-Ge/BM 7,8+0,4% 29467 0,72+0,032 0,9973 277+147

Las diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05) para cada columna

La ecuaciéon de GAB permite obtener el valor de sorcion de monocapa (qm), que
representa la cantidad de agua que cubre la superficie expuesta del sélido
completamente con una capa de una molécula de espesor (van den Berg, 1981). La
constante C de Guggenheim esta relacionada con el calor de sorcién del agua a la
primera capa de sitios activos del sdlido, mientras que la constante k es un factor que
corrige las propiedades de las moléculas de agua de la multicapa respecto del agua libre.
Los valores de sorcion C y k encontrados no muestran diferencias significativas entre
las muestras y fueron similares a los hallados en otros productos amilaceos (Samapundo
y col., 2007, Sablani y col., 2009, Furmaniak y col., 2009). Conociendo el volumen de

una molécula de agua, es posible calcular el area de sorcion (Sw), que se muestra en
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tabla 28. Los valores obtenidos no mostraron diferencias significativas entre si, y se

encuentran en el rango de productos amildceos (Farroni, 2011).

Debido al proceso de generacion de los sistemas (liofilizacion), las moléculas del soluto
fueron inmovilizadas mediante un rapido congelamiento y/o una répida deshidratacion,
obteniendo de este modo un s6lido amorfo. Uno de los parametros claves de estudio en
sistemas deshidratados corresponde a la determinacion de la temperatura de transicion
vitrea (Tg). La determinacion de la curva de Ty para una muestra permite tener una
nocioén de las regiones de estabilidad para un determinado sistema, conociendo las zonas
correspondientes al estado amorfo y al de un liquido sobre enfriado o regiéon gomosa. La
T, corresponde a la temperatura a la cual los vidrios empiezan a ablandarse y fluir
(Sperling., 1986). Los s6lidos amorfos existen en un estado de no-equilibrio y exhiben
cambios dependientes del tiempo a medida que se acercan al equilibrio. El aspecto de
un material vitreo es el deun soélido rigido quebradizo caracterizado por una altisima
viscosidad (alrededor de 10'%a 10'* Pa.s) (Sperling., 1986). La movilidad molecular en
los vidrios esta restringida a vibraciones y movimientos rotacionales de rango corto
(Sperling., 1986). Los cambios que ocurren en el estado vitreo, durante el llamado
“envejecimiento fisico”, son extremadamente lentos y por lo tanto, los sistemas se
pueden considerar estables a cambios fisicos y quimicos (Levine y Slade., 1986; Slade y
Levine., 1991; Jouppila., 1999). A temperaturas superiores a Tg, el sistema pasa del
estado vitreo al de liquidosobre-enfriado, la viscosidad disminuye de aproximadamente
10'? a 10° Pa.s (Sperling., 1992), aumenta la movilidad molecular y los movimientos
traslacionales, y en los sistemas porosos se produce encogimiento estructural como
consecuencia de la disminucion de viscosidad y aumento de fluidez de las paredes que
sostienen su estructura. Debido a su efecto potencial de aumentar el coeficiente de
difusion de los reactivos al ocurrir la transicion vitrea, numerosos autores analizaron el
efecto de ésta sobre la cinética de las reacciones quimicas controladas por la difusion de
los reactivos (Slade y Levine., 1991; Lievonen y Roos., 2002). Por lo tanto, para
obtener mayor protecciéon de un agente l1abil encapsulado, es deseable que la muestra
esté vitrea, ya que la velocidad de las reacciones de deterioro serd baja y mucho menor

respecto al estado gomoso.
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Figura 68. Termogramas obtenidos por calorimetria diferencial de barrido de muestras
de liofilizadas humidificadas entre 11 y 84 % de humedad relativa. Las muestras
corresponden a los sistemas obtenidos con almidén nativo tratado con molino a bolas y
poseen gelatina (AN-Ge/BM). Los termogramas mostrados corresponden a los reescan.
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La figura 68 muestra los reescans de los termogramas obtenidos por calorimetria
diferencial de barrido de las muestras AN-Ge/BM. Dichos termogramas muestran una
transicion que se mueve a menores temperaturas a medida que aumenta el contenido de
agua. Dicha transicion corresponde a la Ty de las muestras, que disminuye debido al

efecto plastificante del agua, ocasionando un aumento de movilidad en las mismas.

La figura 69 muestra las curvas de T, obtenidas para los dos sistemas analizados en
funcién de la fraccion de agua. Como era esperable, las curvas fueron muy similares
para los dos sistemas, con valores de T, elevados para todo el rango de contenidos de
agua estudiados. Los datos obtenidos fueron ajustados con la ecuacion Gordon y Taylor,
cuyos valores se muestran en la tabla 29. Los valores de T hallados para el almidon de
amaranto molido fueron de 192 £ 6 °C, cuyo valor es consistente (aunque un poco
menor) con los valores de T, reportados para almidones de otras fuentes (243-278°C
para maiz, Jouppila y Roos., 1997 y Zhong y Sun., 2005, respectivamente; 166 + 9°C

para grits de maiz, Farroni., 2011).
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Los menores valores de Ty hallados podrian deberse a la reduccion del largo de las
cadenas sacaridicas, producto de la molienda, si bien esto no se corrobord
experimentalmente. La constante k permite caracterizar el efecto del agua sobre la Tg. Si
el valor de la relacion Tg1/Tg es alto como en este caso (la Tg del segundo componente
es mucho menor de la del primero), k también lo es, y el segundo componente tendra un
mayor efecto sobre la T del primero (Katkov y Levine., 2004). Los valores hallados
coinciden con los valores reportados en bibliografia para almidones, que se encuentran

en el rango 3,8 a 6,2 (Jouppila y Roos., 1997; Zhong y Sun., 2005; Farroni., 2011).

Figura 69. Curva de temperaturas de transicion vitrea (Tg) para las muestras de fraccion
amilacea molida (FA/BM) y almidon nativo con gelatina molido (AN-Ge/BM)

modeladas por Gordon y Taylor. Se incluye el desvio estandar.
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Tabla 29. Parametros obtenidos mediante la ecuacion Gordon y Taylor. Se incluye el

desvio estandar.

Matriz To(K) k ?
AN-Ge/BM 465+ 6% 4,6+0,3* 0,9993%
FA/BM 456 + 23 5+ 17 0,9942?
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Es importante notar que en el rango de 11 a 84% las muestras estuvieron almacenadas
(a 25°C) por encima de su Tg. Por lo tanto, los cambios observados en las figuras 63 y
64 no son funcion de un cambio drastico en la movilidad del sistema producido por un
cambio de estado (de vitreo a gomoso). Todos los cambios que se observan en dichas
figuras ocurrieron en el estado vitreo, asi como los cambios observados durante el

almacenamiento térmico (figuras 58 y 59).

Los estudios de movilidad por resonancia magnética nuclear (RMN) permiten entender
diferencias en la movilidad molecular de los sistemas, que podrian tener impacto en las
reacciones de deterioro (Grattard y col., 2002). La plastificacion debido al aumento del
contenido de agua induce un incremento tanto en la flexibilidad como en la movilidad
molecular de los polimeros, provocando una disminuciéon en el valor de Ty (Ferry.,
1980). Existen numerosos estudios que muestran la influencia del agua en las
propiedades fisicas de almidones amorfos (Farhat y col., 1996; Farhat y col., 2003;
Kalichevsky y Blanshard., 1992; Kalichevsky y col., 1992; Matveev y col., 2000). Es
sabido que el almidon posee una componente inmoévil o rigida y otra mévil, que se
caracterizan a partir del segundo momento y de los tiempos de relajacion,
respectivamente (Roudeaut y col., 2002). La figura 70 muestra una curva de
decaimiento obtenida por FID para una muestra de AN-Ge/BM. Debido a la cantidad de
muestra empleada y debido al tiempo muerto de deteccion del detector (7us) después
del pulso de 90° empleado (secuencia FID), no fue posible modelar adecuadamente las
poblaciones correspondientes a los protones inmoviles, y a partir de esto obtener los
valores de segundo momento (Roudeaut y col., 2002; Van der Dries y col., 1998), que
hubiesen dado informacion acerca de las interacciones almidon-almidon/almidon-agente
encapsulado. Sin embargo, si fue posible obtener informacion acerca de los tiempos de
relajacion (T2) correspondientes a los protones moviles, que incluye a los protones del
agua ligada. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 71. Si bien las curvas
fueron modeladas mediante un ajuste biexponencial, es necesario aclarar que solo se
muestran los resultados correspondientes a un Unico tiempo de relajacion —
correspondiente a los protones moéviles- dado que el primer término del ajuste deberia
ajustar a una término gaussiano (Abragam., 1961; Roudeaut y col., 2002; Van der Dries
y col., 1998) y no a uno exponencial. Es importante destacar que esta modificacién no

modifico el ajuste del T2 obtenido.
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Figura 70. Curva de decaimiento obtenida por FID para una muestra de almidén nativo
tratado con molino a bolas conteniendo gelatina (AN-Ge/BM) liofilizada y

humidificada a 11 % de humedad relativa.
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Como era esperable de acuerdo a la informacion existente en literatura (Matveev y col.
2000; Roudeaut y col., 2002), los valores de T> aumentaron en funcién del contenido de
agua. La figura 71 muestra que la muestra AN-Ge/BM posee menores tiempos de
relajacion que la muestra FA/BM en funcion del contenido de agua. La menor
movilidad obtenida por RMN se correlaciona con los mayores valores de Ty obtenidos
en la muestra AN-Ge/BM. Sin embargo, estas diferencias en movilidad y en T no se
manifiestan en los valores de -caroteno remanente, mostrando la potencialidad de la
faccion amilacea como agente encapsulante. Asimismo, es interesante notar que los
cambios observados en la figuras 63 y 64 no estan directamente relacionados con
cambios en la movilidad molecular en el sistema, como muestra la figura 72. Es esta
figura se puede observar que si bien el decaimiento del B-caroteno remanente sigue un
aumento de la movilidad molecular para los sistemas humidificados entre 11 y 52 % de
HR, esta tendencia se pierde (a la derecha de la linea punteada) para las muestras
humidificadas a 75 y 84 % de HR. Es importante destacar que en este caso los T>
calculados corresponden a una movilidad promedio, y por lo tanto no reflejan las reales

movilidades que podria tener el B-caroteno superficial y encapsulado.
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Figura 71. Efecto del contenido de agua en los tiempos de relajacion transversal (T2)
obtenidas por FID de muestras de almidones liofilizadas humidificadas entre 11 y 97 %
de humedad relativa. Las muestras corresponden a los sistemas obtenidos con almidén
nativo tratado con molino a bolas y poseen gelatina (AN-Ge/BM) y a los sistemas de la

fraccion amilacea molida.

0.020+
0.018- =Y
0.0164

% FA/BM

a § & AN-Ge/BM

0 10 20 30 40
Contenido de agua, % (9/9p s )

Figura 72. Porcentaje de -caroteno remanente en funcion de los tiempos de relajacion
transversal (T2) obtenidos por FID. Se destacan los valores de humedad relativa (HR) a

los que fueron expuestas las muestras.
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5. CONCLUSIONES

Se estudio el potencial del grano de amaranto con relacion a la produccion de diferentes

fracciones de molienda y su aplicacion como materia prima en la encapsulacion y

proteccion de un antioxidante modelo (B-caroteno) estudiando su estabilidad durante el

almacenamiento. Para ello se exploraron diferentes estrategias de molienda que

combinaron la molienda abrasiva con la molienda de alto impacto por via seca y

huimeda, utilizando principalmente un molino planetario de bolas.

Las conclusiones principales fueron las siguientes:

1)

2)

Mediante la optimizacion de la molienda abrasiva del grano de amaranto, se
logro evaluar el efecto de la humedad del grano, la carga del molino y el tiempo
sobre la cinética del proceso en términos del grado de perlado y el contenido de
lipidos y proteina de las dos fracciones obtenidas: fraccion amilacea (FA, 70%)
y fraccion lipido-proteica (FLP, 28%). Se desarrollé un método para determinar
el grado de perlado (basado en el analisis de imagenes) y se analizo la
composicion de las fracciones de molienda mediante espectroscopia FT-IR.
Estos resultados se correlacionaron satisfactoriamente con los métodos
tradicionales: indice de perlado por gravimetria y andlisis quimico para
determinar la composicion.

Se encontro que los factores mas influyentes fueron el tiempo y la carga del
molino, y en menor medida la humedad. Utilizando el método de superficies de
respuesta (MSR) se determinaron las condiciones apropiadas de perlado, las
cuales requieren un contenido de humedad del grano de 10% b.s, 100 gramos de
carga y 90 minutos de operacion. En estas condiciones se obtuvieron las
fracciones enriquecidas FA (88% almidon, 1,5% lipidos, 5% proteina) y FLP
(47% proteina, 23% lipidos, 25% almidén).

Se estudio la molienda seca de la fraccion amilicea del grano de amaranto
(FA) en el molino planetario de bolas (MPB) determinidndose, mediante el
método MSR, el efecto de la velocidad de rotacion y el tiempo de operacion en
la distribucion de tamafio de particula (DTP) de la harina obtenida. La energia

especifica de molienda se ajustd satisfactoriamente con un polinomio de
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3)

4)

segundo grado en funcion de las variables operativas (velocidad y tiempo). Se
estimaron los parametros caracteristicos de las DTP, las cuales se obtuvieron
mediante difraccion laser, usando la ecuacion de Rosin Rammler Bennet que
tiene en cuenta el sesgo caracteristico de las distribuciones.

Se encontro que a) la cinética de la molienda seca puede simularse
satisfactoriamente utilizando la ecuacion generalizada que vincula la energia de
molienda con el tamafno de particula, siendo la mediana un parametro adecuado
y representativo de la distribucion de tamafio. El apartamiento del modelo
clasico de Rittinger sefiala la creciente importancia de la disipacion térmica por
debajo de 150 micrones; b) las propiedades de las harinas obtenidas a partir de la
fraccion amildcea (FA) fueron dependientes del nivel de energia de molienda en
el MPB. Al incrementar el nivel de energia desde 0 a 6,5 kJ/g, se observo un
dréstico descenso en los valores de la entalpia de gelatinizacion (desde 8 a 0,3
J/g). También se aprecié mediante difraccion de RX una pérdida méxima de
cristalinidad (73%), compatible con resultados de FT-IR (relacion de
intensidades de la banda 1014/1039) y un significativo aumento del indice de
absorcion de agua (hasta 2,3 veces el valor del control) y de la solubilidad (hasta
3,2 veces el valor del control). Las suspensiones de harina mostraron caracter
pseudopléstico, la capacidad de retrogradacion se redujo al incrementar la
intensidad de la molienda obteniéndose dispersiones estables y aptas para el
desarrollo de alimentos semiliquidos.

Se identificaron los picos FT-IR caracteristicos de los principales componentes
del grano de amaranto y de las diferentes fracciones obtenidas mediante la
molienda. Mediante la relacion de intensidad entre los picos caracteristicos y el

pico 996 cm™!

correspondiente al enlace glicosidico C—O—C del almidén,
algunas caracteristicas pudieron ser explicadas tales como: el incremento en el
contenido de proteina y lipidos en la fraccion FLP; descenso en el grado de
cristalinidad en las muestra debido a la amorfizacion ocurrida durante el proceso
de molienda; asi como, el descenso en la intensidad en los enlaces C-H

correspondientes a los lipidos, cuando las muestras fueron intensamente molidas

y/o envejecidas.

Se estudio la molienda himeda asistida en molino planetario de bolas para la

obtencion de almidoén de amaranto a partir de la fraccion amilacea (FA) en
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relacién con la molienda htimeda tradicional en medio alcalino que involucra
etapas sucesivas de maceraciéon y molienda himeda. En base al disefo
experimental de Box- Behnken y al método de las superficies de respuesta se
determin6 el efecto de la energia de molienda y concentraciones de alcali
(NaOH) y tensioactivo (SDS) sobre la recuperacion y la pureza del almidon.

Se encontro como resultado de la molienda humeda asistida en MPB, una mejora
en relacion al control de hasta 17,5% en la recuperacion de almidoén y una
reduccion promedio del 59% del contenido proteico en el almidon. Cabe sefialar
ademas la eficacia de la maceracion y molienda simultanea que posibilita este
método, logrando respecto al control una significativa reduccion del tiempo de
proceso y de la relacion agua: grano. La optimizacion demostrdo que se puede
obtener almidén de alta pureza (0,25% de proteina) y buen rendimiento (54%)
usando un nivel de energia de 2,5 kJ/g y concentraciones minimas de alcali (0,1%
p/v) y SDS (0,3% p/v). El almidon obtenido mantuvo el cardcter nativo
(gelatinizacién menor al 6%) y presentd un patron tipo “A” en el difractograma
de RX. Ademas mostré valores de cristalinidad y temperaturas de gelatinizacion
similares a los del control. La microscopia SEM confirm6 que los granulos de

almidoén conservaron la forma (poliédrica) y el tamafio promedio (1pum).

5) Se investigd la capacidad de las fracciones de molienda (almidon nativo y
FA modificados en el MPB) para encapsular B-caroteno (antioxidante
modelo) en presencia o ausencia de gelatina agregada usando el método de
liofilizacion. Se estudid la estabilidad durante el almacenamiento (45 dias) a
temperatura (5, 25, 45°C) y humedad relativa (11 -84%) controladas
determinandose el contenido superficial y encapsulado del antioxidante por
espectrofotometria UV/VIS.

Se encontro un efecto significativo de la proteina de amaranto en la retencidon de
B-caroteno obteniéndose la mejor retencion (50%; 2,8mg/gaimidsn) con la fraccion
FA (5% de proteina). La energia de activacion para la degradacion del B-
caroteno superficial duplicé el valor correspondiente para el encapsulado
demostrandose la mayor estabilidad de este ultimo frente a los cambios de
temperatura. Tanto el contenido de B-caroteno superficial como el encapsulado

fueron afectados de la misma manera y en forma significativa por la humedad
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relativa de almacenamiento, aunque el contenido de [-caroteno encapsulado
siempre resultdé mayor al superficial, debido a la capacidad protectora de la
matriz. Para ambas matrices, se observd una zona de mayor degradacion
comprendida entre 33% y 75% de HR (con un minimo a 52%), mientras que las
muestras almacenadas a humedades relativas superiores conservaron mayor
cantidad de B-caroteno. El hecho de no haber encontrado diferencias entre las
dos matrices analizadas puede deberse a que tanto el mecanismo de
encapsulacion como el de proteccion sea el mismo para ambos sistemas. La
unica diferencia entre ellos reside en el tipo de proteinas que tienen (las propias
del grano de amaranto o la gelatina), y evidentemente esto no afectdé a la
estabilidad del B-caroteno expuesto a diferentes humedades relativas durante el

almacenamiento.

6) Se realizd la caracterizacion de las matrices utilizadas como agentes
encapsulantes. Las isotermas de sorcion de agua para las muestras FA/BM y
AN-Ge/BM mostraron la tipica forma sigmoidea (isoterma tipo II), caracteristica
de polimeros derivado de almidones, ajustdndose satisfactoriamente mediante el
modelo de GAB. La temperatura de transicion vitrea (Tg) de las muestras,
disminuyo con el aumento de la humedad relativa debido al efecto plastificante
del agua, lo cual ocasioné un aumento de movilidad en las mismas. Es
importante destacar que en el rango de 11 a 84% las muestras estuvieron
almacenadas (a 25°C) por encima de su valor de Tg. Por lo tanto, los cambios
observados en las muestras almacenadas no pueden atribuirse a un cambio
drastico en la movilidad del sistema producido por una transicién de estado (de
vitreo a gomoso). A partir de las conclusiones obtenidas en los puntos 5 y 6, se
concluye que la matriz FA/BM posee una elevada potencialidad como agente
encapsulante de compuestos hidrofobicos desde el punto de vista tecnologico
debido a las excelentes propiedades fisicoquimicas de la matriz amilacea
(elevada Tg, adecuada superficie de sorcion), explotando ademads a las proteinas

propias del amaranto, evitando de esa forma la adicion extra de un emulsificante.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis sefialan la ventaja de combinar la
molienda abrasiva con la molienda por via seca o humeda de alto impacto para facilitar

la obtencion de fracciones enriquecidas, harinas modificadas y almidéon de amaranto.
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Las limitaciones del molino arrocero para realizar el perlado del amaranto indican la
necesidad de desarrollar un molino abrasivo especifico para el grano de amaranto. Por
otra parte la evaluacion de los modelos clasicos de molienda para la simulacion del
proceso de disgregacion del grano perlado sefiala un limite a 150 micrones a partir del
cual se incrementa significativamente el porcentaje de energia disipada y la ineficiencia
de la molienda. Sin embargo al traspasar este limite se favorece la activacion del polvo
posibilitando nuevas aplicaciones. La probada capacidad encapsulante de matrices a
base de fracciones de molienda propicia el desarrollo futuro de la molienda de alto
impacto para la obtencion de almidones modificados termo-mecanicamente, o bien para
el diseno de operaciones de mezcla y/o encapsulacion de componentes activos “in situ”

utilizando el molino planetario.
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