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RESUMEN

Dentro de las materias primas para elaborar plasticos biode-
gradables, el almidén tiene un alto potencial; sin embargo,
éste debe ser modificado para mejorar sus propiedades de
formacién de pelicula. En el presente estudio almidén ais-
lado de pldtano macho (Musa paradisiaca L.) en estado fi-
siolégico inmaduro fue modificado quimicamente mediante
una oxidacién con NaOCI con tres concentraciones de cloro
activo (0.5, 1.0 y 1.5 % v/v) y se acetilé usando anhidrido
acético. Los almidones se caracterizaron quimica, fisica y tér-
micamente: cuantificacién de grupos carbonilos, carboxilos y
acetilos; andlisis quimico proximal; andlisis de espectroscopia
de infrarrojo con transformada de Fourier; determinacién de
color; y andlisis de variables térmicas mediante calorimetria
diferencial de barrido. Los valores cuantificados de grupos
funcionales carbonilos, carboxilos y acetilos corroboraron la
efectividad de los tratamientos quimicos, lo cual se verificé
mediante el andlisis de espectroscopia de infrarrojo con trans-
formada de Fourier. La modificacién por oxidacién redujo el
contenido de proteinas, lipidos y cenizas. El pardmetro L*
caracterizé el color de los almidones ya que fue una medi-
da directa de su blancura. Este valor incrementé a medida
que aument6 el nivel de oxidacién, sin que la modificacién
por acetilacién influyera significativamente en este pardme-
tro. Los pardmetros térmicos de temperatura de inicio, pico
y final de gelatinizacién aumentaron cuando se incrementé
la concentracién de cloro activo, mientras que la entalpia de
gelatinizacién disminuyé indicando una alteracién estructu-
ral en los almidones modificados, lo cual se confirmé con el
perfil amilogrifico de estos almidones. Con la doble modifi-
cacién quimica fue posible mejorar las propiedades fisicas y

quimicas del almidén nativo de plétano.
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ABSTRACT

Among the raw materials used to make biodegradable plastics,
starch has high potential; however, it must be modified to
improve its film-forming properties. In this study, starch
isolated from physiologically immature plantains (Musa
paradisiaca L.) was modified chemically by oxidation with
NaOCIl with three concentrations of active chlorine (0.5,
1.0 and 1.5 % v/v) and acetylation using acetic anhydride.
The starches were characterized chemically, physically, and
thermally: quantification of carbonyl, carboxyl and acetyl
groups; proximal chemical analysis; Fourier transform
infrared spectroscopy; color determination; and analysis of
thermal variables using differential scanning calorimetry.
The values of quantified functional carbonyl, carboxyl and
acetyl groups corroborated the effectiveness of the chemical
treatments, which was verified by Fourier transform
infrared spectroscopy. Modification by oxidation reduced
the content of proteins, lipids and ash. The L* parameter
characterized starch color since it was a direct measure of
its whiteness. This value increased with increasing levels of
oxidation; modification by acetylation did not significantly
affect this parameter. The thermal parameters initial, peak
and final gelatinization temperatures increased when the
active chlorine concentration increased, while gelatinization
enthalpy decreased, indicating a structural alteration of the
modified starches. This was confirmed by their amylographic
profile. With dual chemical modification, it was possible
to improve the physical and chemical properties of native

plantain starch.

Key words: acetylation, starch, dual chemical modification,

infrared spectroscopy, oxidation, thermal properties.



AGROCIENCIA, 1 de abril - 15 de mayo, 2010

Palabras clave: acetilacién, almidén, doble modificacién quimi-

ca, espectroscopia de infrarrojo, oxidacién, propiedades térmicas.
INTRODUCCION

ebido al problema de contaminacién am-

biental generado por la disposicién final

de los polimeros sintéticos derivados del
petréleo conocidos genéricamente como pldsticos,
hay gran interés en la utilizacién de materiales biode-
gradables, como el almidén, para sustituir pldsticos
convencionales como el polietileno y el poliestireno
(Garcia et al., 2000). El gobierno del Distrito Federal
publicé una iniciativa de ley con la cual dard incen-
tivos fiscales a las empresas que utilicen materiales de
empaque biodegradables en sus productos (SUN/EI-
golfo.Info, 2008). El uso de almidones de fuentes no
convencionales como el almidén aislado del plitano
macho (Musa paradisiaca L.) ha cobrado gran interés,
sobre todo en paises como México donde se busca
aprovechar mejor a este tipo de cultivo y darle un va-
lor agregado. El almidén es un biopolimero en forma
de granulos, conformado por dos tipos de homopo-
lisacdridos de glucosa: la amilosa (cuya estructura es
esencialmente lineal conformada por enlaces a-1,4) y
la amilopectina (con una estructura ramificada debi-
do a la presencia de enlaces @-1,6 ademds de los enla-
ces a-1,4). La presencia de amilosa otorga al almidén
la capacidad de formacién de pelicula y el almidén
de plitano macho contiene 35 % aproximadamente
(Romero-Bastida ez a/., 2005), el cual es alto. Por tan-
to, con este tipo de almidén se obtienen peliculas con
adecuadas propiedades mecdnicas.

Zamudio-Flores ez al. (2006) reportaron que peli-
culas hechas con almidén de pldtano oxidado mostra-
ron mejores propiedades mecdnicas que las peliculas
elaboradas con almidén nativo. También aument6 la
permeabilidad al vapor de agua debido al cardcter hi-
drofilico de la pelicula, causado por la formacién de
grupos carbonilos y carboxilos durante la oxidacién
del almidén. El cardcter hidrofilico del almidén se
puede reducir mediante una acetilacién, lo cual au-
menta el cardcter hidrofébico ya que se introducen
grupos ester hidrofébicos (Thomas y Atwell, 1999).
Hay pocos reportes sobre las dobles modificaciones
quimicas como la oxidacién y la acetilacién en almi-
dones. Por tanto, el objetivo del presente trabajo fue
realizar una doble modificacién quimica al almidén
de pldtano macho mediante una oxidacién y una
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INTRODUCTION

ecause of environmental pollution caused

by disposal of synthetic polymers derived

from oil, known generically as plastics such
as polyethylene and polystyrene, there is great
interest in using biodegradable materials, such as
starch, to substitute them (Garcia ez /., 2000). The
Government of México City published a proposal for
a law that would grant incentives to enterprises that
use biodegradable material to package their products
(SUN/Elgolfo.Info, 2008). The use of starches from
non-conventional sources, such as the starch isolated
from plantain (Musa paradisiacal 1.) has stirred much
interest, especially in countries such as Mexico in
search of better uses for the crop and the accompanying
aggregate value. Starch is a granular biopolymer made
up of two types of glucose homopolysaccharides:
amylose (whose structure is essentially linear formed
with a@-1,4 bonds) and amylopectin (with a ramified
structure due to the presence of @-1,6, as well as a-1,4
bonds). The presence of amylose makes it possible
for the starch to form a film; plantain starch contains
approximately 35% amylose (Romero-Bastida ez
al., 2005), which is considered high. With this type
of starch, therefore, films with suitable mechanical
properties are obtained.

Zamudio-Flores et al. (2006) reported that films
made from oxidized plantain starch had better
mechanical properties than those made with native
starch. Oxidation of starch also increased film
permeability to water vapor because of the hydrophilic
trait of the film caused by the formation of carbonyl
and carboxyl groups. The hydrophilic character of
the starch, however, can be reduced by acetylation,
which introduces hydrophobic ester groups (Thomas
and Atwell, 1999). Since there are few reports on
dual chemical modifications such as oxidation
and acetylation on starches, the objectives of this
study were to perform dual chemical modification
on plantain starch, using one oxidation and one
acetylation process, and to characterize the resulting
starches physically, chemically and thermally.

MATERIALS AND METHODS
Starch isolation
Physiologically immature plantains were used with a

procedure at the pilot plant scale (Flores-Gorosquera er al.,
2004).
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acetilacién, asi como caracterizar fisica, quimica y
térmicamente estos almidones.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento del almidon

Se usaron pldtanos machos fisiolégicamente inmaduros con
un procedimiento a escala planta piloto (Flores-Gorosquera er

al., 2004).

Modificacién del almidén por oxidacién

con hipoclorito de sodio

El almidén nativo de pldtano se sometié a un proceso de
oxidacién con hipoclorito de sodio (NaOCI) utilizando tres con-
centraciones de cloro activo (0.5, 1.0 y 1.5 % p/v) de acuerdo al

procedimiento reportado por Wang y Wang (2003).
Modificacion del almidén por acetilacién

Se utilizé la técnica propuesta por Wurzburg (1986): se pe-
saron 162 g de almiddn, se adicionaron 220 mL de agua desti-
lada (25 °C), y se mezclaron uniformemente mediante agitacién
magnética constante durante toda la modificacién. Se ajustd el
pH a 8 con solucién de NaOH al 3 % y se adicioné 0.1 mol
de anhidrido acético gota a gota; simultdneamente se anadié
NaOH al 3 % para mantener el pH entre 8.0 y 8.4. Al finalizar
la adicién del anhidrido acético, el pH se ajusté a 4.5 con HCI
0.5 N. La solucién se centrifugé 15 min a 1500 rpm, se decanté
el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en agua destilada;
se centrifugd y se repitié el procedimiento dos veces. El almidén
obtenido se sec6 24 h en una estufa a 45 °C, se molié y tamizd

en una malla 100.

Caracterizacién quimica del almidén

nativo y modificado

Se determind el contenido de humedad (método 925.10
AOAC, 2005), cenizas (método 32.10 AACC, 2000), lipidos
(método 2003.05 AOAC, 2005) y proteinas (método 2001.1,
AOAC, 2005).

Determinacién del contenido de

almidén total (AT)

Se usé la técnica de Goni ez al. (1997) que se fundamenta en
una hidrdlisis completa del almidén con amiloglucosidasa y se

cuantifica la glucosa liberada.

Modification of starch by oxidation
with sodium hypochlorite

Native plantain starch was subjected to a process of oxidation
with sodium hypochlorite (NaOCI) using three concentrations of
active chlorine (0.5, 1.0 and 1.5 % p/v), following the procedure
reported by Wang and Wang (2003).

Modification of starch by acetylation

The technique proposed by Wurzburg (1986) was used:
162 g starch was weighed and mixed uniformly with 220 mL
distilled water (25 °C) by constant magnetic shaking during the
entire modification process. The pH was adjusted to 8 with a 3 %
solution of NaOH, and 0.1 mol acetic anhydride was added drop
by drop; simultaneously, 3 % NaOH was added to maintain
pH between 8.0 and 8.4. After all of the acetic anhydride was
added, pH was adjusted to 4.5 with 0.5 N HCI. The solution
was centrifuged for 15 min at 1500 rpm and the supernatant
decanted. The precipitate was re-suspended in distilled water and
centrifuged. The procedure was repeated twice. The obtained
starch was dried for 24 h in an oven at 45 °C and later ground
and sifted through a 100 mesh.

Chemical characterization of native and modified starch

Moisture content (method 925.10, AOAC, 2005), ash
(method 32.10, AACC, 2000), lipids (method 2003.05, AOAC,
2005) and proteins (method 2001.1, AOAC, 2005) were

determined.
Determination of total starch content (TS)

The Goni ez al. (1997) technique, which is based on complete
hydrolysis of the starch with amyloglucosidase, was used, and the
released glucose was quantified.

Determination of carbonyl and carboxyl groups

For the carbonyl (C=0) groups, the Smith (1967) titration
method was used, and for the carboxyl groups, the method of
Chattopadhyay ez al. (1997) was used as described by Rivas-

Gonzilez et al. (2008).

Determination of the degree of substitution

and percentage of acetyl groups

The technique proposed by Wurzburg (1986) was used as
described by Guerra-Della Valle ez a/. (2008).
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Determinacién de grupos carbonilo y carboxilo

Para los grupos carbonilo (C=0) se usé el método de titula-
cién de Smith (1967) y para los grupos carboxilo el método de
Chattopadhyay ez al. (1997), segin Rivas-Gonzélez ez al. (2008).

Determinacién del grado de sustitucién y del porcentaje de

grupos acetilo

Se utilizé la técnica propuesta por Wurzburg (1986), segiin
Guerra-Della Valle ez /. (2008).

Evaluacién del color

El color se evalué segtin Zamudio-Flores et al. (2007). Se usé
un colorimetro universal Milton Roy modelo Color Mate con
un iluminante D65 y un dngulo de observacion de 10°% se deter-
min el factor de luminosidad (L*) usando un estindar de color
blanco y se hicieron cinco determinaciones para cada muestra.
Dado que la oxidacién incrementa la blancura del almidén sélo

se midié el valor de L*.
Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier

Para analizar los espectros de infrarrojo de las muestras de los
almidones nativo y modificados se usé un espectrofotémetro de
infrarrojo (Midac, Series M, CA, EE.UU.) equipado con un sis-
tema de pastilla de KBr y sistema de reflectancia total atenuada a
25+2 °C. Para cada muestra se recolectaron 32 barridos con una
resolucién de 4 cm™'y se obtuvo un valor promedio, en la regién

de 400 2 4000 cm™'. Cada muestra se realizé por cuadruplicado.
Calorimetria diferencial de barrido

Se usé un calorimetro diferencial de barrido TA Instruments
modelo 2010 (TA Instruments, New Castle, DE) previamente
calibrado con indio, segtn el procedimiento descrito por Men-
dez-Montealvo et 2/. (2005).

Perfil amilografico de las dispersiones de almidén

La técnica fue la propuesta por la AACC (2000) usando un
microviscoamilografo (Brabender OHG, Duisburg, Alemania).
Se prepararon 100 mL de dispersiones (triplicado) de almidén al
10 % pv~!, se calent6 desde 30 °C hasta 95 °C, se mantuvo 10

min y se enfrié hasta 40 °C, a una velocidad de 2.5 °C min™".

Andlisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar y los datos

se analizaron mediante andlisis de varianza (p=<0.05) con el pro-
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Color assessment

Color was assessed following Zamudio-Flores ez al. (2007).
A universal colorimeter (Milton Roy, model Color Mate) was
used with a D65 illuminator and an observation angle of 10°; the
factor luminosity (L*) was determined using a white standard; five
determinations per sample were performed. Because oxidation

increases starch whiteness, only the L* value was measured.
Fourier transform infrared spectroscopy

To analyze the infrared spectra of the native and modified
starch samples, an infrared spectrophotometer (Midac, Series M,
CA, USA) was used; this was equipped with a KBr pellet and
a system of total reflectance attenuated to 25+2 °C. For each
sample, 32 scans were collected with a resolution of 4 cm™" and

1

an average value was obtained in the region of 400 to 4000 cm™".

Each sample was analyzed in quadruplicate.
Differential scanning calorimetry

A TA Instruments differential scanning calorimeter, model
2010 (TA Instruments, New Castle, DE), previously calibrated
with indium, was used following the procedure described by
Méndez-Montealvo et al. (2005).

Amylographic profile of starch dispersions

The technique, proposed by the AACC (2000), uses a
microviscoamylograph (Brabender OHG, Duisburg, Germany).
One hundred mL of starch dispersions (triplicate) at 10 %
pv-
maintained for 10 min, then cooled to 40 °C at a speed of 2.5 °C
-1

1

was prepared; this was heated from 30 °C to 95 °C and
min
Statistical analysis

The experimental design was completely randomized and
the data were analyzed with an analysis of variance (p=<0.05)
with the statistical software Sigma-Stat, 2.03 (Fox er al., 1995).
Means were compared with the Tukey test (p=<0.05; Walpole ez
al., 1999).

RESULTS AND Di1SCUSSION

Physical and chemical characterization of native
and modified starches

The symbols for the starches are shown in Table 1.
The chemical characterization of native starch as well
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grama estadistico Sigma-Stat 2.03 (Fox ez al., 1995). Las medias
se compararon con la prueba de Tukey (p=<0.05; Walpole ¢ 4/,
1999).

REesuLTADOS Y DISCUSION

Caracterizacién fisica y quimica del almidén
nativo y almidones modificados

La simbologia para representar los almidones se
muestra en el Cuadro 1. En el Cuadro 2 se muestra la
caracterizacién quimica del almidén nativo y de los
almidones modificados (oxidados y oxidados-acetila-
dos). El contenido de humedad fue 8.3 % (almidén
nativo) y 13.1 % para el almidén oxidado con 1.5 %
de cloro activo (AO1.5). El contenido de humedad
incrementé al aumentar el nivel de oxidacién del
almidén, pero no hubo diferencias (p>0.05) entre
los almidones con 1.0 y 1.5 % de cloro activo. Los
almidones doblemente modificados presentaron va-
lores similares a su respectivo oxidado. Este compor-

tamiento se relaciona con el aumento en el caricter

hidrofilico debido a la oxidacién (Adebowale ez al.,
2002). El contenido de lipidos de los almidones mo-
dificados disminuyé en comparacién con el almidén
nativo, pero no se encontraron diferencias cuando
aument? el nivel de oxidacién ni cuando se efectué la
segunda modificacién. Los reactivos (hipoclorito de
sodio e hidréxido de sodio) utilizados en la oxidacién
causaron una saponificacion de los lipidos y su eli-
minacién durante los lavados (Zamudio-Flores ez al.,
2007). Se encontré un comportamiento similar para
el contenido de proteinas, aunque al nivel mds alto

Cuadro 1. Simbologia usada para representar las muestras de
los almidones modificados.
Table 1. Symbols used to represent the samples of modified

starches.

Muestra Simbologia
Almidén nativo AN
Almidén acetilado AA
Almidén oxidado con 0.5 % cloro activo AO0.5
Almidén oxidado con 1.0 % cloro activo AO1.0
Almidén oxidado con 1.5 %cloro activo AO1.5
Almidén oxidado con 0.5 % cloro activo

y acetilado AOO0.5A
Alimidén oxidado con 1.0 % cloro activo

y acetilado AOI1.0A
Almidén oxidado con 1.5 % cloro activo

y acetilado AOIL.5A

as that of modified starches (oxidized and oxidized-
acetylated) are shown in Table 2. Moisture content
of native starch was 8.3 %, while for starch oxidized
with 1.5 % active chlorine (AO1.5) it was 13.1 %.
Moisture content increased with increasing levels
of starch oxidation, but there were no differences
(p>0.05) between the starches oxidized with 1.0 %
and 1.5 % active chlorine. The dually-modified
starches had values similar to their respective
oxidized starches. This is related to the increase in
the hydrophilicity caused by oxidation (Adebowale ez
al., 2002). The lipid content in modified starches was
lower than in native starch, but no differences were
found when the level of oxidation increased or when
the second modification was done. The reagents
(sodium hypochlorite and sodium hydroxide) used
in oxidation caused lipids to saponify and were

Cuadro 2. Anilisis quimico proximal del almidén nativo y de los almidones modificados'.
Table 2. Proximal chemical analysis of native and modified starches'.

Muestra’ Lipidos Protefnas® Cenizas Humedad Almidén total
AN 1.85x0.11a 2.06 = 0.15a 1.89 £0.12a 830+ 1.70a 91.20 £ 1.20 a
AO0.5 1.18 £ 0.14 b 1.29 £ 0.18b 1.05 +0.10 b 9.30 £ 1.10a 86.30 £ 2.10b
AO1.0 1.11 £ 0.17b 1.02 £ 0.11b 0.85 + 0.14 ¢ 11.20 £ 1.50 b 85.70 = 1.80 b
AO1.5 1.05 +0.15b 0.88 = 0.17 ¢ 0.69 = 0.08 ¢ 13.10 £ 2.10 b 84.90 = 1.60 b
AO0.5A 1.22 £0.13b 1.23 +£0.21b 1.11 £ 0.13b 9.10 = 2.30 a 82.30 = 2.60 b
AO1.0A 1.15+0.19b 1.11 £ 0.10b 0.75 % 0.16 ¢ 10.30 = 1.20 b 83.70 £ 1.80 b
AO1.5A 1.08 £ 0.14 b 0.75 £ 0.28 ¢ 0.54 021 ¢ 11.30 = 1.40 b 81.90 + 1.30 b

" Media aritmética de cinco repeticiones * error estandar, porcentaje en base seca. Medias en una columna con diferente letra son signi-

ficativamente diferentes (p=<0.05) + Arithmetic mean of five replications * standard error; dry matter percent. Means in a column with

different letter are significantly differente (p=<0.005).

¢ Para simbolos de las muestras véase el Cuadro 1 + For symbols of the samples see Table 1.

SN x 6.25.
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de oxidacién (1.5 % de cloro activo) la disminucién
fue mayor (p=<0.05).

La segunda modificacién no afecté (p>0.05) el
contenido de proteinas, por lo que el proceso de oxi-
dacién elimina parte de estos componentes debido a
una degradacién (Adebowale ez a/., 2002). Estas pro-
teinas son principalmente enzimas de la biosintesis
del polisacdrido (Agama-Acevedo ez al., 2008).

En general, el contenido de cenizas disminuyé
con el nivel de oxidacién, pero no hubo diferencias
(p>0.05) en las muestras oxidadas con los mds altos
contenidos de cloro activo (1.0 y 1.5 %). Tampoco
hubo diferencias al comparar los almidones doble-
mente modificados con su contraparte oxidada. Los
reactivos usados y los lavados durante las modifica-
ciones remueven estos componentes presentes en el
almidén (Adebowale er al., 2002).

El porcentaje de almidén total (AT), que repre-
senta la pureza del almidén, disminuyé con las modi-
ficaciones, pero no se encontraron diferencias al au-
mentar el nivel de oxidacién ni al realizar la segunda
modificacién. La disminucién estd relacionada con
la introduccién de los grupos carbonilo y carboxilo,
ya que la modificacién cambia la estructura del almi-
dén y, por tanto, ya no es reconocido por la enzima
(amiloglucosidasa); esto se debe a que se realiza una
hidrélisis completa del almidén.

Evaluacién del color en los almidones

El valor L* fue el mejor pardmetro para carac-
terizar el color de los almidones y fue una medida
directa de su blancura (Figura 1). Este valor incre-
menté a medida que aumentd el nivel de oxidacién
(concentracién de cloro activo) usado para modificar
los almidones. Se observaron valores desde 81.1 para
el almidén nativo (AN) hasta 96.7 para el AO1.5, el
cual es cercano a 100 (valor mdximo) que indica un
material blanco.

Los valores menores de 100, en este tipo de al-
midén, se deben a que el fruto de plitano es muy
susceptible a sufrir reacciones de oscurecimiento en-
zimdtico, las cuales ocurren al cortar o pelar el fruto,
exponiendo las enzimas como la polifenol oxidasa, a
la presencia del oxigeno. Esto desencadena las reac-
ciones de oscurecimiento enzimdtico, que no pueden
ser completamente eliminados durante los procesos
de modificacién.

El efecto del blanqueamiento del almidén se debe
a la oxidacién con NaOCI (Rutenberg y Solarek,
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eliminated during washing (Zamudio-Flores ez 4l.,
2007). Similar behavior was found for the protein
content, although at the highest level of oxidation
(1.5 % active chlorine), reduction was greater
(p=<0.05).

The second modification did not affect (p>0.05)
protein content; the oxidation process eliminates part
of these components by degradation (Adebowale ez
al., 2002). These proteins are mainly enzymes from
the biosynthesis of the polysaccharide (Agama-
Acevedo et al., 2008).

In general, the content of ash decreased with
the level of oxidation, but there were no differences
(p>0.05) in the oxidized samples at the highest
contents of active chlorine (1.0 and 1.5 %). Nor were
there differences between the dually-modified starches
and their oxidized counterparts. The reagents used
and the washing during the modifications remove
these components of native starch (Adebowale ez 4.,
2002).

The percentage of total starch (TS), which
indicates starch purity, decreased with the
modifications, but no differences were found when
the level of oxidation increased or when the second
modification was performed. This decrease is related
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Figura 1. Evaluacién de color (pardmetro L*) en el almidén
nativo y en los almidones modificados. Barras de
error estandar con letras diferentes son estadistica-
mente significativas (p=<0.05).

T Para simbolos de las muestras ver Cuadro 1.

Figure 1. Color assessment (L* parameter) in native starch
and in modified starches. Standard error bars
with different letters are statistically significant
(p=0.05).

T For symbols of the samples see Table 1.
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1984), aunque la mayor parte de los estudios se rea-
liz6 con almidones de fuentes convencionales como
maiz, trigo, y arroz (Chattopadhyay ez al., 1997),
los cuales no son susceptibles a reacciones de oscu-
recimiento enzimdtico. El modo de accién especifico
del cloro molecular (Cl,), y sobre todo de las formas
de cloro residual libre como el dcido hipocloroso
(HOCI) y el i6n hipoclorito (OCI™) sobre los com-
puestos fenélicos involucrados en las reacciones de
oscurecimiento enzimdtico, implica que las molécu-
las de cloro se introducen en los compuestos fenéli-
cos. Estos compuestos se caracterizan por la presencia
de insaturaciones que son muy reactivas y el cloro
las reduce para producir un efecto de decoloracién
e incluso un cierto grado de despolimerizacién, que
produce compuestos de menor peso molecular y que
son eliminados con los lavados sucesivos realizados
durante la modificacién (Floor et al., 1989; Hebeish
et al., 1989; Sdnchez-Rivera et al., 2005).

Contenido de grupos carbonilo,
carboxilo y acetilo

El contenido de grupos carbonilo incrementé
con el nivel de cloro activo utilizado en la oxidacién
(Cuadro 3). Sdnchez-Rivera et al. (2005) no detecta-
ron grupos carbonilo en almidén oxidado de pldta-
no con 0.5 % de cloro activo, encontrindose grupos
carbonilo de 0.015 % y 0.032 % para el almidén
oxidado con 1.0 y 1.5 % de cloro activo.

Al realizar la doble modificacidn, el contenido de
carbonilos disminuy6 y no se encontraron diferencias

to the introduction of the carbonyl and carboxyl
groups since modification changes starch structure
and, therefore, it is not recognized by the enzyme
(amyloglucosidase) because hydrolysis of the starch
is complete.

Color assessment in the starches

The L* value was the best parameter for
characterizing starch color and it was a direct
measurement of its whiteness (Figure 1). The L*
value increased with increasing levels of oxidation
(concentration of active chlorine) used to modify the
starches. Values from 81.1 for native starch (AN) to
96.7 for AO1.5 were observed. An L* close to 100
(maximum value) indicates white material.

The values lower than 100 in plantain starch are
explained by the fact that the fruit is very susceptible
to browning by enzymatic reactions which occur
when cutting or peeling the fruit, exposing enzymes
such as polyphenol oxidase to the presence of oxygen.
This starts the reactions of enzymatic browning,
which cannot be completely eliminated during the
modification processes.

The effect of starch bleaching is due to oxidation
with  NaOCl (Rutenberg and Solarek, 1984),
although most of the studies on starch acetylation
and color evaluation have been conducted on
starches from conventional sources such as maize,
wheat and rice (Chattopadhyay ez al, 1997),
which are not susceptible to reactions of enzymatic
browning. The specific mode of action of chlorine

Cuadro 3. Contenido de grupos carbonilo, carboxilo, y acetilo en los almidones modificados T,
Table 3. Content of carbonyl, carboxyl and acetyl groups in modified starches .

Muestra® Carbonilo (%) Carboxilo (%) Acetilo (%) GS
AN nd nd nd ndt
AOO0.5 0.020 = 0.005 a 0.011 £ 0.004 a nd ndt
AO1.0 0.023 = 0.007 b 0.033 = 0.002 b nd ndt
AOL1.5 0.025 = 0.004 ¢ 0.046 £ 0.002 ¢ nd ndt
AOO0.5A 0.011 = 0.002d nd 1.3 £0.580 a 0.050%0.012 a
AOI1.0A 0.009 = 0.006d nd 1.1 £0.220 a 0.042%0.015 a
AO1.5A 0.013 = 0.002d nd 0.9 £ 0.630 a 0.034%+0.019 a

T Media aritmética de tres repeticiones * error estindar. Medias en una columna con letras diferentes son significativamente diferentes

(p=0.05) + Arithmetic mean of three replications = standard error. Means in a column with different letter are significantly differente

(p=<0.005).

GS: grado de sustitucién (adimensional); nd: no se detecté; ndt: no se determiné ¢ GS: degree of substitution (dimensionless); nd: not
detected; ndt: not determined.
¢ Para simbolos ver Cuadro 1 « For symbols see Table 1.
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(p>0.05) entre ellos, independientemente del nivel
de oxidacién. El contenido de grupos carboxilo si-
gui6 el mismo comportamiento y en general los va-
lores fueron mayores (p=<0.05) que los de carbonilo
debido a que el proceso de oxidacién se realiz6 en un
medio alcalino (pH=9.5) que favorece la produccién
de grupos carboxilo (Wang y Wang, 2003).

El contenido de grupos carboxilo es comparable
con lo reportado por Sdnchez-Rivera ez al. (2005),
quienes obtuvieron valores de 0.013, 0.040 y 0.050 %
para almidén oxidado de plitano macho con 0.5.
1.0 y 1.5 % de cloro activo. El nivel de oxidacién
alcanzado depende del tipo de almidén (Kuakpetoon
y Wang, 2001). En los almidones doblemente modi-
ficados no se detect6 la presencia de grupos carboxilo
pero si de grupos acetilos, lo cual indica que estos
ultimos sustituyen a los grupos carboxilo en los almi-
dones oxidados.

En el AN y los almidones oxidados no se deter-
miné el grado de sustitucién (GS) debido a que es-
tas muestras no presentaron grupos acetilo. E1 GS de
los almidones doblemente modificados fue similar,
lo que indica que la acetilacién se produjo al mismo
nivel independientemente del nivel de oxidacién del
almidén sometido a esta segunda modificacién. Be-
llo-Pérez et al. (2002) reportaron un GS de 0.04 para
almidén acetilado de plitano macho y Betancur-
Ancona et al. (1997) determinaron un GS de 0.057
2 0.091 para almidones de Canavalia ensiformis ace-
tilados con diversos tratamientos. Los datos de GS
del presente estudio son bajos (la FDA de EE.UU.
acepta entre 0.01-0.2 para uso en alimentos) y son
similares a los reportados por Betancur-Ancona ez al.
(1997), pero menores a los encontrados en almidén
acetilado de maiz (0.11-0.17) (Liu ez al., 1997).

Espectroscopia de infrarrojo con
transformada de Fourier

En la regién conocida como la huella dactilar, que
comprende 400 a 1250 cm™" (Olsen, 1990), se ob-
servan tres picos caracteristicos en los espectros entre
923 y 1162 cm™, los cuales se atribuyen al estira-
miento del enlace C-O (Goheen y Wool, 1991). El
pico localizado a 1467 cm™" es asignado a la flexién
del grupo CH, y el pico amplio en 2926 cm™" es ca-
racteristico de los estiramientos C-H asociados con el
anillo de glucopiranosa (Mano ez al., 2003). La ban-
da amplia desde 3000 a 3900 cm™' se debe al enlace
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molecules (Clz), and particularly, of the forms of free
residual chlorine such as hypochlorous acid (HOCI)
and the hypochlorite ion (OCI~), on the phenolic
compounds involved in enzymatic browning
reactions implicates that chlorine molecules are
introduced into the phenolic compounds. These
compounds are characterized by the presence of
unsaturated bonds that are very reactive. Chlorine
reduces them to produce a discoloring effect and
even a certain degree of de-polymerization, which
produces compounds of lower molecular weight
that are eliminated by successive washings during
modification (Floor ez al., 1989; Hebeish et al., 1989;
Sdnchez-Rivera et al., 2005).

Content of carbonyl, carboxyl and acetyl groups

The content of carbonyl groups increased with
increasing levels of active chlorine used in oxidation
(Table 3). Sdnchez-Rivera et al., 2005) did not detect
carbonyl groups in oxidized plantain starch with 0.5 %
active chlorine, but carbonyl groups of 0.015 % and
0.032 % were found in starch oxidized with 1.0 and
1.5 % active chlorine.

With dual modification, the content of carbonyls
decreased, and no differences were found among
them regardless of the level of oxidation. The content
of carboxyl groups followed the same pattern and,
in general, the values were higher (p=<0.05) than
those of the carbonyl group because the process of
oxidation was carried out in an alkaline medium
(pH=9.5), which favored the production of carboxyl
groups (Wang and Wang, 2003).

The content of carboxyl groups is comparable
with that reported by Sdnchez-Rivera ez al. (2005),
who obtained values of 0.013, 0.040 and 0.050 %
for oxidized plantain starch with 0.5, 1.0 and 1.5 %
active chlorine. The level of oxidation depends on
the type of starch (Kuakpetoon and Wang, 2001). In
dually-modified starches, while carboxyl groups were
not detected, acetyl groups were, indicating that the
latter substitute carboxyl groups in oxidized starches.

The degree of substitution (GS) was not
determined in AN or oxidized starches since acetyl
groups were not present in the samples. The GS of
dually-modified starches was similar, indicating that
acetylation occurred at the same level regardless
of the level of oxidation of the starch subjected to
this second modification. Bello-Pérez er al. (2002)
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de hidrégeno de los grupos hidroxilo que contribu-
yen a las vibraciones de los estiramientos asociados
con el enlace libre inter e intramolecular del grupo
hidroxilo, siendo una caracteristica muy particular de
la estructura del almidén (Fang ez al., 2002).

A medida que se incrementd el nivel de oxidacién
en los almidones se observé un aumento en el ancho
de la banda entre 3000 a 3900 cm™', indicando un
aumento en la presencia de los grupos carboxilo y
disminuy6 la amplitud de esta banda cuando se reali-
26 la acetilacién (Figura 2). Guerra-Della Valle ez 4l.
(2008) reportaron una disminucién de la amplitud
de esta banda (3000-3900 cm™') al modificar por
acetilacion al almidén nativo de pldtano, debido a
que aument6 la amplitud de la banda a 1740 cm™
producto de las vibraciones del grupo carbonilo pre-
sente en el almidén acetilado (Xu ez a/., 2004; Xu y
Hanna, 2005).

Calorimetria diferencial de barrido

En general, la oxidacién incrementé las tempe-
raturas: T, (temperatura de inicio), Tp (temperatura

reported a GS of 0.04 for acetylated plantain starch,
and Betancur-Ancona et 2/. (1997) determined a
GS of 0.057 to 0.091 for starches from Canavalia
ensiformis acetylated with different treatments. The
GS data of our study are low (the US FDA accepts
between 0.01-0.2 for use in foods) and are similar
to those reported by Betancur-Ancona et al. (1997),
but lower than those found in acetylated corn starch
(0.11-0.17) (Liu ez al., 1997).

Fourier transform infrared spectroscopy

In the region known as the fingerprint, which
comprises 400 to 1250 cm™" (Olsen, 1990), three
characteristic peaks are observed in the spectra
between 923 and 1162 cm™'; these are attributed to
C-O bond stretching (Goheen and Wool, 1991). The
peak located at 1467 cm™' is assigned to the flexion
of the CH, group, and the broad peak at 2926 cm™
is characteristic of C-H stretching associated with the
glucopyranose ring (Mano et al., 2003). The broad
band from 3000 to 3900 cm™" is due to the hydrogen
bond of the hydroxyl groups that contribute to the

Transmitancia (%)

Figura 2. Espectros-
copia de infrarrojo
con transformada de
Fourier de las mues-
tras AN, AA, AOO0.5,
AO0.5A, AO1.0 y
AO1.0A (Ver Cua-
dro 1).

AO1.0A

AO1.0

Figure 2. Fourier
transform infrared
spectroscopy of the
samples AN, AA,
A00.5, AOO0.5A,
AO1.0 AND
AO1.0A (See Table
1).
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de pico) y T, (temperatura final) de la transicién de
fase conocida como gelatinizacién (Cuadro 4). El
efecto fue mayor cuando aumentd el nivel de oxida-
cién, aunque el AN y la muestra oxidada con 0.5 %
de cloro activo no fueron diferentes (p>0.05). Esto
se debe a que cuando aumenté la concentracién de
cloro activo se aumenté también el porcentaje de
grupos carboxilo (Cuadro 3 y Figura 2) introducidos
en la molécula de almiddn, los cuales estabilizaron la
estructura y, por tanto, se requirié mds temperatura
para la gelatinizacién (Sdnchez-Rivera ez al., 2005).
La segunda modificacién no tuvo efecto en las tem-
peraturas de gelatinizacién porque se encontraron
valores similares en los almidones doblemente modi-
ficados y su contraparte oxidada.

La entalpia de gelatinizacién (AH) disminuyé
en las muestras oxidadas con los mds altos niveles de
cloro activo (1.0 y 1.5 %) comparada con el AN y la
oxidada con 0.5 % de cloro activo, ya que estas dos
ultimas muestras no fueron diferentes (p>0.05). Esto
se debe probablemente a una despolimerizacién del
almidén durante la oxidacién, como se observé en
los estudios estructurales de almidén oxidado de ce-
bada (Chdvez-Murillo er /., 2008). El mismo com-
portamiento mostrado en las temperaturas de gelati-
nizacion se presenté en la entalpia para los almidones
doblemente modificados.

Chavan ez al. (1999) y Adebowale ez al. (2006)
afirman que la gelatinizacién involucra el desdo-
blamiento y la fusién de las cadenas externas de

stretching vibrations associated with the free inter-
and intra-molecular bond of the hydroxyl group, a
characteristic that is particular to starch structure
(Fang et al., 2002).

In the measure that the level of oxidation
increased in the starches, an increase in band width
is also observed between 3000 and 3900 cm’,
indicating an increase in carboxyl groups; a decrease in
the width of this band can be seen when acetylation was
performed (Figure 2). Guerra-Della Valle ez a/. (2008)
reported a decrease in the amplitude of this band (3000-
2900 cm™!) when native bananas starch was modified
by acetylation since at 1740 cm™" the amplitude of
the band increased because of the vibrations of the

carbonyl group present in the acetylated starch (Xu
et al., 2004; Xu and Hanna, 2005).

Differential scanning calorimetry

In general, oxidation increased temperatures: T
(initial temperature), TP (peak temperature) and T,
(final temperature) of the transition phase known
as gelatinization (Table 4). The effect was greater
when oxidation levels increased, although AN and
the sample oxidized with 0.5% active chlorine was
not different (p>0.05). This occurs because, when
the active chlorine concentration increased, the
percentage of carboxyl groups introduced into the
starch molecules also increased (Table 3 and Figure 2).
These groups stabilized the structure and, therefore,

Cuadro 4. Variables térmicas del almidén nativo y almidones modificados .

Table 4. Thermal variables of native and modified starches .

Muestra¥ Variables térmicas
T (°C) Tp °C) T, (°C) T,-T, (°C) AH (J g")

AN 64.30 £ 1.13a 70.10 £ 1.30 a 73.70 £ 0.90 a 9.40 11.40 = 0.87 a
AOO0.5 62.50 £ 1.10 a 69.31 £1.00a 7225 *1.20a 9.75 10.25 £ 0.65a
AO1.0 68.60 £ 0.90 b 73.25 090 b 78.23 £ 0.70 b 9.63 8.60 = 0.90b
AO1.5 72.35 £ 0.83 ¢ 76.20 £ 0.83 c 83.35 £ 0.63 ¢ 11.00 8.15*+0.75b
AOO0.5A 63.21 £095a 70.25 £ 0.75a 75.30 £ 0.81 a 12.09 10.15 £ 0.85a
AO1.0A 69.13 £ 0.71b 72.35 = 0.78b 81.45 + 0.65 ¢ 12.36 7.52 £0.90b
AO1.5A 71.45 £ 0.81 ¢ 75.15 £ 0.90 ¢ 82.32 £ 0.77 ¢ 10.87 7.25+0.70b

" Media aritmética de cinco repeticiones * error estdndar ¢ Arithmetic mean of five replications + standard error.

Valores en una columna con diferente letra son significativamente diferentes (p=<0.05) % Values in a column with different letter are
significantly different (p=<0.05).
T, = temperatura de inicio de gelatinizacién; T = temperatura de pico de gelatinizacién ¢ T.= initial temperature of gelatinization; T =
peak temperature of gelatinization.
T, = temperatura final de gelatinizacién; AH = entalpia de gelatinizacién + T = final temperature of gelatinization; AH= enthalpy of

gelatinization.

9 Para simbolos ver Cuadro 1 + For symbols see Table 1.
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amilopectina que estdn empacadas junto con las do-
bles hélices en racimos, mientras que el cambio de
entalpia (AH) se debe principalmente al desdobla-
miento de las dobles hélices mds que a la destruccién
de la cristalinidad.

Perfil amilogrifico

La oxidacién provocé un incremento en la vis-
cosidad de pico de la pasta de almidén comparada
con su contraparte nativa (Figura 3). La introduc-
cién de los grupos carbonilos y carboxilos produce
mds interaccion con las moléculas de agua lo cual
aumenta la viscosidad. La segunda modificacién
produjo un mayor incremento en la viscosidad de
pico, pero la temperatura de formacién de la pasta
fue menor, mostridndose la formacién de un gel du-
rante el enfriamiento. El comportamiento mostrado
en el almidén doblemente modificado estd relaciona-
do con la despolimerizacién producida por la oxida-
cién y la estabilizacién provocada por la acetilacién.
Asi, la estructura formada puede interaccionar con
mayor cantidad de agua, causando el aumento en la
viscosidad de pico. Ademds, una mayor cantidad de
cadenas lineales que se reorganizan durante el enfria-
miento producen una malla mds estructurada que da

la caracteristica de un gel mds fuerte (Kuakpetoon y
Wang, 2001).

more heat was required for gelatinization (Sinchez-
Rivera et al., 2005). The second modification had no
effect on gelatinization temperatures because similar
values were found in dually-modified starches and
their oxidized counterparts.

Gelatinization enthalpy (AH) decreased in
oxidized samples with the highest levels of active
chlorine (1.0 and 1.5 %) compared with AN and
starch oxidized with 0.5 % active chlorine since
these two samples were not different (p>0.05).
This is probably due to de-polymerization of the
starch during oxidation, as was observed in studies
in the structure of oxidized barley starch (Chdvez-
Murillo et al., 2008). The same behavior observed in
gelatinization temperatures was seen in the enthalpy
of dually-modified starches.

Chavan et 2/. (1999) and Adebowale et 2/. (2006)
state that gelatinization involves unfolding and
fusion of the external chains of amylopectin, which
are packed together with double helices in racemes,
while the enthalpy (AH) change is due more to
the unfolding of the double helices than to the
destruction of crystallinity.

Amylographic profile

Oxidation caused an increase in peak viscosity of
the starch paste relative to the native counterpart
(Figure 3). Introduction of the carbonyl and
carboxyl groups produces more interaction with the
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Figura 3. Perfil amilogrifico del almidén nativo (AN), almidén oxidado con 1.5 % de cloro activo (AO1.5) y del almidén doble-

mente modificado (AO1.5A).

Figure 3. Amylographic profile of native starch (AN), starch oxidized with 1.5 % active chlorine (AO1.5) and dually modified

starch (AO1.0A).
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CONCLUSIONES

La modificacién por oxidacién y la doble modifi-
cacién redujeron el contenido de proteinas, lipidos,
cenizas y almidén total. Mediante la técnica de espec-
troscopia de infrarrojo con transformada de Fourier
se verific la presencia de los grupos funcionales car-
bonilo, carboxilo y acetilo. El factor de luminosidad
aumentd al elevar el nivel de oxidacién, sin que la
modificacién por acetilacién afectara significativa-
mente esta variable. Las variables térmicas y el perfil
amilogréfico indicaron un cambio estructural en los
almidones modificados. Con la doble modificacién
quimica fue posible mejorar las propiedades fisicas y
quimicas del almidén nativo de plétano.
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