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Resumen

Se evalu el efecto de dos métodos de aislamiento (método SN = lavados con agua, y método ST = lavados con tolueno) en
el rendimiento, propiedades fisicoquimicas, morfoldgicas, térmicas, estructurales y reoldgicas de almidones de manzanas
‘Golden Delicious Smoothee” cosechadas a 60 y 90 dias después de la plena floracién (DDPF). El tamaiio de los granulos
no fue influenciado por el método de aislamiento, pero si por la madurez del fruto al variar de 2.7-8.6 a 4.5-9 ym a 60 y
90 DDPF, respectivamente. El método SN presenté mayor rendimiento que el método ST, pero la pureza de los almidones
en ambos casos fue similar (> 92 %). El color de los almidones fue influenciado por el método de aislamiento y madurez
del fruto. Las propiedades reoldgicas variaron con la madurez del fruto, el indice de consistencia k oscilé entre 5.49 y
15.19 Pa sn para manzanas cosechadas a los 60 y 90 DDPF, indicando posibles cambios estructurales en los granulos.
Todos los almidones exhibieron un patrén de difraccién tipo C y bajas entalpias de gelatinizacion, comprendidas entre 6.90
y 10.20 J/g. Las manzanas inmaduras pueden ser una fuente alternativa de almidones con propiedades fisico-quimicas y

estructurales especificas.
Palabras clave: almidén, difraccion de rayos X, calorimetria diferencial de barrido, “Golden Delicious Smoothee”.

Abstract

We evaluated the effect of two isolation methods (SN method= water washes, and the ST method= toluene washes) in
terms of yield and physicochemical, morphological, thermal, structural and rheological properties of starches of “Smoothee
Golden Delicious” apples harvested at 60 and 90 days after flowering (DAF). The size of the granules were not influenced
by the isolation method, but by fruit maturity, going from 2.7-8.6 to 4.5-9 um at 60 and 90 DAF, respectively. The
SN method showed better yields than the ST method, but the purity of the starches was similar in both cases (> 92%).
The color of the starches was influenced both by the isolation method and fruit maturity. The rheological properties
varied with fruit maturity; the consistency index (K) ranged from 5.49 to 15.19 Pa sn for apples harvested at 60 and 90
DAF, indicating possible structural changes in the granules. All starches exhibited a type-C diffraction pattern and low
gelatinization enthalpies between 6.90 and 10.20 J/g. Immature apples can be an alternative source of starch with specific

physicochemical and structural properties.
Keywords: starch, X-ray difraction, differential scanning calorimetry, ‘Golden Delicious Smoothee”.

1 Introduccion industriales. Es utilizado como agente espesante,

encapsulante, gelificante, texturizante, y en

El almidén es uno de los biopolimeros con mayor
versatilidad en cuanto a aplicaciones alimentarias e

* Autor para la correspondencia. E-mail: pzamudio@ciad.mx
Tel. + 52 625 581 2090

Publicado por la Academia Mexicana de Investigacion y Docencia en Ingenieria Quimica A.C.

la
formacién de peliculas y/o empaques biodegradables
(Liu, 2005; Bertolini, 2010; Jiménez y col.,
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2012; Olguin-Arteaga y col., 2015). Estas
aplicaciones dependen en gran medida de sus
propiedades funcionales y éstas a su vez estin muy
relacionadas con el tamafio y forma de los granulos,
con la organizacion estructural de sus principales
componentes (amilosa y amilopectina) y la presencia
de componentes minoritarios (Bertolini, 2010; Liu
y col., 2011). Existe un creciente interés de la
industria alimentaria por almidones con nuevas o
mejores propiedades funcionales que las que ofrecen
las fuentes convencionales como cereales y tubérculos
(Correia y col., 2012; Yuliana y col., 2012; Zhou
y col., 2012). Por tal razén diversos grupos de
investigacién alrededor del mundo han reportado las
propiedades funcionales y potenciales aplicaciones
de almidones de fuentes no convencionales como el
platano (Ramirez-Herndndez y col., 2015), mango
(Bello-Pérez y col., 2005; Sandhu y Lim, 2008),
jicama (Martinez-Bustos y col., 2007; Amaya-Llano
y col., 2011) y avena (Berski y col., 2011; Zamudio-
Flores y col., 2015); sin embargo, existe un potencial
de investigaciéon en almidones de frutos como la
manzana. En este sentido, de acuerdo con datos del
Sistema de Informacién Agroalimentaria y Pesquera
(SIAP, 2015), el estado de Chihuahua destaca por ser
el principal productor de este fruto en la Reptblica
Mexicana. Una de las variedades mas cultivada y
cosechada en la regién es la “Golden Delicious” (Salas
y col., 2011). Debido a sus atributos de calidad
(produccién, mayores tiempos de almacenamiento,
color, sabor y aroma), la variedad “Golden Delicious”
es una de las mas populares en el mundo (Iglesias
y col., 2001). Recientemente se ha optado por
variedades como la “Golden Delicious Smoothee’,
la cual presenta mayor resistencia a enfermedades
y plagas (Iglesias y col., 2009). Esta variedad fue
liberada en Pensilvania (EUA) y es el resultado de
una mutacién natural de ‘Golden Delicious”. Es
la variedad Golden mas cultivada en el mundo con
caracteristicas similares a la variedad original (Iglesias
y col., 2001). Para poder posicionar este fruto
en el mercado nacional e internacional es necesario
esperar un cierto tiempo para su cosecha comercial,
lo cual puede variar dependiendo de las condiciones
agroclimatoldgicas prevalecientes (Brookfield y col.,
1997). Para determinar la fecha 6ptima de cosecha
de los frutos, se monitorea la evolucion de diversos
indices como son: madurez, el contenido de sélidos
solubles totales (SST), acidez titulable (AT), firmeza,
e indice de almidén (Molina-Delgado y col., 2009).
El almidén es uno de los carbohidratos mayoritarios
presentes en las manzanas en estado inmaduro, del

cual se han reportado valores de hasta un 44-
53 % (base seca) (Singh y col., 2005). Sin
embargo, conforme aumenta la madurez del fruto,
su presencia y concentracion disminuyen debido a
la accién de enzimas que hidrolizan el almidén a
azucares simples, incrementando asi el contenido
de los sélidos solubles totales (Singh y col., 2005;
Salas y col., 2011). La capacidad de la amilosa
de interactuar con el yodo produce una coloracién
azul (indice de yodo) en los tejidos que, a medida
que madura el fruto, disminuye su intensidad hasta
casi ser nula al momento de la cosecha y este
se toma como un indice de madurez (Brookfield y
col., 1997). Brookfield y col. (1997) encontraron
una relacion directa entre la degradaciéon de almidon
con la madurez en manzanas Fuji y Royal Gala, y
determinaron que la mayor concentracién de almidén
se encuentra entre los 80 y 110 dias después de la
plena floraciéon (DDPF). Las propiedades funcionales
que determinan las aplicaciones especificas de los
almidones en la industria de alimentos no solamente
son afectadas por su estructura y fuente botdnica; sino
que ademads, el método de aislamiento puede influir
en el rendimiento y pureza del almidon, afectando las
propiedades funcionales incluyendo las propiedades
reoldgicas (Correia y Beirdo-da-Costa, 2010; Correia
y col., 2012).

Recientemente Zhong y col. (2009) evaluaron
el efecto del método de aislamiento sobre las
propiedades reoldgicas y de formacién de pastas de
almidén de arroz. Estos investigadores utilizaron
tres tratamientos [proteasas, NaOH (0.1 y 0.4 %)
o dodecilsulfato de sodio (1.0 %)] y observaron
que el método de aislamiento afect6 las propiedades
de gelatinizaciéon y reoldgicas del almidén, por lo
cual los perfiles de formacién de pastas también se
afectaron. Por otra parte, Correia y col. (2012)
aislaron almidén de castafias y determinaron que
el método de aislamiento, ademdas de modificar las
propiedades reoldgicas, también afectd la solubilidad,
poder de hinchamiento, propiedades de formacion
de pastas y sinéresis.  Estos autores reportaron
que la mayor integridad molecular y estructural de
los almidones se obtuvo cuando la extraccion se
realizé sin el empleo de enzimas (Correia y col.,
2012). Los principales métodos para la obtencién
de almidén se fundamentan en la insolubilidad de los
granulos de almidén en agua, por tal razén se emplean
métodos de separacién en medio acuoso como la
molienda humeda (Liu, 2005). Al respecto destacan
los estudios realizados por Singh y col. (2005)
en manzanas inmaduras de los cultivares Granny
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Smith, Ruspippum, Skyline Suprem y Granny Smith.
Stevenson y col. (2006a) también reportaron estudios
sobre almidén de manzana en cultivares Gala, Golden
Delicious, Granny Smith, Jerseymac, Jonagold y
Royal Gala. Estos investigadores observaron que los
almidones de manzana presentaron granulos redondos
con un tamafio promedio de 12 um y forma esférica,
con un patrén de difraccion de Rayos X tipo C.
Ademéds, la presencia de amilosa aparente varidé en
cada cultivar (40-48 %) afectando las propiedades
reoldgicas y térmicas. Al momento son pocos los
estudios realizados en frutos como la manzana en
relacion al efecto que los métodos de aislamiento
pueden tener en sus respectivos almidones.

Por consiguiente el objetivo de nuestro estudio
consistié en comparar dos métodos de aislamiento
en el rendimiento y su efecto en las propiedades
fisicoquimicas, estructurales y reoldgicas del almidén
de manzana ‘Golden Delicious Smoothee” a dos
estados de madurez.

2 Materiales y métodos

2.1 Materiales

Se utilizaron manzanas de la variedad “Golden
Delicious Smoothee”.  Los frutos se cosecharon
en el ciclo de producciéon 2013 a 60 y 90 dias
después de plena floraciéon (DDPF) y gentilmente se
proporcionaron por la huerta La Campana, ubicada en
Ciudad Cuauhtémoc, Chihuahua. Se utilizé tolueno
grado reactivo ACS (J. T. Baker, Xalostoc, Estado de
México, México). Todos los demas reactivos fueron
grado analitico, manufacturados por Sigma-Aldrich
(Toluca, Estado de México, México).

2.2 Caracterizacion de los frutos

La madurez de los frutos se evalud de acuerdo a sus
caracteristicas fisicas y quimicas. Para determinar
el tamafio de los frutos, se registraron medidas del
didametro polar y ecuatorial de las manzanas con
un calibrador Cranston (Cranston Machinery Co.,
Oregon, EUA) y se pesaron con una balanza digital
(OHAUS, modelo Scout-pro SP600, EUA). EI color
triestimulo de la epidermis del fruto se determiné con
un colorimetro Minolta (Minolta, modelo CR-300,
Osaka, Japén), y se evalud en cuatro regiones opuestas
en el eje ecuatorial. Las lecturas se registraron usando
el sistema CIELAB (L*, a* y b*), el dangulo hue
(°hue) y el croma (C). Donde la variable L* se conoce
como luminosidad (0 = negro, 100 = blanco), a*
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indica coloraciones de verde (-a*) a rojo (+a*) y b*
coloraciones de azul (-b*) a amarillo (+b*), °hue la
tonalidad del color y C su intensidad (croma). El
croma se calculé como C = (a*? + b*?)!/2_ y el dngulo
hue como °hue = tan~!(b*/a*) cuando a* > 0 y b* >
0, o °hue = 180° + tan~!(b*/a*) cuando a* < 0. La
firmeza se expres6 en Newton (N) por medio de un
texturometro TA-XT2i (Texture Technologies Corp.,
New York, EUA) con un punzén cilindrico de 11
mm de didmetro, una distancia de penetracién de 10
mm y una velocidad de descenso de 10 mm/s. La
prueba se realizé en dos lados opuestos de la regién
ecuatorial del fruto (la piel se eliminé antes de cada
lectura). En cada penetracion se midieron los sélidos
solubles totales (SST) del jugo con un refractémetro
digital (Atago, modelo PAL-1, Tokio, Japén), los
valores se determinaron en °Brix. Para medir la acidez
titulable (AT), se extrajo el jugo de 5 frutos con un
extractor casero (Turmix, Estado de México, México),
se tomaron 10 mL de jugo y se titularon con NaOH
0.1 Ny fenolftaleina como indicador hasta un pH final
de 8.1, medido con un potenciémetro digital (HANNA
Instrument, modelo HI 221, Rhode Island, EUA). La
acidez se expres6 como equivalentes de dcido maélico
(g equivalentes de 4cido mélico/100 mL de jugo). La
humedad de los frutos se determiné por gravimetria en
una estufa a 105 °C hasta que la pérdida de peso en la
muestra fue constante.

2.3 Aislamiento del almidon

El aislamiento del almidon se realiz6 mediante una
molienda himeda. Se realizaron dos metodologias,
una con agua como reportaron Singh y col. (2005),
a la cual denominamos método SN y otra utilizando
el solvente tolueno, como publicaron Stevenson y
col. (2006a), denominada método ST. El proceso
de aislamiento de almidén se realizé dentro de las
primeras 20 h después de cosechar los frutos. Durante
este tiempo las manzanas se acondicionaron en un
cuarto frio a una temperatura de -1 °C, humedad
relativa de 75 % y en aeracion (75 % N2/25 % O3).

2.3.1 Aislamiento con agua (método SN)

El aislamiento por medio de lavados con agua se
realiz6 de acuerdo a la metodologia reportada por
Singh y col. (2005) con algunas modificaciones.
Se elimind el corazén de las manzanas con un
sacabocados, se pelaron, cortaron y se sumergieron en
una solucién de metabisulfito de sodio al 0.16 % (p/v).
La fruta picada se licud en una licuadora doméstica
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(Oster Designer, modelo Beehive, Sunbeam Products
Inc., Boca Ratén, FL, EUA) durante 1 min. El puré
obtenido se filtré a través de una tela de organza doble,
el retenido se re-suspendi6 en agua destilada y se filtrd
nuevamente. El permeado se dejé reposar durante
8 h bajo refrigeracién (4 °C; 78 % HR), la mayor
parte del sobrenadante se elimind por decantacidn, se
agregd agua destilada al precipitado, se mezcld y se
centrifugé a 10,500 X g durante 15 min. Se elimind la
superficie verde del pellet obtenido. El pellet restante
se homogenizé con agua destilada (=~ 500 mL) durante
10 min a 500 rpm con un stirrer (IKA, modelo RW
20 DSI, Staufen, Alemania) y se dejo reposar durante
24 h bajo refrigeracién. Se eliminé el sobrenadante
por decantacién, y nuevamente se repitié el lavado
de 5 a 10 veces, hasta que el sobrenadante fue claro
y no se observaron restos de pigmentos verdes sobre
el almidén sedimentado. Posteriormente, se secé
el almidén en una estufa (FinePCR, modelo combi-
SV12DX, Daigger, Vernon Hills, IL, EUA) a 40 °C
durante 4 h. El almidén seco se pesé y se moli6 en un
mortero hasta un tamafio de particula suficientemente
pequefio para hacerlo pasar por un tamiz No. 100
(ASTM) de 150 um. El rendimiento del almidén se
determiné gravimétricamente.

2.3.2 Aislamiento con tolueno (método ST)

Este aislamiento se realizé de acuerdo con el método
reportado por Stevenson y col. (2006a) con algunas
modificaciones. Los frutos se cortaron y sumergieron
en una solucién de metabisulfito de sodio al 0.16 %
(p/v), se molieron en una licuadora doméstica (Oster
Designer, modelo Beehive, Sunbeam Products Inc.,
Boca Ratén, FL, EUA) durante 1 min. El puré se
filtr6 a través de tela organza doble, el permeado se
centrifugd a 10,500 X g durante 15 min. Se descart6
el sobrenadante y se lavé el pellet bajo agitacién
mecanica durante 1 h, con 200 mL de tolueno al 10
% (v/v) en una solucién de cloruro de sodio 0.1 M. Se
dejé reposar durante 24 h para posteriormente eliminar
el sobrenadante por decantacion. Este lavado se repiti6
de 5 a 20 veces, hasta que se clarificé el sobrenadante.
Posteriormente, el almidén se lavo tres veces con 200
mL de agua destilada y dos veces con etanol. EL
almidén se secd en una estufa a 40 °C (FinePCR,
modelo combi-SV12DX, Daigger, Vernon Hills, IL,
EUA) durante 4 h, se molié y tamizé en mortero hasta
pasarlo a través de un tamiz de 150 mum (No. 100,
ASTM).

2.4 Caracterizacion  fisicoquimica  del

almidon

Se realiz6 un andlisis proximal de los almidones
por los métodos oficiales de la AOAC (2002). Se
determiné el contenido de humedad (método 934.01),
cenizas (método 942.05), proteina cruda por micro-
Kjeldahl (método 954.01) y lipidos (método 920.39).
El color tri-estimulo de los almidones se evalué cinco
veces con un colorimetro Minolta CR-300 (Minolta,
Osaka, Japdén). Se registraron las lecturas en la
escala CIELAB (L*, a*, b*). La variable croma (C,
intensidad o saturacidon del color) se calculé como
C = (a*? + b*?)!/2 y el 4ngulo hue como °hue =
tan‘l(b*/a*) cuando a* > 0y b* > 0, o °hue = 180° +
tan~!(b*/a*) cuando a* < 0. Se determind el contenido
de almidén total de acuerdo al método reportado por
Gofii y col. (1997), el cual se fundamenta en la
cuantificacion de la glucosa liberada por la hidrdlisis
enzimatica del almidén con amiglucosidasa.

2.5 Microscopia electronica de barrido
(MEB)

La morfologia de los granulos de almiddn se evalud
mediante microscopia electrénica de barrido (MEB).
Para esto se empleé un microscopio JEOL (modelo
JSM-6010A, Tokio, Japén). Las muestras de
almidén se adhirieron a una cinta de grafito con
doble adhesién en un porta-muestras metélico, la
muestra se cubrié con una capa de oro para hacerla
conductora. Finalmente, se observaron al microscopio
y se tomaron imégenes a un potencial de aceleracion
de 10 kV.

2.6 Difraccion de rayos X

Para determinar el arreglo cristalino de los almidones
aislados, se obtuvieron sus patrones de difraccién con
un difractémetro de rayos X (Analitical X pert, modelo
PRO X Celerator, Paises Bajos) con un generador de
radiacién Cu-Ke. La radiacién dispersada se registrd
en un intervalo angular 26 de 2°-40°. El equipo se
trabajé a un voltaje de 40 Kv, una intensidad de 40
mA y una velocidad de barrido de 4°/min.

2.7 Calorimetria diferencial de barrido

Se determinaron las propiedades térmicas de los
almidones con un calorimetro diferencial de barrido
(TA Instruments, modelo 2010, Delaware, EUA) de
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acuerdo con el procedimiento descrito por Paredes-
Loépez y col. (1994). Se pesaron 2 mg de almiddn
en una charola de aluminio y se mezclaron con 7
puL de agua destilada. Las charolas se cerraron
herméticamente y se dejaron reposar durante 1 h
a temperatura ambiente para el equilibrio de la
humedad. Posteriormente, las charolas se calentaron
de 20 a 120 °C a una velocidad de calentamiento de
10 °C/min.

2.8 Propiedades reologicas
2.8.1 Curvas flujo

La caracterizacién reoldgica de los almidones de
manzana se realiz6 de acuerdo a la metodologia
descrita por Sanchez-Rivera y col. (2013), para lo
cual realizaron dispersiones de almidén (7.5 % p/p)
en agua destilada bajo agitacién constante durante 1
h. Posteriormente, la muestra se colocé sobre la placa
Peltier de calentamiento de un reémetro AR 1500ex
(TA Instruments, Delaware, EUA) con una geometria
de placas paralelas (acero inoxidable, didmetro de
60 mm, gap de 1000 um). EI sistema de placas
paralelas se cubrié con una trampa y aceite mineral
para prevenir la pérdida de humedad. El reémetro
se programé para calentar y enfriar la muestra a
una velocidad de corte y calentamiento constantes de
50 s™! y 2.5 °C/min, respectivamente. La muestra
se calent6 de 25 a 90 °C manteniéndose a ésta
temperatura durante 10 min, después de éste tiempo,
la muestra se enfri6 a 60 °C. Cuando la muestra
alcanzé la temperatura final de enfriamiento (60 °C),
se realizaron tres barridos rotacionales para evaluar
las propiedades de flujo. Se aplicaron dos barridos
consecutivos, uno ascendente y otro descendente a una
velocidad de corte de 0.06 a 300 s~ el tercer barrido
fue ascendente de 1 a 300 s~!. Los datos se ajustaron
al modelo de Ostwal-De Waele (Ley de Potencia).

2.8.2 Pruebas viscoeldsticas

Las propiedades viscoeldsticas de los almidones de
manzana se determinaron de acuerdo a la metodologia
reportada por Singh y col. (2005). Se utilizé el mismo
equipo y configuracién (placas paralelas y didmetro de
60 mm) que en las curvas de flujo. El gap se ajusté a
500 ym. Se prepar6 una dispersion de almidén al 20
% (p/p) en agua destilada y se mantuvo bajo agitacién
durante 1 h. La dispersién de almidén se depositd
sobre la superficie de la placa de calentamiento del
redmetro precalentada a 50 °C, se cubrié con una
trampa y aceite mineral para evitar la pérdida de

humedad. La dispersion de almidén se enfrié y calent6
a una velocidad de calentamiento constante de 0.5
°C/min. Primeramente se calenté de 50 a 90 °C,
la muestra se mantuvo a 90 °C durante 30 min y
finalmente, la muestra se enfrié de 90 a 50 °C. Los
cambios en el mdédulo de almacenamiento (G”) y de
pérdida (G””) durante el calentamiento-enfriamiento se
evaluaron bajo un porcentaje de deformacion del 1 %,
el cual estuvo dentro de la region viscoeldstica lineal.

2.9 Espectrometria de infrarrojo con
transformada de Fourier (FTIR)

La caracterizacion de los almidones por FTIR
se realizd con un espectrofotometro de infrarrojo
(MIDAC, modelo PRS, California, EUA), para lo cual
se utilizaron pastillas de KBr. Las frecuencias de
transicién vibracional se reportaron en nimeros de
onda (cm™!) dentro del infrarrojo medio. Se registré
un promedio de 34 barridos por muestra con una
resolucién de 4 cm™! en la regién de 650 a 4000 cm™!.

2.10 Diserio experimental

El andlisis de los resultados se realizé con un disefio
completamente aleatorizado, para la comparacién del
estado de madurez del fruto y el método de aislamiento
en un mismo estado de madurez se realizé la prueba de
t-Student. Para el andlisis de mas de dos tratamientos
se utilizé un andlisis de varianza de una via (ANOVA)
y las medias muestrales se analizaron mediante la
prueba de Tukey (P < 0.05) utilizando el programa
SAS 9.0 (SAS System, Cary, NC, EUA).

3 Resultados y discusion

3.1 Caracterizacion fisicoquimica de los
frutos en dos estados de madurez

En la Tabla 1 se presenta el comportamiento de las
caracteristicas fisicas y quimicas de las manzanas
en funcién del estado de madurez. Se observé que
el peso, el tamafio y los sdlidos solubles totales
(SST) de las manzanas muestreadas, aumentaron
de manera significativa (P < 0.05) con la madurez
del fruto, éste comportamiento fue muy similar al
observado por Villatoro y col. (2008) en manzanas
Pink Lady cosechadas entre los 177 y 226 DDPF.
Szymanska-Chargot y col. (2012) evaluaron la calidad
de manzanas durante su maduracién antes de la
cosecha comercial, estos investigadores observaron un
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aumento en el contenido de SST. Este comportamiento
fue atribuido a la hidr6lisis de los granulos de almidén
en azlcares simples aumentando asi la concentracion
de SST y el dulzor de los frutos (Szymanska-Chargot
y col., 2012). De acuerdo a Whale y Singh (2007)
el crecimiento del fruto dentro de las fechas de
muestreo fue normal, ya que los frutos del manzano
se encuentran en constante crecimiento debido a la
expansién celular entre los 35 y 180 DDPF. La
acidez titulable también disminuy6 significativamente
con la madurez del fruto (P < 0.05), lo cual
coincide con lo reportado por Rutkowski y col.
(2008), quienes evaluaron la calidad de manzanas
‘Golden Delicious” durante doce semanas antes de la
cosecha y tres semanas después de ésta, determinando
que el contenido de 4cidos orgdnicos disminuye
gradualmente con la maduracién y almacenamiento
del fruto. Por otra parte, la firmeza de los frutos
disminuy6 significativamente (P < 0.05), esto es
debido a que durante la etapa de crecimiento celular
los frutos experimentan un ablandamiento por el
desdoblamiento de los polisacdridos que constituyen
la pared celular (estructura menos empacada) y el
aumento del espacio intercelular, disminuyendo asi
la resistencia a la puncién en el fruto (Szymanska-
Chargot y col., 2012). Ademdas de las anteriores
variables de calidad, el color es otro de los indices
de cosecha importantes para evaluar la calidad de
la manzana. En la Tabla 1 se muestra el color tri-
estimulo y el dngulo hue (°hue) para la manzana
“Golden Delicious Smoothee”. Los frutos cosechados,

sin importar el estado de madurez, se caracterizaron
por su coloracién verde (valores negativo en a*) y
amarillo (valores positivos en b*), de igual forma la
intensidad (saturacién del color o variable croma) en
ambos estado de madurez no varié (P > 0.05). La
manera conveniente para describir la evolucién del
color durante la maduracidn del fruto es por medio del
°hue, el cual tiene un valor de 0° para el color rojo,
90° para el amarillo, 180° para el verde y 270° para el
azul (Whale y Singh, 2007). En relacién al °hue, los
frutos cosechados en nuestro estudio no presentaron
variaciones significativas (P > 0.005) con valores entre
114 y 115. Estos valores se encuentran por encima de
los reportados por Salas y col. (2011) en manzanas
“Golden Delicious” cosechadas a los 175 DDPF (°hue
~ 108°). El cambio de color durante el desarrollo
y maduracién de las manzanas es el resultado de la
biosintesis y degradacién de clorofilas (Rutkowski y
col., 2008), a medida que la concentracion de clorofila
desaparece, los carotenoides (coloracién amarilla)
se hacen notar impartiendo el caracteristico color
amarillo (Salas y col., 2011). En las variables
de color evaluadas, solamente existid un incremento
significativo en la variable L* (luminosidad) (P <
0.05). En lo que respecta al contenido de humedad
(Tabla 1), éste aumentd significativamente (P < 0.05)
con la madurez del fruto. Se ha documentado que la
humedad de las manzanas, asi como otros atributos,
estdn fuertemente influenciados por las condiciones
geogréficas y practicas de cultivo, siendo el riego un
factor determinante (Kilili y col., 1996).

Tabla 1. Caracteristicas fisicas y quimicas en manzana ‘Golden Delicious Smoothee” a dos estados de madurez!.

Variable DDPF?
60 90
Didmetro ecuatorial (mm)  31.03 + 1.25° 40.62 + 1.24¢
Diametro polar (mm) 3227 £ 1.07° 4112 + 1.00¢
Peso (g) 17.11 £ 159> 34.70 + 2.51¢
Firmeza (N) 151.66 +3.90¢  114.30 + 2.74b
Humedad (%) 85.22 +0.68”  86.34 +0.26%
Acidez (/100 mL) 1.15 + 0.02¢ 0.75 + 0.017
SST (°B) 9.15 +0.16° 10.41 +0.18%
Color
L* 59.70 £ 0.73%  67.46 + 0.54¢
a* -15.39 £ 0.63¢  -14.96 + 1.16%
b* 3451 +1.10°  37.08 + 0.45%
°hue 114.04 £ 0.86% 113.79 + 10.15¢
C 3778 £ 1.11¢  37.08 + 0.42¢

IMedia aritmética de al menos tres repeticiones + error estindar. Valores con la misma letra dentro de las filas no son
significativamente diferentes de acuerdo con la prueba ¢ de Student (P > 0.05). 2DDPF = Dias después de la plena floracion.
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Tabla 2. Composicién quimica de los almidones de manzana ‘Golden Delicious Smoothee” a dos estados de

madurez!.
DDPF?>  Método de Rendimiento* Humedad Proteinas* Lipidos* Cenizas* Almidén
aislamiento? (% bs, pulpa (%) (%) (%) (%) Total*
procesada) (%)
60 SN 1419 £ 0.19%4 596 £ 0.5144  0.25 £0.024 034 +£0.01%4  0.06 + 0.02¢4  92.43 + 0.55%A
ST 10.77 £ 0.12%8 598 + 0.44%4  0.15+0.01>8  0.18 £0.06%8  0.05 £ 0.01%4  94.42 + 0.66%4
90 SN 15.98 £ 0.28%4 679 £ 0.52¢4  0.33 £ 0.0144  0.21 £0.06**  0.08 £ 0.01%4  94.48 + 1.95%4
ST 11.91 £ 0.05%8 558 £0.2044 0.16 £ 0.01>8  0.23 £ 0.09%4  0.06 + 0.03%4  92.89 + 0.35%4A

IMedia aritmética de al menos tres repeticiones + error estdndar. Valores con la misma letra mindscula dentro de las columnas

no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (P > 0.05). Letras mayusculas iguales en columnas en la

comparacion del método de aislamiento en un mismo estado de madurez no son significativamente diferentes de acuerdo con la
prueba ¢ de Student (P > 0.05). 2DDPF = Dias después de la plena floracién. 3Método de aislamiento: SN = Método de Singh
et al. (2005); ST = Método de Stevenson ef al. (2006). *Rendimiento expresado como porcentaje de harina rica en almidén por
pulpa procesada en base seca (bs). *Porcentaje en base seca (bs).

Stevenson y col.

(2006a) aislaron almidones de

atribuir a la pureza del almidén aislado.

Aunque

manzanas inmaduras. Estos investigadores reportaron
un contenido de humedad de 90.4 % para manzanas
Golden Delicious, el cual es mucho mas elevado que
el reportado en nuestra investigacion; ésta variacion se
pudo deber principalmente al estado de madurez del
fruto, ya que dichos autores utilizaron frutos en mayor
estado de madurez, con un mayor peso promedio (casi
tres veces mas pesados) que los frutos cosechados a los
90 DDPF en el presente estudio. De manera general,
las dimensiones, la masa y los SST se encuentran por
debajo de los que presentan éste tipo de frutos en su
cosecha comercial, en tanto que la firmeza, la acidez
titulable y el °h se encuentran por encima (Gonzélez-
Portillo y col., 2008).

3.2 Andlisis proximal y rendimiento del
almidon

El andlisis proximal nos permite cuantificar los
principales componentes en los almidones aislados.
En la Tabla 2 se registran los resultados del andlisis
proximal aplicado a los almidones de manzana
aislados a dos estados de maduracién utilizando dos
metodologfas. El contenido de humedad (5.58-6.79
%) no fue afectado de manera significativa por el
estado de madurez ni por el método de aislamiento
(P > 0.05), y se encuentra por debajo del nivel
méaximo para los almidones nativos comerciales,
el cual debe ser menor al 20 % (Soni y col.,
1993). El contenido de proteinas, lipidos y cenizas
en todos los tratamientos fue menor del 0.5 %,
y solamente existieron diferencias significativas en
cuanto a la presencia de proteinas (P < 0.05); la
baja concentracion de estos componentes se puede
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el contenido de proteinas en los almidones fue
relativamente bajo, el método de aislamiento afectd
de manera significativa el contenido de las mismas
en los almidones aislados para frutos a un mismo
estado de madurez; variando de 0.25 % (60 DDPF)
y 0.33 % (90 DDPF) a 0.15 % y 0.16 % cuando
se utilizé el aislamiento con solventes (método ST),
respectivamente. Lo anterior se debi6 a los constantes
lavados con la solucién acuosa de tolueno y cloruro
de sodio, lo cual removié pigmentos y proteinas
(Stevenson y col., 2006a).

Se observé también, que el contenido de proteinas
disminuyé significativamente (P < 0.05) cuando las
manzanas se cosecharon a 90 DDPF y se utilizé el
aislamiento con agua. Es importante sefialar que antes
de procesar las manzanas, se extrajo el corazén de
los frutos y con ello se eliminaron las semillas. De
acuerdo con Yu y col. (2007) el contenido de cenizas
en las semillas de manzana puede ser de hasta un 4.4
%, y se caracterizan por ser ricas en proteina y lipidos
registrando concentraciones de 27.7 a 28 % y de 33.8
a 34.5 %, respectivamente.

En lo que respecta a los métodos de aislamiento,
es importante determinar el rendimiento del proceso.
El método de aislamiento afectd el rendimiento (P
< 0.05) en base a la cantidad de pulpa procesada
sin importar el estado de madurez, obteniéndose un
mayor rendimiento cuando se utiliz6 el método de
aislamiento SN en frutos cosechados a los 90 DDPF
(Tabla 2). En cuanto al estado de madurez, existio
un aumento significativo de ~ 12.61 % cuando se
realiz6 el aislamiento con el método SN al pasar
de 14.19 a 1598 g almidon/100 g pulpa seca,
para manzanas cosechadas a los 60 y 90 DDPF,
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respectivamente.  Un comportamiento similar se
observé cuando se utilizé el método ST, ya que se
registr6 un aumento del 10.58 % al pasar de 10.77
a 11.91 g almidén/100 g pulpa seca, en manzanas
cosechadas a los 60 y 90 DDPF, respectivamente. Es
evidente, qué el método de aislamiento SN fue el mds
eficiente en todos los casos y que existié una mayor
concentraciéon de almidén en los frutos conforme
estos maduraron. La concentraciéon de almidén en
manzanas en funcién del estado de madurez ha sido
documentada de manera cualitativa como indice de
yodo (donde 1 = tejidos totalmente pigmentados, y 10
= ausencia de color), el cual aumenta gradualmente
con la maduracion del fruto, evidenciando una menor
concentracion de almidén en el fruto (Brookfield y
col., 1997; Villatoro y col., 2008; Molina-Delgado
y col., 2009). Brookfield y col. (1997) reportaron
que la concentracién de almidén en manzanas Royal
Gala y Fuji disminuye inicialmente hasta alcanzar un
minimo a los 30 DDPF y posteriormente aumenta
hasta alcanzar un maximo entre los 110 y 120 DDPF.
Las concentraciones maximas de almidén reportadas
por estos investigadores para manzanas Royal Gala
y Fuji fueron de 28 y 26 mg/g pulpa fresca a los
110 y 110-120 DDPF, respectivamente. Estos valores
se encuentran por encima de los encontrados en éste
trabajo, los cuales mostraron rendimientos de almidén
entre 1591 y 21.84 mg/g pulpa fresca o 10.77 y
1598 % (base seca). Por su parte, Singh y col.
(2005) reportaron un rendimiento (en base seca) de
44y 53.2 %, un equivalente aproximado del 48 y 62
mg/g pulpa fresca, en manzanas inmaduras Royal Gala
y Granny Smith, respectivamente. Estas diferencias
pueden ser atribuidas principalmente al hecho de que
en los métodos de aislamiento utilizados se eliminé

el corazén (método ST) o cédscara y corazén juntos
(método SN), ademds de la degradacién que sufre el
almidén durante la maduracién de los frutos. Aunque
el rendimiento de almidén fue significativamente
mayor cuando aumenté la madurez del fruto, la
pureza de los almidones aislados (determinada como
almidoén total) fue practicamente la misma en todos los
tratamientos (P > 0.05) (Tabla 2). Otra caracteristica
importante para evaluar el efecto del método de
aislamiento y calidad de los almidones aislados, es el
color (Cruz y col., 2013; Villarreal y col., 2013). En
la Tabla 3 se puede apreciar que todos los almidones
aislados, sin importar el método de aislamiento y
estado de madurez de los frutos, se caracterizaron por
presentar valores en la variable L* (luminosidad) entre
98.19 y 98.65, lo que se interpreta como una elevada
blancura si se considera que un valor para L de 100
es totalmente blanco. Conforme el fruto madurd, la
coordenada a* de los almidones aislados registré un
aumento de -0.43 a -0.05 (valores de tonalidad verde)
para almidones aislados a los 60 (método SN) y 90
DDPF (método ST), respectivamente. El método de
aislamiento en un mismo estado de madurez afectd
significativamente la coordenada a*, obteniéndose
valores mds altos cuando se aplic6 el método ST. Un
comportamiento similar se observé en la coordenada
b*, la cual present6 valores entre 1.65 y 0.07 (valores
de tonalidad amarilla). Lo anterior se atribuyd a que
el uso de tolueno en el método ST elimind pigmentos
naturales propios del fruto (Singh y col., 2005). Por
otra parte, el °hue (tonalidad del color) oscilé entre
94.09 y 161.21° confiriendo tonalidades entre amarillo
y verde a los almidones, lo cual se puede atribuir a los
pigmentos presentes en los frutos inmaduros utilizados
en la extraccion.

Tabla 3. Efecto del método de aislamiento sobre el color de los almidones de manzana aislados a dos estados de

madurez!.
DDPF?  Meétodo de 3 Factor L* a* b* Croma °hue
aislamiento
60 SN 08.19 £ 0.28%4 043 £0.0658  1.65+0.08%4 170 £ 0.09%4 104.58 + 1.278
ST 98.56 + 0.18%4  -0.19 + 0.02>4  0.07 £ 0.02%  0.20 + 0.01¢%  161.21 + 8.49%4
90 SN 98.65 + 0.04%4  -0.16 £ 0.01°>B  0.14 £ 0.028  0.21 +0.01¢%  137.65 + 6.1974
ST 98.29 £ 0.16%4  -0.05 +0.01%4  0.70 £ 0.02>4  0.70 £ 0.024  94.09 + 0.83<8

IMedia aritmética de al menos tres repeticiones =+ error estindar. Valores con la misma letra mintiscula, dentro de las columnas
no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (P > 0.05). Letras maytsculas iguales en columnas, en
la comparacién del método de aislamiento en un mismo estado de madurez no son significativamente diferentes de acuerdo con
la prueba ¢ de Student (P > 0.05). 2DDPF = Dias después de la plena floracion. 3Método de aislamiento: SN = Método de Singh
et al. (2005); ST = Método de Stevenson et al. (2006).
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Un °hue de 90 es caracteristico de la tonalidad
amarilla, valores mayores corresponden a una
tonalidad verde. En lo que respecta a la intensidad
o saturacion del color (croma), este oscilé entre 1.70
y 0.20 y no presentd tendencia alguna con el estado
de madurez del fruto o el método de aislamiento. Sin
embargo, los valores aqui reportados se encuentran
por debajo de los observados por Garcia-Tejeda y col.
(2011) para almidén nativo de platano (croma = 10.95)
y oxidado (croma = 5.75), valores de croma cercanos a
cero se relacionan con una coloracién blanca (Garcia-
Tejeda y col., 2011).

3.3 Morfologia de los grdanulos de almidon

Las micrografias obtenidas por microscopia
electrénica de barrido de los almidones aislados a
partir de manzana muestran similitud en cuanto a
la forma y tamafio de los granulos. La morfologia
de los granulos de almidén, al igual que el tamafio
depende principalmente de la fuente botanica (Agama-
Acevedo y col., 2015; Méndez-Montealvo y col.,
2015). La forma de los granulos de almidones de
manzana no vario con la madurez del fruto y con
el método de aislamiento, y en todos los casos se
apreciaron granulos con formas redondas, esféricas o
de domo (Fig. 1). Estos resultados son muy similares
a los observados previamente por Singh y col. (2005)
para granulos de almidén de manzanas inmaduras de

SEl 2kV__'WDSmm SS50 x2,000 10N, | =——e————

SEl 2kV ., WD10mm SS50 %2,000 BDpnTg S

SEI 2kV MDﬁmm SS50

diferentes cultivares (Criterion, Ruspippum, Red Spur,
Skyline Supreme y Granny Smith) y por Stevenson
y col. (2006a) en almidéon de manzana ‘Golden
Delicious’, entre otros cultivares (Gala, Granny Smith,
Jerseymac, Jonagold y Royal Gala). Ademads, éste
tipo de granulos ha sido reportado en kiwi (Stevenson
y col., 2006b) y calabaza kamo kamo (Singh y col.,
2007). En lo que respecta al tamafio de los granulos,
éste oscil6 entre 2 'y 10 um. Los granulos de almidén
de manzana cosechada a los 60 DDPF obtenidos con
el método SN (Fig. la) y ST (Fig. lc) presentaron
granulos con un didmetro de 2.7-8.6 ym y de 2.7-
8.7 um, respectivamente. Por otra parte, cuando las
manzanas se cosecharon a 90 DDPF, los granulos
del almidén obtenido con el método SN (Fig. 1b)
y ST (Fig. 1d) presentaron didmetros de 4.5-9 y de
4.8-9 pum, respectivamente. De manera general, el
método de aislamiento no afectd (P > 0.05) el tamano
de los granulos; sin embargo el estado de madurez
s{ promovié un cambio en el tamafio de los granulos
(Kovécs y Eads, 1999).

3.4 Difraccion de rayos X

La difraccion de rayos X permite estudiar el
arreglo estructural de los polimeros, proporcionando
informacién sobre el nivel de cristalinidad. En la Fig.
2 se muestra el patrén de difraccién de rayos X de los
almidones de manzana aislados.

A S

X2,000  10pm | S—

y

Fig. 1. Microfotografias de microscopia electrénica de barrido del almidén de manzana aislado por el método SN a
60 (SN60) y 90 (SN90) DDPF y con el método ST a 60 (ST60) y 90 (ST90) DDPF.
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Intensidad Relativa

Angulo de difraccion (26)

Fig. 2. Patrones de difraccién de rayos X de almidones
de manzana aislados por el método SN a 60 (SN60) y
90 (SN90) DDPF y por el método ST a 60 (ST60) y 90
(ST90) DDPF.

Se puede observar que sin importar el estado de
madurez y el método de aislamiento utilizado, la
cristalinidad no mostré variaciones y todos los
almidones presentaron picos de difraccién definidos
alrededor de 26 = 15°, 18° y 23° también se
observd un pico pequeiio a 20 = 19° en todos los
difractogramas.  Estos resultados son similares a
los reportados por Singh y col. (2005) quienes
caracterizaron almidones de manzana de varios
cultivares (Gala, Golden Delicious, Granny Smith,
Jerseymac, Jonagold y Royal Gala) a los 110 DDPF,
ademds, los autores registraron un pico de menor
intensidad a 26 = 5° en todos los cultivares sin hacer
referencia al pico pequefio en 260 = 18°. En un
trabajo similar, Stevenson y col. (2006a) observaron
el mismo patrén de cristalinidad en almidén aislado a
partir de manzanas inmaduras de diferentes cultivares
(Criterion, Red Spur, Skyline Supreme, Rusppipum y
Grany Smith). Estos investigadores observaron que el
almidén de manzana “Golden Delicious” (al igual que
los demas cultivares) presentd un pico en 26 = 18°,
similar al observado en éste trabajo (Fig. 2). Los
picos mds pronunciados a 260 = 15°, 18° y 23° son
caracteristicos del patrén de cristalinidad tipo A, el
cual es tipico para los almidones nativos de cereales
(Liy col., 2014). Sin embargo, los picos alrededor de
26 = 5°, 15°, 19°, 20°, 23° y 24° son representativos
de un patrén de cristalinidad del tipo B, el cual
es caracteristico para la mayoria de los almidones
nativos de tubérculos (Jayakody y col., 2005; Zhou
y col., 2012). Aunque los difractogramas de los
almidones aislados en éste trabajo no presentaron

picos de difraccién en 20 = 5° (Fig. 2), se puede
deducir que el almidén de manzana presentd un patrén
de difraccién de rayos X hibrido entre A y B, siendo
este referido en la literatura cientifica como un patrén
de cristalinidad tipo C (Buléon y col., 1998; Millan-
Testa y col., 2005). La cristalinidad del tipo C ha sido
reportada en almidén nativo de legumbres (Ovando-
Martinez y col., 2011) y en almidones nativos de frutas
como el platano (Pelissari y col., 2012).

3.5 Propiedades térmicas

La temperatura inicial de gelatinizacién (7;) de los
granulos de almidén de manzana oscilé entre 62.2 y
64.2 °C, con una temperatura pico (T),) entre 67.7 y
69.7 °C, temperatura final () de 78.5 a 81.7 °C y
un cambio de entalpia de gelatinizacion (AH,.;) de
9.7 a 10.2 (J/g) (Tabla 4). Estos valores fueron muy
similares a los reportados por Singh y col. (2005)
en almidones de manzana ’Gala’, ’Golden Delicious’,
’Granny Smith’, ’Jerseymac’, ’Jonagold’ y ’Royal
Gala’ (T; = 64.1-66.5 °C, T, = 70.0-70.9 °C, Ty =
75.1-77.3 °C y AHgep = 15.8-17.7 J/g). Sin embargo,
fueron superiores a los registrados por Stevenson y col.
(2006a) para almidén de manzana ’Criterion’, 'Red
Spur’, ’Skyline Supreme’, 'Rusppipum’ y ’Granny
Smith’ (T; = 54.7-56.2 °C, T}, = 57.1-59.1 °C, Ty =
60.2-63.5 °C y AHg, = 3.3-4.2 J/g). Singh y col.
(2005) y Stevenson y col. (2006a) observaron que
las propiedades térmicas variaron con el cultivar; sin
embargo resulta interesante que ambos investigadores
evaluaron el cultivar Granny Smith y reportaron
valores diferentes para las propiedades térmicas de
este cultivar cosechado en la India (T; = 56.1 °C, T},
=59.1 °C, Ty = 63.5 °C, AHg, = 3.3 J/g) (Singh y
col., 2005) y en Estados Unidos de Norteamérica (7;
=66.5°C,T,=70.1°C, Ty =75.1°C, AHge = 15.8
J/g) (Stevenson y col., 2006a). Lo anterior supone
que las propiedades térmicas de los almidones de
manzana, ademads de estar influenciadas por el cultivar,
son afectadas por las condiciones agro-climatoldgicas
de la region de cultivo. Las temperaturas de transicion
(Ti, Ty y Ty) de los almidones aislados (Tabla 4)
se afectaron por el estado de madurez del fruto y el
método de aislamiento (P < 0.05); sin embargo no
existié tendencia alguna. Las propiedades térmicas
fueron muy similares a las reportadas para almidén
de papa (T; = 62.31 °C, T, = 71.23 °C, Ty = 81.7
°C) (Abegunde y col., 2013), pero inferiores a las
observadas en almidén de platano cuadrado (7; = 71.6
°C, T, =798 °Cy Ty = 89.9 °C) (de la Torre-
Gutiérrez y col., 2008).
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Tabla 4. Variables térmicas de los almidones de manzana aislados por dos metodologias a dos estados de madurez".

DDPF?  Método de T; (°C) T, (°C) Tt (°C) AHyg (J/2)
aislamiento®
60 SN 6420 +0.144  69.20 + 0.01%4  78.50 + 0.40>4  10.20 + 0.70%4
ST 63.80 + 0.10%>4  69.20 + 0.04%4  78.80 + 0.73%4  6.90 + 0.11%8
90 SN 63.00 £ 0.63%>A 6770 £ 0.25%4  81.70 + 0.08%4  8.40 + 0.3340-A
ST 6220 £ 0.11%4  68.80 + 0.19%*  80.90 + 0.339>A 970 + 0.23%4

1

IMedia aritmética de al menos tres repeticiones + error estdndar. Valores con la misma letra dentro de columnas, no son
significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (P > 0.05). Letras mayusculas iguales en columnas, en la
comparacion del método de aislamiento en un mismo estado de madurez no son significativamente diferentes de acuerdo con la
prueba ¢ de Student (P > 0.05). T; = temperatura de inicio de gelatinizacién; T = temperatura pico de gelatinizacion; Ty =
temperatura final de gelatinizacion; AH,, = entalpia de gelatinizacion. 2DDPF = Dias después de la plena floracién. 3Método
de aislamiento: SN = Método de Singh et al. (2005); ST = Método de Stevenson et al. (2006).

Tabla 5. Variables reoldgicas del modelo Ley de Potencia (7 = k") para los almidones de manzana (7.5 % p/p) a

60 °C!.
DDPF?  Método de n k (Pa-s™) R?
aislamiento?
60 SN 0.49 +0.01%4 549 + 0.45>4  0.99
ST 0.52 £0.02%4  7.92 + 0.81%4  0.99
90 SN 0.47+0.0144  15.19 + 1.34%4 .99
ST 0.48 £0.00%4  14.67 + 0.45%4  0.99

Media aritmética de al menos tres repeticiones + error estindar. Valores con la misma letra mintdscula dentro de las columnas,
no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey (P > 0.05). Letras mayusculas iguales en columnas, en
la comparacion del método de aislamiento en un mismo estado de madurez no son significativamente diferentes de acuerdo con
la prueba ¢ de Student (P > 0.05). 2DDPF = Dias después de la plena floracion. 3Método de aislamiento: SN = Método de Singh
et al. (2005); ST = Método de Stevenson et al. (2006).

En general, las propiedades térmicas de los almidones 2008). Stevenson y col. (2006a) reportaron que el

son afectadas por la estructura molecular de la regién
cristalina (cadenas cortas de amilopectina) y amorfa
(amilosa) (Abegunde y col., 2013). Se ha observado
que existe una correlacidn negativa entre el contenido
de amilosa aparente y los valores para T; y T)p
(Stevenson y col., 2006a). Se puede decir que para
el proceso de gelatinizacién, el almidén de manzana
requiri6 valores de energia (entalpia de gelatinizacion,
AHg,) de 6.90 a 10.20 J/g (Tabla 4) similares al
almidén de papa (9.52 J/g) (Abegunde y col., 2013),
pero inferiores al almidén de mango manila (13.5 J/g)
(Bello-Pérez y col., 2005), chirimoya (12.2 a 16.1
J/g) (Goiii y col., 2008) y kiwi (18.5 J/g) (Stevenson
y col., 2006b). La entalpia de gelatinizacién se
ha relacionado con el contenido de amilosa en los
almidones, es asi que a mayor contenido de amilosa
existe un menor arreglo cristalino en los almidones,
por lo cual se requiere de valores bajos en AHg
para que los granulos gelatinizen (Singh y col., 2005;
Stevenson y col., 2006a; de la Torre-Gutiérrez y col.,

WWW.Trmiq.org

contenido de amilosa en almidén de manzana varia
de 26 a 29.3 %, el cual es mayor al reportado en
almidon de kiwi (18.8 %) (Stevenson y col., 2006b)
y chirimoya (15.4-16.3 %) (Goiii y col., 2008).

3.6 Comportamiento reologico
3.6.1 Curvas de flujo

Todas las dispersiones de almidén presentaron
un comportamiento no-Newtoniano del tipo corte
adelgazante (pseudoplastico) el cual se caracterizd
por valores de indices de comportamiento de flujo
(n) menores a 1 (Estrada-Girén y col. 2014)
y con un adecuado ajuste al modelo de Ley de
Potencia (R? > 0.98) (Tabla 5). Se observé en
todas las muestras la disminucién de la viscosidad
aparente conforme aumentd la velocidad de corte
(Fig. 3). Los valores n oscilaron desde 0.47
(muestra SN90) hasta 0.52 (muestra ST60) sin que se

401



402

Tirado-Gallegos y col./ Revista Mexicana de Ingenieria Quimica Vol. 15, No. 2 (2016) 391-408

100

SN60
ST60
SN9O
ST90

qo0«q0

10 4

Viscosidad aparente (Pa.s)
(]
<
&
d Q
Q9
Q
o

0.1 T T T
0.1 1 10 100 1000

Velocidad de corte (s")

Fig. 3. Variacién de la viscosidad aparente con la
velocidad de corte de almidones de manzana aislados
por el método SN a 60 (SN60) y 90 (SN90) DDPF y
por el método ST a 60 (ST60) y 90 (ST90) DDPF.

observaran diferencias significativas entre ninguna
de ellas. En este sentido, no se observé ningin
efecto significativo (P > 0.05) ni por el método
de aislamiento ni por los tiempos de madurez
en cuanto a la determinaciéon de la variable
n.  Bs importante mencionar que estos valores
se determinaron a la temperatura de 60 °C, de
tal manera que a esta temperatura las pastas de
almidén son una mezcla de granulos hinchados y
granulos parcialmente fragmentados suspendidos en
una solucién macromolecular (Nuifiez-Santiago y col.,
2004). En la variable de indice de consistencia (k)
se observaron incrementos desde 5.49 Pa-s" (SN60)
hasta 14.67 Pa-s" (ST90). Estos valores estian
directamente relacionados con los incrementos en la
viscosidad aparente (Sadnchez-Rivera y col., 2013). No
se observaron diferencias significativas (P > 0.05)
entre los diferentes métodos de aislamiento a un
mismo estado de madurez; sin embargo, si existieron
diferencias significativas en cuanto al estado de
madurez de los frutos utilizando el mismo método de
aislamiento (Tabla 5). En general, el comportamiento
reoldgico de las dispersiones de almidén depende el
tamafilo y forma los granulos de almidén y de la
relacién amilosa/amilopectina, factores determinados
por la fuente botdnica (Correia y Beirdo-da-Costa,
2010; Berski y col., 2011).

3.6.2 Pruebas viscoeldsticas

En la Fig. 4 se observa el comportamiento
viscoelastico de las dispersiones de almidén a 60 y
90 DDPF por los dos métodos de aislamiento durante
el calentamiento a 0.5 °C/min desde 50 hasta 90
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Fig. 4. Comportamiento de G durante el
calentamiento de almidones de manzana aislados por
el método SN a 60 (SN60) y 90 (SN90) DDPF y por
el método ST a 60 (ST60) y 90 (ST90) DDPF.
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Fig. 5. Comportamiento de G” durante el enfriamiento
de almidones de manzana aislados por el método SN
a 60 (SN60) y 90 (SN90) DDPF y por el método ST a
60 (ST60) y 90 (ST90) DDPFE.

°C. Se observdé que el médulo de almacenamiento
(G”) de todas las muestras increment6 durante el
calentamiento a un valor constante de 10,000 Pa
aproximadamente a los 20 min en las muestras
con el mayor estado de madurez (90 DDPF)
independientemente del método utilizado para el
aislamiento del almidén. Con las muestras a
menor estado de madurez (60 DDPF) se observé
un comportamiento similar a las muestras de mayor
madurez, exceptuando que el incremento de G’
se observd a un mayor tiempo (> 25 min); sin
embargo, la dispersién de almidén ST60 presenté un
comportamiento semejante al de las muestras SN90 y
ST90, mientras que el valor de G” en SN60, fue menor
(= 1,000 Pa) en el intervalo de tiempo de 20 a 60 min.
Todas las dispersiones incrementaron el valor de G” a
partir de los 60 min. Estas tendencias se debieron a
que durante el calentamiento, los granulos de almidén
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se hinchan (absorben moléculas de agua) y se lixivian
las cadenas de amilosa, conduciendo a un incremento
en el valor de G, lo cual se atribuye a la formacién de
una estructura de granulos de almidén hinchados (Hsu
y col., 2000; Singh y col., 2005). Este comportamiento
ya habia sido anteriormente reportado por Singh y
col. (2005) en estudios de almidones de manzanas de
diversos cultivares; sin embargo estos investigadores
reportaron un valor maximo de G” alcanzado entre los
66 y 69.5 °C y después observaron, que el valor del
médulo comenzé a disminuir debido a la destruccién
de la estructura del gel. En nuestro estudio no
observamos dicha disminucién, posiblemente debido a
un diferente arreglo estructural y a una mayor relacion
amilosa/amilopectina (Tsai y col., 1997).

Durante el enfriamiento de 90 a 50 °C (Fig. 5), en
el médulo G” se observ un comportamiento similar
entre las muestras ST60, SN90 y ST90, con el mayor
valor en la primera (ST60 ~ 1 x 10° Pa) y el menor
en la dltima muestra (ST90 ~ 3 x 10° Pa). Sin
embargo, se presenté un comportamiento G~ diferente
en la muestra SN60 durante el inicio del enfriamiento
(intervalo de tiempo de 0-20 min) a temperaturas
elevadas (80-90 °C), y posteriormente disminuyé en
el tiempo de 20 a 40 min. En esta muestra, a partir
de los 40 min se observé un incremento constante
hasta llegar a un valor G” superior a los almidones
obtenidos a mayores estados de madurez, pero inferior
a la muestra ST60. Evidentemente, la prueba
viscoeldstica indicé un comportamiento diferente en
la muestra SN60 en comparacioén con las demads, este
comportamiento pudo haber sido causado, entre otras
cosas, por la forma y tamaio de los granulos (Correia
y Beirdo-da-Costa, 2010; Berski y col., 2011).

3.7 Espectrometria de Infrarrojo con
Transformada de Fourier (FTIR)

En la Fig. 6 se muestran los espectros de FTIR de
los almidones nativos aislados a partir de manzana
‘Golden Delicious Smoothee” a dos estados de
madurez y utilizando los dos métodos de aislamiento.
Los espectros obtenidos en este trabajo presentaron
estiramientos de los principales grupos caracteristicos
de la molécula de almidén y concuerdan con los
reportados para otros almidones nativos como el de
platano (Pelissari y col., 2012) y arroz (Wiacek, 2015).
La sefial mas amplia se ubicé a 3290 cm™! y se
relacioné con el estiramiento del enlace libre inter e
intramolecular O-H, caracteristico de las moléculas
de agua (Pelissari y col., 2012). La segunda sefal
se observé a 2922 cm™! y es caractreristica de los

estiramientos C-H asociados con el anillo de glucosa
(Mano y col., 2003; Jiang y col., 2011). La
siguiente sefial aparecié en 1642 cm™! y se debi6
a las vibraciones por flexién de los grupos O-H del
agua absorbida en la regién amorfa de la molécula de
almidén (Das y col., 2015). La sefial registrada a 1462
cm™! fue resultado de las vibraciones por flexién de
los grupos CHj, en tanto que las sefiales a 1421y 1340
cm™~! son atribuidas a las vibraciones por flexién de los
enlaces C-H (Mano y col., 2003; Pascoal y col., 2013).
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Fig. 6. Espectros de FTIR de almidones de manzana
a 60 DDPF (a) y 90 DDPF (b) aislados utilizando
los métodos SN y ST. Espectro FTIR en unidades de
absorbancia en la regién de la huella dactilar de 900 a
1200 cm™" (c).
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Finalmente, dentro de la regién de huella dactilar (400-
1250 cm™!), se presentaron las sefiales mds intensas
y caracteristicas para carbohidratos en el infrarrojo
medio (Pelissari y col., 2012). Se pueden apreciar
tres sefiales, una a 1149 cm™!, otra a 1078 cm™!
y una méds a 1004 cm™!, todas estas corresponden
a las vibraciones del estiramiento de C-O-C y C-O-
H en los enlaces glucosidicos de los polisacdridos
(Jiang y col., 2011; Liu y col., 2011; Pascoal y col.,
2013). La espectroscopia FTIR nos permite, por
comparacién de espectros, detectar posibles cambios
estructurales del almidén a un nivel molecular de
corto rango, principalmente en las sefiales a 1047,
1022 y 995 cm™! (van Soest y col., 1995; Smits y
col., 1998). Las senales a 1022 cm™! y 1045-1047
se han relacionado con las vibraciones de la region
amorfa (Shrestha y col., 2010) y cristalina (van Soest
y col., 1995; Shrestha y col., 2010) del almidén,
respectivamente. Por otra parte, la sefial a 995
cm~!, la cual se encuentra relacionada con el enlace
por puente de hidrégeno intramolecular del grupo
hidroxilo del carbono 6, es sensible al agua (Smits y
col., 1998). Los valores obtenidos del cociente de la
intensidad de las absorbancias 1045/1022 o 1022/995
cm™! proporciona informacién sobre el grado de
cristalinidad en los almidones (Sevenou y col., 2002;
Millan-Testa y col., 2005). En todos los almidones
aislados, sin importar el método de aislamiento y
estado de madurez del fruto, se obtuvo un valor de
0.69 al relacionar la intensidad de las absorbancias
en 1047/1022 cm™! (Fig. 6c¢), de tal forma que no
existieron cambios en la cristalinidad de los almidones
estudiados en el corto rango molecular. Por otra
parte, la relacién de las absorbancias 1022/995 cm™!
(Fig. 6c) para los almidones obtenidos a partir de
60 y 90 DDPF con el método ST fue de 0.94 y
0.96, respectivamente. Mientras que para el método
de aislamiento SN la relacién de las absorbancias
1022/995 cm™! para almidén aislado de manzanas a
los 60 y 90 DDPF fue 0.93 y 0.91, respectivamente,
los cuales fueron muy similares en un mismo estado
de madurez, por lo cual no existieron variaciones en
el ordenamiento estructural de la region externa de los
granulos (Millan-Testa y col., 2005). Los resultados
anteriores evidenciaron que no se presentaron cambios
en el ordenamiento estructural de los almidones
aislados, estos resultados se encuentran respaldados
por los estudios de difraccion de rayos X.

Conclusiones

El método de aislamiento y el estado de madurez de
los frutos provocaron variaciones en el rendimiento
y propiedades fisicoquimicas, térmicas y reoldgicas
de los almidones aislados a partir de manzanas
inmaduras. El método SN proporcioné el mayor
rendimiento cuando se utilizaron frutos de mayor
madurez (90 DDPF). La pureza de los almidones
no varié con el método de aislamiento y el estado
de madurez del fruto. EI tamafio de los granulos
fue de 2 a 10 um, su morfologia y estructura no
fue influenciada por el método de aislamiento, lo
cual se corroboré con los estudios de difraccién de
rayos X y FTIR. Todos los almidones presentaron
patrones de difraccion de rayos X tipo C (combinacion
entre A y B), lo que influyé en las propiedades
térmicas de los almidones. La viscosidad aparente
no vari6 con el método de aislamiento; sin embargo,
se incrementd cuando se utilizaron frutos con mayor
madurez. Un comportamiento similar se observo en el
modulo de almacenamiento (G”), el cual increment6
con el calentamiento durante la gelatinizacién de
los almidones. En general, se puede decir que las
manzanas inmaduras son una fuente alternativa de
almidén con propiedades fisicoquimicas, estructurales
y funcionales especificas con gran potencial de
aplicacién en la industria de alimentos.
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