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SECCION B: PLAN DE INVESTIGACION
1.1.Planteamiento y formulacion del problema

La palta se comercializa en todo el mundo y se transforma en productos
de valor afadido tales como guacamole, puré y aceites, entre otros. Estos
productos utilizan solo la pulpa, dejando cerca de 148,000 t de semillas
como subproducto de desechos, que si no se descartan adecuadamente,
podrian promover plagas, como insectos y roedores, plantedandose un

serio desafio para su eliminacién (Gutiérrez, et al., 2010).

Las semillas de la palta son una fuente potencial alternativa de almidon,
por lo que pueden ser consideradas como como parte del boom actual en
la identificacion del uso y aplicaciones de subproductos vegetales,
(Ceballos & Montoya, 2013). Ademas, la utilizacion de los subproductos
de estas frutas podria originar en la agroindustria, un incremento de la
rentabilidad industrial al aprovechar los residuos generados (Ayala-
Zabala, et al., 2011).

Sin embargo, durante el proceso de extraccion del almidon, en la etapa de
purificacion, se utiliza hidroxido de sodio en solucién, cuya concentracion
y tiempo de tratamiento varian, entre 0.01 a 0.1 My 6 a 360 min,
respectivamente. Por lo que se hace necesario la optimizacién de estos

pardmetros para evitar la modificacién quimica del almidén.

Por lo anteriormente mencionado, se plantea el siguiente problema de

investigacion:

¢, Cual es la concentracion de hidroxido de sodio y tiempo de tratamiento
gue permita obtener las caracteristicas fisicoquimicas, reolbgicas y

térmicas mas adecuadas de almidon extraido de semilla de palta.



1.2.Antecedentes

Chel-Guerrero et al. (2016) evaluaron diferentes solventes de extraccion
para aislar el almidén de las semillas de palta, asi como sus
caracteristicas reoldgicas, comparandolas con almidén de maiz. Se
suspendio el polvo de semilla de aguacate en una solucién que contenia
Tris 2 mM, NaCl 7.5 mM y NaHSO3 80 mM (disolvente A) o solucién de
bisulfito sédico (1500 ppm SO, disolvente B). El tipo de disolvente no
tuvo influencia (p> 0.05) sobre las propiedades del almidon. El contenido
de amilosa fue del 15-16%. El intervalo de temperatura de gelatinizacion
fue 56-74 °C, temperatura pico 65.7 °C, y la entalpia de transicion 11.4-
11.6 J/g. A 90 °C, la solubilidad fue 19-20%, el poder de hinchamiento 28-
30 g de agua/g de almidon y la capacidad de absorcion de agua 22-24 g
de agua/g almidén. Las propiedades de formacion de pasta fueron
temperatura inicial 72 °C; viscosidad maxima 380-390 BU. Las
dispersiones (5% p/v) de almidén de semilla de palta se caracterizaron
como sistemas viscoelasticos, con G '> G''. Indicaron que el almidén de
semilla de palta podria tener aplicaciones potenciales como agente
espesante y gelificante en los sistemas alimentarios, como un vehiculo en
sistemas farmacéuticos y como ingrediente en polimeros biodegradables

para envasado de alimentos.

Jaiswal y Kumar (2015) aislaron almidén a partir de semillas de Shabhi
Litchi usando dos medios de extraccién: acido (acido citrico al 0.3%,
peso/peso) (LN) y alcalino (NaOH 0.5%, p/p) (LC) y evaluaron sus
propiedades estructurales, morfologicas y funcionales. El rendimiento
porcentual de LN y LC fue de 11% y 12.6%, respectivamente. Las
propiedades morfolégicas de ambos almidones mostraron la misma
estructura, pero con presencia de granulos compuestos en almidon LN.
Se encontré6 que el contenido de humedad, contenido de amilosa, era
mayo en el almidon LC que en el almidon LN, lo que indica que el medio
de extraccion afecta las propiedades del almidon. El andlisis por FTIR

confirmd la naturaleza de los polisacaridos de ambos almidones aislados,



y los datos de TGA de ambos almidones revelaron una diferencia ligera

en la estabilidad con la temperatura.

Madruga et al. (2014) caracterizaron las propiedades quimicas,
morfologicas y funcionales almidon extraido de semillas de jackfruit. Para
la extraccion, las semillas fueron separadas de la pulpa, peladas, cortadas
en trozos pequefios y dejadas en remojo durante 24 h en una mezcla de
metabisulfito de sodio (0.2%). El almidon fue extraido por molienda de la
materia prima con metabisulfito de sodio en una licuadora a baja
velocidad durante 30 min. Después de la homogeneizacion, la mezcla se
procesO a través de un tamiz de malla 200 (0,074 mm). Las muestras
fueron decantadas dos veces durante 24 h, con re-suspension en
metabisulfito sddico y centrifugacion a 5000 rpm durante 15 min entre
cada decantacion; descartando los sobrenadantes. ElI almidon
sedimentado se extendié sobre una bandeja y se sec6 en un liofilizador -
Terroni Equipamientos LTDA (LS 3000, S&o Paulo, Brasil) a una
temperatura de 45 °C. El almidén seco se pulverizd y se almacend en un
recipiente de plastico bajo refrigeracion hasta su uso. Los granulos de
almidén presentaron forma redonda y de campana y cortes en su
superficie, con patron de cristalinidad de tipo A, similares a los almidones
de cereales. El poder de hinchamiento y la solubilidad del almidén se
incrementaron con el aumento de la temperatura, mostrando pastas
opacas. El almidén extraido de semillas suaves, mostré temperaturas de
gelatinizacion inicial y final de 36 °C y 56 °C, respectivamente; mientras el
almidon de semillas duras presentd gelatinizacién inicial a 40 °C y final a
61 °C. Estos resultados sugieren que las almendras de la semilla del

jackfruit podrian ser utilizadas en productos alimenticios

Pérez-Pacheco et al. (2014) aislaron almidéon de semillas de Ramédn
(Brosimum alicastrum) y determinaron su composicion quimica y
caracteristicas fisicas y microscopicas, utilizando almidéon de maiz como
referencia. Los frutos de Ramon se seleccionaron en base a la madurez
fisiologica, caracterizada por un cambio de color; desde el verde hasta el

amarillo-naranja. La testa se retir6 manualmente para obtener las semillas



gue luego se secaron en un horno de conveccion (SHELL LAB 1350FX-
10) a 70 °C durante 72 h. Posteriormente se realizaron la molienda y
tamizado a través de tamiz de malla 100. Para la extraccion de almidén se
mezclaron 500 gramos de harina de semilla de Ramoén con 5 L de
solucion de bisulfito de sodio (0.1%, p / v) y se dejo reposar durante 12 h;
el pH se ajustd a 10 con NaOH 1 N y la mezcla se dejé reposar durante
otros 30 min a temperatura ambiente. La suspension se filtr6 luego a
través de filtros de tela de plastico (malla 100) para separar el residuo
(fibra) de la sustancia liquida (proteinas y almidon); el residuo se sometio
de nuevo al proceso de extraccion para obtener la cantidad méaxima de
almidon. La suspension (proteina y almidén) se tamiz6 una vez mas a
través de una malla de malla 200 y la fraccion liquida se dejé precipar
durante 30 minutos y el sobrenadante se eliminé con un sifén. El liquido
restante se lavo tres veces mediante re-suspension en agua destilada y el
almidon se recuperd después del lavado final centrifugando a 2500 rpm
durante 10 min. Después del aislamiento, el almidén se seco en un horno
de conveccion a 60 °C durante 24 h, se molié hasta un tamafio de 0.5 mm
y se tamiz6 a través de una malla 100 mesh. Finalmente, el almidén se
almacend en recipientes de vidrio herméticamente cerrados hasta el
analisis posterior. Indicaron que los granulos de almidon de semillas de
Ramoén fueron ovalados-esféricos y redondeados con tamafos entre 6.5y
15 pm. La pureza del almiddn fue alta (92.57%) con contenido de amilosa
del 25.36%. La temperatura de gelatinizacion fue de 83.05 °C y la entalpia
de transicion fue 21.423 J/g. El pH, la claridad y el color (dngulo de tono)
del almidén de Ramén fueron mayores que los reportados para el almidén
de maiz. Los resultados obtenidos sugieren que el almidon de semillas de
Ramén tiene potencial de aplicacion en sistemas alimentarios que
requieren altas temperaturas de procesamiento y también es una opcién

prometedora para su uso en la fabricacion de materiales biodegradables.

Builders et al. (2010) aislaron almidén de semilla de palta (Persea
americana Mill.) y evaluaron su potencial como una alternativa al uso del
almidon de maiz como excipiente en productos farmacéuticos. Realizaron

la extraccion quitando la capa exterior y el mesocarpio carnoso comestible



de la fruta con un cuchillo de cocina. Las semillas fueron cortadas en
trozos pequefios y se remojaron en una solucién de metabisulfito sédico
de (0,075 % p / v) durante 24 h para prevenir el pardeamiento. Las
semillas hidratadas fueron trituradas usando un homogeneizador Braun
(Tipo 4142, Alemania). La suspension se filtré a través de un tamiz de tela
de muselina fina de 150 mm de abertura de malla. La suspension
obtenida se dejo reposar durante 12 h para la sedimentacion completa del
almiddén antes de decantar el sobrenadante. La torta de almidon resultante
se seco al aire durante 6 h y luego a 50 °C durante 16 h. El almidon seco
se pulverizé y se almacend en un recipiente seco hermético hasta su uso.
Sus propiedades fisico-quimicas y térmicas fueron evaluadas vy
comparadas con las del almidon de maiz. El rendimiento de almidon
extraido fue de 20.5+ 0.55% p/p. La microscopia electronica de barrido
(SEM) mostré6 que el almidon de semilla de palta presenta formas
triangulares y circulares, ambos con una distribucion aproximadamente
similar. Los granulos triangulares fueron de mayor tamafio (28 a 32 mm)
que los circulares (6 a 9 mm). La capacidad de formacion de espuma fue
de 19.05+0.6%, capacidad de hinchamiento, absorcibn de humedad y
claridad de la pasta fueron generalmente inferiores a los del almidon de
maiz. El almidon de semilla de palta mostré sinéresis que aumentd de
forma acumulativa con el aumento del nimero de ciclos congelacion-
descongelacién. Las temperaturas de transicion vitrea (Tg) y de
gelatinizacion del almidon de semilla de palta fueron mayores que el del
almidon de maiz. Las temperaturas de fusion (Tm), el contenido de
cenizas, mostraron similitudes con las determinadas para el almidon de
maiz. Las tabletas preparadas con pastas de almidén de semilla de palta
como aglutinante mostraron compactibilidad y resistencia mecanica
superior a las del almidon de maiz pero con caracteristicas de flujo

similares.

Sandhu y Lim (2008) estudiaron las caracteristicas estructurales y
digestibilidad de los almidones aislados de las semillas de dos cultivares
de mango (Chausa y Kuppi) y se compararon con las caracteristicas de

almidén de maiz comercial. Para aislar el almidén, secaron las semillas a



40 °C en un secador de aire caliente durante 10 h. Extrajeron el nucleo
triturando la pepa y los trozaron (2 cm?), posteriormente fueron
sumergidos en solucién con 0.16% de bisulfito de sodio durante 12 h a 50
°C. Luego, el agua fue drenada, y los nucleos fueron triturados. La
suspension fue filtrada (malla 100) y el filtrado se dejo en reposo durante
1 h. El sobrenadante se elimind por succion y la capa de almidon
sedimentada se re-suspendié en agua destilada y se centrifug6 a 2800
rom durante 5 min. La capa superior se raspo y el almidon sedimentado
se re-suspendid en agua destilada y se volvid a centrifugar 3-4 veces.
Luego se secd en un horno de vacio a 50 °C a 100 mm Hg durante 6-7 h.
El almidén extraido mostré un patron de difraccion de rayos X de tipo A,
con cristalinidad relativa de 35.4% y 38.3%, respectivamente, para
cultivares Kuppi y Chausa. La caracterizacion estructural obtenida,
usando cromatografia de columna de exclusiébn de tamafio de alto
rendimiento conectada a dispersién de luz laser de varios angulos y
detectores de indice de refraccion (HPSEC-MALLS-RI), revelé que los
almidones de semilla de mango tenian menor peso molecular (Mw) y
menor radio de giro (Rg) de la amilopectina y amilosa en comparacion con
el almidén de maiz. EIl Mw de la amilopectina para los almidones de
Chausa y Kuppi fue de 179x108 y 140x108 g/mol, respectivamente. Las
cantidades de almidén facilmente digerible (RDS) y almidén lentamente
digerible (SDS) fueron menores para almidén de semilla de mango que
los del almidon de maiz. Mientras que el contenido de almidén resistente
(RS) (75.6% y 80.0%, respectivamente) fueron sustancialmente mas altos
en almidén de maiz (27.3%). Los valores del indice glucémico (GI) para
los almidones de semilla de mango fueron de 48.8 y 50.9 (para Chausa y
Kuppi, respectivamente), mientras que para el almidéon de maiz fue de
74.8, lo que indica que el almidon aislado de semilla de mango, eran

altamente resistentes a la digestion con contenidos significativos de RS.



1.3.Justificacion

El palto (Persea americana Mill), nativo de México y Centroamérica,
pertenece a la familia Lauraceae. Su fruto comercialmente valioso tiene
alto contenido de aceite polinsaturado. Los centros de produccion
comercial son México, California, Chile, Israel, Australia, Sudafrica y Peru,
de los cuales, México es el mayor productor mundial, con 3.4 millones de
toneladas de produccion anual (Rengifo, 2014), mientras que el Peru es el
segundo exportador mundial de paltas. Actualmente La Libertad es la
primera region productora de palta en el Perd, con una produccién anual
de 97,470 toneladas, que constituye el 29% del total nacional (Agrodata,
2017).

El procesamiento de frutos de palta, como deshidratado, congelado,
enlatado, entre otros, da como resultado residuos sustanciales,
particularmente de semillas desechadas, que representan alrededor del
16% del peso seco de los frutos. Estos subproductos pueden causar
problemas, como la propagacién de plagas de insectos y roedores, asi
como generar gastos debido al alto costo del transporte a las zonas de
deshecho. Estas semillas contienen aproximadamente 29% de almidén,

gue podria ser utilizado en diferentes industrias (Dabas et al., 2011).

Sin embargo, el almidén se puede extraer usando varios procesos,
dependiendo de la fuente y su uso final. Generalmente, se realiza una
molienda en humedo, con posterior filtrado, para separar la fibra y luego,
centrifugacion o sedimentacion para separar el almidon. El almidén es
luego secado a 38+2°C, molido, tamizado y envasado (Liu, 2005). En el
caso de la extraccion de almidon de los tubérculos, raices y semillas, la
molienda se lleva a cabo con una solucién acuosa de bisulfito sédico a pH
controlado para prevenir el pardeamiento enzimatico (Paraginski, et al.,
2014). La proporcion agua sulfitada: materia prima y concentracion
empleada varian de acuerdo al producto: 2.5:2, solucién de bisulfito de
sodio (0.1%) (Paraginski, et al., 2014); 1:1, solucién de metabisulfito de
sodio (0.5%) (Luciano, 2016); solucion de bisulfito de sodio 0.16% (Kaur
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et al., 2004); 5:1, solucién A (Tris 2 mM, pH 7.0, NaCl 7.5 mM y NaHSOs3s
80 mM) y soluciéon B (1500 ppm de SO2) (Chel-Guerrero et al., 2016)

respectivamente.

El almidon también puede extraerse a partir de la materia deshidratada
por aire caliente a las temperaturas de 40 °C (Kaur et al., 2004) a 60 °C
(Chel-Guerrero et al., 2016), con posterior trozado, suspension en agua
sulfitada, triturado, tamizado y centrifugado (Kaur et al., 2004). Sin
embargo, temperaturas mayores a 40 °C pueden originar cambios
estructurales en la molécula de almidén, modificando sus propiedades
fisicoquimicas, tales como poder de hinchamiento y solubilidad (Malumba,
et al., 2010), asi como presentar un efecto negativo en la separacion del
almidon de la proteina (Altay y Gunasekaran, 2006), las cuales reducen el
ingreso de agua a los granulos durante la gelatinizacion, limitando las
interacciones entre el agua y los componentes del almidon, elevando su

temperatura de gelatinizacion (Malumba et al., 2010).

En algunos casos, la presencia de proteina insoluble y fibra fina, dificultan
el aislamiento del almidén, por lo que el almidén aislado debe purificarse
re-suspendiéndose en solucion de hidroxido de sodio 0.05 mol/L con
agitacion constante durante 6 h, con posterior neutralizacién con solucién
de HCI 0.1 mol/L hasta pH 7.0 (Rengsutthi y Charoenrein, 2011) o con
solucién tampoén pH 7.2 (fosfato de sodio 0.05 M /cloruro de sodio 1M) y
posterior lavado con agua destilada para eliminar las sales (Diaz et al.,
2016). Puede emplearse también una solucién de NaOH (0.1 a 0.01 M)
antes de la centrifugacion y filtracion para la purificacion del almidén (Zhu,
2017). Este método da lugar a almidén con un alto rendimiento y grado de
pureza (Mistry y Eckhoff, 1992). La concentracién de alcali utilizada para
el aislamiento del almidén (0.05-0.1%) debe ser menor que la requerida
en la produccién de derivados de almidon (5-10%), para que no provoque
dafios en los granulos (Thys et al., 2008). Estos almidones presentan
patréon de difraccion de rayos X y morfologia similar al almidén comercial,
por lo que el alcali atacaria preferentemente las regiones amorfas en lugar

de las cristalinas (Karim et al., 2008), sin embargo pueden presentar una
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temperatura de formacion de pasta mas baja y mayor viscosidad (Collado
y Corke, 1998).

El almidén separado por centrifugacion o sedimentacién, basado en la
diferencia de densidad entre el almidén y otros componentes, se seca a
temperaturas entre 38 a 40 °C por 12 h, o se madifica fisica, quimica o
enzimaticamente para elaborar nuevos productos (derivados del almidén)
y mejorar sus propiedades funcionales (Xie et al., 2005).

Lo anteriormente citado indica que, para la extracciéon de almidon de
semilla de palta, fuente de almidon no convencional de almiddn, se debe
optimizar su proceso de extraccion, para evitar modificaciones en sus
propiedades fisicoquimicas y funcionales y asi evaluar su aplicacién como
ingrediente en sistemas alimentarios como alimentos para bebés, salsas,
productos de pan, jaleas, caramelos y salchichas, asi como su uso
posible como vehiculo en productos farmacéuticos y en polimeros

biodegradables para envasado de alimentos.

1.4.0bjetivos

Objetivo general Resultados finales Medios de
verificacion
Evaluar el efecto de la | Indicar la concentracion de | Informe final
concentracion de hidroxido | hidréxido de sodio y tiempo | presentado.
de sodio y tiempo de |de tratamiento durante la
01 tesis de pre-

tratamiento durante la

etapa de purificacién, en

etapa de purificacion, que

permita obtener las

grado presentada

para sustentacion.

las caracteristicas | caracteristicas

fisicoquimicas, reoldgicas | fisicoquimicas, reologicas y | g1 articulo
y térmicas del almiddn | térmicas mas adecuadas en | gceptado para
extraido a partir de semilla | el almidon extraido a partir | pyplicacion en

de
americana Mill) variedad

palta (Persea

de semilla de palta (Persea

americana Mill) variedad

revista indizada.
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Hass.

Hass.

Objetivos especificos

Resultados intermedios

Medios de

verificacion

Determinar las
caracteristicas

fisicoquimicas del almidon
extraido de semilla de
palta (Persea americana

Mill) variedad Hass.

Caracterizacion

fisicoquimica del almidon
extraido de semilla de palta
Mill)

(Persea americana

variedad Hass.

Se especificara para cada

tratamiento evaluado.

Informe parcial de

resultados.

Determinar las
caracteristicas

del

reologicas

almidéon extraido de

Caracterizacion
del

semilla de palta (Persea

reologica

almidén extraido de

Informe parcial de

resultados.

semilla de palta (Persea | americana Mill) variedad
americana Mill) variedad | Hass.
Hass.
Se especificara para cada
tratamiento evaluado.
Determinar las | Caracterizacion térmica del | Informe parcial de

caracteristicas térmicas
del

semilla de palta (Persea

almidén extraido de

americana Mill) variedad

Hass.

almidon extraido de semilla
de palta (Persea americana

Mill) variedad Hass.

Se especificara para cada

tratamiento evaluado.

resultados
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1.5.Marco teérico

El palto (Persea americana Mill.) es un arbol frutal nativo de Mesoamérica
y Centro América, pero actualmente se cultiva en todo el mundo. Es
miembro de la familia Lauracea y los arboles maduros pueden alcanzar
alturas de 15 a 30 m. Su fruto tiene una corteza verde oscuro y rugosa
que pulpa verde-amarillenta rica en aceites, muy apreciada por sus
propiedades sensoriales y nutricionales. Las semillas grandes
representan un promedio de 15 a 16% del peso del fruto. La pulpa es una
fuente importante de vitaminas (D, E, B6, B12 y C), minerales como el
potasio, el fésforo, el calcio, el hierro y el sodio, aminoacidos esenciales
(valina, lisina, fenilalanina, isoleucina, leucina, treonina y metionina) y
acidos grasos insaturados (oleico, linoleico y linolénico) (Lacerda y
Colman, 2014).

La presencia de micro y macro-nutrientes en la pulpa de fruta es la
principal razén para el constante aumento de su consumo. Entre las
diferentes variedades palta, la variedad Hass es comunmente cultivada
debido a su mayor vida util y a la demanda del mercado. Sin embargo, es
importante entender que solo se consume la pulpa de la fruta; la semilla
de palta, que es aproximadamente el 16% del peso fresco total del fruto,
se considera residuo agricola y se desecha sin mas aplicaciones (Avhad
& Marchetti, 2015). Sin embargo, el posible uso de las semillas de palta,
en funcion al almidén que contienen, podria reducir el costo total del fruto,
(Lacerda y Colman, 2014).

Después de la celulosa, el almidon, es probablemente el polisacarido mas
abundante e importante desde el punto de vista comercial. Se encuentra
en los cereales, los tubérculos y en algunas frutas como polisacarido de
reserva energética. Su concentracion varia segun el estado de madurez
de la fuente. Desde el punto de vista quimico, el almidén es una mezcla
de dos polisacaridos muy similares, la amilosa y la amilopectina; el
primero es producto de la condensacion de D-glucopiranosas por medio

de enlaces glucosidicos a (1,4), que establece largas cadenas lineales
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con 200-2 500 unidades y pesos moleculares hasta de un millon; es decir,
la amilosa es una a-D-(1,4)-glucana, cuya unidad repetitiva es la a-
maltosa. Tiene la facilidad de adquirir una conformacién tridimensional
helicoidal, en la que cada vuelta de la hélice consta de seis moléculas de
glucosa. Por su parte, la amilopectina se diferencia de la amilosa en que
contiene ramificaciones que le dan una forma molecular similar a la de un
arbol; las ramas estan unidas al tronco central (semejante a la amilosa)
por enlaces a-D-(1,6), localizadas cada 15-25 unidades lineales de
glucosa (figura 2.21). En términos generales, los almidones contienen
aproximadamente 17-27% de amilosa, y el resto de amilopectina. Algunos
cereales, como el maiz, el sorgo y el arroz, tienen variedades llamadas
“céreas” que estan constituidas casi unicamente por amilopectina; hay
otras que tienen hasta 90% de amilosa. La concentracion relativa de estos
dos polimeros esté regida por factores genéticos tipicos de cada cereal
(Xie et al., 2005).

Cuando se observa bajo un microscopio, los granulos de almidon difieren
en tamafo y forma. El tamafio de granulo difiere considerablemente entre
almidones y varia de 1 a 110 micras siendo el rango promedio de tamafio
de 1 a 20 micras para los granulos pequefios y de 20 a 110 micras para
los grandes (Bertoft y Blennow, 2016). Los granulos pequefios son
esféricos u ovalados, pero los mas grandes son generalmente
elipsoidales, paralelepipedo o de forma irregular. Esta variacion en la
forma con el tamafio de los granulos podria estar relacionado con el
embalaje del granulo durante el crecimiento de los 6érganos de
almacenamiento. El espacio limitado disponible en las células de
tubérculo puede conducir a una alteracion en la forma del granulo durante

el crecimiento (Bertoft y Blennow, 2016).

Cuando las moléculas de almidon se calientan en exceso de agua, su
estructura cristalina se interrumpe y las moléculas de agua se vinculan
por enlaces de hidrégeno a los grupos hidroxilo expuestos de las
cadenas de amilosa y amilopectina, o que provoca un aumento en la

solubilidad e hinchazén de los granulos. El poder de hinchamiento y
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solubilidad proporcionan una evidencia de la magnitud de la interaccion
entre las cadenas de almidon dentro de los dominios amorfos y
cristalinos. El alcance de esta interaccion se ve influenciada por las
caracteristicas y relacion de amilosa/amilopectina en términos de peso
molecular, grado de distribucion y conformacién de las ramificaciones
(Vamadevan y Bertoft, 2015).

El almidén de papa presenta mas alto poder de hinchamiento que el
almidon de cereales. Los granulos de almidon de maiz y trigo pueden
hincharse hasta 30 veces su volumen original y los granulos de almidon
de papa hasta 100 veces sin desintegrarse. EI mayor poder de
hinchamiento y mayor solubilidad del almidén de papa es probablemente
debido a la presencia de un gran numero de grupos fosfato en la
molécula de amilopectina. La repulsién entre los grupos fosfato de
cadenas adyacentes aumenta la hidratacién por el debilitamiento de la
unién dentro del dominio cristalino. Sin embargo, los granulos pequefios
muestran una mayor hidratacion que los grandes, debido principalmente

a su mayor area de superficial (Bertoft y Blennow, 2016).

Las diferencias en el comportamiento de hinchamiento y solubilidad de
los almidones entre fuentes botanicas y entre los cultivares de cualquier
fuente botanica son causadas por las diferencias del contenido de
amilosa y lipidos, asi como la organizacién del granulo. La amilosa juega
un papel importante en la hinchazén inicial de los granulos, la cual se
realiza mas rapidamente después de que la amilosa ha sido lixiviada. El
aumento de la solubilidad del almidon, con el aumento concomitante en
la claridad de suspension, se observa principalmente como resultado de
la hinchazén de los granulos, lo que permite la exudacion de la amilosa.
Los granulos se convierten cada vez mas susceptibles a la cizalla y a la
desintegracion, se hinchan y liberan el material soluble a medida que se
desintegran. La pasta de almidon caliente es una mezcla de granulos
hinchados y fragmentos de granulos, dispersados en una solucion
coloidal (Bertoft y Blennow, 2016).
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El orden cristalino en granulos de almidon es a menudo el factor basico
subyacente que influye en sus propiedades funcionales. El colapso del
orden cristalino dentro de los granulos de almidén se manifiesta como
cambios irreversibles en propiedades tales como hinchazén de granulo,
formacion de pasta, pérdida de birrefringencia optica, pérdida del orden
cristalino, desenrollado y la disociacion de las dobles hélices y
solubilidad del almidon. El fendmeno de gelatinizacion se inicia en el hilio
del granulo y se hincha rapidamente a la periferia. La gelatinizacion se
produce inicialmente en las regiones amorfas en contraposicion a las
regiones cristalinas de los granulos, debido a que los enlaces de
hidrogeno se debilitan en estas areas. Las transiciones de orden-
desorden que se producen en el calentamiento de una suspension
acuosa de granulos de almiddén se han investigado extensamente con el
calorimetro de barrido (DSC). Las temperaturas de gelatinizacion del
almidon (inicio, Ti; pico, Tp; final, Tf) y la entalpia de gelatinizacion
(AHgel) medida por DSC se relacionan con el grado de cristalinidad
(Singh et al., 2003).

La temperatura de inicio refleja el inicio del proceso de gelatinizacion,
que es seguido de un pico de temperatura y la temperatura final.
Después de Tf, todas las dobles hélices de amilopectina estan
disociadas, aunque las estructuras granulares hinchadas seran retenidos
hasta que la temperatura mas intensa y el cizallamiento sean aplicadas
(Tester y Debdn, 2000). Un alto grado de cristalinidad proporciona
estabilidad estructural y hace que el granulo sea mas resistente a la
gelatinizacion, lo que se traduce en temperaturas de transicion mas altas
(Singh et al., 2016).
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1.6.Hipotesis

La concentracion de hidréxido de sodio de 0.075 M y tiempo de inmersion

de 182.50 min, durante la etapa de purificacion, permitird obtener

caracteristicas fisicoquimicas, reoldgicas y térmicas mas adecuadas en

almiddn extraido de semilla de palta.

1.7.Metodologia

1.7.1.

1.7.2.

Objeto de estudio

Cuarenta kg de semilla de palta, variedad Hass, procedente del
distrito de Chao, Provincia de Vird, Region La Libertad, en buen
estado seran seleccionados descartando aquellas con deterioro
microbioldgico, picaduras de insectos o roedores. Se trabajara con

semillas con no mas de un dia de haber sido separadas de la

pulpa.
Se realizara un muestreo por conveniencia del investigador.
Esquema experimental

Se empleara un Disefio Estadistico Central Compuesto Rotacional
(DCCR), dentro de la metodologia de Superficie de Respuesta, con
dos variables independientes, que incluird 22 puntos factoriales +
2*2 puntos axiales y 5 repeticiones en el punto central, totalizando
13 ensayos experimentales. En el Cuadro 1 se muestran los
valores de las variables utilizadas en este experimento obtenidos

para un a de +1.41.
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Cuadro 1. Valores utilizados en DCCR para las dos variables

seleccionadas

Variables
_ _ -1.1442 -1
independientes

0 +1 +1.4142

Concentracion
de NaOH 0.03 0.043

(M)

0.075 0.107 0.12

Tiempo de
tratamiento 5 59.99

(min)

182.5 | 308.01 360

Los valores observados en el Cuadro 1 son utilizados para construir

el disefio del experimento generado por el software estadistico R

3.4.2 presentado en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Variables codificadas y reales correspondientes a los tratamientos

generados
Tratamientos Factor 1 Factor 2
A:NaOH (M) B:Tiempo (min)

1 -1 0.043 -1 56.99
2 1 0.107 -1 56.99
3 -1 0.043 1 308.01
4 1 0.107 1 308.01
5 -1.414 0.030 0 182.50
6 1.414 0.120 0 182.50
7 0 0.075 -1.414 5.00
8 0 0.075 1.414 360.00
9 0 0.075 0 182.50
10 0 0.075 0 182.50
11 0 0.075 0 182.50
12 0 0.075 0 182.50
13 0 0.075 0 182.50




19

1.7.3. Extraccién de almidon de semilla de palta

Para la extraccion del almidon de semilla de palta, se seguiré el
procedimiento presentado por Vargas (2015). Cuarenta kilogramos
de semilla de palta seran lavadas, peladas, trozadas y trituradas
por 3 min a velocidad maxima, utilizando una licuadora industrial,
con una relacion de agua sulfitada: trozos de semilla 2:1. Se
empleara una concentracion de bisulfito de sodio de 0.5% con el fin
de inhibir el pardeamiento enzimatico. La suspensién sera
tamizada un tamiz N° 140 (serie ASTM) de abertura de malla 106
pm, con la finalidad de eliminar la fibra.

La fibra obtenida sera re-suspendida en agua, con una relacion
agua: fibra con almidon 2:1 y sera triturada por 3 min. La
suspension de almidon obtenida, después del tamizado, sera
mezclada con el primer filtrado, para su sedimentacién. La
sedimentacién se realizara por 4 h, al cabo de las cuales se
eliminara cuidadosamente el sobrenadante. Se preparard una
suspension con el almidon sedimentado: agua en la proporcion 2:1,
y dejara sedimentar por 4 h para luego eliminar el sobrenadante.

Para la purificacion del almidén, el sedimento sera re-suspendido
en una solucién de hidréxido de sodio en una proporcion 2:1, para
luego descartar el sobrenadante. La concentracion de NaOH y
tiempo empleados corresponderan a los reportados en el disefio

experimental (Cuadro 2).

Posteriormente, se eliminara el sobrenadante y se re-suspendera
en almidon sedimentado en agua en una proporcién 1:1, con el fin
de regular el pH a 7. Se dejara reposar por 3 h, eliminando en
sobrenadante en cada caso. Esta operacion se repetira 3 veces.

El almidon sedimentado se colocara en bandejas de plastico, con
un espesor de 0.5 cm y se secara en una estufa con circulacion de

aire forzado a 36 °C + 2° C durante 24 horas, para evitar la
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modificacion del almidén, hasta una humedad final de 12%. La
molienda se realizara en un molino de martillos para reducir el
tamafio de particula y se tamizard con una tamiz N° 140 (serie
ASTM) de abertura de malla 106 um. Posteriormente, el almidon
sera envasado en frascos de vidrio de 1 kg almacenandose a

temperatura ambiente, hasta su posterior analisis.

Caracterizacion del almidén extraido de semilla de palta
1.7.4.1. Formay tamafio de los granulos de almidén

La forma y tamafio de los granulos de almidén seran
determinados por Microscopia Electronica de Barrido
(Tecsan VEGA 3 LM).

1.7.4.2. Contenido de amilosa y amilopectina

El contenido de amilosa y amilopectina seran determinados
por método espectrofotométrico, usando curva de
calibracion de amilosa, segun metodologia descrita por
(Matta, 2009), en las muestras de almidén previamente
desgrasadas con hexano.

1.7.4.3. Patrén de difraccion de rayos X

Las muestras de almidon seran equilibradas en un
desecador conteniendo una solucion de BaCl2 saturada
(25 °C, aw: 0.9) durante 10 dias. Posteriormente seran
sometidas a un difractor de rayos X (Buker D8 ADVANCE
ECO) con radiacion de cobre, utilizando una velocidad de
barrido de 2 °/min (Matta, 2009).

1.7.4.4. Poder de hinchamiento y solubilidad

El poder de hinchamiento (PH) y la solubilidad (S) del

almidon nativo seran determinados por el método
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propuesto por (Huang et al., 2016). Se pesara 0.4 g de
almiddn y se colocara en un tubo de centrifuga (50 mL) con
20 mL de agua destilada, el tubo de centrifuga se calentara
en un bafio de agua a 80 °C durante 30 min,
posteriormente se centrifugara a 5000 rpm durante 30 min.
Luego se separara y pesara los sobrenadantes y el
sedimento de almidon hinchado. Posteriormente, el
sobrenadante se secara en una estufa a 105 °C hasta peso
constante y se pesara. El PH (g/g ms) y S (%) se calculara

mediante las ecuaciones 2y 3.

PH(O/9)= o e (@)
s=o - )

Donde:
PRC: peso residuo de centrifuga
PM: peso de muestra

PRE: peso residuo de evaporacion

Caracteristicas reoldgicas

Las curvas de flujo de los geles de almidon se elaboraran
con un redmetro Haake-Mars 60 (TA Instruments Ltd.,
Crawley, UK), usando la geometria plato-plato de 60 mm a
una temperatura controlada de 25 °C. Se prepararan
suspensiones de almidon al 4% (w/w), las que seran
calentadas en un bafio de agua con agitacion (GFL,
modelo 1083, Alemania) con temperatura controlada a 90
°C durante 30 minutos, posteriormente los geles seran
enfriados hasta 25 °C (Martinez et al., 2015).
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Las caracteristicas reoldgicas, tension de fluencia,
coeficiente de consistencia, indice de comportamiento de
flujo (oo, k, n) serén determinadas a partir de las curvas de
flujo obtenidas. Se empleara separacion entre placas (gap)
de 1 mm. Antes de las mediciones, las muestras se
mantendran entre las placas por un tiempo de 10 min (Wei
et al., 2001).

Para la determinacion de las caracteristicas reologicas, se
empleara la ecuacion Herschel-Bulkley (Ecuacion 1) (Ibarz

y Barbosa-Canovas, 2003).

=0, + k*w )

Determinacién de oo

Se determinara la tensién de fluencia (o0o) empleando la
ecuacion de Casson (Ecuacién 2) (lbarz y Barbosa-
Céanovas, 2003).

Jo=lo+kly ()

Donde el intercepto es:

Jo

Determinacién de ky n

Una vez determinada la tension de fluencia (00), se
procedera a encontrar coeficiente de consistencia (k), que
se relaciona con la consistencia fluida y su resistencia al
fluo y el parametro n, conocido como el indice de
comportamiento de flujo, a partir de la ecuacion 3 (lbarz y

Barbosa-Cénovas, 2003).
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o\
o =0, +k*(}/j
o\7
o -0, :k*(yj

log(c - o, ) = logk +n*logy (3)
Donde el intercepto es log (k) y la pendiente n.

Caracteristicas texturales

El comportamiento de textura de los geles de almidon se
determinara utilizando el método descrito por Gunaratne y
Corke (2007) con algunas modificaciones. Se empleara un
Texturometro TA.HD plus Texture Analyser usando una
celda de carga de 5 kg-f. El gel equilibrado a temperatura
ambiente sera comprimido a una velocidad de 5 mm/s,
velocidad de ensayo de 0.5 mm/s y después una velocidad
de 5 mm/s a una distancia de 10 mm con una sonda
cilindrica y fuerza de 5 g a 6 mm. El pico de maxima fuerza
(dureza) en el perfil de textura (TPA) representa la
resistencia del gel, mientras que otros parametros como
gomosidad, elasticidad y cohesion, se deduciran por
extrapolacion de la curva TPA.

Propiedades térmicas

Se determinaran por medio de un andlisis de Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC), utilizando un equipo MCDSC
(Multicell Differential Scanning Calorimeter TA Instruments),
a una velocidad de calentamiento de 2 °C/minuto, desde 25
a 120 °C, La Temperatura Inicial (Ti), Temperatura Pico
(Tp), Temperatura final de gelatinizacion (Tf) y la entalpia
de gelatinizacion (AH) se tendran del termograma
resultante (Matta, 2009).
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1.7.5. Anadlisis de datos

Mediante el software estadistico libre R 3.4.2, se evaluara la
significancia del modelo cuadratico (p<0.05) mediante el andlisis de
varianza y de los valores de los coeficientes de determinacion (R? y
R2-ajustado); ademas se obtendran los coeficientes de la regresion,
las superficies de respuesta y de contornos, los valores predichos y
los residuales; con las respuestas significativas se realizara un
analisis multirespuesta mediante la superposicion de contornos; de
esta forma se determinard la zona de optimizacion de las variable
independientes; finalmente se validaran los resultados para lo cual,
se realizard 3 réplicas a partir la combinacion predicha, seran
medidas las respuestas y se evaluara si estas se encuentran

dentro del intervalo de confianza al 95% (Montgomery, 2005).
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SECCION C. Cronograma de investigacion
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SECCION D: PRESUPUESTO DEL PROYECTO

Partida presupuestaria Monto (S/.)

1. Equipos y bienes duraderos

2. Recursos humanos (hasta un 20% del 2,400
presupuesto)

3. Materiales e insumos 13,150

4. Pasajes y viaticos 1,600

5. Servicios tecnoldgicos

TOTAL 17,150
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CUADRO 1. Equipos y bienes duraderos (adjuntar proformas)

Equipos y
bienes

duraderos

Especificaciones

técnicas

Proforma
(fecha)

Costo

unitario

Cantidad

Costo
total S/.

CUADRO 2. Recursos Humanos - Valorizacion del equipo Técnico

Nombre Escuela o % de Honorario | N° de Costo
Unidad a la | dedicacién | mensual | meses | total S/.
que
pertenece
o Industrias
Estadistico _ ) 25% 300 3 900
alimentarias
_ Industrias
Tesista . _ 100% 150 12 1,500
alimentarias
2,400
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CUADRO 3. Materiales e insumos

Descripcion Costo unitario Cantidad | Costo
total S/.

Materia prima 3 50 150
Amilosa de papa Fcox 5 g 2500 01 2500
Amilopectina de papa Fco. x

3000 01 3000
259
Material de vidrio 1500 1 1,500
Kit de micropipetas
autoclavables: 0.5-10 puL; 10-

3,500 01 3,500
100pL; 100-1000 pL; O3
racks con 96 tips c/u
Materiales varios 2,500 1 2,500

13,150
CUADRO 4. Pasajes y viaticos
Descripcién Costo Cantidad Costo total
unitario S/.

Movilidad interprovincial (Lima-

400 4 1,600

La Molina)

1,600
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CUADRO 5. Servicios tecnoldgicos

Descripcion

Costo

unitario

Cantidad

Costo total
S/.
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FORMATO 2
DECLARACION JURADA DE COMPROMISO Y AUTENTICIDAD DEL PROYECTO
Trujillo 29 de setiembre del 2,017
Sefior Doctor
Luis Cerna Bazan
Vicerrector de Investigacion
Presente.-
De mi consideracion:

La suscrita docente de la Facultad de Ciencias Agrarias Escuela Profesional de
Ingenieria en Industrias Alimentarias identificado con DNI N° 08715119 y
domicilio en Calle los Cocoteros N° 253 A-2 El Golf DECLARO BAJO
JURAMENTO mi compromiso de participar como Investigador Principal y
responsable del proyecto de investigacion titulado “Aislamiento vy
caracterizacion de almidén extraido a partir de semilla de palta (Persea
americana Mill) variedad Hass” el cual es ORIGINAL Y AUTENTICO y esta
enmarcado en las areas académicas y lineas de investigacion priorizadas por
la Universidad Privada Antenor Orrego (UPAO).

Sin otro particular, quedo de usted.
Atentamente,
Gabriela del Carmen Barraza Jauregui
DNI N° 08715119

Docente TP



