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RESUMEN

Nuestro propésite en esta tesis es exponer las caracteristicas generales de los lipidos
y los alrudones con el fin de mosirar qué influencia tienen aquellos en las propiedades
fisico-quimicas del almidén, cuando inferacilian, Ef estudio se concentrd en a interaccion
particular de los A&cidos grasos con la amilosa (el componente lineal de los dos que
conforman &l almiddn) en 1a que forman "clatratos”, compuestes de inclusidn amilosa-acido
graso. Para obtener tos clatratos se buscd replicar las condiciones caracteristicas de |a
produceion de alimentos ricos en aimidén, de cuyos procesos se sabe muy pocc. Nos
enfocamas, en particular, en reproducir las condiciones en Jas que se lleva a cabo la
nixtamalizacidn, ya que durante la cocoidn alcalina del maiz ocurre la saponificacién parcia
de las grasas del germen-dando lugar a sales de 4cidos grasos las cuales reaccionan con la
amilosa gelatinizada del endospermo formando compuestos de inclusién (esta es Iz forma
en la que se ha identificdo al Ca en los almidones) Asi pues, la finalidad de este estudio es
cofroborar que en las condiciones del procese de nixtamalizacidn puede ocurnr la formasion
de clatratos entre a amilosa y las sales de &cidos grasos que resultan de ia saponificacion
parcial de las grasas

Utilizando técnicas expermentales como DRX, IR y DSC se pudo determinar las
caracteristicas fisicas de los compuestos de inclusion de amilosa con &cidos grasos, con
entre 3 y 22 carbenos en su cadena La DRX nos permitid monitorear las propiedades
cristalinas y estructurales, la espectroscopia de absorcidn de IR nos did informacion acerca
de la configuracion de los enlaces presentes en los compuesios, y las propiedades térmicas

Junto con la estabilidad del compuesto fueron obtenidas mediante los estudios de DSC



Encontramos que los acidos carboxilicos de cadena corta {(nimero de C < ) no son
capaces de formar compuestos de inclusién con la amilosa helicaidal, o, posiblements,
tienen una muy baja probabilidad de hacerlo, ya que si llegan a formar compuestos de
inclusion con la amilosa, estos no modifican la organizacion o el tamafio de los cristales de
la amilosa, ni sus propiedades térmicas. Por el contrario, los acidos carboxilicos de cadenas
largas (nimero de Cz10) tienen la habilidad de formar clatratos con la amilosa heliceidal.
Hay un aumenio en el tamafic de los cristales cuando se forman los clatratos, este
crecimiento es sobre una direccién preferencial y es simultaneo al aumento de la longitud de
la cadena alifatica de los acidos. Al formarse los clatratos coexisten hélices con diferente
numero de residuos de amilosa y diferente grado de humedad, dando diferentes grados de
estabilidad Sin embargo, puede apreciarse que la temperatura de disociacidon del clatrato
crece al aumentar la longitud de la molécula huésped. Aparentemente hay una transicién en
los cristales cuando se forman los clatratos, en la que pasan de una conformacion de B-
amilosa a ofra de V-amilosa, La explicacion que se da a este fendmeno es que las
moléculas de agua que iniciaimente se encontraban dentro de los cristales y de la estructura
helicoidal de la amilosa son desplazadas por las cadenas hidrofdbicas de los dcidos grasos
al entrar a la helice. El acido graso, cuando forma un clatrato, se neutraliza al establecer
puentes de hidrégeno entre el grupo carboxilico del acido y los residuos giucosidicos de la
amilosa, formando asi una pseudo-sal

La héhce de amilosa es capaz de asimilar wregularidades estéricas de la molécula
huésped, como la no-linealidad de los acidos grasos msaturados, Sin embargc, estas
imregulandades alteran la estabilidad de la estructura cristalina, reflejandose en una
disminucidn de la temperatura de transicion donde se rompe el orden cristalino y la

temperatura de disociacion del clatrate.



INTRODUCCION

El almidén ha sido parte fundamental de la dieta del hombre desde los tiempos
prehistéricos, ademas de que se le ha dado un gran nimero de usos industriales, Después
de la celulosa, es probablemente el polisacarido mas abundante e importante desde el
punto de vista comercial. Sin embargo, el uso principal de los almidones no es debida a su
importancia nutricional sino a su capacidad estética Es un biopolimero muy valorado por su
habilidad de modificar la textura y la consistencia de la comida E| almidén influye de
manera determinante en las propiedades sensoriales y reoldgicas de los alimentos,
principalemente mediante su capacidad de hidratacién y gelatinizacian. No solo es
importante ia cantidad de almiddn para texturizar un producto alimenticio, el tipe de almiddn
es igualmente criticc. La composicion y las propiedades dei almidén estan regidas
genéticamente y vartan dependiende de la planta {tipe v edad) de origen y pueden ser
modificados por medio de tratamientos fisicos y quimicos para desarrollar clerta
funcionalidad.

Si queremos entender y controlar los atributos de textura v digestibilidad de la camida
rica en almiddn, es fundamental que determinemos la estructura y los cambios fisico-
quimicos que sufre el almidon durante los procesos térmicos y durante el almacenado.
Como el almidén es solo uno de los muchos compenentes de los alimentos naturales y
procesados, debemos de considerar la influencia de otros constituyentes en sus
propiedades fisicas. Las interacciones entre las moléculas de almidén con lipidos, proteinas,
y ofros carbohidratos deben de tener efectos significativos en propiedades tales como Ia
gelatinizacién, la solubilidad y Ja retrogradacién, y por lo tanto alteran la forma de su estado
fisico y la disponibilidad del almidén en fos productos alimenticios.

En nuestra cultura el almiddn mas usado es el proveniente del maiz, representando
la fuente principal de alimentacién del mexicano, o mismo en su estado natural que en
forma de tortilla, o en cualquier producto derivado de la masa nixtamalizada. La
nixtamalizacidn es el proceso de cocclon del maiz por medio de una base de cal Ca(OH)a.
El mxtamal es molido para formar la masa, la cual puede ser usada o secada para obtener
harina de maiz nixtamalizado. Sin embargo, a pesar de su gran importancia y utilizacion
desde hace mas de 8 siglos dentro de a2 cultura mexicana, se desconocen muchos
aspectos de este proceso de nixtamalizacién En realidad se sabe muy poco de como



suceden fos cambios fisicos y quimicos donde participa el almidén, hay poca informacion
acerca de como interacciona el almidén con el resto de Jos componentes del maiz {como
grasas, proteinas, vitaminas, &cidos grasos,..), s| se modifica y c6mo se modifica su
estructura, los elementos que intervienen en este proceso, cual es el papel def tiempo y de
la temperatura, etc.

El maiz contiene diversos nutrientes distribuidos selectivamente en alguna de las tres
partes del grano: pericarpio, gérmen y endospermo. El pericarpio es rico en fibras: celulosa
y hemilcelulosa y lignina; el endospermo esta formado (casi solo) por almideones: amilosa y
amilopecting; y en el germe se encuentran ia mayor cantidad de los iipidos, principalmente
los trigliceidos.

En [a nixtamalizacion el Ca es retenido fundamentalmente en la cubierta del grano
(pericarpio) y en el germen. En este Gitimo el Ca se encuentra en forma de sal de acido
graso, resultado de una saponificacion parcial de las grasas durante la coccién alcalina. Los
lipidos se pueden dividir en lipidos saponificables (susceptibles a hidrolisis en un medio
alcalino para formar una sal, ver Secc, 1 2.2) y lipidos no saponificables. El Ca incorporado
en el endospermo durante el proceso de rmixtamalizacion esta en compuestos de inclusion
de sales de Ca de acidos grasos dentro de la estructura helicoidal de la amilosa, En la
nixtamalizacion el medio alcalino (Ca(OH),) favorece la disolucion parcial del pericarpio vy la
degradacian de [as paredes celulares en los granulos de almiddn, lo que facita |z ertrada
del medio alcaline al interior de estos granulos En estas condiciones puede ocurrir la
neutralizacion de los acidos grasos libres que se encuentran formando clatratos con la
amilosa, consecuentemente formande sales de Ca que permaneceran también como
complejos de nclusién. También se espera que los fosfolipidos se saponifiguen, siendo
estas dos las posibles vias de incorporacién de Ca al endospermo a través de los lipidos de
caracter endégeno [Reguera]

El objetivo de este trabajo es simular las condiciones -especificamente las del
praceso de nixtamalizacion- en las que naturalmente ocurren estas interacciones entre el
almiddn (principalmente su componente lineal, la amilosa) y los lipidos

La interaccién entre almidones y lipidos se manifiesta de varias formas diferentes. Se
pueden usar un gran nimero de técnicas experimentales para dicho fin, como métodos
reclégicos, microscopia electronica de barrido {MEB}, micro-andlisis por espectroscopia de
rayos-X (EDX), difraccién de rayos-X {DRX), espectroscopia Raman e infrarroja (IR) y



calorimetrfa de barrido diferencial (DSC). En este casc utilizamos las técnicas de DRX, IRy
DSC.

En este trabajo, para el estudic de ias propiedades de los compuestos de inclusion
(clatratos) de amilosa con 4cidos, se utilizo. (a) el andlisis de DRX para analizar las
propiedades cristalinas, (b) espectros IR para encontrar las propiedades de enlace entre las
dos moleéculas y (¢) DSC donde se puede conocer las propiedades térmicas.



CAPITULO 1

1.1 Concepto de almidones. Composicién quimica. Estructura

1.1.1 Almidones. Qrigen. Importancia,

La historia de! hombre ha ido siempre acomparfiada por la presencia del almidén
como ingrediente principal de su alimentacion. La importancia de este glticido es reconocida
por todas las culturas. Resulta casi imposible imaginar la vida vy la almentacién de los
europeos sin [a papa, de los crientales sin el arroz y de los americanos sin la yuca y el maiz.

Aunado a su indiscutible importancia nutricional dentro de la dieta humana, es
también un excelente material para modificar la textura y consistencia de la comida. El
almiddn es tambien ampliamente usado gracias a estas propiedades “estéticas” que sirven
para manipular los productos alimenticios, sin importar tanto su valor nutricional. A tal
grado llega su uso como agente modificador de |a textura de otras materiales, que incluso
existe el almidon comercial para darie rigidez y forma a la ropa

Este uso fundamental del almidén dentro de la vida del hombre es sdlo un reflejo de
su papel crucial dentro del reino vegetal. El alnudén es el polisacarido de reserva mas
importante en las células vegetales, constituyendo entre el 20-70% de su pesc [Manners,
1985]. Se encuentra en los cereales, tubérculos, raices, hojas, semillas y en algunas frutas
como polisacarido de reserva energélica y su concentracion varia con el estadoe de
madurez, el caso del platano es muy indicativo en este sentido. en estado verde c
inmaduro, el almidon constituye la mayor fraccion de los hidratos de carbono, ya que los
azdcares son muy escasos; a medida que la fruta madura, el polisacarido se hidrohza por [a
accién de la amifasa, y mediante otros sistemas enzimaticos se sintetiza sacarosa y fructosa
que se encuentran cuando llegan a fa madurez. Por otra ado, en los tejidos de hojas donde
también se encuentra, es transitorio vy su conterudo no excede del 1-2%

Se encuentra en la célula formando pequerios corplsculos discretos que reciben e
nombre de granulos, los cuales son insolubles en agua. Esle almacenamiente en forma de
granulos es un métoda conveniente ya que al ser una fuente de energia insoluble puede ser
disponible gradualmente a través de la accién enzimatica En el tejido vegetal, éstos ejercen
una presion osmotica muy baja, con la que la planta almacena grandes cantidades de



glucosa de una manera muy accesible sin tener que romper ef balance de agua nterior.
Estos grénulos son microscopicos, con tamafios que van desde 3 - 8 um de didmetro, para
el almidon def maiz, y hasta 100 um para granulos de almidén como ef de la papa
[Biliaderis, 1989a). La forma y tamafo de los granulos es una de las caracteristicas de |la
edad, de! tipo y de la planta misma.

A pesar de estas diferencias en los tipos de almidones, todos ellos estan constituidos
par dos tipos de carbohidratos: la amilosa y la amilopectina. Estas moléculas sintetizadas
por enzimas, dentro de la célula, en los plastos conocidos como amiloplastos y
posteriormente  depositados como granulos de almidén. La mayor parte de las células
vegetales tienen capacidad para sintetizar almidon, pero es especialmente abundante en
tubérculos, come la papa, y en semillas como el maiz. La estructura rigida de los granulos
esta integrada por capas concéntricas de amilosa y de amilopectina distribuidas
radialmente. La labor de estudiar la composicidn y estructura de los granulos de almidén es
complicada, debido a la tendencia que tienen sus molécuias a asociarse entre ellas por

medio de enlaces secundarios, como el casos del puente de hidrégeno.

1.1.2 Composicion quimica de los almidones. Estructura quimica.

El almidén debe gran parte de sus propiedades y funciones (e.g., como agente
engrosador, cargador de sabor, liga entre componentes de alimentos) & sus dos
companentes de alto peso molecutar, la amilosa y la amilopecting, v a la organizacion fisica
de estas macromoleculas dentro de la estructura granular. Es por esto que la estructura del
almidon debe de ser considerada desde dos niveles distintos: (1) a un nivel molecular, que
se refiere a la cantidad, estructura fing, tamaro y forma de las moléculas gue lo componen y
(i) la estructura supramolecular del granulo

Quimicamente el almidén es un homopolimero de  o-D-glucosa, formado por dos de
estos tipos de polimeros de glucosa (CsH1eOs): la amilosa v la amilopectina La amilasa, el
homopolimero esencialmente lineal’, consiste de cadenas largas no ramificadas, con un
grado de polimerizacion (el nimero de residuos de glucosa por grupo reductor) del orden

de varios cientos de residuos de D-glucosa conectadas por enlaces (x1—4) (Fig.1 1) La



amilopectina, en cambio, es el polimero del aimidon altamente ramificado, tiene un grado de
polimerizacién del orden de varios cientes de miles de residuos de glucosa (Fig.1 2a) Los
enlaces glucosidicos que unen residuos sucesivos de ghucesa en la amilopectina son del

tipo (a1 -4}, pero los puntos de ramificacidn, que se producen cada 24 a 30 residuos, son

enlaces (w1 —8) (Fig 1.2b).

Figura 1.1. Amilosa, un polimero ineal de unidades de D-glucesa unidas por enlaces (ol—4).
Cada cadena de polimero puede contener varios miles de moléculas de D-glucosa
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Figura 1.2.{a) Amilopectina Cada hexagono representa un residuo de glucosa Aqui se muestra
solo una pequefia parte de una molécula mucho mas grande. (b) Estruciura de un punto de

ramificacion (o1->6)

Los componentes det almidon también difieren en caracteristicas como: el peso
molecular, la longitud de la cadena y el grado de polimenzacidn. La amilosa tiene un peso
molecular que estd entre 1.5 x 10° - 10° uma, una longilud de la cadena de

* Aunque es ya aceptado [Mannors, 1985] que la amiosa o es complatamente hneal (10-20 ramificaciones/malecula), sus
propiedadas on solucones son tipicas da un palimero lineal



aproximadamente de 10° residuos de glucosa en el que cada residuo de CsHyo0s (glucosa)
tiene un peso cercanc a 162 u.m.a., y un grade de polimerizacion de alrededor de 10°. La
amitopectina, en cambio, tiene un peso molecular de alrededor 5 x 107 - 10° w.m.a.; de 20 -
30 residuos de glucosa a lo largo de su cadena, y un grade de polimerizacion de entre 10% -
1C° [Biliaderis, 989a).

La maycria de los almidones de los cereales, estén formados de aproximadamente
75-80% de amilopeciina y 20-25% de moléculas de amilosa En el caso del maiz, por
sjemplo, entre el 60-80% es de amilopectina mientras que sdlo un 20-40% es de amilosa.
Una concentracién (ligeramente) mayor de amilopectina es caracteristica del almidén de las
raices, sin embargo, esta como caso particular el maiz ceroso (*waxy corn” y el “waxy milo

starch’) que consiste casi en un 100% de amilopectina

1.1.3 Estructura cristalina de los almidones. Clasificacién de los almidones de

acuerdo a su estructura cristalina.
1.1.3.1 Estructura cristalina de los almidones.

De acuerdo a 1a teoria clésica, la cristalizacién involucra tres pasos secuenciales, (i)
nucleacion, (i) propagacién del crecimiento de cristales, y (i) el perfeccionamiento de
cristales (“annealing”).

En el almidon, sélo una pequenia parte del granule es cristalina Se puede pensar en
el granulo como una matriz de gel en la que reposan las regiones cristalinas, siendo estos
cristalitos los que dan ongen a los patrones de rayos X Por otra parte, la fase de gel (fa
regién amorfa) es menos densa y mas susceptible a modificaciones quimicas y enzimaticas
y también absorbe agua mas rapidamente a temperaturas debaje de la temperatura de
gelatinizacion Entonces, la difusion de moléculas pequefias dentro del grénulo de almidon y
el hinchamiento ante hidratacion son propiedades asociadas al gel o fase amorfa Se cree
que la amilopectina es la que se encuentara en la fase amorfa, mientras que la amilosa es
la responsable de las zonas cristalinas Debido a la fina y rebuscada estructura de la
amiiopectina, no hay una demarcacion aguda entre los cristales y la zona amorfa det
aimiddn, en cambio, hay un rango de estructuras entre los bien definidos cristales y la region

totaimente desordenada.



El almiddn, como otras moléculas parcialmente cristalinas, se puede encontrar en
diversos estados metaestables (estados de ne-equilibrio), dependiendo de su historia
termomecéanica. Esto se debe a |a capacidad que tiene el almidén de sufrir transformaciones
-a través de fendmenos propios del almidén- en su estructura, haciendolo susceptible al
perfeccionamiento de los cristales Las transformaciones dependen de diversos factores
fisicos como {o son la cantidad de agua, a temperatura y ! tiempo de reposo.

Los fenémenos basicos del almiddn son la gelatinizacion, el hichamiento, vy ia

retrogradacion

HINCHAMIENTO Y GELATINIZACION DE ALMIDONES

Los granulos de almidén son naturaimente insolubles en agua cuando se encuentran
a temperafuras menores a la temperatura de gelatinizacion. Se tunchan al hidratarlos a
temperaturas bajas, aumentando su volumen de 10 a 20%, gracias a la difusién y absorcion
de agua en las zonas amorfas (de amilopectina) Este hinchamiento es reversible al secar
(deshidratar) el afmiddn. Sin embarga, cuando el almiddn se calienta junto con agua (en una
mezcla de almidén y agua) llevandolo a temperaturas mayores 1a de la gelatinizacion, se
lega a un punto en el que el hinchamiento se vuelve irreversible v desaparece el orden
estructural, esto se detecta gracias a que hay una perdida de cristalindad y de
birrefrigencia. Mientras continua el aumento volumétrico de los gréanulos, el estado natural
de doble hélice de la amilosa va cambiando a uno de dos hélices sencillas, estas se salen
(exudan) al espacio intergranular formande asi una nueva fase acuosa que provoca un
aumento de la viscosidad.,

El grado de hinchamiento, de desintegracion det granulo v de la exudacidn de
amilosa depende del tipo de almidén, la cancentracién de almidén en la mezcla almidén-
agua, la temperatura, la presencia de otros solutos y fa agitacidn (energia mecanica)
aplicada durante el calentamiento

Al proceso donde se lleva a cabo la ruptura de la estruciura granular como resultado
de la hidratacion, el tunchamiente y la solubilizacion de las moléculas de amilosa {por
exudacion), se le conoce como gelatinizacion. La gelatinizacion se toma como el proceso de
fusidn de los cristales de almidén.

La magnitud de este proceso irmeversible, la gelatinizacion, depende de varios
factores fisicos como lo son la temperatura, la cantidad de agua, la difusidn del agua en el
granulo, lta fusidn ayudada por la hidratacion de los crstales y el hinchamiento por

10



hidrataciones sucesivas de las cadenas poliméricas desordenadas. Sélo la fusién vy el
hinchamiente exhiben dependencia del trempo

Cuando una suspencién acuosa de almiddn se calientan a temperaturas menores a
la de la gelatinizacion, se perturban las zonas de los granulos de almidén y alteran sus
propiedades fisicas, sin dafiar su estructura cristalina. Las alteraciones pueden ser: un
aumento en la temperatura de gelatinizacion y un rango de temperaturas mas estrecho
subre el cual ocurre la fusidn de los cristales de amilosa tratados térmicamente. Esto puede
ser debido a una reorganizacion y un perfeccionamiento de la estructura granular. Como
ejemplo de esto estan los tratamientos de calor-himedo (95-100°C y contenido de agua de
18-25%) en los grénulos de almiddn, a temperaturas menores a [a de la gelatinizacion,
produciende una conversidn de patrenes de DRX, llevando el patrén tipice de tubérculos
(tipo B) a uno propio de cereales (el tipo A), cambiando también las propiedades fisicas a
Ias caracteristicas de los cereales.

De acuedro con Atwell et al. [Atwell], por definicidn en su “Terminologia asociada con
fendmenas basicos del almidon” ‘la gelatinizacidn es el praceso en el gue se forma un gel
Hay pérdida de buvefrigencia granular vista microscopicamente bajo luz polarizada. La
gelatinizacién del almidén es la ruptura del orden molecular dentro del granulo de almidan,
manifestado en cambios irreversibies en propiedades como el hinchamiento, fusién de los
cristales nativos, perdida de birrefrigencia, y solubllidad del almidén. El punto de Ia
gelatinizacion inicial y el rango sobre el cual ocurre estén gobernados por la concentracién
de almiddn, tipo de granulo y heterogeneidades dentro de la poblacién del granulo',

La dinamica del proceso de gelatinizacion se puede establecer en hase a los tres
procesos constituyentes. (1) difusion y absorcion de agua provocando un hinchamiento —de
las zonas amorfas, de amilopectina- en el granulo; (il) desorden en [a estructura cristaling -
fusién de cristales- gracias a la hidratacion de los mismos; y el (i) hinchamiento de los

granulos, exudacion y solubilizacién de la amilosa

GELACION Y RETROGRADACION DE LOS ALMIDONES
La gefacidn (o ‘pasting”) es el fendmeno subsecuente a la gelatinizacian, en la
disclucion del almuddn, Invelucra, tras el hinchamiento granular consecuente a la hidratacion

v la ruptura de la estructura granular, un estado de desorden el cual favarece la exudacion



de componentes moleculares, desde el cual eventualmente hay una ruptura total del granula
[Atwell].

Cuando se enfria e aimidon gelatinzado se obtiene, dependienda de la
concentracion del almiddn en agua, la consistencia de una pasta floja o gel. A
cancentraciones mayores del 6% se establece una sistema donde los granulos hinchados
(ricos en amilopectina) se empotran en una matriz continua de moléculas de amilosa
enmarafiadas. Este complejo compuesto de polimeros se asienta como un gel viscoseldstico
en el que las moleculas se asocian principalmente por medio de puentes de hidrogeno entre
las cadenas, en lugar de enlaces covalentes Tomando tal sistema bifasico, el
comportamiento reoldgico dependera de la cantidad y caracteristicas de ambas fases (la
dispersa - granulos hinchados ricos en amilopectina- y la continua -amilesa-} v de su
interaccion con el agua. La gelacion del almidén es una cuslidad determinante en la comida
procesada, como productos horneados y tratados mecanicamente y sopas entre otros.

Los geles de almidon al estar en estados metaestables, son suceptibles a sufrir
transformaciones estructurales (como posteriores reorganizacion de  cadenas ¥
recristalizacion) durante el reposo. En este tiempo de repoase, la amilopecting se reorganiza
y eventualmente los cristalitos de amilosa se empiezan a formar, acompafado este hay un
aumento en la rigidéz y la separacién de fases entre el polimero de almidén v el solvente
(sinérsis). El término retrogradacién describe al conjunto de estos procesas, y se cree que
juegan un papel determinante en la textura y la capacidad de aceptacién y de digestion de
la comida que cantiene almidén. A pesar de que se ha investigado bastante acerca de este
fenémeno, no se tiene claro ain, a nivel molecuiar, el mecanismo exactc de la
retrogradacidn. No solo es éste un fendmeno complejo, sino que también depende de
muchos factores como" el tipo y |a concentracion de almidon, los régimenes de coccidn y
enframiento, el pH y la presencia de solutos {lipidos, sales y azlcares). Por ejemplo, se
cree que la repebicidn de ciclos de congelar-derretir aceleran drdsticamente s
retrogradacion y la sinersis.

Gracias a datos experimentales de estudios de calorimetria y DRX se cree que la
razén del sabor rancio del pan se debe a la retrogradacién. Originalmente se pensaba que
la modificacion de este alimento se debia a la facilidad de la amiosa a retrogradar y formar
zonas cristalinas, pero postenormente se encontrd que también ia amilopechna ejerce un

efecto decisivo Durante el cocimiento del pan parte de la amilosa se difunde fuera del



granulo y retrograda en el momento de su enfriamiento, de manera que los restos de
granulos (ahora ricos en amilopectina) se ven rodeados por molécuylas de polimere lineal; se
considera que el envejecimiento se debe basicamente a la asociacion de las cadenas de
amilopectina que permanecen en el granulo hinchado después de haber perdido parte de Ia
amilosa. En el pan fresco, el polimero ramificado tiene todas sus ramas completamente
extendidas, mientras que en el pan duro, estan retrogradadas unidas entre si ¥ sin el agua
onginal.

De acuerdo a esto, se puede considerar que la retrogradacién del almidén consiste
de dos procesos separables: (i} la recristalizacion de las moléculas de amilosa exudadas de
los granulos de almidén durante la gelacion, y (ii) la reorganizacion de la amilopectina en el
granulo El proceso inicial de rigidéz, la consistencia de los geles de almidén, fue atribuido ai
rapido establecimento de la matriz de cadenas de amilosa. El aumento subsecuente en la
rigdez de los geles se vincula a la reorganizacion de los cémulos de cadenas corlas de
amilopectina {con grados de polimerizacion pequefios).

La naturaleza hineal de la amilosa, hace que se le considere la principat responsabie
de la gelacién del almidén

En resumen, la refrogradacién es el proceso que ocurre cuando el contenido
molecular se gelatiniza y el almidén se empieza a reorganizar en una estructura organizada
En su fase inicial, dos o mas cadenas de almidén pueden formar un punto de unién sencilla
que puede después ser desarrollada en mas regiones extensivamente ordenadas. Por

ultimo, bajo condiciones favorables, aparece un orden cristaling [Atwell]

GELATINIZACION RETROGRADACION
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Figura 1.3. Esquematizacidn de los procesos y estructuras observadas durante el calentamiento y
reposo de suspensiones acupsas de los granules de almidsn



1.1.3.2 Clasificacién de los almidones de acuerdo a su estructura cristalina.

Los grénulos de almiddn , siende parcialmente cristalinos, dan distintos patrones de
Difraccion de Rayos X (DRX), conocidos desde 1930 (gracias al trabgjc de Katz y
colaboradores} [Katz]. Las formas polmorfas cristalinas que ocurren naturalmente en el
almiddn, dan origen a tres patrones de difraccion de rayos X. el patron fipo A que se
encuentra en almidones de cereales (arroz, trigo y maiz); el patrén tipo B encontrado en
tubéreulos, fruta v almidones de maiz con alto contenido de amilosa (>40%), asi como en
almiddn retrogradado; y un patrén ipo C que es intermedio entre los tipos A y B, observado
en semilias leguminosas (frijol y chicharos). Aunque adn se desconoce la causa de estas
diferencias estructurales en los granulos naturales, estudios de olisacaridos monodispersos
de bajo peso molecular han sugerido gue el cristal de tipo A es el termodinamicamente mas
estable, mientras que el tipo B es la esfructura favorecida cinéticamente. La amilosa A es
preferida sobre la amilosa B bajo condiciones de: (i) una temperatura de cristalizacién mas
efevada, (i) una mayor concentracion del pofimero y (i) menor longitud de ia cadena
[Biliaderis, 1989}

En la figura 1.4 se muestran los patrones de Difraccian de Rayos X de los almidones
tipo A, By C. Agui notamos que las reflexiones principales estan en los angulos 26 de 5.0,
17.8, 180y 230 para of aimidon tipo A, y en 5 4, 17.0, 22 0y 24.0 para el amidén tipo B
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Figura 1.4. Patrones de Difraccion de rayos X de los almidones tipp A, By C.

La cnistalinidad tipo A y B en el almidén, de acuerdo a estudios de DRX, es debido al
empaquetamiento de las hélices dobles. De acuerdo a esto, la caracteristica de finealidad
de la amilesa hace mas factible la atribucién de la propiedad de la cristalinidad del almidon,
aun mas sabliendo que las zonas cristalinas del almidén son ricas en amilosa, y la
naturaleza ramificada de la amilopectina le hace muy dificil la organizacion para formar
estos arreglos cristalinos. Sin embargo, se ha detectado que los granulos del maiz ceroso
{gue no contienen amilosa) también muestran regiones amorfas y cristalinas. Estas zonas
cristalinas probablemente son formadas por cadenas con ramificaciones de baja densidad.
La cristalizacion de la amilopectina es responsable por los cambios a largo plazo en la
firmeza de los geles de almiddn almacenados, y también la responsable por &l componente
térmicamente reversible en |a cristalinidad de los geles de almidan.

La estructura cristalina de la amilosa tipo A es una tridimensional donde la celda
unitaria contiene 12 residuos de glucosa en dos hélices dobles izquierdas que embonan
paralelamente (Figura 1.5) y son empaquetadas dentro de la celda unitaria de forma
paraleta. La cohesion de las hélices dobles se mantiene a través de puentes de hidrogeno.
No hay puentes de hidrégeno intramoleculares. Dentro de Ias hélices, la estabilizacion se
logra sin ningun conflicto estérico por medio de ocurrencia de enlaces fisicos O ... O
semejantes a los puentes de hidrégeno.

El arreglo de las dobles hélices en el enrejado cnistalino es casi el mismo en los dos
tipos (4 y 8) de estructuras, excepto que la celda unitaria de la amilosa 8 contiene 36
moléculas de agua que estdn en el canal del centro del hexagono formado del
empaguetamiento de las dobles hélices, mientras que en la amilosa A este canai es
ocupado por otra doble hélice y las moléculas de agua (8 por celda urytaria) estan
distnbuidas en espacios interespaciales entre hélices {(Fig.1.5). Todavia hay opiniones
diferidas scbre si ei tipo C es una estructura distinta o es simplemente una mezela de los
tipos de cristales A y B [Biliaderis, 1989a; Biliadens 1983b, Blackwell]



Figura 1.5. Hélice doble de la amilosa A.

Durante la gelatinizacion y el reposo de los geles de amidén, se desarrolla
lentamente en el tempo un patrdn de difraccidn de rayos X del tipo B. Los geles de amilosa
almacenados y la amilosa precipitada de una solucion acuosa, también dan un débil patron
de difraccion del tipo 8. Cuando el tratamiento de hidratacién y de calentamiento es
insuficientes para alcanzar la gelatinizacion, se provoca una conversion del patrén tipo B al
tipo A en almidones de tubérculos.

Existe otra estructura cristalograficamente distinta, el fipo V, tipicamente observada
cuando las moléculas lineales del almiddn forman complejos de inclusidn (lamados también
clatratos) con varias moléculas "huesped” (que se encuentran en el interior de [a hélice). El
patron V (Figura 1.6) es evidente cuando los cereales que contienen lipidos son sometidos
a tratamientos de calentamiento-hidratacion (o calor-himeda) a temperaturas mayores que
la de gelatinizacidn o en sus geles recién obtenidos{Biliaderis, 1989a] En [a estructura
cristalina V-, las moiéculas de amilosa son hélices sencillas esirechamente empaquetadas
con la motécula huésped dentro de la hélice (encapsutada por la hélice) Naturalmente el
almiddn de cereales no exhibe un patrén tpo V- en el andlisis de rayos X. A pesar de que
hay evidencia de que hay i sift algin complejo de inclusién formade por almidon y lipidos
{Iisofosfolipidos y acidos grasos libres), existen cadenas en el gréanuio de perfeccion
insuficiente  y/o limitado el ordenamiento de largo aleance, para demostrar un patréon de
difraccion tipo V bien definido. La falta de una patron del tipo V, bien definidos, posiblemente

sea debido a la baja concentracion de estos lipidos en las zenas ricas en almidén.
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Figura 1.6. Patron de Difraccion de rayos X del almidén tipo V.
1.2 Concepto de lipidos, grasas y aceites. Estructura y propiedades.

1.2.1 Lipidos. Origen. Importancia.

Los lipidos bioldgicos constituyen un grupo quimicamente diverso de compuestos
cuya caracteristica comin y definitoria es su insolubilidad en agua, pero pueden ser
extraidos con disolventes no-polares (como éter, cloroformo o beanceno). Las funciones
biolégicas de los lipidos son igualmente diversas. Algunos lipidos son componentes
estructurales de las membranas mientras que otros son formas de almacenamiento de
combustible En muchos organismos las grasas vy los aceites son las formas principales de
almacenamiento energético mientras que los fosfolipidos y los esteroles constituyen la mitad
de la masa de las membranas bicldgicas. La caracteristica arquitecténica central de las
membranas biologicas es una doble capa lipidica que constituye una barrera al paso de
moléculas polares e iones Ofros lipidos, aln estando presentes en cantidades
relativamente pequefas, juegan papeles cruciales como cofactores enzimaticos,
transportadores  electrénicos, agentes emulsionantes, hormonas y  mensajeros
intracelulares,

Las ceras biolégicas son ésteres de acidos de cadenas Jargas saturados e
nsaturados (de 14 a 36 atomos de carbono). Sus puntas de fusidn (60 a 100°C) son
generalmente mas elevados que los de los tnglicéndos Las ceras también realizan diversas
funciones en la naturaleza, que estan relacionadas con su propiedad repelente al agua y

caon su consistencia firme Ciertas gldndulas de la piel de los vertebrados secretan ceras
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para proteger el pelo y la piel manteniéndolos flexibles, lubricados e impermeables Los
pdjaros, especialmente las aves acusticas, secretan ceras que mantienen la repelencia al
agua de sus plumas, Las ceras bioldgicas tienen diversas aplicaciones en las industrias
farmacéutica y cosmética, utlizéndolas en la fabnicacion de lociones, unglentos y

pulimentos.

1.2.2 Grasas y aceifes

Los lipidos mas sencillos obtenidos a partir de ios dcidos grasos son ios triglicéndos.
Los trigliceridos que son liquidos a temperatura ambiente se llaman aceifes, y los que son
solidos se llaman grasas. Los triglicéridos, llamados también ésteres de gliceral, estan
compuestos de ftes acidos grasos en enlace éster con un solo  glicerol
(CHz2O0HCHOHCHzOH) (Figura1.7). La férmula quimica general de las grasas puede
escribirse como (RCO2) aCsHs.

4] CH; CH,,
™ "
o0 \?H/ SO
Q
Omg
2 4 >
o
< )
> !
/ o
Toaclglicerol Costruceura generaly

Figura 1.7 Glicerol y triacigliceroles (tnglicéndos)

Las grasas y los aceites son tipos de lipidos utilizados como formas de
almacenamiento (lipidos de almacenamiento, el exceso de comida se convierte en grasa, )

de energia en los seres vivos, son compuestos muy reducidos derivados de los &cidos
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grasos. La mayoria de los 4cidos encontrados en las grasas y los aceites contienen
ndmeros pares de carbonos. La composicidn y tipo de grasa depende del origen del acido
graso que fo constituye Las grasas de crigen animal come el cebo y la manteca, sdlidas a
temperatura ambiente, son ricas en acidos grasos saturados (miristico, palmitico,
estedrico....). En los aceites de origen vegetal como el aceite de oliva y el de maiz,
triglicéridos liquidos a temperatura ambiente, predomnan los acidos grasos insaturados
(oléico, linoléico, . ).

En cuestion de su funcién de combustible almacenado, los triglicéridos tienen dos
ventajas significativas sobre polisacandos como el glucdgeno o el almiddn: (i) los atomos de
carbono de los &cidos grasos estdn mas reducidos que los de los azlicares por o que la
oxidacion de los triglicéridos proporciona més del doble de energia, gramo por gramo, que
los glicidos; y {ii) como los triglicéndos son hidrofébicos y, por consiguiente, sin hidratar, el
organismo gue transporta combustible en forma de grasa no ha de cargar el peso extra del
agua como en la hidratacion asociada con los polisacaridos almacenados Sin embarge, los
gltcidas tales como la glucosa y et glucogeno ofrecen ciertas ventajas coma fuentes rapidas
de energia metabdlica, siendo una de ellas su fécil solubilidad en agua,

En la mayor parte de las células eucaridticas, los tniglicéridos sirven como depésito
de combustible metabdlico. Ciertas células especializadas de los vertebrados, denominadas
adipocitos o células grasas, almacenan grandes cantidades de tnglicéridos en forma de
gotitas de grasa que ocupan casi totalmente la célula, Los tnglicéridos se almacenan
tambien en las semillas de muchos tipos de plantas, proporcionande energia y precursores
sintéticos cuando germinan las semillas.

Dado que los hidroxilos polares del glicerol y los carboxilatos polares de los acidos
grasos estdn unidos en enlaces ésteres, los triglicéridos son moléculas apolares,
practicamente nsolubles en agua, hidrofdbicas. Esto explica por qué 'as mezclas agua -
aceite tienen dos fases, y debido a que los lipidos tienen densidades menores que el agua,
el aceite flota sobre la fase acuosa

Los enlaces esteres de los tnghicéndos son susceptibles a una hidrolisis por acides o
bases. La hidrdlisis basica de los ésteres, llamada saponificacién, es el proceso inverse a
la esterificacidn, en el cual se forma gliceral y sales de acidos grasos {Fig. 1.8), llamados
glicerina y jabones. E| términc saponificacidn (Latin saponis, jabon) significa literalmente

‘fabricacion de jabén'.



Para entender la saponificacion es importante antes conocer el procesc de
esterificacion. Un éster es el producto que resulta de la reaccion entre un alcohol (R'OH) y
un acido carboxilico® (RCO:H) donde el atomo de hidrégeno del grupo carboxilico (R) es

sustituido por el grupo alcohilo (R’), resultando el éster (RCO:R’) ¥ agua.

0 0
) W {
R—C—OH + R—0OH = R—C—OR + H0

acido alcohol  catalizador éster

Entonces regresando a la saponificacion, fos esteres son susceptibles a hidrolisis
para producir acidos carboxilicos y alcoholes, representando esto la reaccién inversa a la
esterificacion. Existen varias formas de hidrolizar los ésteres, como por glemplo, en un
medio acuoso sometiendo a la mezcla de agua-ester z altas presiones, o a presion
atmosférica junto con un catalizador apropiado. Pero la forma mas sencilla de hidrolizar un

ester es calentandolo en una solucion alcaling

0 0
Il M0 [l
R—C—OR + NaQOH =z R—C—0ONa + R —OH
éster hidrdxido sal de atcohal
de sodio ac, carboxilico

® Alcehel. Derivado de hidrocarburos que contiene uno o mas grupoes hidroxilo (-OHj en lugar de atomos de hidrogene Su formula
quimica general es ROH, donda R es un grupo alcohile CaHanay
Ac, Carboxilico: Denvado da hidrocarburos con un atomo de C lerminal enlazado a un hidroxiic {-OH) y un atomo de O enlazado por
un dobla enlace (=C) 0]
It
R—C—0—H



La hidrdlisis también puede tener lugar con ofros hidréxidos que proporcionen la
alcalinidad apropiada (como el KOH o el Ca{OH); utlizados en el proceso de
nixtamalizacién del maiz). La utilidad de los jabones estriba en su capacidad de solubilizar
o dispersar materiales insolubles en agua mediante la formacidn de agregados
microscopicos (micelas). En la Figura 1.8 se muestra la hidrdlisis de una grasa con hidréxido
de sodio (NaQH)}, formando las sales de carboxilato (R — COQ™) de cadena larga, lo que
conocemos como jabon,

O @]
Il Il

CH; -0 —C—R CH—0—C Na* 0— C—R
e | 0
I Il

CH;—0 —C—R" + 3NaOH — CH,—0—C Na* " 0— C— R’
} 0 l o
Il I

CH; -0 — C—R"” CH,—0—C Na* O— C — R”
Grasa glicerol jabon

(triéster del glicerol) {glicerina) (sales de &c. graso)

Figura 1.8 Degradacién de grasas mediante hidrélists basica, proceso de sapenfficacién R, R y R
representan cadenas alquilicas largas, las cuales pueden ser iguales o diferentes

Sin embargo, no todos los lipidos tienen la capacidad de ser hidrolizados, por lo que
se pueden clasificar como lipidos saponificables (como mono-, di- y tri- glicéridos, las ceras,
los fosfalipidos, los glicolipidos, las iipoproteinas y los acidos grasos libres) y lipidos no
saponificables, que carecen del grupo éster (como los carotenoides, esteroles, tocoles e
hidrocarburos alfaticos) Las grasas constituyen la clase mas comun del grupe de o los

liprdos saponificables.

1.2.3 Acidos Grasos

§6lo una pequena fraccidn del total de los lipidos constste en acidos carboxilicos
libres. La mayoria de los &cidos carboxilicos en los lipidos se encuentran como ésteres de

glicerol, los tnglicéndos,



Los &acidos grasos son acidos carboxilicos® con cadenas hidrocarbonadas de 4 a 36
carbones {son acidos alifaticos con cadenas alifiticas). Los acidos grasos se dividen en
Insaturados y saturados dependiendo de los enlaces de su cadena alifatica. El acido grase
es saturado si la cadena estd completamente ‘saturada’, es decir, si no tiene dobles enlaces
ni ramificaciones; y es insaturado (mono- o poli-insaturado) si en su cadena alifatica
contienen uno ¢ varios dobles enlaces (Tabla 1.1). La nomenclatura simplificada de estos
compuestos especifica la longitud de [a cadena y el nimero de dobles enlaces separados
por dos puntes, el acido palmitico que tiene 18 dtomos de carbono y es saturado, se abrevia
16.0 y el acido oléico de 18 carbonos con un doble enlace es 18:1. Las posiciones de los
dobles enlaces se especifican por exponentes gue siguen a una A {delta), un acido graso de
20 carbonos con un doble enlace entre -9 y C-10 (C-1 es el carbono carbexilico) y otro
entre C-12 y C-13, se designa 20:2(A%'?), por ejemplo. Los 4cidos grasos mas abundantes
tienen un ndmero par de dtomos de carbono en una cadena sin ramifficar de entre 12 y 24
carbonos {Tabla 1.1).

Tabla 1.1 acidos grasos

SolubRidad a 3¢*C
(mg/g de doolvente)

Esqueleic Nombre Nombre camin Punto da
qarbonads Estructorz® sterpdtion’ {etimologia) hoidn (°C)  Aswa Benceno
124 CH,(CH D LO0H Ackda Acido Liurco 442 0468 2600
n-dodecancico {cel latin 1aumis,
faveel)
e CH{CH ),,CO0H Actda Acdo miustico 539 00X 874
ntiradecancico {del latin mirstigs,
género de fa
nuez mowcada)
180 CHCH,) ,COOH Anta Acido palmifico 63,1 00053 348
nhexxdecnnoicn {del griego polma.,
palmera}
180 CHL{CH, {COOH Acito Acido eatebrico 69,8 0.0084 124
noctadesancieo (del griego stear,
grasa dura)
2050 CHLCH D, COOH Acmvdo Acido araquidico 75,5
Aicawnmen Cdel tatin Arechis,
fénero de legumbie)
240 CHLCH5000H Actdo Acido Ugnocarice 46,0
MTacoMnoco {del latfn flgaurm,
madcrn + offe.
cem)
16:105%) CHCH CH = CHICHLCO0H Acido palmitolexca -05
1B:1(AM) CHLCH,.CH = CH{CH,J,COOH Acido olelco 134
(del griego ofeum,
seeie)
18.2(AM!) CHy(CHp ) CH o CHOH, O - Acde a lincleico -3
CH{CH ), COOH {dal griego finon,
limoy
193 1YY CHCHCHam CHCH,CH = CHCM CH = Acido Tkolénco -1
CH{CH OO0
20 4(84Y T 143 CHY(CHY) CHme CHOH,CH = CHCH,.CH = Addo neaquidtnico -185
CHCMCH = CH{CH,Y,CO0H
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La posicion de los dobles enlaces también es regular, en la mayoria de los acidos
grasos monoinsaturados, el doble enlace se encuentra entre C-9 y C-10 (A%) mientras que
los enlaces dobles restantes de los acidos grasos polinsaturados casi nunca son
conjugados (alternancia de enlaces dobles y sencillos come en CH=CH-CH=CH-) sinc que
estan separados por un grupo metileno (-CH=CH-CH;-CH=CH-). Los dobles enlaces de casi
todos los &cides grasos naturales se encuentran en la configuracion cis.

Las propiedades fisicas de los acidos grasos y de los compuestos que los contienen
son determinadas, en gran parte, por la longitud y grado de insaturacidon de la cadena
hidrocarbonada. La cadena hidrocarbonada apolar explica ia poca solubilidad de los acidos
grasos. Cuanto mas larga sea [z cadena acilica grasa y menor el nimero de dobles enlaces,
menor es la solubilidad en agua {Tabla 1.1). S1 embargo, el grupo dcido carboxilico es polar
(e 1onizado a pH neutro} por lo que se justifica la ligera solubilidad en agua de los 4cidos
grasos de cadena coria.

La no solubllidad de los acidos grasos en agua, i.e. la no solubilidad de un soluto
apolar en un solvente polar es gracias a que las moléculas no polares solo se atraen
debilmente y se necesita de poca energia para separarlas, mientras que las moléculas de
agua se atraen fuertemente entre si por sus enlaces de hidrégenc. Si se disolviera una de
las moléculas no polares, deberia de desplazar algunos de esos enlaces de hidrogeno, pero
casl no se libera energia de solvatacion de la molécula no polar. De hecho, la red de
puentes de hidrégeno de las moiéculas de agua, excluye a las moléculas apolares.

Los puntos de fusion de los &cidos grasos y de los compuestos que los contienen
esian, también, muy influenciados por la longitud y grado de saturacion de [a cadena
alifatica (Tabta 1 1), A temperatura ambiente (25°C) los 4cidos grasos saturados desde 12:0
a 24:0 tienen una consistencia cérea, mientras que los acidos grasos insaturados de estas
longitudes son liquidos oleosos. En los compuestos totalmente saturados, Ia rotacion libre
alrededor de cada cadena enlace carbono-carbono confiere gran flexibilidad a la cadena
hidrocarbonada; la conformacion més estable (Fig 1.9a), en la que los impedimentos
estéricos entre dtomos vecinos estan reducidos al minmo Estas moléculas se pueden
empaquetar estrechamente en ordenamientos cas cristalinos con &tomos a todo lo largo en
contacto de Van der Waals con los dtomos de cadenas vecinas (Fig. 1 9c) Un doble enlace
cis provoca un doblamiento en {a cadena hidrocarbonada (Fig. 1.9b) Los acidos grasos con

uno ¢ mas doblamientos no se pueden empaquetar tan fuertemente como los dcidos grasos

23



totalmente saturados (Fig. 1.9c), por lo que las interacciones entre ellos son muy débiles
Dado que se necesita menos energia térmica para desordenar estos conjuntos poco
ordenados de acidos grasos insaturados, tienen puntos de fusion mas bajos que los acidos

grasos saturados de [a misma |longitud de cadenas (Tabla 1.1).
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Figura 1.9 (a) El acido estedrico, ejemplo de
un acido grasos saturado. {b} El 4cido oiéico con
su doble enlace {(sombreado), ejemplo de un 4cido
grase insaturado. (c) El empaquetamiento de los
acidos grasos depende de su grado de saturacién.

ek asor Hozely o orlfun gt
Sated Sebuelen o oty (C)

En los vertebrados los acidos grasos libres (con un grupo carboxilato) circulan por la
sangre unidos a una proteina portadora, Ja alblimina sérica No obstante, los acidos grasos
se encuentran presentes en su mayoeria en forma de derivados del acido carboxitico tales
como ésteres o amidas. Al carecer del grupe carboxilato cargado, estos derivados de los
acidos grasos son generalmente adn menos solubles en agua que los acidos carboxilicos
libres.



1.3 Compuestos de inclusién con almidones

Los almidones pueden formar compuestos de inclusidn (‘clatrates’), como resultado
de la precipitacidn, con diversas moléculas lineales. El mecanismo exacto por el cual se
forman estos compuestos de inclusion no es bien entendido, sin embargo, existen
evidencias de que la naturaleza helicoidal de la amilosa y [a linealidad de la molécula
huesped favorezca este proceso. Se ha visto que las caracteristicas de las moléculas de
inclusién (de amifosa mono-helicoidal con molécula huesped) son muy semejantes a las
conocidas para la amilosa de hélice doble. No se registra cambio en el amreglo de los
cristales cuando la amilosa forma el compuesto, las distancias intermoleculares permanecen
iguales, por lo que se infiere que las moléculas huésped deben de estar retenidas dentro de
la cavidad (longitudinal} de a2 hélice, un lugar que estaba desccupado {0 parcialmente
ocupado por meoléculas de agua).

Se ha reportado que moléculas como el yode Iz (fambién I7 o 137), alcoholes lineales y
alifaticos, el DMSO (dimetil sulféxido) y acidos grasos forman dichos compuestos de
inclusién con la amilosa [Godet; Elliason, 1994; Karkalas, Mikus; Morrisg, 1993] La similitud
gue tienen estas moléculas huéspedes es tener una estructura practicamente lineal y un
dipolo medible {excepto el yodo, que en lugar es altamente polar)

Los compuestos de inclusion del almidén son formados principalmente por el
componente lineal, la amilosa, que cuenta con una buena cantidad de grupos OH para
formar la hélice por medio de puentes de H. La amilopectina en cambio, a pesar de tener
grupos OH, no tiene ia habilidad de formar clatratos. Una causa posible de la inhabilidad de
la amilopectina de formar clatratos es que tiene mditiples puntos de ramificacién, que
interrumpen ia formacion de |a hélice; esto puntos son tan frecuentes que hace que la hélice
terga un dipolo pequefic y una atraccion pobre para formar complejos. De aqui que la
formacion de los clatratos dependa también, en parte, del contenido de amilosa de el
almidén.

Entonces, para explicar el proceso de la formacidon de los compuestos de inclusion,
se debe de considerar las propiedades fundamentales de la molécula huesped y de la
hospedera. La molécula hospedera -a helice de amilosa V- tiene un momento dipolar
significativo, paralele al eje de la hélice; y las moléculas huesped tienen también un
momento dipolar grande {en el caso del yodo, una polaridad grande), Se ha propuesto un

mecanismo en el que la amilosa buscando una condicion energetica mas favorable -
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principio de minima energia- y una mayor estabilidad, contrarresta su momento dipolar al
formar compuestos de inclusion con las moléculas lineales, las cuales entran al centro de |a
amilosa con su dipolo dirigido antiparaielamente al dipolo de la hélice [Mikus). Esta
explicacién es en base al modelo utifizado para explicar el clatrate de amilosa-yado [Godet],
para el cual el argumento de que el dlatrato se forma con moléculas que puedan formar
enlaces de hidrégeno con la amilosa, es insuficiente (ya que la amilosa V no puede formar
puentes de H firmes).

El poder de enlace, de envolver, estd en gran parte determinado por el momento
dipolar y/o ta polaridad del huésped. Por lo que esta bien suponer que es posible formar
estos compuestas de inclusidn con la amilosa, ulilizando moléculas que tengan esias
mismas propiedadas: |a finealidad y el momento dipolar grande o ia polaridad. Como por
ejemplo, con moléculas de derivados de ésteres, aminas, ...

La cavidad de la hélice es un tubo efectivamente hidrofobico. La cadena
hidrocarbonada de los 4cidos grasos o lipidos {no-polar} reposa inmovil dentro de ia héiice
de la amilosa {no polar} y se estabiizan por contacto de van der Waals con hidrégenas de
amilosa adyacentes. Esia configuracion es favorecida energéticamente por ia atraceion no-
palar — no-polar de las moléculas huésped y hospedera Pero los extremos polares del
lipido no estan dentro de la cavidad de la hélice [Elliason 1985), quedan salidos de la hélice

como una cabeza polar lista para reaccionar con el medio.

1.3.1 Clatrato de amilosa con &cidos grasos. Condiciones de formacién, Propiedades.

La formacion del complejo de inclusion entre amilosa y lipidos, como ya se comento
anteriormente, sucede durante el proceso de calentamiento e hidratacion del almidén, a
traveés de la gelatinizacion del almidén en presencia de lipidos Se obtienen al combinar
soluciones de amilosa y de lipidos que precipitan al formarse el clatrato, finalmente esta
solucién se centrifuga dejando solo af compuesto. Este sucede gracias a la propiedad que
tienen los granulos de almidén de hincharse reversiblemente a temperaturas por debajo de
la gelatinizacion -de acuerdo a su nivel de hidratacién-; pueden, entonces, absorber lipidos
monoacilicos no provenientes del almiddn (generalmente acidos grasos libres). La amilosa
apolar prefiere a la molécula huesped en lugar de ia molécula de agua -altamente polar-, ya
que 1a polandad del huesped es menor a la del agua por o tanto es también menor la



repulsion provocada por las moleculas polar-apclar. Por eso fas moléculas hidrofébicas
pueden ser incluidas, en presencia de agua, a la cavidad apolar de la amilosa helicoidal.

El almidon en su estado natural -como el del maiz- contiene pequefias cantidades de
acidos grasos libres y, también, existen compuestos de inclusién de amilosa y acidos grasos
[Eliasson, 1994]. Estudios de esto han mostrado que el lipide no esta distribuido
uniformemente a través de las fracciones de amilosa, entonces (probabiemente) existen
naturalmente en el almidon dos tipos de amilosa: la amilosa clatratada con lipidos (ACL) y la
amilosa libre de lipidos (ALL) [Morrison, 1985). Los pequefios aumentos en la temperatura
de gelatinizacion del almidon se pueden atribuir al efecto del contenido de clatratos (ACL),
los cuales no se discciaran a esta temperatura; mientras que la amilosa libre de lipidos
(ALL) aparentemente tiene un efecto confrario al promover el desorden en el grénulo y
disminuir la temperatura de gelatinizacion [Mikus).

Existen dos formas estructurales de complejos amilosa — lipido, descritas por
Biliaderis y Galloway [Biliaderis, 1989b] térmicamente diferentes, que dependen de las
condiciones de cristalinizacion: temperatura (Tc), tipo de ligando, etc. A estos se les conoce
como clatratos del tipo I y del tipo I1

Los complejos de amilosa con la mayoria de los lipidos son insolubles y amorfos (tipo
I) pero pueden ser ordenado en una forma semi-cristalina (tipo II). Los complejos de tipo 1,
que son probablemente la forma mas comin en la mayoria de los almidones de cereales,
predomina en bajas T., tienen baja Ty, (temperatura de fusion), generalmente se disocian al
ser calentado en agua a 94-100°C [Raphaelides], hay una falta de patrones V- bien
definidos, el patrdn de rayos X es amorfo pero rapidamente va a una reorganizacién al ser
calentada. Los complejos tipo II, onginalmente encontrados en el almidén después de
pelatinizado, es la forma preferencial para atas Te Tiene Ty elevadas [Biliaderis, 1983b] se
disocia a 100-125°C, genera un patrdn cristalografico V tipico. Una de las maneras por Ia
cual se puede obtener los complejos de tipo I es manteniendo el almiddn hidratado a una
temperatura de 5-10°C debajo de la temperatura de gelatinizacion, lo cual provoca un
mejoramiento en la calidad del orden eristalino (annealing). Con esto se puede aumentar

substancialmente la temperatura de gelatinizacién.
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Figura 1.10 Mecanismos para la formacién de clatratos termicamente distintos, las formas I v I1.

Se pueden explicar varias propiedades térmicas y fisicogquimicas de estos copuestos si se
postuia que el tipe 1 es un estado termodinamica separado, con energia interna y entropia
intermedia entre un sistema elastico y uno cristaline clasico, como el tipo II. La diferencia de
la temperatura de fusién (T} entre los tipes de clatratos puede ser atribuida a diferencias en
tamario o perfeccion ~c ambos- de sus cristales. En el tipo I la estructura tiene un grado de
orden muy pobre, no existen cristales distintivas, los segmentos helicoidales individuales, no
presentes en el registro cristalografico, estan aleatoriamente distribuidos en el matenal Tal
estructura tendra una energia interna y una entropia que tiene un valor intermedio entre la
del liguido vy la del estado crnistalino clasico. Entonces, el tipo I se considera como si fuera
formado cuando ocurren nucleaciones rdpidas y es morfoldgicamente descrito por una
distribucion aleatona de los segmentos helicoidales, teniendo poco registro
cristalografico.(Fig.1.10). Mientras que el tipo 1I es la morfologia clasica de un polimero

parcialmente cristalino

1.3.2 Estructura de los clatratos de amilosa con acidos grasos

El complejo es descrito como un compuesto de inclusién helicoidal con la amilosa, en
la conformacion V, formando una hélice (1zquierda) sencilla alrededor de la cadena
hidrofébica del huésped Esta hélice tiene un didmetro de alrededor de 14 A y una longitud
de 8 A Para complejos que involucran lipidos polares, la hélice alrededor de la cadena

moneacilica es usualmente compuesta de tres vueltas - hay registro de que menos de tres
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vueltas de la hélice sen posibles en el compleio [Elliason, 1994]-, y cada vueita esta
compuesta de 6 residuos de glucosa (pueden ser 7u 8) estabilizados por enlaces de
hidrégeno entre los grupos hidroxilo de los residuos de D-glucosa adyacentes (2-OH ... 3'-
OH, 2-OH ... 6'-0H) Ilocalizados en la superficie externa de la hélice. Cada cadena
monoacilica necesitara entances, por fo menos 18 residuos glucosidicos en el complejo. Es
por eso que la saturacion serd alcanzada a niveles lipidicos de alrededor de 10g por 100g
de amilosa (i.e una relacion de 1:10) para la mayoria de los complejos de inclusidon Niveles

de lipidos mayores a este resultan en lipidos libres que no ferman complejcs.

Figura 1.12 Esquema de la mono-hélice de amilosa, de (a) 6 residuos por vuelia y (b} 8 residuos por
vuelta.

1.3.3 Métodos de estudio de clatratos de amilosa con écidos grasos: DRX, DSC, R,

La interaccion entre almidén vy lipidos se manifiesta de varias maneras Gracias a
esto es posible usar varios métedos para estudiar las interacciones, incluyendo analisis
enzimatico, metodos reologicos, andlisis de difraccidn de rayos X |, resonancia magnética
nuclear {RMN), espectroscopias Raman y de infrarcjo y la calorimetria diferencial de barrido

La difraccidn de rayos X (DRX} ha sido utilizada en gran parte para proveer
informacion acerca de la onentacion molecular, mas que de la presencia de algunos grupos
funcionales especificos, que causan una difraccion discreta de rayos X; sin embargo, es el
grupa funcional el que responde a la sefal cuando se emplean técnicas espectroscopicas
como RMN (Resonancia Magnética Nuclear) o IR (Espectroscopia de Infrarrgjo).
DIFRACCION DE RAYOS X



La amilosa es empaquetada de la misma forma si esta o no clatratada, |a distancia
entre las hélices no cambia (significativamente) debido a la inclusidn del huésped, lo cual
indica gue la inclusién de la molécula huésped no altera fas fuerzas -las distancias- entre las
hélices. Gracias a los estudios utilizando la difraccién de rayos X sabemos gue la amiosa
asume una conformacion de hélice simple con 6, 7 u 8 residuos de glucosa por vuelta, Esta
hélice tiene un didmetro de alrrededor de 14A y una longitud de 8A.

La DRX junto con la microscopia electronica de transmision y de difraccidn de
electrones, sobre fibras cristalinas o monocristales [Rundle; Yamashita; Zobel], han servido
para determinar algunas de las estructuras de los clatratos; donde se indica gue la amilosa
clatrada forma cristales con patrén V. En estos cristales las cadenas helicoidales de amilosa
estan orientadas antiparalelamente z través de un doblaje de aproximadamente 75 - 100 A
para formar cristales laminares Los ejes de la helice de la amilosa estan orientados
perpendicularmente a la superficie laminar [Karkalas] A pesar de lo que se sabe, se
desconoce la estructura cristalina precisa del compuesto amiiosa V-acido graso, ya que no
ha sido posible preparar fibras cristalinas o monaocristales con tales compuestos organicos.

Se han encontrado dos formas distintas de patrones de amiiosa V que dependen de
la catidad de moléculas de agua que contengan tengan, una V, amilosa anhidrica y la otra
hidratada V},. Estos estudios de DRX han servido para determinar que los cristales del
patrén V -del complejo de amilosa con acidos grasos-  tienen una celda untaria
ortorrombica con dimensiones de a=13.7A, b=23.8A, y c=805A para el complejo
monohidratado ( una molécula de agua por un residuc de giucosa ) y a=13 0A, b=23.04, y
c=8 05A para et complejo anhidrico [Mikus; Yamashita]. En las celdas pseudo-hexagonales
hay cuatro hélices, dos en la celda unitaria dirigidas en direcciones opuestas Los tubos casi
circulares estan estrechamente empacados. Para la amilosa parcialmente deshidratada
(monohidratada, una molécula de agua por glucosa) la hélice tiene un didmetro de 13.7A y
para la amilosa anhidrica el diametro es de 13.0A (el tamafio de la celda uritaria disminuye
aproximadamente un 8% al secar, deshidratar). La distancia entre hélices no depende de la
longitud de la cadena del acido graso.

La estructura V, se puede convertir, por humectacién, en una amilosa mas hidratada
conecida como amilosa tipe Vy (i e, amilosa tipo-Vv hidratada), al parecer ambas tienen la
misma conformacién helicoidal de 6 residuos [Zabel], pero con la diferencia de que la
hidratacion aumenta la separacion entre las hélices de 13.0 a 13.7A -debido a la inclusion
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de moléculas de agua entre las cadenas- Una subsiguiente humectacion, seguido por una
saponificacion en agua, lleva a la formacion de la estructura B- con tipos-A v -C que se
observan como intermedios algunas veces La estructura propuesta para la B-amilosa
[Blackwell] tiene cadenas con 6 residuos por vuelta, repitiendose en 10.4A Se ha sugerido
que ef mecanismo para la conversion de V-amilosa a B-amilosa involucra estirar la hélice,
por lo que romper ef enlace interno de hidrogens, que se reforma al colocar moléculas de
agua entre el grupo hidroxil, como se muestra en la Figura 1.13.

En la Fig. 1.13 se muestra una proyeccién cilindrica de esta hélice, donde se han
sugerido que, de los tres grupos hidroxilo, dos estan invelucrados en enlaces-hidrogeno, y
el tercero podria estar enlazado por el hidrégeno a una molécula de agua dentro de la
cavidad central de la hélice [Blackwell].

El distintivo patrén V -detectado en clatratos con yodo, alcoholes y acidos grasos-
[Biliaderis, 1989] tiene una reflexidn principal (o primaria) en 20 1°_28 y dos picos de

reflexiones secundarias en 7.36° y 13.1°_ 26 {en el estado hidratade).

(a) (b)

Figura 1.13 (a) Proyeccion clindrica de fa amilosa V. {b) Proyeccién clindrica de 1a hélce de ia
amilosa B, mostrando la inclusién de molécuias de agua, W, entre vueitas suscecivas

Los patrones de rayos X, en algunos casos, se usan para detectar cambios en la
cristalinidad, resultando de tratamientos fisicos o quimicos, de l0s granulos de almidén Este

método se ha utilizado comno herramienta para medir la extension de la gelatinizacidn
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CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

Antes de mencionar fa informacion que nos ofrece los estudios realizados con la
Calorimetria Diferencial de Barrido, es importante conocer las caracteristicas térmicas de

los sitemas de almidon.

TRANSICIONES DE FASE Y ESTABILIDAD DE SISTEMAS DE ALMIDON

El comportamiento de la transicién de fase en materiales poliméricos semi-cristalinos,
como el almidon, esta regido por dos transiciones caracteristicas que estan definidas por un
aumento en la movilidad de las moleculas de almiddn: (1) una transicion, de segundo orden,
vitrea-elastica de la fase amorfa en T, (temperatura de gelatinizacién); (ii) una transicién de
primer orden que es la fusion de los cristales en Ty (temperatura de fusion). Debajo de la Ty
el material esta en su estado vitreo (rigido), con mebilidad restringida; mientras que a
temperaturas superiores a la Ty el material se vuelve eldstico, como goma (mobil). El
aumento de movilidad en las zonas amorfas,con temperaturas mayores a Ty , lo deja
susceptible a que ocurran transformaciones estructurales. Las moleculas de almidén se
encuentran en estados estables, presas dentro de los cristales, hasta que se alcanza una
temperatura (Tm) en la que se rompe todo el orden de la estructura cnstalina (fusién) Las
temperaturas Ty y Ty definen los limites en el que la cristalizaciéon, la fusion de de los
cristales metaestables, y la reorganizacion de las cadenas (el perfeccionamiento de los
cristales o ‘annealing’), ya que a temperaturas menores que T el crecimiento de cristales es
despreciable, mientras que para temperaturas mayores que Ty la rapidez de fusién es mayor
a la rapidez de cnistalizacién. Segin la cinética de cristalizacion, la rapidéz de nucleacién y
del crecimiento de cristales dependen de distinta manera de 2 accién de la temperatura La
velocidad de la nucleacion se ve favorecida a temperaturas menores

Ya que |a gelatinizacién es un proceso endotérmico, es de gran interés su estudio por
medio de métodos de andlisis térmicos, en particular la Calonimetria Diferencial de Barnde
(differential scanming calonimetry, DSC). EI DSC puede proover las temperaturas
caracteristicas y entalpias de varias transiciones al igual que permite Jas mediciones sobre
un amplio rango de consentraciones de almidon.

Los eventos moleculares que dan origen a la transicidn endotermica, no estan

completamente entendidos, pero se cree que involucran la fusién de la estructura cnistaiina
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del complejo asi como la disosciacion del lipido y fa amilosa Cuando se enfria, el complejo
seforma ofra vez, y ocurre una recristalinizacion. Se han visto efectos de histéresis entre la
fusion y [a recristalizacion.

8e han estudiado los efectos de los diferentes grupas funcionales en la formacion de
complejes, de lo que se sabe que los derivados de acidos carboxilicos exhiben el mismo
compartamiento que los alcoholes. Para una longitud de cadena dada, Ty es diferente para
grupos funcionales idnicos y no iénicos, pero la naturaleza especifica de estos grupos no
tiene efecto significativo.

La presencia de complejos de amilosa-lipido en sistemas de almidén se revela por
transiciones endotérmicas & temperaturas bien abajo de la endoterma de fusién de los
cristales del almiddn (§5-130°C), estas transiciones son debido a la disociacién del clatrato.
Los clatratos tipe | {encontrados principalments en cereales) se disocian al sobrehidratarlos
y calentarlos a temperaturas entre 95-100°C; los clatratos tipo 1] (encontrados en almidones
gelatizados, 60-70°C) se disocian a temperaturas entre 100-125°C
ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJOS (IR)

Figura 1.14
Esquema de la a-0-
glucosa.

El uso efectivo de la espectroscopia Infrarrcja, para investigar la estructura vy
conformacion de los carbohidrates, requiere un entendimiento del origen vibracicnal de las
frecuencias observadas Una completa asignacion de las vibracicnes observadas en las
moleculas de los carbohidratos, es una dificil tarea, scbre todo en la regicn inferior & 1500
cem’. En el trabajo de Vasko, et al [Vasko, 1971] hicieron estudios de los espectros de D-

glucosa, celulosa y maltosa, que pueden servir como compuestos madelos de polisacandos



del tipo glucagon. E identificaron, por métodos de deuteracion®, algunas bandas debido a
deformaciones de C-O-H y C-H.

Debido a que la molécula de glucosa no tiene simetria, todos ios 68 (3N-6 = 66)
modos vibracionales son activos en IR y Raman. Por lo que los dos espectros tienen lineas
a la misma frecuencia, pero, en general, tienen diferentes intensidades relativas. Los 66
modos no son observados en el espectro de la o-D-glucosa debido a la extension inherente
de las lineas y la superposicién consecuente. Solo se pueden detectar las lineas mas
intensas, o las mas débiles que no se superponen.

Ei estudio de soluciones acuosas de carbohidratos por medio de espectroscopia IR
se hace dificil por la intensa absorcion del agua en regiones importantes del espectro Sin
embargo, identificaron frecuencias relacicnadas con la vibracién de CH, y CH, usando tres
glucosas C-deuteradas (poniéndolas en solucién D20) : D-glucosa-$, 6-dz, D-glucosa-1d,, vy
D-glucosa-1,2-d. Se compararon los espectros de IR del estado solido de estas D-
glucosas, C-deuteradas, con los de la a- D-glucosa. La asignacién de los enlaces fueron
hechas en base a las diferencias entre estos dos espectros,

Como resultado del trabajo de Vasko et al [Vasko, 1871] se liegé a ia asignacién de
los siguientes enlaces Las bandas 1457, 1337, 1219, y 1011 cm™ se deben probablemente
a lavibracion del grupo CHa. Seis bandas, en 1380, 1250, 10786, 1047, 911, y 863 cm™, son
asignadas al modo vibracional del doblez de C1-H. La banda en 1402 cm™ se piensa que
corresponde al modo de deformacion de C2-H, que da una banda débil

Vasko et al [Vasko, 1971] hicieron también calculos de las frecuencias de las
vibracion de los diferentes enlaces. En la Tabta 1.2 se muestra una tabla de las frecuencias
observadas y calculadas (usando el programa de andlisis, de coordenadas normales, hecho
por Boerio y Koening {Boenio]} junto con las bandas (enlaces) asignados.

La mayoria de los modos son vibraciones acoplados, por lo que (en los enlaces
asoclados provenientes de las frecuencias calcutadas) la contribucion a las bandas de
absorcidn provienen de une o varios enfaces Por ejemplo, la frecuencia calculada 1489 oy
! tiene una porcion mayor del grupo CHj pero también tiene contribucion de otras

estructuras como OCH.

¢ La duteractdn s |a substitucion de un hidrogeno por un deuteno, por ejemplo la Dglucosa6, 6-d: quicre decir que fuo en el C6
donde so sustiltuyeron los dos H por dos D,
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Tabla 1.2 Las frecuencia vibracionales (observadas y calculadas) y los enlaces asignados de la

o-D-glucosa,
Frecuencia Frecuencia Enlace Contribucion de
observada calculada asignado enlaces
1457 f 1469 CH: OCH
1360 f 1380 C-H CCH, OCH, COH
1337 m 1337 CH, CCH, CO, OCH
1250 d 1256 C-H OCH, CCH
1219 m 1216 CH, CCH,OCH,COH,
Cco
1076 m 1075 C-H CO, CC, CCH
1047 m 1051 C-H CO, CC
1026 s C-H
911 m C-H
863 s 863 C-H CO, CCH, CC

Hasta el momento no se ha utilizando el método expenimental de Absorcion de
Infrarrojo (IR) para estudiar los compuestos de inclusitn de la amilosa helicoidal con
moléculas lineales, como alcoholes, yodo o acidos grasos. Sin embargo existen estudios de
carbohidratos, utilizando IR para obtener infarmacicn de la conformacion de las cadenas vy
la estructura de los cristales de varios glucanos También se ha asignado la banda de
absorcion cercana a 1295cm™ | a vibraciones de [os ¢ristales de V-amilosa

Existe tambien el trabajo realizado por Cael et al [Cael], donde menciona a la amilosa
V (hidratada y deshidratada), a la amilosa B8 y hace una interpretacion de la propuesta del
mecanismo de conversién de la forma V- a la forma B- Encuentra que, por gemplo, las
absorciones que ocurren en 1263 y 946 cm™ en la amilosa V, se corren a 1254 y 936 em™

en la conversion a la amilosa B.
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CAPITULO 2
PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Origen y preparacion de las muestras

Los compuestos de inclusion de amilosa con acidos grasos se hicieron utilizando
almidén comercial derivado del maiz, con 70% de amilosa (A7043SIGMA); a una proporcion
de 1:10 (4cido graso:amitosa).

Para la formacién de los clatratos, primero se mantuvo en agitacion constante una
solucion de amilosa con agua (2g de amilosa en 200ml de agua) a una temperatura cercana
a 85°C, durante aproximadamente 30 minutos; a esto se le agregaron 0 2g del écido graso,
continuando la agitacion durante 30 minutos mas. Esta nueva sclucién se dejé eniriar a
temperatura ambiente, durante 24 horas en las cuales precipitarcn los cempuestos de
inclusion que formé la amilosa con el acide grasa Una vez precipitado el clatrato, se
decantd el agua y se filtrd el resto de la solucién junto con los clatratos: el sdlido que se
recogié fue despues lavade con tetraclorure de carbono —para retirar el excedente de
&cidos libres, que no se clatrato— Finalmente la muestra resultante se dejd secar a
temperatura ambiente Los polvos para el andlisis de DRX, IR y DSC, se obhtuvieron
triturando [as muestras hasta obtener un tamario de particula inferior a 0.1mm, realizandose
la molienda bajo inmersidn en nitrégeno liquido (77K) para minimizar el dafio estructural par
efectos mecanicos

Para las muestras de DSC se prepard una mezcla de agua-clatrato con una relacién
en peso de 2'1, depositandola en cépsulas de aita presién selladas herméticamente, para

evitar alguna pérdida de muestra durante la medicién debido a la evaporacion del agua.
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2.2 METODOS EXPERIMENTALES
2.21 DIFRACCION DE RAYOS-X (DRX)

Los difractogramas de DRX se registraron en un difractémetro de poivo Siemens D-
500 usando radiacién CuKa (1.5469A) a 30kV v 20mA. Las mediciones se hicieron en el
rango de 4 - 40° 20, a una velocidad de 0.01%seg con un tismpo de toma de muestra {por
punto) de 5 seg.

Una de las propiedades més importante de los rayos-X es su fuerte poder de
penetracion. La capacidad de penetracion del haz de rayos-X en la substancia, depende de
la naturaleza de los rayos-X y la substancia Otra propiedad importante es que a ciertos
angulos y longitudes de onda un cristal reflejara fuertemente un haz de rayos-X. El efecto es
el de una difraccion de onda.

Los rayos-X, que son radiaciones electromagnéticas, tienen longitudes de onda
varos miles de veces menores que la luz visible, por esto los métados normales de
espectroscopia no pueden ser usados para medir la longitud de onda o la frecuencia de los
rayos-X. Sin embargo, en 1812 se descubrié que los cristales actGian como gradillas de
difraccidn de rayos-X; la difraccion ocurre gracias a que los rayos-X tienen longitud de onda
de 10® y 10° cm, mientras que ia distancia premedic entre los atomos de un solido es de
107 y 10® em. Ademas un cristal tiene alguna unidad atdmica 0 moiecular areglada de
forma repetitiva, la cual resulta en |a simetria cristalina observada Las propledades de los
rayos-X y los cristales resultan en condiciones andlogas a las que ocurren cuando la luz
visible atraviesa una gradilla dptica (discontinuidades regularmente espaciadas, separadas
por distancias de varias veces la longitud de onda de la radiacion incidente) Es posible,
entonces, usar la difraccion de los rayos-X en un cristal para hacer una medida cuantitativa
de las distancias interplanares del cristal. La relacién para hacer esto fue dada por Bragg.

Bragg encontrd que se podia calcular esta distancia interplanar, conociendo ia
posizion del haz difractado producido por un cristal en un haz de rayes-X, utilizando un
simple modeio que asume que los rayos X son reflejados especularmente por las varios
planos de atomos en un cristal. Los haces difractados se pueden encontrar, solo bajo
condiciones especiales, cuando las reflexiones de planos paralelos de los dtomos interfieren

constructivamente
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Figura 2.1. La reflexion de los rayos-X por un cnstal, ilustrando [a deduccion de la ecuacion de
Bragg ni = 2d sin & donde d es la distancia entre los planos atomicos {o moleculares) y 2nx es la
diferencia en fase entre las reflexiones de planos sucesivos.

La condicion para obtener un maximo de la reflexion de rayos-X, la ecuacion de
Bragg, puede ser obtenida analizando la Fig. 2-1. Considerando en el cristal una serie de
planos atémicos (0 moleculares) que suponemos reflejan parcialmente la radiacion con
longitud de onda A y que estan igualmente espaciados por una distancia d. La radiacion
incide sobre el plano del cristal. La diferencia de trayectorias de los rayos reflejados por
planos adyacentes es 2d sing . Habra un refuerzo de la radiacion reflejada de planos
sucesivos, cuando |a diferencia de trayectoria es un nimero entera n de Ja longitud de onda
La condicion para que haya una reflexion constructiva es que

2d sin #=ni con n=123,
Esta es la Ecuacion de Bragg Con esto podemos conocer la distancia entre los diferentes
planos del cristal, que es

_ ni
T 2sm@

Debemos enfatizar que la ec. de Bragg resulta de la periodicidad fundamental de la
estructura, y gue no se refiere a la composicion o arreglo de los atomos asociados con los
planos reflejantes, Esta Ultima consideracion, sin embargo, afecta la intensidad de la
radiacién difractada y determina la intensidad relativa de los diferentes ordenes n de

difraccidon



La intensidad de las lineas espectrales de DRX tiene dos contribuciones principales:
{1) la dispersion de haces por la distribucién electrénica en cada atormo (o molécula) de la
celda unitaria, y (2) la dispersién de haces por la densidad electrénica total de la celda
unitaria como si esta densidad estuviese en el origen de fa celda

Una importante consecuencia de la ec. de Bragg es que, para que ocurra la reflexién
de Bragg es necesario que

A=s2d.

En nuestro caso, por ejemplo, la longitud de onda de la linea de radiacion incidente
de CuKo. es de 1.54A. Por lo que ¢ = %2 = 0.77A De acuerdo con lo antes reportade para
los cristales de amilosa tipo By V, las distancias d estan entre los valores 2.5 y 10, mayores
a Y%4; por esto un rango adecuado para el valor de 26 es 4-40°.

En el método de polvo, una muestra de polvo cristalino se coloca en una posicién fija
en un haz monocromatice. La radiacion monocromatica incidente choca con la muestra fina
de polvo {0 policristaline granulado) contenida en un cilindro con paredes pequehas. Entre
la distribucion de orientacicnes cristalinas, habré algunos para los cuales el angulo de
inadencia satisfaga la ley de Bragg. Los rayos difractados salen de cristales individuales
que estan orientados con planos, haciendo un dngulo @ con el haz, satisfaciendo la ey de

Bragg.

2.2.2 Espectroscopia de Absorcién Infrarroja

Para los especiros de absorcion de IR, registrados en el rango de 400 - 1200 cm™, se
empled un espectrometro Ati Mattson (Serie Génesis) mediante la técnica del disco
prensado de KBr

La espectroscopia de absorcién es la medicion de la cantidad de luz absorbida por un
compuesto en funcion de la longitud de onda de la luz En general se irradia una muestra
por medio de una fuente fuminosa, y se mide la cantidad de luz transmitida en varias
longitudes de onda mediante un detector. A diferencia de las pruebas quimicas, las técnicas
espectroscopicas son no destructivas. La espectroscopia infrarroya observa ias vibraciones

de enlaces y proporciona evidencias de los grupes funcionales presentes



ORIGEN DEL ESPECTRO MOLECULAR

Como una primera aproximacién, es posible separar la energfa de una molécula en
tres componentes aditivos asociados con. {1) la rotacidn de la molécuta como un tedo, {2)
las vibraciones de los atomos constituyentes, y (3) el movimiento de los electrones en la
molécula®. La energia de translacién va a ser ignorada en esta discusion, La base de la
separacion recae en el hecho de que la velocidad del electrén es mucho mayor a la
velocidad vibracional del niicleo, que a su vez es mucho mayor a la velocidad de rotacion de
la motécula. Si una molécuia se coloca en un campo electromagnético (e.g. luz), ocurrira
una transferencia de energia del campo a la molécula, sdlo cuando se cumplen ciertas
condiciones. Las ondas electromagnéticas viajan como fotones, la energia de un fotdn es
proporcional a su frecuencia, e inversamente proporcional a su longitud de enda®. Un fotén
de frecuencia v o longitud de onda A, tiene su energia dada por;

he

E=hv= - 1)

donde h es la constante de Plank, 6.62 x 107 kJ-seg.

Bajo ciertas condiciones, una molécula golpeada por un fotdon puede absorber la
energia de este. En este caso, |a energia de la molécula aumenta en una cantidad igual a la
energia del fotén, Entonces. La transferencia de energia ocurrird cuando se cumple fa
condicion de frecuencias de Bohr: AE = hv , donde AE es la diferencia entre dos estados

cuantizados, Si

AE=E"-E' (2)

donde E" es un estado cuantizado de mayor energia que E', la molécula absorbe radiacion
cuando es excitado de E' a E" y emite radiacion de la misma frecuencias que en la ecuacién

(1) cuande se revierte de E" a E'

= Aqui la palabra molécula puede representar un ion
tLafrecuencia, v, se convierte en et nimeno de onda, v, 0 & numero de onda, A, A través de la relacion
[
3V = c“ L —
A,
donde ¢ es la velocidad de fa iuz, Para fines tedncos, vy v, s5on mas convenientes que A, ya que son proporcionalos a fa energia de
la radiacién,
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Debido a que los niveles rotacionales son relativamente cercanos entre si, las
transiciones entre estos niveles ocurren a frecuencias bajas (longitudes de onda grandes)
De hecho, un espectro puro de rotacién aparece en el rango de 1 - 107 cm™. La separacion
entre los niveles de energia vibracional es mayor, y la transicion ocurre a frecuencias
mayores (longitudes de onda menores) que en las que ocurren las transiciones rotacionales.
Como resultado, un espectro puro de vibracion se observa en el rango de 10% - 107 cm™.
Finalmente, los niveles de energia electrénicos generalmente estan bastante alejados, v el
espectro electronico se observa en el rango de 10* 10€ cm™ Estos espectros rotacionales,
vibracionales y electrénicos, puros, son observados generalmente en las regiones de
microondas y de infrarojo lejano, en el infrarrojo, y en el visible y ultravioleta,
respectivamente. La dwisién en tres regiones es de alguna forma arbitraria, ya gue un
espectro rotacional puro puede aparecer en la region det infrarrojo cercano (1.5~0.5x 10
cm'1) si estan involucradas fransiciones a estados mas excitados, y transiciones puramente
electronicas pueden aparecer en ia regién del infrarrojo cercano si los niveles estan
cercanamente espaciados

En este trabajo solo se tratara el espectro vibracional, sin mencionar mas acerca de
los espectros rotacionales y electronicos. A pesar de que los espectros vibracienales se
observan experimentalmente como espectros Raman o Infrarrojo, el ongen fisico de estos
dos tipos de espectros es diferente. El espectro infrarrojo se onigina en transiciones entre
dos niveles vibracionales de la molécula en el estado base y generalmente se observan
como espectros de absorcidn en la region infrarroja. Por otro lado, el espectro Raman se
origina en la polarizacion electrénica causada por luz visible o ultravioleta, cuando hay una
dispersion de la luz con un corimento de la longitud de onda de la radiacion
monocromatica incidente.

En el efecto Raman hay una dispersion de la luz de un gas, liquido o sdlido con un
corrimiento de la longitud de onda de la radizcidn monocromatica incidente. Si la
polanzabilidad de una molécula cambia cuando rota o vibra, la frecuencia de la radiacion
incidente, de acuerdo a la teoria clasica, debe de producir una dispersion de la radiacion,
con la frecuencia, v, inalterada en la parte mas intensa de la radiacion (dispersion de
Rayleigh) y unas lineas nuevas de menor intensidad y de frecuencias v + v, donde v« es la

frecuencia molecular de vibracidn o rotacion.
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Para determinar la actividad de las vibraciones en el espectro infrarrojo y en el
Raman, se debe de aplicar la regla de seleccién a cada vibracion normal $i la molécula
tiene N &tomos, entonces tendra 3N-6 modos normales de vibracion, sélo de movimiento,
Desde un punto de vista de mecanica cuantica, una vibracién es activa en el espectro
infrarrcjo si el momento dipolar de la molécula cambia durante la vibracian, y el resto de las
vibraciones son activas en el espectro Raman cuandp la polarizacion de la molécula cambia
durante la vibracion, Cambios en el momento dipolar ¢ en la polarizacién no son cbvios con
una inspeccién de los modos normales de vibracidn, en la mayoria de las moléculas
polliatomicas. La aplicacién de ia teoria de grupos da una solucién clara y concisa a este
problema. Por ejemplo, en una molécula que tiene centro de simetria, las vibraciones
antisimétricas con respecto al ceniro de simetria son activas en el infrarrojo y no son Raman
activas.

La espectroscopia Infrarroja, al igual que la Raman, es un método para determinar
ios modos del movimienio molecular, especialmente los vibracionales. Su uso en el analisis
se basa en la especificidad de estas vibraciones. Los métodos son predominantemente
aplicables af analisis cuantitativo y cualitativo de moléculas unidas por enlaces covalentes,
en lugar de estructuras ionicas.

La regian del infrarrojo del espectro corresponde a frecuencias que van desde
valores inferiores a las frecuencias del visible hasta valores que colindan con frecuencias
mas altas de microondas y de radio, longitudes de onda desde unos 8x10° cm hasta 1x102
cm {en esta tesis trabajamos con el espectrometro en la regién de 8x10™ a 2.5x10%cm 1400
a 12000m"). Aungue los fotenes infrarrcjo no tienen suficiente energia para provocar
transiciones electronicas, pueden hacer que vibren grupos de atomos con respecto a los
enfaces que los unen. Al igual que las transiciones electronicas, estas transiciones
vibratorias corresponden a energias especificas, y las moléculas sélo absorben radiacién

infrarroja a ciertas longitudes de onda y frecuencias.
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Figura 2.2. Representacion de un enlace covalente de dos 4tomos por medio de la analogia de un

reserte.

Antes de describir las absorciones infrarrojas caracteristicas, se debe de comprender
algo de la teoria sobre las energias vibratorias de las moléculas. En la Figura 2.2 se
muestra el enlace covalente entre dos atomos por medio de la analogia de un resorte. $i se
estira el enlace, una fuerza de restauracion jala entre si a ios dos atomos hacia la longitud
del enlace en equilibrio. Si se comprime ef enlace, |a fuerza de restitucion empuja los dos
atomos, aparténdolos. Si se estira 0 comprime el enlace y después se suelta, los atomos
vibran.

La frecuencia de la vibracion de tensién depende de dos cantidades. las masas de
los atormos y fa rigidez del enlace Los dtomos mas pesados vibran mas lentamente que los
mas ligeros, Por ejemplo, un enlace C—D tiene una frecuencia caracteristica menos que un
enlace C —H. En un grupo de enlaces con energias similares de enlace, la frecuencia
dismuinuye con el peso atémico.

Los entaces mas fuertes por lo general son mas rigidos y necesitan de mayor fuerza
para extenderlos o comprimirlos. Per ello, vibran mas rapidamente que los enlaces més
debiles (suponiendo que los atlomos tengan masas semejantes). Par ejemplo, los enlaces
O —H son mas fuertes que los C—H y los anteriores vibran a mayor frecuencia. Los triples
enlaces son mas fuertes que los dobles enlaces, y por Io tanto, vibran a mayor frecuencia
lgualmente los dobles enlaces vibran a mayores frecuencias que los enlaces sencillos. En
un grupo de enlaces que tienen dtomos de masas semejantes, la frecuencia aumenta con la
energia del enlace.

De la observacién del espectro infrarrojo de un gran nimero de compuestos que
tienen en comtn a un cierto grupo de atomos, se encontrd que, sin importar el resto de la
molécula, este grupo en comun absorbe en un estrecho rango de frecuencias, conocidas
como frecuencias de grupo. Por ejemplo, las frecuencias del grupo metil son 3000-2860,
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1470-1400, 1380-1200 y 1200-800 cm™. Se han encontrado las frecuencias de grupc para
un gran nimero de grupos organicos e inorganicos, y han sido compendiadas en las Tablas
de Frecuencias de Grupo, que son de gran utilidad en la identificacion de grupos atémicos a
partir de espectros infrarojos El concepto de las frecuencias de grupo recae en la
suposicién de que las vibraciones de un grupo en particular sean relativamente
independientes al resto de la molécula.

Aun en el caso de los compuestos simples, los espectros infrarrojos contienen
muchas absorciones diferentes, y no solo una absorcion por cada enlace. Muchas de estas
absorciones se criginan en las vibraciones de tensién de la molécula como un todo, o por
vibraciones de flexion. En una vibracidn de flexion, ias longitudes de los enlaces
permanecen constantes, pero los angulos de enlace vibran con respecto a sus valores de

equilibrio,
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Figura 2.3. Una molécula no lineal con n dtomos tiene 3N-6 modos de vibratorios fundamentales, El
agua tiene 3(3)-6=3 modos. Dos de ellos son modos de tensién y uno de ellos es modo de flexién.

Consideremos los dos tipos de vibracion fundamentales de una molécula de agua
{F19.2.3}. Los dos enlaces O —H se pueden tensionar en fase entre si {tensién simétrica), o
se pueden tensionar fuera de fase (tension antisimétrica) El angulo de enlace H — 0O -—H
también puede variar en una vibracion de flexion, porque se tiene un movimiento como el de
las tijeras,

Una molécula no lineal con N atomos tiene por lo general 3N - 6 modos
fundamentales de vibracion. También se observan combinaciones y multiplos de estos
medos simples o “fundamentales” de vibracidn. Como se puede ver, el nimero de
absorciones en un especiro infrarrojo puede ser bastante grande, aun para moléculas
sencillas

Es poco probable que dos compuestos diferentes tengan las mismas frecuencias
para todas sus vibraciones complejas. Por este motivo, se considera que el espectro

infrarrojo da una “huella daclilar” de una molécula Por esto, |a regién del espectro infrarrojo
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que contiene la mayor parte de estas vibraciones complejas (800 - 1400 cm‘1} se llama
normalmente regitn dactilar del espectro
Como las vibraciones de tensidn simple son las mas caracteristicas y predecibles, el

estudio de la espectroscopia infrarroja se concentra mas en ella.

VIBRACIONES ACTIVAS E INACTIVAS EN INFRARROJO

No tedas fas vibraciones moleculares absorben radiacion infrarroja. Para comprender
cudles lo hacen y cudles no, se necesita tener en cuenta como interacciona un campo
electromagnético con un enlace molecular (i e, depende de la interaccion del momento
dipolar, en el enlace molecular, con alglin campo eleclromagnético externo). Visualizando al
enlace con momento dipolar, como una carga positiva y una negativa separadas por un
resorte; al colocar este enlace en un campo eléctrico (Fig.2.4) este se estira o se comprime,
dependiendo de la orientacion del campo
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Figura 2.4. Un enlace con un momenta dipolar (como por ejemple en HF) puede estar estirado o
compnimido por un campo elécinco, dependiendo de la direccidn de éste, Note que [a fuerza en la carga
posiliva se¢ aplica en la direccidn del campo eléctrico (E), v Ia fuerza sobre la carga negativa, en la
direccidn opuesta

Al someter al enlace pelar a la accion de una enda electromagnética, el componente
del campo eléctrico (E} (que periddicamente invierte su sentdo) hace que el enlace se
extienda y se comprima alternadamente, como se muestra en la Figura 2.4. Cuando E esta
en la misma direccién que el momento dipolar, se comprime el enlace y disminuye su
momento dipolar. Cuando el campo se opone al momento dipolar, el enlace se estira y
aumenta su momento dipolar. Si estas compresiones y extensiones alternadas del enlace,
debido a la onda electromagnética, ocurren a la misma frecuencia que la velocidad natural

de vibracion de la molécula, entonces esta absorbera energia. Las vibraciones de enlaces
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con momentos dipolares generalmente ocasionan absorciones infrarrojas y se dice que son
activas en infrarrojo.

St un enlace es simétrico tal que su momento dipolar es cero, €l campo eléctrico E no
interacciona con él. Por efemplo, el ftriple enlace del acetileno (H —C=C —H } tiene
momento dipolar cero, y sigue siendo cero si se estira o se comprime. Ya que la vibracién
no produce cambio en el momento dipofar, no puede haber absorcién de energia. Se dice
que esta vibracion es inactiva en infrarrojo, y que no se observa su frecuencia caracteristica
en el espectro infrarrojo. La clave de una vibracién activa en el infrarrojo es que la vibracion
debe de cambiar el momento dipolar de la molécuia

En general, si un enlace tiene un momento dipolar diferente de cerg, su frecuencia de
tension origina una absorcién en el espectro infrarrojo. Si, en cambio, el enlace es simétrico
y fiene momento dipolar cero, su vibracién de tensidn es débil o esta susente en el
espectro Los enlaces con momentos dipolares cero a veces producen absorciones
{generaimente débiles) debido a las colisiones moleculares, rotaciones y otras vibraciones

que las hacen asimétricas durante parte del htempo.

MEDICIONES DEL ESPECTRO INFRARROJOQ

Un espectrémetro infrarrojo mide las frecuencias de la luz infrarroja que absorbe un
compuesto. En un instrumento tipico, se emplean dos rayos de luz. El rayo de muestra pasa
a través de la celda de la muestra, que la mantiene en forma de capa delgada, o en
disolucién, El rayo de referencia pasa a través de una celda de referencia que contiene solo
el solvente. Un espejo rotatorio permite que la luz de cada rayo llegue en forma alternada al
monocromador,

El monocromador emplea prismas o rejilas de difraccion para permitic el paso de
solamente una frecuencia de luz hacia el detector Recorre el rango de frecuencias del
infrarrojo, haciendo mover una plumifla a lo largo del eje x de una grafica donde se indican
tas frecuencias comespondientes La sefial del detector es proporcional a [a diferencia en la
Intensidad de |a luz de los rayos de muestra y de referencia. El rayo de referencia compensa

cualquier absorcidn por el aire o por el solvente.
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2.2.3. CALORIMETRIA DE BARRIDO DIFERENCIAL (DSC)

Los estudios de calorimefria (DSC) se realizaron en un equipe Perkin Elmer: Pyris-1
calibrade con Indio, utilizando un rango de 45-160°C con un barrido de 10°C/min.

Cuando un material sufre un cambio de estado fisico, como cambios de fase, la
fusion o la transicién de una forma cnistalina a otra, 0 cuando reacciona guimicamente
(oxidacion, reduccion, deshidratacion, recombinacién quimica, descomposicién...), siempre
se libera 0 se absorbe calor. Estos cambios de energia pueden ser detectados y medidos, y
los datos obtenidos pueden ser utilizados para identificar distintos materiales. Muchos de los
procesos pueden ser iniciados con tan solo aumentar la termperatura del matenal.

Los calorimetros diferenciales de barrido, estédn disefiados para determinar las
entalpias de estos procesos midiendo {diferencialmente) el flujo de calor necesario para
mantener una muestra del material y un material inerte de referencia a la misma
temperatura. Normalmente esta temperatura es programada para hacer un barrido sobre el
rango de temperatura, aumentando linealmente a una razén de cambio predeterminada

En general, el objetivc de los sistemas térmicos diferenciales es grabar las
diferencias entre los cambios de entalpia que ocurren en una muestra y los que ccurren en
un material (inerte) de referencia, cuando ambos son calentados. Los sistemas que realizan
esto pueden clasificarse en tres tipos: (1)DTA® cldsico, (2) DTA "Boersman”, y (3) DSC. Las
diferencias mas importantes enfre estos tres tipos de sistemas estan itustrados en la Figura
2 5. [Perki-Elmer Corp., No 9] La ventaja de estos métodos es que utilizando aparatos
relativamente sencillos se puede obtener informacién que no otros procesos analiticos no
brindan.

En estos sistemas se graban las reacciones exoiérmicas y endotérmicas como

desviaciones positivas y negativas de Iz linea base.

¢ DTA; e Andlisis Ténmice Dderencial
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Figura 2.5. Representacion esquematica de los tres principales sistemas de anglisis térmico.

En los sistemas de DTA clasico y Boersma, la muestra y la referencia son calentados
por una sola fuente de calor. Las temperaturas son medidas por sensores puestos dentro de
los materiales de muestra y de referencia {clasico}, o pegades a las cazuelas que contienen
el material {Boersma). El aparato mide la diferencia de temperatura entre la muestra y la
referencia como funcién de |a temperatura, y presenta los datos en una gréafica de AT vs. T
La magnitud de AT, en cualquier T (o tiempo ya que se puede programar para que caliente
& un ritrmo constante de cambio de temperatura, dT/df) es funcién de: (1} el cambic en la
entalpia, (2) la capacidad caldrica, y (3) la resistencia total al flujo de calor, R. La resistencia
térmica al flujo de calor depende de la naturaleza de la muestra, la forma en que fue
empacada en el recipiente, y la extension del contacto térmico entre el recipiente v el
soporte del mismo. La resistencia térmica, y por lo tanto la constante de calbracion del
aparato, esta en funcion de la temperatura. Con ninguno de los dos sistemas de DTA se
puede hacer una conversion simple del drea del pico de la grafica de AT vs. T, a unidades
de energia Esto es debido a (&) la necesidad de conocer la capacidad calérica y (b) las
variaciones de R, y por lo tanto la constante de calibracién, con la temperatura Es por esto
que los sistemas de DTA no son apropiades para mediciones calonmétricas.

En los sistemas de DSC la muestra y la referencia estan provistos de calentadores
independientes (permitiendo que la medicidn sea llevada sin diferencia de temperatura entre
la muestra y la referencia), las temperaturas son medidas por termopares conectados a los
recipientes de la muestra y de la referencia.

Suponiendo que el sistema esta dividide en dos circuitos de control, como se muestra

en |a Figura 2 6. Una es para el control de la temperatura promedio, para que la temperatura
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(T;} de la muestra y de la referencia puedan aumentar a una rapidez predeterminada, gue
es grabada. El segundo circuito asegura que si la diferencia de temperaturz entre la
muestra y la referencia aumenta (por reacciones exotérmicas o endotérmicas en |a
muestra), el poder del suministro de entrada se ajusta para remover esta diferencia.
Entonces, con ajustes continuos y autométicos de la potencia del calentador, Ia temperatura
del soporte de la muestra se mantiene siempre igual a la del soporte de la referencia. Con
esto liega a la grabadora una sefal proporcional a |a diferencia entre el suministro de calor a

ta muestra y el de la referencia, dH/dt.

fveroqe 1emperaicre control 1gop 0
grve predelerminéd rale of lemperotlure
tncrease {or dacreose)

Driiterentiol fempeaeature control (oap ¢
maintoin 1empercalure of the two gon
haolders wlways dentcal

Figura 2.6, Representacion esquematica de los circuitos de control del DSC,

En la Figura 2.7 se muestra un termograma, o registro diferencial del suministro de
calor idealizado, dH/d!, contra la temperatura T (o el tiempa £, en €l mismo eje). En general,
los instrumentos de DSC tienen un sensibilidad de 0.1 mcal s™ para una defleccion de
escala completa, y son normalmente usados con cantidades de miligramos de la muestra Y
el rango de la temperatura de operacion es de —175 a +725°C

Para que los datos obtenidos de esta técrica sean confiables hay que tener en
cuenta aspectos importantes de la teoria y del disefo de los calorimetros diferenciales de

barrido, como [os siguientes,



pico de la

endoterma \

weans Frcal 8™

dt

linea iniciat
del programa

"%

dH

R,

linea base del barrido

Temperatura °C

Figura 2.7. Termograma de DSC idealizado

La masa térmica de los soportes de la muestra y de la referenciz se lleva a un
minimo, |a resistencia térmica se reduce lo mas posible y el circuito de control de poder (el
segundo circuito que se menciond) debe de ser un de alto circuito de ‘ganancia’. Estas
medidas de control aseguran que la respuesta del sistema sea corta. Consecuentemente, la
suposicion de que los soportes de [a muestra y de la referencia estan siempre a la misma
temperatura T, es vélida. La respuesta del sistema depende de la resistencia térmica entre
el soporte y los alrededores, R (Fig. 2 8), pero no se ve afectado por un cambio en la
muestra. También, para muestras de peso chico en contacto cercano con el recipiente de la
muestra, fa resistencia térmica del recipiente y de la muestra, Ry, es muy pequefa usando
una rapidez de barrido moderada comparada con la resistencia entre el recipiente y el
soporte, R,.

Temperatura amblente

A\

R R
N
\
Rg Ry
—— A A AN AAAAAARARAAANY
Te T
—— AN AAAMANMAAN

Figura 2.3. Resistencia Térmuca en ef sislema del DSC
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Antes de realizar cualquier medicidn, el calorimetro debe de ser calibrado para
obtener una constante de calibracidn en unidades de mcal (unidad de drea)’ y para fijar la
escala En la calibracidén generalmente se usan metales de gran pureza que tienen entalpias
de fusion bien conocidas. El calibrador que se usa mas comanments, y el cual se utilizé en
esta tesis, es el Indio, que tiene AH(fusién)= 6.80 cal g vy p.f 156.4°C La cazuela del
calibrador (con 5 o 10 mg de Indio) se pone en el lugar de la muestra ¥ Se cofre una
muestra utilizando una rapidez de calentamiento, dTy/df, una sensibilidad {rango de
temperatura) y una rapidez de registro, programado por la computadora, para obtener el
termograma con el pico de fusidn La computadora obtiene el &rez entre la linea base y el
pico, con este dato se puede obtener la constante de calibracion, k, en meal (unidad de
drea)" de la relacion

AH(fusidon) x m.
R — {K]= mcal (unidad de area)™
Ac
donde AH({fusién) es la entalpia de fusion del calibrador en mcal g', m, es la masa del
calibrador en miligramos y A es el drea del pico del termograma de calibracion
El valor de k puede ser usado para encontrar los valores de la entalpia AHm, de otra

muestra, usando la relacion

Kx CmxrexMxAn
AHp, = x 10°® (kcal mol™)

Ce % Mm X Mm

donde C. y Cr son las velocidades de registro de la toma de la calibracion y de la muestra,
respectivamente, rc y ry son la sensibiidad {el rango), en mcal ™', usados para la corrida de
la calibracidn y de la muestra, respectivamente; M es el peso molecular de la muestra; my,
es la masa de [a muestra en miligramos; y A n es el area del pico del termograma de la
muestra. Es Importante para obtener resultados precisos, asegurarse que la velocidad de
calentamiento usada para calibrar sea la misma que la utilizada para la muestra, para

asegurar que R, se mantiene constante
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Como la muestra y la referencia se encuentran a la misma temperatura, la constante
de calibracion del instrumento es independiente de la temperatura (estc simplifica las
técnicas experimentales ya que la calibracién se tiene que hacer solo para un material).
Debido a que la muestra y la referencia tienen cada uno un calentador independiente, la
diferencia del flujo de calor en la muestra y la referencia para mantener temperaturas
iguales se puede medir directamente. Entonces, los datos son obtenidos en forma
diferencial del suministro de calor (dH/dt) vs. temperatura (o tiempo, ya que es constante la
razon de calentamiento que se usa). Estos datos pueden ser usados para obtener la
temperatura y la entalpia de transicion,

Es también de gran importancia considerar el calor especifico ya que, cuando una
muestra de material esta sujeto a un aumento lineal de temperatura, la razon de cambio del
flujo de calor en la muestra es proporcional a su calor especifico instantdneo Tomando esta
razén de cambic dei flujo de calor como funcion de la temperatura y comparéndola con un
material estandar bajo las mismas condiciones, podemos obtener el calor especifico Cp
[Perki-Eimer Corp., No. 3] . Esto se puede hacer usando la relacién siguiente

dH dT,
- = me —
df df
donde m es la masa de |la muestra en gramos, C; es el calor especifico en cal g* y dTu/df es
la rapidez programada para el aumento de temperatura

El uso del DSC empezé desde principios de 1970. A pesar que el DSC proporciona
datos mas cuantitativos y aplicables a la interpretacidn tedrica que la técnica del DTA, no ha
sido tan amphamente utilizado como el segunde. La técnica de DSC ha sido aplicada a
diversos tipos de compuestos, productos derivados del petréleo, pldsticos, sistemas
bioldgicos y compuestos metélicos, El area que ha utilizando |a técnica de DSC con mas

detalle ha sido la de investigacion de polimeros.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

El fendmeno de las interacciones entre almidén y lipido, es bien conocido en la
industria alimenticia, es bien sabido que al afiadir lipidos a alimentos que contienen almidén
se logra modificar la textura de estos productos. Los efectes de los lipidos en las
propiedades del almidon se han explicado por medio de la formacion del complejo (clatrato)
amilosa-lipido. Gracias a la capacidad que tienen de alterar las propiedades de los
alimentos al formar los clafratos, se han utilizado los lipidos para aumentar el tiempo de
anaquet del pan (retrazando la rigidez y retrogradacion del almidon) , para disminuir lo
pegajoso de la pasta y de las hojuelas de papa y de los productos ricos en almidén y para
controlar la textura de los alimentos. Los lipidos pueden incluso afectar la gelatinizacion y el
comportamiento reoldgico del almidén.

A pesar de que se les atribuye a los lipidos estas propiedades, no se conoce con
precision lo que ocurre a nivel molecular. Esto es debido a qgue resulta dificil hacer una
descripcion de los procesos y de la organizacion molecular de estos compuestos {que
contienen almidon y lipidos) porque la amilosa puede existir en varios estados de
agregacion, dependiende de la historia termomecanica del sistema. Aunado a esto, para
complicar mas las cosas, estdn las variantes de las propiedades de los clatratos que
aportan los lipidos {caracteristicas como el tamafio, el comportamiento de la fase en la que
se encuentra y, tambien, ia proporcion en la que se usa). Es por esto que resulta mas facil
estudiarlo haciendo una simplificacién del fenémeno, tratando de reproducir lo mejor posible
lo que ocurre en [os procesos reales

Resulta I6gico pensar en atacar el problema aislando una caracteristica de los lipidos
dejandola como variable Unica, para asi ver cémo esta afecta tas propiedades y la formacion
de los clatratos. Sin embargo, existen pocos trabajos con estudios sistematicos de este tipo
[Biliaderes, 1989; Kowalsky]

Teniendo esto en cuenta y sabiendo que bao el tratamiento aicaline de la
nixtamalizacion ocurre la saponificacion de las grasas del maiz, se hizo el tabajo que aqui
se presenta; un estudio de las propiedades fisicas de los clatratos de amilosa formados con
acidos grasos (moléculas simples de cadenas alfaticas) de diferentes longitudes. Se
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variaron de 2 a 21 el namero de carbonos de la cadena alifatica de los acidos grasos. Estos
diferentes compuestos fueron comparadoes cualitativamente, tomando a la amijlosa
gelatinizada como ‘control’, por medio de tres técnicas experimentales: difraccion de rayos-X
{DRX), calorimetria diferencial de barrido (DSC) y espectroscopia de infrarrcjos (IR).

DIFRACCION DE RAYOS X

Por medio de la difraccion de rayos X (DRX) se conoce la forma de los cristales de la
amilosa gelatinizada, ya reportado en numerosos trabajos®. Con base en esto podemos
analizar el comportamiento de ios cristales de la amilosa helicoidal formando compuestos
de inclusién con los dcidos grasos.

Antes de analizar los difractogramas es importante recordar como se vié en el
Capitulo 2 la intensidad de los picos de DRX tienen dos contribuciones principales: (1) la
dispersion de haces por la distribucién electrénica en cada atomo {0 molécula) de la celda
unitaria, y (2} fa dispersion de haces por la densidad electrénica total de la celda unitaria
como si ésta densidad estuviese en el origen de ia celda. Entonces, cualquier aumento en
la intensidad de las reflexiones de los difractogramas la podemos atribuir al aumento de la
densidad electronica de alguna de estas contribuciones.

En la Figura 31 se muestra el espectro de DRX de la amilosa gelatinizada y
reposada (difractograma ‘control’), el cual muestra las reflexiones mas Intensas en los
valores de 268de 7, 17 2, 20, 22.4 y 24 3°, equivalentes a distancias interplanares de d =
14 5, 5.21, 444, 4.03, 3.4 A, Este patron de difraccién se asemeja al patrén de la B-amilosa
que ubica sus picos cerca de 8, 15, 17, 20, 22.5 v 24 5° 24. En Jos dos casos la reflexion
primaria -la mas intensa- cae en 20 cercano a 17° y la forma de las intensidades relativas,en
ambos patrones guardan una relacidn  similar, Podemos, entonces, suponer gque
inicialmente la amilosa se encuentra en una fase de la amilosa B, por lo que se espera gue
la distribucion atdmica dentro de los cristales sea parecida a la reportada para la amilosa B.
La diferencia entre los difractogramas de la amilosa gelatinizada y la amilosa B se puede

atribuir al proceso de obtencion de la amilosa comercial, en el que primere el almidén es

* vbase And, Bear, Biliadens 19893, Blackwell, Evans, Imberty, Lund, Kregor, Menan, Muphy, Vanshtin, Zobal
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tratado con butanol, precipitandc asi el compuesto de amilosa-butanol del
posteriormente se extrae el butanol de la amilosa.
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Figura 3.1 Especlros de DRX: {a) amilosa tipo B, (b) amilosa comercial. Mostrando Py, el primer
pico de reflexién.
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Figura 3.2 Espectros de DRX de (a) amilosa comercial y precipitados de (b) amilosa-dcido butines
{e} amilosa-4dcido caproico,

Como ya se dijo anteriormente se toma como patréon de referencia, ‘control’, el
difractograma de rayos X obtenido de la amilosa gelatinizada, con el cual se analizan las

diferencias observadas en los difractogramas de los precipitados de amilosa-acido graso
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Este andlisis se hara siguiendo un orden creciente de la cadena alifatica de los acidos
grasos, empezando por el precipitado de amijosa con acido propidnico (3:0} y finalizando
con el clatrato de acido behénico (22:0),

En la Tabla 3.1 estan los valores de las distancias interptanares (d) obtenidas en los
difractogramas (Figuras 3.1 y 3.2) de ta amilosa comlercial y los 4 compuestos de inclusidn
con acidos de cadenas cortas.

Tabta 3-1- Distancias interplanares observadas e intensidades de las reflexiones de los cristales de
amilosa y dcidos propionico, butirico, valérico y caproico

Acido del compuesto

de inclusion ds dg de dp dc

Intensidad fuerte muy fuerte | medio-fuerte medio medio
Amilosa gef. 14.5 5.21 4.44 4.03 3.7
Propiénico (3:0) 15.92 5,12 4.39 3.96 3.70
Butirico (4:0) 15.40 524 4,45 4.04 368
Vaiérico {5:0) 15.40 5.18 4 44 3.97 370
Caprdico (6:0) 15.92 5.20 4.45 399 3.69

En términos generales podemos decir que la estructura y el arreglo de los cristales de
estos primeros clatratos -con cadenas de hasta 6 atomos de carbono- se conservan
similares a los de la amilosa comercial gelatinizada, a la amilosa B.

Cabe aqui la pregunta: Cémo puede resultar un DRX de amilosa B (forma naturai del
almidén), si en el proceso de obtencién de la amilosa comercial se trata el almidén con
butanol, precipitando asi el compuesto de amilosa-butano! 2l cual posteriormente se (e
extrae el butanol de la amifosa, Entonces -por definicién- ¢deberiamos de obtener un patron
de amilosa v?

De acuerdo con Blakwell et af * “..la amilosa que precipitd al formar clatratos con el
butanoi, presenta el patrén de DRX de la amilosa V; al remover la molécula huésped -
utihzando metanol- el difractograma resuitante es el de la amilosa Va {&: anhidrica, a pesar
de que mas tarde se vid que esta estructura si presenta algunas moléculas de agua). Esta
amilosa V, esta formada por meno-hélices de amilosa formadas por & residuos de glucosa
por vuelta, con un periodo de 8A. La estructura V, se convierte, por humidificacién, primero
en un hidrate mas elevado conocido como amilosa V, (#° hidratada), la cual tiene la misma
conformacion helicoidal de 6 residuos por vuelta, pero la separacion entre las hélices
aumenta de 13.0A a 13.7A debido a la inclusién de moléculas de agua entre las cadenas
Una humedificacion consecutiva ileva a la formacién de la estructura B-amilosa, La

estructura de la amilosa 8 tiene cadenas de 6 residuos por vuelta y un pericdo de 10 4A Se
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sugirio despues que el mecanismo de conversion de |a forma V- a ta forma B- involucra un
estiramiento de las hélices, rompiendo los enlaces de hidrégeno internos, que se vuelven a
formar gracias a fa insercion de una molécula de agua entre dos grupos hidroxil, como se
muestra en la Figura 1.13..7
Con esto podemos suponer que iniciaimente se tenia una amilosa V la cual, al ser
sometida al proceso para formar clatratos, fue humectada convirtiéndola primero en amilosa
Vi y finaimente en amilosa B (mono-hélices de amilosa), Este proceso de conversion de la
estructura V- a la B- puede ser la razén de las diferencias entre los difractogramas de estos
clatratos —incluyendo a la amilosa comercial gelatinizada— y el patrén reportado para la
amilosa B.
En la Figura 3.2 vemos como desde el compuesto de inclusion con &cido caprdico
(6:0) la forma de! difractograma cambia, ligeramente, percibiéndose un incremento en la
intensidad dei primer pico {Pa). Hay un ligero salto al pasar de la cadena con 5 a la de 6
carbonos, ya que aumenta la intensidad de Pa. Por lo que se puede pensar que desde que
la cadena del 4cido graso tenga 6 atomos de carbono, se inicia una reorganizacion de la
densidad elecirénica dentro de los cristales; va habiendo una mayor concentracion
electronica.
A partir del acido decanéico (cdprico, 10:0) hay marcadas diferencias en el
difractograma de los precipitados con dcidos de cadena larga’:
(i) aparece una nueva reflexion en la region de 260 entre 6° y 10° {al que llamaremos P,,
Figuras 3.3y 3.4),
(it) el primer pico (Pa) se va corriendo hacia angulos menores conforme aurnenta la
longitud  de la cadena alifatica
(w) hay un cambio en las intensidades relativas, (a reflexion de 20° (Pc) aumenta de
intensidad conviriéndose en la reflexion primaria -el pico de mayor intensidad-

En la Tabla 3.2 estan los valores {tomados de las Figuras 3 3 y 3.4) de las distancias
Interplanares de los picos de reflexion que sufren cambios en este nueva tipo de
difractograma de los precipitados en los que se forman clatratos con acidos grasos de
cadenas 'largas’ (de 10 a 22 atomos de carbono decandico, laurico, miristico, palmitico,
heptadecanoico, oleico, estedrico y behénico). Los espectros tienen en comdn las
reflexiones con ¢ = 5.2, 4.45, 400 y 376 A (lo que equivale a 26 ~ 17, 20, 21, 247, las

cuales no estan sefialados en la Tabla 3-2 ya que no cambian, sdlo tienen pequenas
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variaciones en los valores de 4 que pueden ser debido a los diferentes grados de
cristalizacion y a errores experimentales debido al montaje de las muestras.
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Figura 3.3 Espectros de DRX de precipitados de (a} amilosa-4cido oléico (b) amilosa- dcido
decantico (c) amilosa-acido miristico. Mostrando P, 1a reflexién caracteristica los clatratos.
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Figura 3.4 Espectros de DRX de precipitados de {a} amilosa-acido palmitico (b) amilosa-4cido
heptadecandicoo, {¢) amilosa-acido estearico, {d) amilosa-dcido behénico. Mostrando P, la reflexién
caracteristica de los clatratos.
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Tabla 3-2. Distancias interplanares observadas e intensidades de las principales reflexiones de los
cristales de amilosa con los 4cidos grasos: decandice, laurico, minshco, palmitico, heptadeca-
noice, estearico, oleico y behénico.

Acido del compuesto

De inclusitn da [A] d, {A]
Intensidad medio-fuerte Fuerie
Decanoico {10:0) 14.15 9.579
Laurico (12:0) 16.45 11.27
Miristico (14:0} 19.18 12.98
Palmitico {16.0) 20,77 14.25
Heptadecanoico (17:0) 21 40 14.86
Estedrico (18.0) 16.41

Oleico {18:1) 15.50
Behénico (22:0) 15,57

Los cambios sufridos en los difractegramas de los clatratos, a partir de 10 atomos de
C en la cadenz acilica, los llevan a un patron semejante al de la amilosa V {con picos en
7.36, 13.1 y 20.1 28); conviertiéndolos asi, en alguna fase de la amilosa V. Ya que, (i) la
aparicion del pico nuevo cae en la zona {entre 6-10° 28) donde se reporta el primer pico
principal (7.36°) de la amiiosa V, y (ii) el aumento en la intensidad del pico Pp (26 = 20°)
coincide con el valor de 26 =~ 20.1° de la reflexian mas intensa de la amilosa V.

Las variaciones en la intensidad de ios picos nos habia de un cambic en la densidad
de electrones del medio dispersor. Por [0 que al aumentar la densidad sabemos que esta
aumentando la cantidad de electrones en un plano determinado. Sin embargo, fa forma del
espectro continua siendo la misma -sin considerar la aparicion del P, lo que nos dice gue la
estructura de los cristales se mantiene y que hay solo una diferente distribucian {densidad)
de las moléculas dentro de los mismos.

Se sabe que dentro de los cristales hay motéculas de agua ocupando un volumen y
que al crecer la cadena alifdtica aumenta la cantidad de atomos de carbono por clatrate Por
10 que se puede pensar que los clatratos van ocupando este lugar donde se encontraban las
moléculas de agua, al suceder esto aumenta la cantidad de electrones del medio dispersor
de los rayos X y consecuentemente aumenta la intensidad del pico en el difractograma.
Perc este aumento en la intensidad de los picos no es homogénea, por lo gque hay una zona
preferencial en donde se acomodan las moléculas.

Utllizando una vez mas los resultados de los estudios realizados por J.J Cael et af y
las de J. Blackwell donde encontraron que la amilosa B es la forma hidratada de la amilosa
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V, entonces, la diferencia entre el patrén de ia B- y amilosa V coincide con lo anteriormente
dicho, que las moléculas de agua salen del cristal para hacerle lugar a la creciente molécula
de amilosa-acido graso, dando asi una reflexion mayor (un pico mas intenso).

Sabemos que para los acidos grasos a medida que aumenta la iongitud de la cadena
alifatica y que disminuye el numero de enlaces dobles, disminuye la solubifidad en agua.
Consecuentemente hay un aumento en la hidrofobicidad al aumentar Ia longitud de la
cadena de los acidos grasos, al aumentar la hidrofobicidad, en el momento de formarse los
clatratos, la molécula de acido graso va desplazando cada vez mas moléculas de agua que
se encontraban junto con la amilosa. Por o que --las cadenas pequefias de acidos grasos
desplazan muy pocas moléculas de agua— siendo predominante la cantidad de agua en la
amilosa helicoidal, dan como resultado un patrén de difraccion caracteristico de la amilosa
hidratada, la B-amilosa. Conforme va creciendo ia cadena del acido, va desplazando més
agua, al reducirse la cantidad de agua (deshidratacion) Ia amilosa va tomando la forma de
la amilosa V.

A mayor longitud de la cadena del acido, mayor es la cadena de amilosa que la
envuelve. Tomando en cuenta que por cada vueita de la amilosa hay 6 residuos de glucosa
¥ que cada vuelta tiene un grosor aproximado de 8A:; para el acido laurico {de 19A de largo)
hay 17.6 residuos de glucosa lo que da una longitud de la amilosa de 23.5A; para el acido
paimitico (que mide 24A) hay 22.6 glucosas, dando una longitud de la amilosa de 30A; y
para el oléico (de 27A) hay 25 glucosas dando una longitud de la hélice de la amilosa de
33A [Manners, 1985]. Esto refuerza el hecho de que los picos P, ¥ Pa se corran a distancias
interplanares mayores, conforme aumenta la cadena del acido.

De esto podemos decir que las cadenas cortas de acidos grasos llegan a formar
compuestos de inclusion con la amilosa helicoidal, sin embargo, por su pequefio tamafio y
baja hidrofobicidad es poca la cantidad de  moléculas de agua --que inicalmente se
encuentran junto con la amilosa— que desplaza Por esta razén el papel de las moléculas de
agua sigue siendo predominante a la hora de obtener el patron de difraccién de rayos X,
dando como resultado un patron de fa amilosa B (amilosa hidratada); ya que las moléculas
de estos acidos no modifican en nada la estructura de los cristales de la amilosa, ni tampoco
modifican el didmetro o la longitud de la hélice de amitosa. Por otro lado, los acidos grasos
con cadenas de 10 o mas atomos de carbono facimente forman compuestos de inclusién

con la amilosa helicoidal, dando lugar a un espectro de DRX semejante al de la amilosa V

60



como resultado del desplazamiento de las moléculas de agua por la melécula hidrofébica
del acido graso. El espectro de difraccion muestra una alta cristalinidad de estos clatratos
formados con cadenas largas de acidos grasos.

A la hora de analizar la formacion de los clatratos también hay que tomar en cuenta
que al aumentar el tamafo de la cadena, aumenta la superficie, por lo que se ve favorecida
la fuerza de Van der Waals.

En la Figura 3.3 vemos coma ef patrdn de DRX del clatrato hecho con Acido oléico
corresponde a una V-amilosa de baja cristalinidad, comparando este espectro con el del
clatrato con acido estedrico {18:0) vemos que disminuye la cristalinidad --del clatrato de
acido oléico—, haciendo pensar que la habilidad de formar clatratos con acidos insaturados
es menor a |la habilidad que tienen los dcidos saturades para formar estos compuestos de
inclusién. En general, los acidos grasos insaturados tienen poca habilidad de formar
compuestos de inclusion con la amilosa helicoidal; lo cual resulta en un espectro de baja
cristalinidad Sin embarge, ya que fa maono-hélice de la amilosa puede formar clatratos con
moléculas que no son completamente lineales, como el 4cido oléico, sabemos que ia
amilosa es capaz de ajustarse a ciertas las irregulandades estedricas de las moléculas
huésped para poder incluirlas totalmente. Es también notorio gue la distancia interplanar de
Pay P, de los cristales de clatratos de &cidos grases insaturados es menor a la del cido
graso saturado con Ja misma cantidad de atomos de carbono. Esto se entiende al saber que
la molécula del acido insaturado no es lineal ya que tiene un doblez en el lugar del doble
enlace, lo que hace que ocupe un menor espacic fongitudinal.

En la Figura 3.5(a) se muestra la relacion entre la distancia interplanar del primer
pico Pa del espectro de difraccion de rayos X, contra el nimero de carbonos de la cadena
de los acidos grasos ‘largos’. La relacion entre la distancia interplanar o, {de la reflexion que
surge como resultado de la modificacion de los cristales de la amilosa al complejarse con
acidos grasos de cadena larga) con el ndmero de C del acido graso se muestra en la Figura
3.5(b). La variacién de las distancias interplanares va aumentando gradualmente conforme
aumenta fa longitud de la cadena, sin embargo este aumento es mas lento para las cadenas
acilicas que tienen de 17 a 22 atamos de C.
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Figura 3.5 Influencia del ndmero de C &n la cadena acilica en las distancias interplanares {a) d, y
(b} d,

ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJOS

La espectroscopia de infrarrojo es muy Gtil como técnica complementaria para el
andlisis de moléculas organica, ya que nos sirve para investigar la esfructura vy
conformacién de fas moléculas en estudio. En el capitulo 1 se presento los resultados de los
espectros obtenidos de carbohidratos como la amilosa v de los acidos grasos, por lo que
aqui no clasificaremos cada pico de absorcion en los espectros obtenidos, Simplemente se
hard una comparacién del comportamiento de los diferentes clatratos, tomando como
referencia (control) el espectro de absorcion de IR de la amilosa.

La figura 3-6(a) muestra el espectro de absorcion de la amilosa, en el que se
reconocen picos en las bandas de absorcidn de los grupos C-H, CHyOH, el enlace oD
{1—4), C-O-H... Agui se ven, también, los espectros de absorcién de los primeros cuatro
clatratos {propionico, butirico, valérico y capréico). En estos espectros no es posible
encontrar diferencias significativas entre los precipitados de amilosa con acidos grasos de
cadenas corta y la amilosa. Los cuatro cidos grasos no modifican el espectro de la amilosa
ya que las regiones de absorcién de estos coinciden con las de la amilosa, el drea de
algunos picos aumenta, pero no aparece ninguna nueva banda de absorcidn. Al no

aparecer alguna region nueva de absorcion se piensa que no hay interaccion alguna entre
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la amilosa y ia cadena lineal de! acido. Es decir, que no se forman clatratos con [a amilosa y

tos acidos grasos de cadena ‘corta’.

L}
2000 1800 1800 3400 1200 1000 000 eao 4do

Nimero de onda [em ™' ]

Transmitancia [u.a.]

Figura 3.6 Espectros de IR (a) amilosa comerciat y precipitados de (b) amilosa- &cido acético, (¢)
amilosa-acido propidnico, (d) amiosa-&cide butirico, (e) amilosa-4cido valérico y (f} amilosa-acido
capréico,

Sin embargo, en los espectros de los precipitados de amilosa helicoidal con acidos
grasos de cadenas de 10 o mas carbonos, aparece claramente un doblete en la regién 1500
- 1600 cm™, el cual corresponde a la regién de vibracion del grupo carboxilato COz  (1530-
1600cm™). En la Figura 3.7 y 3 8 se pueden cbservar las lineas de este doblete, marcadas

con flechas
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Figura 3.7 &spectros de IR de los preciptades de (a) amilosa-dcido oléico (b) amilosa- acido caprico, {c) amilosa-acido
launco, (d} amilosa-acido miristico.
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Figura 3.8 Espectros de iR de los precipitados de (a} amilosa-acido palmitico, (b} amtosa-Acido
heptadecandico, (c) armilosa-4cido estednco, y {d) amitosa-acido behéico
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Analizando con més detalle esta zona, en los espectros de |la amilosa y de los primeros
cuatro clatratos encontramos, tambien, absorcién en la zona entre 1500-1600 em'. Los
picos aquj son muy pequefios. En el caso de la amilosa (en donde son casi despreciables)
se pueden atribuir a la absorcién del agua que esta junto con ella. Para los clatratos de
cadenas cortas de acidos grasos, esta absorcion es también muy pequefa ya que la
formacion de clairatos es poco probable y las moléculas de agua siguen teniendo un pape!
dominante. Como se dijo en los resultados de DRX, las moléculas de acidos grasos con
cadenas cortas que llegan a formar complejos de inclusién no alcanzan a desplazar
suficientes moléculas de agua como para reducr la absorcion de éstas y hacer
representativas las propias. 8in embargo, al comparar la intensidad de estos picos en e
espectro de la amilosa con la de los espectros de los primeros clatratos, vemos que desde
sl primer clatrato hay, aunque pequefio, un aumento en ia intensidad de los picos en esta
region. Esta intensidad se conserva casi igual en estos primeros cuatro clatratos,
indicandonos que la habilidad de estos acidos para formar clatratos es muy poca, casi
despreciable.

A pesar de que en los espectros de IR de clatratos con cidos de cadena corta
(Figura 3.6), podemos apreciar los picos en la region de 1500 - 1600 cm™ que puede ser, en
parte, debido a la absorcion del agua y a algin datrato formado, estos picos son muy poco
mayores a los de |a amilosa (en fa que también se detectan) Sin embargo el ligero aumento
en la intensidad de este doblete no es representativo de la formacion de clatratos con estos
acidos grasos

La absorcion en esta region (1500 - 1600 cm™) revela la presencia del grupo
carboxilato, sefialando un cambio en el acido graso, donde su grupo carboxilo se convierte

en grupo carboxilato”

® Un &cico carboxilico se puede disociar en agua para dar un protdn y un jon caboxdate Esta disociacion implica la ruptura de un
enlace O-H, dando un 101 carboxilato con la carga negativa repartida por iqual sobre das atomos do oxigeno Esla carga deslocalizada
le da estabilidad al carboxiato.

0 [ o} 07 1
If it i
R—C—0—H + HO = | R—C «~ R—C I+ HO
\ !
L o~ o |

aodo carboxilato
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{l i
R—C—0O—H *= 5 R—C=0C + H’

acido carboxilico 1on carboxifato

Este cambio en el grupo funcional implica la formacién de un puente de hidrégenc
entre la cabeza polar del 4cido® y la hélice de la amilosa. Estos puentes de hidrégeno son
entre los O de OH carboxilicos y los OH — C(6) glucosidicos. Lo que hace suponer que la
interaccion entre la amilosa y la cadena lineal del acido graso -la estabilidad del compuesto
de inclusion- no es exclusivamente de tipo dipolar e hidrofébico, sino que también hay (a
formacion de un enlace hidrégeno , el acido graso comparte un hidrégene con la amilosa
Hay un cambio en la simetria del sistema, y hay también un cambio en la estructura del
compuesto. Se tiene ahora una cabeza muy polar capaz de interaccionar con el medio.

Para conocer la estabilidad de la configuracién que adopta el dlatrato, estos se
trataron con una solucion acuosa de HC/ con pH = 4.5 y con una solucién acuosa de NaQH
con pH ~ 12. Los patrones de los clatratos tratados con el dcido y la base no mostraron
cambios con respecto al clatrato original. De esta informacién podemos concluir que el
tratamiento acido no es capaz de romper los puentes de H para compensar los protones
perdidos por el grupo carboxilico de los Acidos, porgue de haber sucedido estarian
presentes las vibraciones del grupo carbonilo en el espectro de IR {en la regién entre 1800-
1740 cm™). E! tratamiento alcalino tampoco logrd romper los puentes de M, para formar la
respectiva sal de Na, ya si lo hubiera hecho el doblete de COy estarian corridas hacia
frecuencias menores, indicando que la configuracion original del grupo corresponderia a un
estade energético meta-estable Esta prueba muestra el importante papel que desempefian
los grupos hidroxilo en la estabilidad del sistema.

Esta disponibiidad de interaccidon de la cabeza polar se ve en ¢l caso de la
nixtamalizacién del grano de maiz, en donde la cabeza polar del grupo carboxilato se enlaza
con el atomo de calcio, formando las sales de calcio det 4cido graso Esto ha sido estudiado

y reportado por E. Reguera et al [Regueral:
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En el proceso de nixtamalizacién (coccion en una solucién alcaling de
Ca(OH)2} e Ca es retenido fundamentalmenie en la cubjertta del grano
(pericarpio} y en el germen. En este (ltimo el Ca se encuentra en forma de [as
sales de los acidos grasos, resultado de una saponificacién parcial de las grasas
durante la coccién alcalina. Las evidencias experimentales indican que el Ca
incorporado en el endospermo durante el proceso de nixtamalizacidn esta en
compuestos de inclusion de sales de Ca de &cidos grasos dentro de la estructura
helicoidal de |la amilosa.

Supeniendo que hay un enlace de este tipo entre la amilosa y el acido graso por cada
clatrate formado, la intensidad ( el area de los picos) del doblete debido a la absorcian del
grupo carboxilato nos puede decir, de forma aproximada y relativa, cuantos clatratos se
formaron. Y asi podemos conocer las probabilidades reiativas de |a formacion de clatratos
con las distintas longitudes de cadena de los 4cidos grasos,

A medida que aumenta el nimero de carbonos en la cadena del acido graso, el area
del doblete va aumentando también. El tamafio de este doblete (v de su area) empieza a
ser considerable a partir del dcido decandico; esto coincide con los resultados de DRX,

No se descarta la formacion de los compuestos de inclusion con 4cidos de menos de
10 carbonos en su cadena, simplemente se reconoce que |a probabildad de que esto
suceda es baja. Esto refuerza o antes dicho para la DRX, en que para los acides grasos
con cadenas cortas ( < 6 C) la habilidad para formar los compuestos de inclusion con la
amilosa es baja; y que en estos compuestos e papel de las maléculas de agua -gue estan
junto con la amilosa- sigue siendo dominante ya que la cantidad de agua desplazada por
estas cadenas hidrofébicas cortas es poca.

En el espectro de los primeros cuatro clatratos {acetico, propidnico, butirico, valérico;
Fig. 3-6) vemas que la intensidad relativa del pico de  absorcién localizado en la zona de
1600 - 1700 cm™ es grande; las moléculas de agua tamblen absorben en esta regidn por lo
que podemos decir que el contenido de agua de estos clatratos es alto. En concordancia
con la idea de que es baja la probabilidad de formar clatratos con acidos grasos de cadenas
cortas y que los que llegan a formar los compuestos desplazan poca cantidad de moléculas

< ol Acido $6 encuentra en un estade samejante a una pseudo-sal
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de agua, vemos bastante absorcion en esta regién., El tamanc relativo de este pico se
conserva hasta €l clatratc formado con acido caproico, pero desde el acido decandico se ve
cémo disminuye la intensidad relativa de la absorcién en el rango de 1600 - 1700 cm™. En
los compuestos de inclusion con cadenas de acidos grasos de 10 o mas carbonos la
intensidad de este pico disminuye con respecto a la intensidad del pico los picos de
absorcion en el rango de 1000 - 1200 cm™, comparando esta relacién en los compuestos
con acidos de cadenas cortas. Al disminuir la absorcién en esta zona, nos sugiere la idea de
gque la cantidad de moléculas de agua ha disminuido ya que al formarse la molécula de
inclusion, el acido graso con cadena larga desplaza gran cantidad de moléculas de agua,
dando como resultade un patrén de difraccion de rayos X, semejante al de la V-amilosa.

Ei doblete de absorcion del grupo carboxilafo es aun mas pronunciado en los
clairatos con cadenas largas, por lo que de acuerdo a las intensidades relativas de las
bandas de IR vemos que es mas probable la formacién de clatratos cuando el &cido grasc
que interviene tiene una cadena igual o mayor a 10 carbonos. Tal es |a habilidad de formar
compuestos de inclusion, gue se detecta otra estructura cristalina a la hora de hacer la
espectroscopia de DRX. Es decir, los resultades de DRX se corresponden con las
evidencias de IR.

Los acidos grasos insaturados son menocs habiles para formar complejos de inclusion
con la mono-hélice de amilosa, En nuestro caso, el acido insaturado es el Aacido oléico
(18:1), que al compararlo con el acido saturado de la misma longitud de la cadena, el acido
estearico (18:0), vemos que a pesar de que claramente aparece el doblete de absorcidn del
grupo carboxilato, el drea de estos picos es pequena comparada con el clatrato de Acido
cléico. También, en este clatrato la intensidad relativa del pico de absorcion de la region de
1600 - 1700 cm™ es grande, semejante a {2 de los primeros acidos poco habiles para formar

clatratos

CALORIMETIA DIFERENCIAL DE BARRIDO {DSC)

En los termogramas obtenidos (Figuras 39, 310 y 3.11) de los estudios de
calorimetria diferencial de barride (DSC) vernos sefiales comunes para la amilosa y para
todos los precipitados, estas sefiales estan relacionadas a las transiciones de 1a amilosa y

al ruido captado durante la medicion
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Figura 3.9 Espectros de DSC de (a) amiosa comercial y precipitados de {b) amilosa- &cido propidnico, (c)
amilosa-acide butinco, (d} amilosa-acido valénco y (e} amilosa-dcida caproico.

En el caso de la amilosz y de los precipitados con acidos de 3, 4, 5, y 6 atomos de
carbono no se percibe alguna otra transicién fuera de las propias del almidon Sin embargo,
para los clatratos con &cidos grasos de cadenas mayores (nimero de G 210), se aprecian
nuevas transiciones (Figs. 3.10 y 3 11) en el rango de temperaturas de 90 a 130° C. La
senal ocurre en una temperatura Ty que marca la temperatura en la que ocurre la transicion
de disociacion del clatrato, i.e. cuando se separa la molécula huésped (4&cido graso) de la
hélice de la amilosa.
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Figura 3.10 Espectros de DSC de los precipitados de (a) amilosa-acide oléico (b) amilosa- acido
cépneo, (¢} amilosa-dcido laurico, (d) amilosa-acido miristico.
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Figura 3.11 Espectros de IR de los preciptados de {a) amilosa-4cido palmitico, (b) amilosa-dcido
heptadecanc¢ico, {c} amilosa-dcido estedsnico, y (d) amilosa-acido behéico



En la Tabla 32 se sefialan las temperaturas en las que suceden las principates
transiciones de fos precipitados de amilosa con acido graso que se estudiaron.

Tabla 3.3. Temperaturas de transicién de los compuestos de inclusién de amilosa con 4cido graso

Ac. del compuesto Ty Te
Amilosa 105.2 -
Propidnico (3:0y 104.4 -
Butirico (4.0) 981 --
Valénco {5:00 98.0 -
Capréico {6:0} 1046 -
Decanéico (10:0) 94.4 101 1
Launco (12°0) 1011 ¢ 101.2
Miristico {14:0) 1006 108.3
Palmitico (16:0) 1037 114.8
Heptadecanéico (17:0) 104.5 116 4
Estearico (18.0) 103.5 121.2
Behénico {(22:0) 104 1 1271
Oléico (18:1) 92.9 101.3

Para cada clatrato formado con una cadena larga de acido graso se pueden apreciar
varias endotermas a distintas Ty , sefalando multiples transiciones. Para entender esto,
regresemos a la estructura que Blackwell propuso para la V-amilesa. En  esta estructura
existen puentes de hidrogeno entre los  O(2)-H w O(3') adyacentes que dan la
conformacion de hélice izquierda, estas hélices son estabilizadas por enlaces O(B)-H —-
0O(2) entre residuos de vueltas sucesivas. La conversion de V- a la 8-amilosa® (las cadenas
de B-amilosa son hélices izquierdas con 6 residuos por vuelta y un periodo aprox. de 8.0 A)
sucede en la humectacion, rompiérdose los enlaces de hidrégena OE)-H — 0O2) v
formandose nueves enlaces O(6)-H — (H0} — O(2), haciendo que la hélice se estabilice
teniendo un periodo de 104 A En la Figura .13 se muestra una proyeccién cilindrica de
esta conformacion.

Utilzamos este trabajo [Blackwell] para suponer que puede ocurrir el procesc inverso
a esta transformacion (como se hizo para el analisis de DRX), uno donde la B-amilosa

cambia a V-amilosa como resultado de una deshidratacion provocada por la accién

4 La faciidad con la que se desarolla esta transfemacién consbiuye una evidencia indirecla de que la V- y 8-amilosa tienen
la misma gquiralidad
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hidrofdbica del Acido graso al ser incluido. Entonces, al formarse el clatrato, el 4cido graso
no solo desplaza las moléculas de agua que inicialmente estaban dentro de la cavidad de la
hélice, sino que también desplaza a las moléculas que estaban en la cadena de amilosa --
enlazadas entre las glucosas. Como consecuencia de esto Ia conformacion de la hélice se
vielve mas estrecha, dando mayor estabilidad al compuesto. Como en el interior de la
hélice el acido es estabilizado por medio de contactos de Van der Waals entre [os
hidrogencs de ia cadena alifatica y los H-C(5) de la amilosa [Godet], si se reduce ¢l periodo
—-que pasa de 10.4A a 8A— también se necesitan mas residuos para cubrir la longitud del
acido. Asi teniendo mas residuos glucosidicos nteractuando con la cadena alifatica
aumenta el nimero de centactos de Van der Waals provecande un incremento en la
estabilidad el compuesto que se refleja en una mayor temperatura de disociacién del
compuesto.

Pueden, entonces, coexistir hélices de amilosa con diferentes grados de hidratacion
dependiendo de la molécula huésped y de su hidrofobicidad, al momento de formarse el
clatrato. Tener cadenas de dferentes grados de hidratacion implica tener cadenas con
diferente nimero de residuos glucosidicos disponibles para los contactos de Van der Waals
que dan estabilidad al compuesto, Esto da como resultado varias endotermas a distinias
temperaturas de fusién del clatrato para un mismo acido graso.

Observando los termogramas de los clatratos con acidos de cadena larga con mas
detalle, se puede distinguir una que va aumentando su Ty conforme aumenta la longitud de
la cadena de la molécula huésped (Tabla 3.3). Una explicacion de esto es que estas
moléculas tienen un grado de hidratacion similar y sdlo aumentan su estabilidad al aumentar
el nimero de C de la cadena alifética. Las primeras transiciones (con Tg), son entonces las
moléculas mas hidratadas.

La presencia de endotermas que marcan la disociacién del datrato con acido oléico,
un acido nsaturado, muestra ia flexibilidad de la amilosa al ser capaz de asimilar
iregularidades estéricas de la molécula huésped La no linealidad de la cadena del acido
graso insaturade altera [a estabilidad del compuesto, por eso la temperatura de disociacion
T del clatrato formado con acido oléico es menor que su contraparie de acido graso

saturado (acido estedrico).

Tabla 2.4. Longitud de la cadena alfatica del Acido Grasa.

72



Acido Carboxilico Long. Cadena Acidc Carboxilico Long. Cadena
Alifatica [A] Alifatica [A]
Saturados
Propiénico {CaHsCOaH) 381 Laurico {C11H23C0zH} 1509
Butirnco {CsHCO-H) 5.01 Miristico  (C13H27CO2H) 17.60
Valénco {C4HsCO-H) 6.31 Palmitice {C1sH3:CO2H) 20.11
Caproico (CsMy1COaH) 757 Estearico (CizH3C02H) 22,61
Decansdico  {CgHysCOH) 12 58 Behénico {Ca1HagCTOzH) 2763
insaturado
Oléica  (CayH3C0H) 21.45

Tomando en cuanta la longitud de la cadena de los acidos grasos (Tabla 3.4), no es
sino hasta el acido decandico donde la longitud de la cadena permite que la amilosa cumpla
una vuelfa rodeando a la cadena alifética. Esto le da mas establlidad y aumenta la
probabilidad de se forme el compuesto. Se tiene asi una explicacidon mas de por qué no es
sino hasta el acido decandico que se forman los clatratos estables. El Acido caprdico con
7.59A de longitud casi alcanza a cubnir la vuelta de 8A de la hélice glucosidica. Es por esto
que en los precipitados con este acido se empiezan a obsetvar caracteristicas de los
clatratos.

Ademas, gracias al trabajo de Eliasson [1994] sobre la interaccion amilosa-lipidos
(donde reporté que dependiendo de (a especie de [a molécuia huésped y de fa temperatura
de formacion del clatrato detectaba transiciones de fusion a temperaturas bajas, altas o en
una combinacion de elias) sabemos gue podemos encontrar diferentes temperaturas de
fusion para el mismo ctatrato. Godet donde menciona la existencia de cadenas de amilosa
con 6, 7 u 8 residuos glucosidicos por vuelta, al momento de clatratarse. Estas cadenas con
diferente nimero de residuos da diferente nimero de contactos de Van der Waals Aunado
a ello el ruido producido en la muestra al realizar la medicion, podemos explicar la presencia
de varias endotermas®. También vemos finalmente que los resultados obtenidos del DSC se

corresponden con los dela DRX e IR

* Las muestras para DSC fueron preparadas con un exceso de agua y anles da tomar ia mussltra se dejaron reposar por un tiermpo tal
que pemmitiera la &fusion homogénea del agua en ¢l ¢lairalo Con esio sa puede despreciar efeclos posibles do procesos témico
parciales ocasionadas por la tsuficiencia de agua (Lund]
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CONCLUSIONES

Buscando replicar las condiciones de la nixtamalizacion se lograron obtener
compuestos de inclusidn de amilosa con acido graso. Esto corrobora que durante la coccién
alcalina se pueden formar clatratos entre la amilosa y los 4cidos grasos gue resultan de la
saponificacién parcial de las grasas del maiz

En el proceso de formacion de compuestos de inclusién se utilizaron temperaturas
bajas de aprox. 85°C, colocandolos asi dentro de la clasificacion de clatratos Tipo 1. Se
encontrd que estos compuestos tienen un patrdon de cristalizacién defimdo, 1o cual
anteriormente no habia sido detectado para los clatratos de Tipo 1.

Con el conjunto de resultados obtenidos de técnicas experimentales analiticas,
difraccion de rayos X (DRX), espectroscopia infrarroja (IR) y calonmetria diferencial de
barndo (DSC), podemos conocer el comportamiento y las propiedades fisicas de los
compuestos de inclusidn de fa amilosa helicoidal con &cidos carboxilicos de cadenas
glifdticas lineales,

Los resultados de este estudio evidencian que los precipitados de amilosa con acidos
grasos de cadena ‘corta’ ( No. de C < 6) no tienen la habilidad (0 es muy poca) de formar
compuestos de inclusion, sin embargo los acidos grasos de cadena ‘larga’ (10 < No. de C >
22) si logran formar complejos con la amilosa helicoidal.

Del estudio con DRX, el patron que se obtuvo para la amilosa y para los clatratos de
cadenas cortas es semejante al de la B-amilosa. Este patrén puede obtenerse a partir de la
V-amilosa (estructura gue presenta la amilosa comercial) por medio de un proceso de
hidratacion Se duda que los ‘4cidos cortos' logran formar compuestos de inclusion ya que
no maodifican ef espectro de DRX de la amilosa; la poca habilidad de los gcidos para
desplazar las moléculas de agua y por lo tanto el papel decisivo de éstas en el espectro de
difraccion padria ser una de las explicaciones de que se mantenga el patrén de la B-amilosa
hidratada. Por medio de DSC se muestra que no hay acidos grasos libres en los cristales de
la amilosa, por lo que si hay acidos grasos presentes estos estan en forma de compuestos
de inclusion con la amilosa, a pesar de que no modifiquen la temperatura de fusion de log
cristales Finalmente en los estudios de IR para estos 4cidos de cadena corla la formacién
de compuestos es poco probable o nula.
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Para los acidos grasos de cadena larga { = 10 carbonos ), las evidencias de la
formacion de clatratos son concisas:

1. Los pafrones de DRX claramente muestran la presencia de otro medio dispersor que
modifica parcialmente fos cristales de amilosa. El cambio de las distancias interplanares
sefiala el crecimiento sobre una direccién preferencial, al aumentar ef tamario de fa
molécula huesped. La forma cristalina que presenta el compuesto corresponde a fa V-
amilosa {anteriormente reportada como la forma deshidratada de la B-amilosa), la cual
resulta del desplazamiento de [as moléculas de agua debido a la cadena hidrofobica del
acide graso La flexibilidad de la hélice de amilosa se hace notar al formar clatrato con e
&cido oléico, superando asi las irregularidades estéricas de la cadena insaturada,

2. Los estudios de IR muestran que la formacion y estabilidad de los compuestos de
inclusion no son sélo resuitado del momento dipolar del &cido graso dirigido
antiparalelamente al momento dipolar de la amilosa y de los contactos de Van der
Waals entre la cadena alifatica y Ja cavidad amildsica, sine que también surge un puente
de hidrégeno entre la cabeza del acido y las unidades glucosidicas de la amilosa.

3. Y finalmente los resultados de DSC revelan que la formacion de estos compuestos da
lugar a diferentes formas de molécula de inclusion, dependiendo de su grado de
deshidratacion. La temperatura de disociacién del clatrato determina la estabilidad del
&cido dentro de la amilosa. A pesar de que se reportaron varias formas de estructura
helicoidal, se vio que mientras mayor sea la cadena dei 4cido grase mayor serd la

estabilidad térmica def compuesto de inclusién,
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