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1. INTRODUCCION GENERAL

El tamarindo (Tamarindus indica L.) es un arbol nativo de Africa, el cual se cultiva
en varias regiones del mundo con clima tropical seco. Los paises productores
mas importantes son: India, Tailandia, México, Indonesia, Filipinas, Brasil,
Guatemala, Costa Rica, Nicaragua, y otros paises de América Central y
Sudamérica (EI-Siddig et al. 2006). En México, del arbol de tamarindo, se
aprovecha principalmente el fruto, cuya disponibilidad es estacional pero que
puede encontrarse en el mercado todo el afo. Del fruto se obtiene la pulpa, la
cual se emplea para la elaboracion de bebidas refrescantes a nivel industrial o
como parte de la gastronomia tradicional (Viveros et al., 2012). La semilla de
tamarindo es un subproducto derivado de la obtencién de la pulpa. En otros
paises, se ha utilizado para producir semilla de tamarindo en polvo (Marathe,
Annapure, Singhal y Kulkarni, 2002). En Japon se ha permitido el uso de la
semilla de tamarindo en polvo, refinada y purificada en la industria de los
alimentos como agente gelificante, espesante o estabilizante, (Nishinari,
Yamatoya y Shirakawa, 2000).

Los métodos de extraccibn de goma, generalmente dan como resultado
soluciones que contienen una mezcla de componentes, que pueden someterse
a diferentes métodos de purificacion. El grado de pureza de los extractos de goma
tiene una importante relacion con sus propiedades fisicoquimicas, funcionales y
reologicas (Kaewmanee et al., 2014; Razmkhah, Razavi y Mohammadifar, 2016).
En los dltimos afios, se han publicado diversos trabajos sobre las propiedades
fisicoquimicas y funcionales de la goma de semilla de tamarindo GST, sin
embargo, estos estudios pierden importancia debido al uso de diferentes
métodos de extraccion y purificacién en la obtencion de la GST. Por ejemplo,
Khounvilay y Sittikijyothin (2012), y Alpizar et al. (2017a) obtuvieron GST



Guadalupe Cuispin Jsidre Docterade en Ciencias Ugroalimentarias

solubilizando semillas molidas en agua caliente y secando el sobrenadante. Los
primeros estudiaron el cizallamiento constante y las propiedades viscoelasticas
dindmicas de las soluciones acuosas de GST a diferentes concentraciones (0.22
a 6.82 %), mientras que los segundos autores consideraron las propiedades de
flujo en funcion de la temperatura (25 a 65 °C), pH (2.0 a 8.0) y la concentracién
de sal en las dispersiones. Alpizar et al. (2017 b) estudiaron la entropia integral
minima, la absorcion de humedad y la transicidn vitrea de la GST seca. Choi et
al. (2009) y Bansal y Kumar (2014) extrajeron GST con agua caliente seguido de
precipitacion en etanol absoluto. Los primeros autores investigaron el
rendimiento, las caracteristicas morfolégicas, peso molecular promedio y la
actividad antioxidante, mientras que los ultimos autores determinaron el
comportamiento de flujo, el indice de hinchamiento y la capacidad de formacién
de gel de las soluciones acuosas. Choi et al. (2009) irradiaron granos de
tamarindo con rayos gamma y haz de electrones antes del procedimiento de
extraccion / purificacion. Marathe et al. (2002) obtuvieron GST a partir de polvo
de grano de tamarindo desgrasado por extraccion con alcohol, evaluando sus
propiedades gelificantes en combinacién con pectina. De lo anterior, no se puede
inferir el efecto de la purificacion en las propiedades de la GST. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo fue investigar la influencia que ejerce el grado de
purificacion de la GST en el rendimiento, la composicion quimica proximal, las
propiedades fisicoquimicas (potencial {, tamafio de particula, angulo de contacto,
viscosidad y color) y emulsionantes, y contribuir a la seleccion del procedimiento
de purificacion adecuado para obtener las propiedades funcionales deseadas de

acuerdo al sistema alimenticio al que se incorpore.

El documento consta de 3 capitulos: el capitulo uno presenta una introduccién
general acerca de la importancia de la goma de semilla de tamarindo GST,; el
capitulo dos ofrece el estado del arte acerca de la goma de semilla de tamarindo
en cuanto a su capacidad emulsificante, finalmente el capitulo tres esta
conformado por un articulo cientifico en el cual se detalla la evaluacién de la

capacidad emulsificante de la GST con distinto grado de purificacion.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Tamarindus indica L

El tamarindo (Tamarindus indica L.), pertenece a las leguminosas, es un cultivo
de facil adaptacion, resistente a la sequia y no tolerante a las heladas. Es
originario de Africa tropical, y actualmente se encuentra en 54 paises (El-Siddig
et al.,, 2006). El tamarindo ha sido plantado y cosechado extensamente en
Bangladesh, India, Myanmar, Malasia, Sri Lanka, Tailandia, Australia y varios
paises africanos, centroamericanos y sudamericanos (Saideswara & Mary,
2012). Los paises productores mas importantes de tamarindo son: la India,
México, Brasil, Belice, Guatemala, Costa Rica y otros paises de América Central,
Sudamérica, Asia y Africa, donde los climas son célidos semiaridos o humedos.
En la Republica Mexicana el tamarindo se encuentra en 21 entidades federativas,
tanto en forma silvestre como en cultivo, principalmente en las costas del Pacifico
y del Golfo de México (Orozco, 2001). El principal productor de tamarindo en
México es Jalisco, con una produccion de 23 125.53 toneladas, lo cual representa
el 46 % de la produccion total nacional. En segundo lugar se encuentra Colima
con 13 149.26 t, Guerrero con 7 671.94 t, Michoacan con 3 586.63 t y Veracruz
con 920.5 t (SIAP, 2019).

El tamarindo (Tamarindus indica L.) es un arbol que puede alcanzar una altura
de 30 m. Este arbol es mejor conocido por la pulpa de la vaina (aproximadamente
40 %), rico en vitamina C, acido tartarico, malico, citrico y azUcares (Saideswara
& Mary, 2012). La principal parte del arbol que se aprovecha es el fruto, cuya
disponibilidad es estacional pero que puede encontrarse en el mercado todo el
afo, éste es utilizado para la elaboracion de agua fresca desde la época de la
colonia y constituye un insumo de la gastronomia nacional. Las hojas, corteza y

raices son utilizadas como afrodisiacos y otros usos medicinales en paises de

3
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Africa (Gustad, Dhillion y Sidibé, 2004). El fruto y las hojas tienen aplicacion en
la industria por sus cualidades como goma espesante y polisacarido (Leakey,
1999), también existe una diversidad de productos a base de tamarindo como
son bebidas, polvo para preparar bebidas, tamarindo en polvo como condimento
y dulces (Zhao, Yang y Li, 2005).

Las semillas son indehiscentes, ovaladas, comprimidas lateralmente, lisas, con
la testa café lustrosa, de 1 cm de largo y unidas entre si, carecen de endospermo
como reserva nutritiva (Fig. 1), presentan un par de cotiledones gruesos y la

radicula es pequefia y recta.

Figura 1. a) Fruto y b) semillas del arbol de tamarindo

La semilla de tamarindo es un subproducto disponible de la industria de pulpa de
tamarindo, que contiene hasta un 72 % en peso de polisacaridos (Khounvilay &
Sittikijyothin, 2012).

2.2 Gomade semilla de tamarindo: composicion y estructura

Las semillas de tamarindo son fuente de polisacéaridos, proteinas y aceite. Su
composicién gquimica esta integrada aproximadamente por: agua 11.3 %,
proteina 13.3 %, grasa 5.4 %, carbohidratos 57.1 %, ceniza 4.1 % y fibra cruda
8.8 %. La semilla o nacleos de tamarindo son un subproducto de la industria de
la pulpa de tamarindo. Los nucleos de tamarindo se utilizan generalmente para
obtener polvo de semilla de tamarindo. El polvo de nucleos se dispersa e hidrata
rapidamente en agua fria, pero no alcanza la viscosidad maxima a menos que se

caliente durante 20 a 30 min. La solucion exhibe propiedades tipicas de flujo no

4
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newtonianas comunes a la mayoria de otros hidrocoloides (Rao & Srivastava,
1973). Es un importante material para textiles, es utilizado como estabilizador de
suelos, una rica fuente de proteinas y aminoacidos, buena fuente de
polisacaridos gelificantes llamados "poliosas" y con propiedades para la
formacioén de peliculas (Gliksman, 1986). El polisacérido de semilla de tamarindo
tiene una excelente estabilidad en el intervalo de pH &cido y tiene la capacidad

de formar geles en presencia de azucar o alcohol (Rao & Srivastava, 1973).

La goma de semilla de tamarindo, el extracto crudo, es rica en polisacaridos (65-
72 %) (Kumar & Bhattacharya, 2008), contiene unidades de glucosa, xilosa y
galactosa, en una relacién molecular de 3:2:1 (Freitas et al., 2005; Patel et al.,
2008; Wang, Ellis, Ross y Burchard, 1997) (Fig. 2). Su estructura se basa en un
esqueleto de B(1—4)-D-glucano, sustituido en la posicion 6 de las unidades de
glucopiranosil principalmente por residuos de a-D-xilopiranosil, asi como por
cadenas laterales de disacaridos compuestas por residuos de [B-D-
galactopiranosil-(1—2)-a-D-xilopiranosil (Patel et al. 2008). Ademas, la goma de
semilla de tamarindo es un polisacéarido de alto peso molecular (720 - 880 kDa)
(Freitas et al., 2005; Sims et al., 1998; Wang et al., 1997), que forma soluciones
viscosas cuando se disuelve en agua. Particularmente en la industria alimentaria
en Japon, la goma de semilla de tamarindo refinada se ha permitido su uso como
aditivo alimentario y se ha utilizado para modificar la textura como agente

espesante, estabilizante y gelificante (Nishinari, Yamatoya y Shirakawa, 2000).

De acuerdo a Khounvilay y Sittikijyothin 2012, la goma de semilla de tamarindo
es rica en polisacaridos (80.66 %) y proteinas (13.51 %). El contenido de
monosacaridos, que se analizé por GC - FID (cromatografia de gases con
detector de ionizacion de flama), mostré6 una relacion de glucosa, xilosa y
galactosa de 2.61:1.43:1.00, lo que concuerda con informes anteriores (Freitas
et al., 2005; Wang et al., 1997).
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Figura 2. Estructura de la goma de la semilla de tamarindo (Khounvilay &
Sittikijyothin, 2012).

2.3 Semilla de tamarindo y su pericarpio: contenido de antioxidantes

Las semillas de tamarindo contienen antioxidantes fendlicos, tales 2-hidroxi-3',4'-
dihidroxiacetofenona, 3,4-dihidroxibenzoato de metilo, 3,4-dihidroxifenil acetato y
epicatequina, los extractos con los anteriores componentes exhiben un potencial
antioxidante al reducir la peroxidacion lipidica in vitro (Tsuda et al. 1994).
Pumthong (1999) describi6 la actividad antioxidante en extractos de pericarpio de
tamarindo e informd la presencia de taninos principalmente poliméricos y
procianidinas oligoméricas, sin embargo, estos no se identificaron ni

cuantificaron.

Sudjaroen et al. (2005) evaluaron los compuestos polifendlicos en semillas de
tamarindo, a partir de los extractos obtenidos en metanol. Los fendles totales
fueron 6.54 y 2.82 g/kg (peso seco) en las semillas y pericarpio, respectivamente.
El perfil (%) de los polifenoles en el pericarpio de tamarindo estuvo dominado por
varias formas de proantocianidinas (73.4), (-) - catequina (2.0), procianidina B2
(8.2), (-) - epicatequina (9.4), trimero de procianidina (11.3), tetramero de
procianidina (22.2), pentamero de procianidina (11.6), hexamero de procianidina
(12.8), taxifolina (7.4), apigenina (2.0), eriodictiol (6.9), luteolina (5.0) y

naringenina (1.4), respectivamente. El contenido en las semillas de tamarindo
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comprendio Unicamente las procianidinas, representadas (%) principalmente por
tetrAmeros de procianidina oligomérica (30.2), hexamero de procianidina (23.8),
trimero de procianidina (18.1), pentdmero de procianidina (17.6) con menores

cantidades de procianidina B2 (5.5) y (-) - epicatequina (4.8).
2.4  Métodos de extracciéon de la goma de semilla de tamarindo

La goma de semilla de tamarindo, de acuerdo a diversos autores, se ha extraido
mediante diferentes metodologias. Por ejemplo, Khounvilay y Sittikijyothin (2012)
y Alpizar et al. (2017a) obtuvieron GST solubilizando semillas molidas en agua
caliente y secando el sobrenadante, el tltimo autor obtuvo rendimientos de 29.83
+ 1.32 %. Choi et al. (2009), y Bansal y Kumar (2014) extrajeron GST con agua
caliente seguido de precipitacion en etanol absoluto. Cabe mencionarse que Choi
et al. (2009) irradiaron los granos de tamarindo con rayos gamma, un haz de
electrones antes del procedimiento de extraccion/purificacion. Marathe et al.
(2002) obtuvieron GST a partir de polvo de grano de tamarindo desgrasado por
extraccion con alcohol de un extracto acuoso acidificado obteniendo 50 % de

rendimiento.
2.5 Purificaciéon de gomas

Los métodos de extraccion de goma generalmente dan como resultado
soluciones que contienen una mezcla de componentes, que requieren de un
mayor grado de purificacion para obtener el polisacarido especifico de interés. La
purificacion de polisacéaridos elimina sabores, impurezas y enzimas endogenas
inaceptables de las gomas crudas y las gomas purificadas dan soluciones mas
claras y estables (Razmkhah, Razavi y Mohammadifar, 2016). Se han utilizado
diversos procedimientos basados en diferencias de solubilidad o precipitaciones
selectivas para separar diferentes polisacaridos como la precipitacion con etanol,
isopropanol, metanol, complejos de cobre o bario y otros (Bouzouita et al., 2007;
Cui, 2005; Da Silva & Goncalves, 1990). Da Silva y Goncalves (1990)
investigaron la purificacion de la goma de algarrobo por precipitacion con
isopropanol. Con el procedimiento de purificacion utilizado, se redujeron

2



Guadalupe Cuispin Jsidre Docterade en Ciencias Ugrealimentarias

drasticamente, grasas, fibras, cenizas y proteinas de la muestra comercial. Las
gomas purificadas exhibieron relaciones de manosa/galactosa mas altas, y
fueron casi totalmente solubles. Las soluciones resultantes fueron mas claras y
estables que las obtenidas con la goma inicial. Los mismos resultados se
informaron para la purificacion de la goma de algarrobo (precipitacion con
isopropanol) de diferentes poblaciones en Tunez por Bouzouita et al. (2007).
Cunha, Paula y Feitosa (2007) purificaron goma guar comercial mediante
diferentes métodos: (1) hidrélisis enzimatica con pancreatina porcina, (lI) acetona
y etanol, (lll) solucion de Fehling y (IV) el método combinado Il y Ill. Los
investigadores encontraron que todos los métodos de purificacion llevaron a una
reduccion en el contenido de proteinas, mono y oligo polisacaridos, viscosidad
intrinseca, masa molar, y las gomas guar purificadas mostraron diferentes
estabilidades térmicas. Se han realizado diversos estudios para investigar la
purificacion de hidrocoloides por diferentes métodos y los resultados indicaron
qgue las gomas purificadas presentaban diferentes propiedades fisicoquimicas y
funcionales (Amid & Mirhosseini, 2012; Kok, 2007; Lubambo et al., 2013;
Youssef, Wang, Cui y Barbut, 2009).

2.6 Propiedades fisicoquimicas de la goma de semilla de tamarindo

Alpizar et al. (2017a) evaluaron las propiedades fisicoquimicas del mucilago de
semilla de tamarindo obtenido mediante el secado por aspersion, evidenciando
que la solubilidad, capacidad de retencion de agua, indice de hinchamiento y el
pH se incrementaron cuando aumentaba la temperatura. La capacidad
emulsificante aument6é y la estabilidad emulsificante disminuyé cuando se
incrementd la proporcion de mucilago de tamarindo/volumen de aceite debido al
efecto de la tensidén superficial. La capacidad de formacién de espuma y la
estabilidad de la espuma aumentaron a medida que aumentaba el porcentaje en

la relacion mucilago/volumen de la dispersion.

Alpizar et al. (2017a) realizaron andlisis termogravimétricos al mucilago de
semilla de tamarindo secado por aspersion y encontraron que las particulas de
mucilago eran termoestables hasta 175 °C y la medicion de calorimetria
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diferencial de barrido mostré dos picos, el primero a 97.67 °C presentd un evento
endotérmico y el segundo a 310.86 °C se relacion6 con un evento exotérmico.
Los patrones de difraccion de rayos X confirmaron la naturaleza amorfa de las
particulas de mucilago de semillas de tamarindo. En la microscopia electronica
de barrido, las particulas de mucilago de semilla de tamarindo mostraron paredes
continuas sin fisuras, grietas o interrupciones con una estructura de particula con

apariencia polimérica.
2.7 Propiedades reolégicas de la goma de semilla de tamarindo

Las propiedades reologicas de la GST varian en funcion a su pureza,
concentracion y al solvente donde se encuentre dispersa la goma. Por ejemplo,
en sistemas gelificados, Marathe et al. (2002) evaluaron el comportamiento
gelificante de la poliosa en comparacion con la pectina y las mezclas de pectina
en soluciones de sacarosa a 65 °Brix en funcién del pH y la concentracion. La
pectina en una concentracion del 1.00 % (p/p), proporcioné una buena firmeza al
gel, mientras que las mezclas 80:20 y 60:40 de pectina/poliosa dieron un gel firme
al.5y2.0% (p/p), respectivamente. De los valores de fuerza del gel, se encontré
que el 2 % (p/p) de poliosa extraida del polvo de nucleos de semilla de tamarindo,
sustituyo adecuadamente al 1 % (p/p) de pectina en formulaciones de jalea listas
para su consumo. Por otra parte, Khounvilay y Sittikijyothin, (2012) investigaron
las propiedades de soluciones de GST a diferentes concentraciones en funcién
de la tasa de corte y viscoelasticidad dinamica. Las soluciones de GST exhibieron
un comportamiento de flujo de adelgazamiento al corte a altas tasas de corte y la
region newtoniana ocurrio a intervalos de bajas tasas de corte, sin embargo, a
concentraciones mayores a 2.30 % (p/p), se observé un adelgazamiento

pronunciado al corte.

Sharma, Mondal, Mukesh y Prasad (2014) utilizaron la goma de la semilla de
tamarindo para preparar geles i6nicos en combinacion con liquidos ionicos
sintéticos (cloruro 1-butil-3-metilimidazolio y bromuro 1-butil-3-metilimidazolio) y
liquidos i6nicos de base biolégica (acrilato de colina, caproato de colina y
caprilato de colina). Dichos autores evidenciaron que los geles presentaron
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adecuada estabilidad térmica y exhibieron comportamiento tixotropico. Los geles
ibnicos mostraron adecuada adherencia a los musculos y piel del dedo humano.
Los geles preparados con liquidos idnicos sintéticos podrian tener aplicaciones
en electroquimica y los geles preparados con liquidos i6nicos de base biolégica

podrian ser utilizados en aplicaciones biomédicas.
2.8 Emulsiones

Las emulsiones son ampliamente utilizadas en la formulacién de productos
alimenticios, farmacéuticos y cosmeéticos. En la industria alimentaria, muchos
productos alimenticios estan en forma de emulsiones de aceite en agua (o/w) que
consisten en pequefias gotas de lipidos dispersas en una fase acuosa, como
aderezos para ensaladas, salsas, leche, crema, batidos, bebidas y postres. Por
otro lado, la emulsificacion es uno de los pasos importantes en la tecnologia de
microencapsulacion (Jafari, He y Bhandari, 2006). En la ultima década, la
produccién de emulsiones con un tamafio minimo de gota (0.1 - 20 um, Aranberri
& Binks, 2010) y una distribucién estrecha ha sido de interés para muchos
investigadores en alimentos. Sin embargo, las emulsiones no son sistemas
termodinamicamente estables y pueden separarse en fases a través de
diferentes procesos fisicoquimicos, como la separacién gravitacional, la
floculacion, la coalescencia y la maduraciéon de Ostwald (McClements, 2005).
Para mejorar la estabilidad de la emulsion, un método ampliamente utilizado es
la adicion de emulsionantes y estabilizantes. Los emulsionantes son moléculas
de superficie activa que se adsorben facilmente en la interfaz aceite-agua,
facilitan la formacion de emulsiones al disminuir la tension interfacial y forman
una pelicula protectora (Guzey, Kim y McClements, 2004; McClements, 2005).
También evitan la agregacion de gotitas al generar fuerzas repulsivas entre las
gotitas (Wang et al. 2011). Los estabilizadores se utilizan para proporcionar
estabilidad de emulsion a largo plazo, algunos de ellos mediante la adsorcion en
la interfaz, mientras que otros solo modifican la viscosidad de la fase continua
debido a su caracter no adsorbente. Generalmente, las proteinas, como el

aislado de proteina de suero o la p-lactoglobulina, son los principales
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emulsionantes, mientras que los polisacaridos contribuyen a la estabilidad a
través de sus caracteristicas de espesamiento y estabilizacion estérica (Bouyer
et al., 2011; Wang, Wang, Li, Adhikari, y Shi, 2011).

2.9 Capacidad emulsificante de la goma de semilla de tamarindo

La goma de semilla de tamarindo (GST), se ha empleado en la industria de los
alimentos, asi como en la industria farmacéutica. La informacion acerca de la
capacidad emulsificante es escasa, esta propiedad ha sido probada por Alpizar
et al. (2017a) y Kumar, Patil, Patil, Paschapur y Mahalaxmi (2010). Los primeros
autores evaluaron la capacidad emulsionante (CE) y estabilidad emulsionante
(EE) del mucilago de semilla de tamarindo en su forma no purificada en funcion
de la concentracion (0.2 al 1 %, p/v), para preparar emulsiones aceite en agua
(¢=0.1) con aceite de maiz. Los resultados demostraron que la CE aumento
cuando se incrementé la cantidad de mucilago de semilla de tamarindo secado
por pulverizacion; hecho que puede explicarse por el aumento de las cadenas de
la estructura ramificada entre la superficie activa para absorber las moléculas de
aceite que disminuyen la tension superficial (Jindal et al. 2013). La EE disminuy6
cuando se incrementd el peso de la proporcion de mucilago de semilla de
tamarindo/volumen de aceite, o que podria atribuirse a una reduccion de la

tensién superficial del mucilago.

Por otra parte, Kumar et al. (2010) evaluaron la capacidad emulsionante de la
goma de semilla de tamarindo al 2 % p/v en su forma purificada preparando
emulsiones aceite en agua, utilizando como fase oleosa aceite de ricino y resulté

en una mejor estabilizacion de la emulsion en comparacion con la goma Acacia.
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3. INFLUENCIA DE LA PURIFICACION SOBRE
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y EMULSIFICANTES DE
GOMA DE SEMILLA DE TAMARINDO

3.1 Resumen

Se investigaron los efectos de diferentes métodos de purificacion sobre el
rendimiento, composicion quimica, propiedades fisicoquimicas y emulsionantes
de la goma de semilla de tamarindo. Se extrajo goma de pureza baja (GSTes) de
semillas enteras; goma de pureza media (GSTpm) del grano desgrasado y goma
de pureza alta (GSTra), a la que se le elimind la proteina soluble. Espectros
Infrarrojos de Transformada de Fourier mostraron que los picos caracteristicos
del esqueleto de polisacarido no cambiaron, mientras que la deconvolucion de la
region amida | reveld que la proteina fue desnaturalizada. La cromatografia de
interaccion hidrofobica de GSTra mostré una fraccion principal (F3) que contenia
proteina fuertemente unida al esqueleto del polisacarido. Los valores de
rendimiento y potencial zeta ({) de las gomas disminuyeron a medida que
aumentaba su purificacion. El comportamiento de flujo de soluciones de GST (1.5
y 2.0 % p/p) fue descrito por el modelo de Ellis, donde la viscosidad a bajas tasas
de corte y la constante de tiempo asociada al tiempo de relajaciébn de los
polimeros en solucién, mostraron valores mas altos a medida que aumentaron la
concentracion y la purificacion. Las emulsiones de aceite en agua (E) preparadas
con soluciones de goma GST al 2 % p/p produjeron gotas de aceite iniciales de
1.35+ 0.15 pm para GSTes, de 4.82 £ 0.10 um para GSTpwm, y de 9.45 £ 0.10 um
para GSTra. Ers Yy Epa mostraron una estabilidad al cremado mas alta (21 dias)
que Epm. Se concluy6 que la estabilidad de la emulsion se debia a una interaccién
compleja entre varios factores, incluida la composicion quimica, viscosidad
aparente, angulo de contacto, dinamica de tension interfacial, carga superficial.
Lo anterior relacionado con la repulsion electroestérica y las propiedades
mecanicas de la capa adsorbida alrededor de las gotitas de aceite.

Palabras clave: goma de tamarindo; purificacion; propiedades fisicoquimicas;
comportamiento reoldgico y estabilidad de la emulsion.
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INFLUENCE OF PURIFICATION ON PHYSICOCHEMICAL AND
EMULSIFYING PROPERTIES OF TAMARIND (Tamarindus indica L.) SEED
GUM

3.2 Abstract

The effects of different purification methods on the yield, chemical composition,
physicochemical, and emulsifying properties of tamarind seed gum were
investigated. Low purity gum (TSGLp) was extracted from whole tamarind seeds;
medium purity gum (TSGwp) was extracted from defatted tamarind kernel, and
high purity gum (TSGhp) was extracted as TSGwmp and soluble protein was
removed. Fourier transform infrared spectra showed that characteristic peaks of
the polysaccharide backbone did not change, while deconvolution of the amide |
region revealed that the protein was denatured. Hydrophobic interaction
chromatography of TSGrp showed a main fraction (Fs) containing protein strongly
attached to the polysaccharide backbone. Yield and zeta ({)-potential values of
the gums decreased as their purification increased. Flow behavior of TSG
solutions (1.5 and 2.0% w/w) was described by Ellis model, where low shear
limiting viscosity and time constant associated to the relaxation time of polymers
in solution exhibited higher values as concentration and purification were
increased. Oil-in-water (O/W) emulsions (E) prepared with 2% w/w TSG gum
solutions produced initial oil droplets of 1.35 + 0.15 um for TSGvp, of 4.82 £ 0.10
pm for TSGwme, and of 9.45 + 0.10 um for TSGrp. ELr and Enp exhibited higher
creaming stability (21 days) than Ewmp. It was concluded that emulsion stability was
due to a complex interplay between several factors, including chemical
composition, apparent viscosity, contact angle, interfacial tension dynamics,
surface charge, all of which had bearing on the electrosteric repulsion terms and
adsorbed layer mechanical properties around the oil droplets.

Keywords: tamarind gum; purification; physicochemical properties; rheological
behavior; emulsion stability.

“Thesis: Doctorado en Ciencias Agroalimentarias, Universidad Auténoma Chapingo”.
Author: Guadalupe Crispin Isidro
Advisor: PhD. Consuelo S. O. Lobato Calleros
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3.3 Introduccion

Las gomas de semillas de plantas (GSP), recientemente, han recibido atencién
como biopolimeros emergentes debido a sus propiedades tecnoldgicas innatas
(espesamiento, retencion de agua, suspension, union, estabilizacion y
emulsificacion) y su uso potencial en las industrias farmacéutica y alimentaria
(Archana et al., 2013; Soukoulis, Gaiani y Hoffmann, 2018). Adicionalmente las
GSP son disponibles, no téxicas, biodegradables y biocompatibles (Avachat,
Dash y Shrotriya, 2011). Las semillas de plantas que provienen de las industrias
de procesamiento agroalimentario son una fuente alternativa barata e interesante
de gomas con una amplia variedad de funciones utiles para producir productos

de valor agregado (Ravindran & Jaiswal, 2016; Chandra et al., 2018).

La semilla de tamarindo (Tamarindus indica L.) es un subproducto de la industria
de la pulpa de tamarindo, que consiste en un 30 % de pericarpio, el cual es color
marrén y un 70 % de grano, este Ultimo contiene una gran cantidad de goma
(GST), compuesta principalmente por un polisacarido galactoxiloglucano
(Khounvilay & Sittikijyothin, 2012; Prabhu & Teli, 2014). El galactoxyloglucano de
la goma de semilla de tamarindo contiene mondmeros de glucosa, galactosa y
xilosa en una relacion molar de 3:1:2 (Khanna, Nandi y Sarin, 1987), se considera
un polisacéarido no iénico, neutro, hidrofilico, mucoadhesivo y muy ramificado
(Shrivastava & Singh, 1967; Lang et al., 1992). La estructura del polisacarido
galactoxiloglucano estd compuesta por un esqueleto de [-(1,4)-D-glucano
sustituido con cadenas laterales de a-(1,4)-D-xilopiranosa y (1,6) ligados [B-D-
galactopiranosil (1, 2)-a-D-xilopiranosil] a residuos de glucosa (Sharma, Mondal,
Mukesh y Prasad, 2014), con un peso molecular promedio de 720 - 880 kDa
(Freitas et al., 2005).

La GST se considera un biopolimero prometedor con aplicaciones como
estabilizador, espesante, agente de viscosidad, emulsionante, gelificante,
vehiculo de farmacos, retardante en la liberacibn de compuestos bioactivos y
agente aglutinante en las industrias farmacéutica y de alimentos (Mirhosseini &
Amid, 2012; Joseph, Kanchalochana, Rajalakshmi, Hari, y Durai, 2012). La GST
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contiene aproximadamente 12.7 - 22.7 % de proteina, 3 - 7.5 % de grasa, 0.7 -
8.4 % de fibra cruda, 61 - 79.8 % de carbohidratos y 0.7 - 3.3 % de cenizas,
dependiendo de la fuente botanica y el método de purificacién utilizado (Jones &
Jordan, 1978; Joseph et al., 2012; Alpizar et al., 2017a).

Los métodos de extraccion de gomas, generalmente dan como resultado
soluciones que contienen una mezcla de componentes, que pueden someterse
a diferentes métodos de purificacion. El grado de pureza de la goma tiene una
importante relacion con sus propiedades fisicoquimicas, funcionales y reolégicas
(Kaewmanee et al., 2014; Razmkhah, Razavi, y Mohammadifar, 2016). En los
altimos afios, se han publicado diversos trabajos sobre las propiedades
fisicoquimicas y funcionales de la GST, sin embargo, su importancia se pierde a
medida que se utilizan diferentes métodos de extraccion y purificacion para
obtener la GST. Por ejemplo, Khounvilay y Sittikijyothin (2012) y Alpizar et al.
(2018) aislaron GST de dispersiones de polvo de semilla de tamarindo
calentando a 80 °C durante 30 y 60 min, respectivamente, y secando el
sobrenadante. Los primeros autores estudiaron el cizallamiento constante y las
propiedades viscoelasticas dindmicas de las soluciones acuosas de GST a
diferentes concentraciones, mientras que el ultimo investigé las propiedades de
fluo de las soluciones de GST en funcibn de la temperatura, pH y
concentraciones de sal. Alpizar et al. (2017b) estudiaron la entropia integral
minima, absorcion de humedad y transicion vitrea de la GST seca. Choi et al.
(2009), y Bansal y Kumar (2014) utilizaron agua caliente para extraer la GST de
semilla de tamarindo y grano, respectivamente, seguido de precipitacion en
etanol absoluto. Los primeros autores investigaron el rendimiento, caracteristicas
morfoldgicas, peso molecular promedio y actividad antioxidante, mientras que los
segundos autores determinaron el comportamiento del flujo, indice de
hinchamiento y la capacidad de formacion de gel de las soluciones acuosas de
GST. Choi et al. (2009) irradiaron los granos de tamarindo con rayos gamma y
haz de electrones previamente al procedimiento de extraccion/purificacion.
Marathe, Annapure, Singhal y Kulkarni (2002) obtuvieron GST a partir de polvo

de grano de tamarindo desgrasado mediante la extraccion con alcohol de un
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extracto acuoso acidificado y hervido, evaluaron sus propiedades gelificantes en
combinacion con pectina. De lo anterior, queda claro que no se puede inferir el
efecto de la purificacion en las propiedades de GST. Por lo tanto, el objetivo de
este trabajo fue investigar la influencia de la purificaciéon en el rendimiento, la
composicién quimica proximal, fisicoquimico (potencial ¢, tamafio de particula,
angulo de contacto, dinamica de adsorcion, espectros infrarrojos, propiedades
termogravimétricas, viscosidad y color) y propiedades emulsificantes de la GST.
Se espera que al hacer esto podamos contribuir en la seleccion del procedimiento
de purificacibn mas adecuado y obtener las propiedades funcionales deseadas,
para una aplicacion dada de esta goma cada vez mas utilizada.

3.4 Materiales y métodos
3.4.1 Materiales

Las vainas de tamarindo secas (3.5 + 0.8 % p/p de humedad) fueron adquiridas
en un mercado local de Los Reyes La Paz, Estado de México, México. Se utilizé
aceite de canola marca Capullo® (Alimentos Capullo, Ciudad de México, México)
como fase oleosa en las emulsiones. Todos los demas reactivos utilizados fueron

grado analitico y en todos los casos se utilizé agua desionizada (AD).
3.4.2 Extraccion de lagoma de semilla de tamarindo.

Las semillas de tamarindo se retiraron manualmente de la pulpa, se lavaron con
agua del grifo, fueron secadas a 40 °C durante 24 h, y se almacenaron en botellas
transparentes cubiertas con papel aluminio para protegerlas de la luz y el calor

(Cardoso, Dariva, Vieira y Hense, 2016).

Las semillas de tamarindo se sometieron a tres procedimientos de purificaciéon
descritos en la Fig. 3: una goma de pureza baja (GSTes) extraida de semillas de
tamarindo completas; una goma de pureza media (GSTpwm) extraida del grano de
tamarindo desgrasado, y una goma de pureza alta (GSTpa) extraida del grano de

tamarindo desgrasado, y de la cual se eliminé la proteina soluble.
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La GSTers se extrajo mediante el método seguido por Alpizar et al. (2017a) con
ligeras modificaciones. Las semillas de tamarindo se trituraron (molino de
cuchillas Nixtamatic®, Ciudad de México, México) y se pulverizaron a través de
un tamiz de malla de 355 um. La muestra (60 g) de polvo de semilla de tamarindo
se coloco en un vaso de precipitados de 2 L y se afiadi6 AD en una proporcion
de 1:30 p/v. La mezcla resultante se agité (Mod. SP131635, Thermo Scientific
Cimarec™, Essex, Reino Unido) a nivel 7 durante 10 minutos para lograr una
mezcla homogénea, se calenté a 80 °C durante 30 minutos y se dejé reposar a
20 °C durante 24 h para asegurar la liberacion de la goma. Posteriormente, el
material no disuelto se elimind mediante centrifugacion (Centrifuge 5810 R,
Eppendorf, AG, Hamburgo, Alemania) a 10 °C durante 15 minutos a 524xg. La
goma se precipitd del sobrenadante mediante la adicion de etanol al 96 % v/v en
una relacion 1:2 vl/v, aplicando agitacion constante durante 10 minutos y la
mezcla se dejo reposar durante 2 horas mas. La GSTps se sec0 hasta alcanzar
un peso constante a 45 £ 1 °C en un horno de aire caliente (Bansal & Kumar,

2014) y se triturd hasta obtener un polvo fino.

Para el caso de la GSTrw, las semillas de tamarindo se trituraron (Molinos Lasser,
SA de CV, Tlalnepantla, Estado de México, México) y los granos se separaron
manualmente del recubrimiento de las semillas. Los granos fueron triturados y
molidos, como se describio anteriormente. El polvo del grano se desgraso en una
capsula con n-hexano a 69 °C durante 4 h. La muestra (60 g) de polvo de grano
desgrasado se proceso de la misma manera que se describié anteriormente para
GSTes.

Finalmente, para obtener GSTpa, se dispersaron 60 g de polvo de grano
desgrasado en AD a una proporcion de 1:10 p/v durante 10 minutos a 800 rpm.
El pH se ajusto a 9.5 usando NaOH 1 N y se agité a temperatura ambiente (20 -
22 °C) a nivel 7 durante 30 minutos. El extracto alcalino se centrifugo a 437xg
durante 15 minutos a 4 °C, y el sedimento se separ6 del sobrenadante que
contenia la proteina solubilizada (Martinez et al. 2018). El sedimento se coloco

en un vaso de precipitados de 2 L, se afiadié AD en una proporcion de 1:30 p/v,
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y el pH se ajusté a 6.8 con HCI 1N. Posteriormente, la mezcla se sometié al

mismo procedimiento que para GSTpee y GSTpm, para obtener GSTpa.

b)
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Figura 3. Diagrama de flujo mostrando las diferentes etapas de este trabajo
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3.4.3 Rendimiento de la GST

El rendimiento fue calculado como porcentaje de materia seca de la goma
obtenida (GST) entre el peso de las semillas secas utilizadas para la extraccion
(Alpizar et al. 2017a).

eso seco de goma (GST
p g (GST) x 100

% rendimiento= Ecuacion 1

peso seco de semillas

3.4.4 Caracterizacion fisicoquimica de la GST
Composicion quimica

Se determinaron los contenidos de humedad, grasa y cenizas de GSTps, GSTpm
y GSTra (AOAC, 2005). El contenido de nitrégeno de las gomas se determind
mediante el método de micro-Kjeldahl y se estimé el contenido de proteina cruda
(N x 6.25). El contenido total de carbohidratos se evaludé por diferencia. El
contenido total de polifenoles (CTP) se analizé utilizando el reactivo de Folin -
Ciocalteu, los resultados se expresaron como mg de equivalentes de acido gélico
(EAG)/g de goma seca (Regazzoni et al. 2016). El contenido total de flavonoides
(CTF) se determind mediante la prueba de cloruro de aluminio y los resultados
se expresaron como mg de equivalentes de quercetina (EQ)/g de goma seca (Al-
dhabi, Ponmurugan y Maran, 2017). El contenido total de taninos (CTT) se
analizé mediante la prueba de yodato de potasio y se expresé como mg de

equivalentes de acido tanico (EAT)/g de goma seca (Choi & Koh, 2017).
Color de la GST

El color de las GST secas se evaluo6 utilizando un colorimetro (CR 400, Konica
Minolta, Inc., Tokio, Japdn). Las muestras de GST (5 g) se colocaron en cajas
Petri (5 cm de diametro) y los parametros de color Hunter L, a y b

correspondientes a la luminosidad (L), verde (- a) o rojo (+ a) y azul (- b) o amarillo
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(+ b) se determinaron a temperatura ambiente (Martinez, Lozano, Roldan, Meraz
y Rodriguez, 2018).

Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (IFTR)

Los espectros de infrarrojo se registraron con un espectrofotometro IFTR
(Frontier, Perkin Elmer, Ciudad de México, México), equipado con un accesorio
de reflectancia total atenuado universal, utilizando el procedimiento descrito por
Martinez et al. (2018). La muestra (10 mg) de GST se coloco en contacto con el
cristal de diamante ajustando la geometria a una calibracién de la fuerza de 60
unidades. Se registr6 la absorbancia a longitudes de onda de 4000 cm™ a 400
cm™ con una resolucién de 4 cm™. Se realiz6 el analisis de auto deconvolucion
de Fourier (FSD) y la segunda derivada, posteriormente se ajustaron los picos en
la region de la amida-I (1700 — 1600 cm™) utilizando el software del equipo. Los
picos gaussianos podrian asignarse a su estructura correspondiente en funcion
de su centro y la integral de cada pico que fue dividido entre la suma de todos los

picos determinados para identificar la proporcidén (%) de cada estructura.
Andlisis termogravimétrico (ATG)

El andlisis termogravimétrico (TGA, TA Instruments 2950 New Castle, DE, EE.
UU.) se utiliz para determinar la pérdida de peso durante el calentamiento de
las diferentes muestras de GST. ElI ATG es una técnica simple y precisa para
estudiar el patrén de descomposicion y la estabilidad térmica de los polimeros.
Se realizd0 una exploracion dinamica de temperatura de 0 a 500 °C a una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min en una atmoésfera de N2. La muestra de
GST (~ 13 mg) se colocé en una charola abierta y la pérdida de peso fue
monitoreado continuamente con el software del equipo (Daoub, Elmubarak,

Misran, Hassan y Osman, 2016).
Potencial Zeta (¢) y tamaino de particula

Las soluciones de GST (0.05 % p/p) fueron colocadas en celdas de un equipo

Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Ltd., Malvern, Worcestershire, Reino
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Unido), y el potencial ¢ fue calculado por el instrumento, utilizando el modelo de
Smoluchowski (Cuevas, Lobato, Roman, Alvarez y Vernon, 2016). El diametro
hidrodinamico (dn) de las soluciones de goma y el indice de polidispersidad (PDI)
se evaluaron mediante dispersion de luz dinamica utilizando el equipo Zetasizer

(Kaewmanee et al. 2014).
Mediciones de viscosidad

Las curvas de flujo de las soluciones de GST a concentraciones de 1.5y 2.0 %
p/p se determinaron con rampas de velocidad de cizallamiento de 10t a 103 st
a 25 °C con un redbmetro Physica MCR 301 (Anton Paar, Messtechnik, Stuttgart,
Alemania), acoplado a una geometria de cilindros concéntricos (Cuevas et al.
2016). Las soluciones de goma se agitaron brevemente con un agitador
magneético para asegurar la homogeneidad antes de la medicion. Los datos de
las curvas de flujo se ajustaron a los modelos reolégicos de Carreau, Casson,
Cross, Herschel-Bulkley y Ellis (Darby & Chhabra, 2017) utilizando el software

del reémetro, seleccionando el modelo que mostré el RZ2 mas alto.
Angulo de contacto y tensién interfacial.

Se utilizé un dispositivo de angulo de contacto 6ptico (OCA20, Data Physics
Instruments, Filderstadt, Alemania) para determinar el angulo de contacto (0) y la
tensioén interfacial (o) de la GST. La medicién de () se realizdé segun lo descrito
por Estrada et al. (2018) con ligeras modificaciones. Las soluciones de GST
(1.5% p/p) se prepararon con AD con agitacion suave a temperatura ambiente y
se mantuvieron a 4 °C durante 24 h para su completa hidratacion antes de la
evaluacion. Las soluciones de GST se extendieron uniformemente por separado
en portaobjetos de vidrio y se secaron en un horno de conveccién forzada
(Riossa, modelo E - 51, Ciudad de México, México) a 35 °C, hasta que se
obtuvieron peliculas homogéneas con peso constante (i.e. cuando las diferencias
entre dos pesos consecutivos fueran menores que 1 mg/g). En todos los casos,
el contenido de humedad de las peliculas fue de 5.2 + 0.3 % p/p. Las peliculas
se colocaron en desecadores que contenian gel de silice hasta que se requirieron
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para su analisis. El perfil de una gota sésil de agua (5 yL) a 25 °C se resolvié
numéricamente y se ajusto a la ecuacion de Laplace - Young para la obtencion
de 6 (Zou et al. 2016).

La dinamica de adsorcion interfacial de las diferentes GST (0.1 % p/p) en la
interfaz agua - aceite de canola se determind al monitorear la evolucion de la
tension interfacial (o) a través del tiempo (0), siguiendo el procedimiento descrito
por Trujillo et al. (2018) con ligeras modificaciones. Una gota de
aproximadamente 40 uL de GST se form6 automaticamente con la ayuda de una
jeringa en una celda de vidrio que contenia aceite de canola. La forma de la gota
se analizé para registrar cambios en la tensién interfacial durante un periodo de

3.0 h con una cadmara CCD. Los experimentos se llevaron a cabo a 25 ° C.
3.4.5 Preparacion de las emulsiones.

Las emulsiones de aceite en agua se prepararon de acuerdo con el procedimiento
de Cuevas et al. (2016) con algunas modificaciones. Las soluciones de goma a
concentracion de 1.5 y 2.0 % (p/p) se prepararon como se describio
anteriormente. La fase dispersa (10 g de aceite de canola) se afiadié gota a gota
con agitacion continua a la dispersién acuosa (90 g de solucion de GST) con la
ayuda de un homogeneizador basico Ultra-Turrax T50 de alto cizallamiento (IKA
Works, Inc., Wilmington, DE, EE. UU.), a una velocidad de rotacion de 8800 rpm
durante 5 minutos. Las emulsiones gruesas se pasaron a través de un
homogeneizador de alta presion (Microfluidizer M-110P, Microfluidics
Corporation, Newton, MA, EE. UU.), a 100 MPa durante tres ciclos. Las
emulsiones resultantes se codificaron como Ex y, donde x = tipo de GST y y =

concentracion de GST (% p/p).
3.4.6 Caracterizaciéon de las emulsiones

Se determind el tamario inicial de la gota con el diametro volumétrico - superficial
(ds,2) y su evolucion con el tiempo de almacenamiento (4 £1°C)alos1,7,14y

21 dias, asi mismo, se obtuvo la distribucion del tamafio de particula (DTP) en
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un equipo Malvern serie 2600 (Malvern Instruments, Malvern, Worcestershire,
Reino Unido). Se utilizé un indice de refraccion relativo de 1.104 (relacion de los

indices de refraccion en la fase de aceite y agua).

La morfologia de las emulsiones a 1 dia de almacenamiento se visualizd
utilizando un microscopio Optico (Olympus BX45, Olympus Optical Co., Tokio,
Japdn) acoplado a un sistema analizador de imagenes (cdmara digital Olympus
C3030, Olympus Imaging Americas Inc., Center Valley, PA, EE.UU). Se muestran

las micrografias seleccionadas tomadas con un aumento de 100 x.

Las emulsiones de 1 dia de almacenamiento se diluyeron en AD a una proporcion
de 1:50 (v/v) y su potencial { se determiné en un equipo Zetasizer.

La viscosidad aparente se determiné a una tasa de corte fija (50 s™") de las Exy
almacenadas a 1 dia. La viscosidad se evalué con un reémetro Physica MCR
301, acoplado a una geometria de cilindros concéntricos. Los valores de
viscosidad aparente a 50 s™! se eligieron para fines de comparacién entre
diferentes muestras de GST, ya que se ha demostrado que esta tasa de corte es
aproximadamente igual a la utilizada por los consumidores para discriminar la

viscosidad en la boca (Wang et al., 2016).

La velocidad de cremado de Exy se evalué de acuerdo con el método informado
por Cuevas et al. (2016) utilizando un equipo LUMisizer (LUM GmbH, Berlin,
Alemania). Las muestras de emulsion (1.5 ml) se sometieron a una velocidad de
rotacion de 2000 rpm, durante 2 h a 25 °C. Se determinaron aproximadamente
250 mediciones a intervalos de tiempo de 30 s. Se obtuvieron graficos de
transmision normalizada (%) en funcion de la posicion (mm) en el intervalo de
escala (100 mm - 130 mm). El software del equipo proporciond la velocidad de

cremado (% de transmisién integrada/h) calculada a partir de la pendiente.
3.4.7 Anélisis de datos

Los andlisis se llevaron a cabo por triplicado de muestras independientes

utilizando un disefio experimental aleatorizado. Los datos se sometieron a un
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Andlisis de Varianza de Clasificacion Simple y se realiz6 un analisis de
comparacion de medias por medio de la prueba de Tukey. El nivel de significancia
se establecié en p < 0.05. El analisis de los datos se realizé con el software
Statgraphics Centurion XVI (Statistical Graphics Corp., Manugistics, Inc.,
Cambridge, MA, EE. UU.).

3.5 Resultados y discusion
3.5.1 Composicion quimicay rendimiento de las gomas.

El contenido de humedad de las GST varié de 7.9 a 8.1 %, la composicion
proximal se expresé en base seca (Cuadro 1). La composicién quimica de las
GST se afectd significativamente (p < 0.05) por el procedimiento de purificacion
utilizado para obtenerlas. Como era de esperarse, el contenido de carbohidratos
de GST aumentd significativamente (p < 0.05) a medida que se eliminaron
parcialmente las impurezas, la grasa y/o la proteina, variando de 79.24 + 0.68 %
para GSTes a 89.56 + 1.48 % para GSTra. El contenido de carbohidratos de
GSTera fue significativamente (p < 0.05) superior al 80.66 % reportado por
Khounvilay y Sittikijyothin (2012), 79.76 % por Alpizar et al. (2017a) y 85.74 %
por Chandra et al. (2018). Los valores de pH de las soluciones de GST fueron de
6.7 para GSTes y 6.9 para GSTem y GSTea. Kumar, Battu y Lova (2011)
reportaron un pH de 6.81 para soluciones de GST al 1.0 % p/p.

El contenido de proteina de GSTewm (16.53 + 0.19 %) fue significativamente mayor
(p < 0.05) que para GSTes (12.11 £+ 0.14 %) y GSTea (9.0 £ 0.12 %). Estos
resultados se debieron a que se desengraso la GSTem y se decorticaron las
semillas de tamarindo, mientras que la GSTes NO se someti6 a estos dos
procedimientos. Alpizar et al. (2017a) informé un contenido de proteina del 14.78
%, y Khounvilay y Sittikijyothin (2012) del 13.51 % para GST extraida con agua
caliente sin purificacion adicional. El menor contenido de proteina exhibido por
GSTea puede atribuirse al proceso de purificacion al que fue sometido
(desengrasado + extraccion alcalina de la proteina soluble). Se sabe que la
precipitacion con etanol de las gomas puede inducir la co-precipitacion de otros
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materiales, como proteinas, acidos orgénicos, ciertas sales y otras sustancias
similares (Gebresamuel y Gebre-Mariam, 2012). Chandra et al. (2018)
encontraron un contenido de proteina de 0.58 % en GST sometidos a varias
extracciones alcohodlicas y acuosas alcalinas. Joseph Kanchalochana,
Rajalakshmi, Hari y Durai (2012) informaron que el contenido de proteina en GST
incluye proteina insoluble (38.7 %) y proteina soluble (61.3 %); la proteina soluble
estd compuesta de 21.7 % de proteina soluble en sales, 19.6 % de proteina
soluble en agua, 16.7 % de proteina soluble en condiciones alcalinas y 3.9 % de
proteina soluble en alcohol. El contenido de proteina residual en GST es
relevante, ya que las propiedades interfaciales pueden verse afectadas

(Kaewmanee et al. 2014).

El contenido de grasa presente en GSTes (7.20 = 0.31 %) se redujo
significativamente (p < 0.05) en GSTem Yy GSTra al desengrasar. El contenido de
grasa en GST no desgrasadas, se ha reportado en 4.76 % (Alpizar et al. 2017a)
y 5.76 % (Khounvilay & Sittikijyothin, 2012). Las diferencias en el contenido de
grasa se pueden atribuir a la variedad botanica, el origen geografico y las
condiciones de cultivo (Alpizar et al. 2017a). El contenido de cenizas de las GST
varié de 0.38 + 0.07 a 0.94 + 0.01 %, y se ubic6 dentro del intervalo de valores
informado por otros autores (0.07 a 3.68 %) para GST purificadas y no purificadas
(Chandra et al. 2018; Khounvilay & Sittikijyothin, 2012).

El contenido total de polifenoles, flavonoides y taninos disminuyo
significativamente (p < 0.05) a medida que aumentd la purificacion de GST
(Cuadro 1). Por lo tanto, la GSTes (no decorticada) exhibio la mayor
concentracion de estos antioxidantes, mientras que las GSTem y la GSTpa
(decorticadas) mostraron un contenido de antioxidantes significativamente mas
bajo (p <0.05) (valores casi nulos). Los resultados sefialan que estos compuestos
antioxidantes estaban predominantemente contenidos en la cubierta de la semilla
(pericarpio). Luengthanaphol, Mongkholkhajornsilp y Douglas (2004) informaron
gue los restos polares de las moléculas polifendlicas podian disolverse en etanol

(disolvente polar). La actividad antioxidante de la testa de semilla de tamarindo
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se ha atribuido a la presencia de 2-hidroxi-3",4 dihidroxiacetofenona; 3,4-
hididroxibenzoato de metilo; 3,4-dihidrofenil acetato y (-) - epicatequina (Tsuda et
al. 1994). Bhatta, Krishnamoorthy y Mohammed (2001) encontraron un CTP de
145-155 mg/g en el pericarpio de la semilla de tamarindo seco. Kumar, Battu y
Lova (2011) no detectaron compuestos fendlicos y taninos en GST extraidos de
semillas de tamarindo decorticadas.

Cuadro 1. Rendimiento y caracteristicas fisicoquimicas de la goma de semilla

tamarindo (base seca) sometida a diferentes procesos de purificacion.

Rendimiento (%)

Proteina (%)
Grasa (%)
Cenizas (%)

Carbohidratos (%)
CTP* (mg EAGY/Qg)

CTF (mg EQ/Q)
CTT (mg AT/g)

Goma de semilla de tamarindo

GSTYpB GSTpm GSTpa
27.93 + 0.23c? 22.12+0.11b 18.93 + 0.35a
12.11 £ 0.14b 16.53 £ 0.19c 9.00 £ 0.12a
7.20+0.31b 0.08 £ 0.01a 0.10 £ 0.01a
0.72 £ 0.00ab 0.94 + 0.01b 0.38 £ 0.07a
79.24 + 0.68a 81.29 £ 0.09b 89.56 + 1.48c

1.222 + 0.006¢
0.195 + 0.023c
0.007 +0.002b
-11.00 £ 0.19¢c

0.011 + 0.005b
0.009 = 0.001b
0.000 + 0.000a

-8.96 £ 0.38b

0.003 + 0.000a
0.005 + 0.001a
0.001 + 0.000a

-5.72 £ 0.20a

Potencial ¢ (mV)

dn (nm) 979.89+62.95a  983.2+72.17a 965.1 + 64.60a
Z Media + desviacién estandar. Diferentes letras en la misma fila indican diferencia significativa (p
<0.05).

Y GSTre: goma de semilla de tamarindo de purificacion baja; GSTem: goma de semilla de
tamarindo de purificacién media; GSTra: goma de semilla de tamarindo de purificacién alta

x CTP: contenido total de polifenoles; CTF: contenido total de flavonoides; CTT: contenido total
de taninos; dn: diametro hidrodinamico.

w EAG: equivalentes de &cido galico; EQ: equivalentes de quercetina; AT: &cido tanico.

El rendimiento de GST disminuy6 a medida que se involucraron mas pasos en el
procedimiento de purificacion, variando de la siguiente manera: 27.93 + 0.23 %
para GSTes, 22.12 + 0.11 % para GSTem y 18.93 + 0.35 % para GSTpa. Alpizar
et al. (2017a) reportaron un rendimiento de GST de 29.83 %.

3.5.2 Color

Los parametros de color L, ay b de GST se vieron afectados por la purificacion.
Se observaron valores de L significativamente mas altos (p < 0.05) a medida que

se involucraron mas pasos de purificacion, es decir, la blancura de GST fue
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mayor. Los valores de L variaron de la siguiente manera: 59.01 £+ 0.34 (GSTpa) >
53.84 + 0.11 (GSTem) > 39.19 * 0.43 (GSTes). El incremento en los pasos de
purificacion disminuyd los valores de a y b. De esta manera, los valores de a
fueron 6.86 £ 0.14 para GSTps > 3.87 = 0.08 para GSTem > 3.37 + 0.06 para
GSTepa. La disminucion en a se puede atribuir principalmente a la eliminacion de
pigmentos asociados con la testa de las semillas, que presentan un color rojo a
marrén purpura (Bagul, Sonawane y Arya, 2015). El valor b fue significativamente
mayor (p < 0.05) para GSTps (7.13 £ 0.27) que para GSTem (6.72 £ 0.09) y GSTpra
(5.77 £ 0.08). La disminucién del color amarillo podria atribuirse a la eliminacién
secuencial de los pigmentos cuando se elimina la testa de la semilla y al
desgrasarla (Fig. 4), ya que la grasa puede contener pigmentos (por ejemplo,
carotenoides). El color basico del polvo de nucleo de tamarindo es blanco

cremoso (Nagajothi, Balasubramanian y Thombare, 2017).

GSTer GSTeu GSTea

Figura 4. Color de las gomas de semilla de tamarindo (GST) en polvo
de acuerdo a su grado de purificacion; GSTes (purificacion baja), GSTem
(purificaciobn media) y GSTea (purificacion alta)

3.5.3 Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (IFTR)

Los espectros de infrarrojo de las diferentes GST se muestran en la Fig. 5.
Independientemente del proceso de purificacion, las muestras de GST mostraron
una banda ancha centrada en 3 380 cm atribuida a la vibracién de estiramiento
de -OH y una banda aguda a 2 919 cm™ debido al estiramiento de vibracion
alifatica -CH de la fraccion lipidica (Chandra et al., 2018; Alpizar et al., 2017a).

Por lo tanto, es evidente que el proceso de desengrasado no elimind
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completamente la grasa presente en GST (Cuadro 1). Dos bandas intensas
atribuidas a la amida l a 1 644 cm™y la amida Il a 1 531 cm™ (Truijillo et al. 2018)
mostraron que todas las GST contenian moléculas de proteinas incluso después
de la extraccion alcalina (Sudharsan et al. 2016). El esqueleto de xiloglucano
mostré tres picos de absorbancia caracteristicos del xiloglucano: un pico agudo
a 1 371 cm™ debido a la flexion de -CH2, un pico suave a 1 280 cm™ y un pico
intenso a 1 022 cm correspondiente al estiramiento del enlace -CO del anillo del
xiloglucano (Alpizar et al. 2017a). El pico a 1 439 cm™ se debe a la vibracién
esquelética de C-C (Chandra et al. 2016). Los tres picos aparecieron sin ningin
cambio significativo para todos las GST, lo que sugiere que la estructura quimica

de la goma de tamarindo no fue alterada por la purificacion.

.

1022

Absorbancia

3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 5. Espectro IR-TF de las gomas de semilla de tamarindo (GST) de
acuerdo a su grado de purificacion; GSTps (purificacion baja), GSTem
(purificacion media) y GSTea (purificacion alta)
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La estructura secundaria de la proteina se basa comunmente en el andlisis de la
banda de la amida I. La deconvolucion de la banda amida | permitio aislar e
identificar las estructuras secundarias de las GST (Fig. 6). Los picos gaussianos
se asignaron a su estructura correspondiente en funcién de su centro. El centro
de los agregados intermoleculares (Wa1), hoja B (Wsg), espiral aleatoria (Wrc),
hélice a (Wa), giro B (W) y hoja B anti-paralela (Wp-a) para las GST se presentan
en el Cuadro 2. Los pesos espectrales relativos (Wi) y el porcentaje de las
estructuras secundarias (Cuadro 2) se obtuvieron de las areas de los picos. La
estructura secundaria de la proteina predominante en GSTps fue Wa (43.38 %),
pero estuvo ausente en GSTem y GSTea. Por otro lado, las estructuras
secundarias Wp y Wg-a se encontraron en un mayor porcentaje en GSTpm Y
GSTpa que en GSTes (Cuadro 2). Los cambios en la estructura secundaria de las
proteinas indicaron que se desnaturalizaron, probablemente, debido a las
condiciones térmicas y alcalinas utilizadas para la purificacion de GST.

Cuadro 2. Valores maximos y contenido relativo de los componentes de la
estructura secundaria de la proteina presente en las gomas de semillas de
tamarindo, obtenidas de la deconvolucién espectral de la regién amida |

GSTes? GSTem GSTpa
Componente Valor Contenido Valor Contenido Valor Contenido
de la del pico relativo del pico relativo del pico relativo
estructura central (%) central (%) central (%)
secundaria (cm™) (cm™) (cm™)
WarY 1615.60 7.31 1609.99 3.74 1617.43 7.92
W5s 1636.19  20.00 1627.43 28.73 1630.98  26.23
Wrc ND 1646.79 28.62 1650.14  38.33
Wa 1653.60  43.38 ND ND
Wt 1673.26  24.39 1665.44 26.80 1669.53  18.76
We-A 1690.40 4.93 1686.78 12.11 1687.93 8.76
R?2 0.99 0.99 0.98

ZGSTee: goma de tamarindo de purificacion baja; GSTem: goma de tamarindo de purificacion
media; GSTea: goma de semilla de tamarindo de purificacion alta.

¥ Los simbolos en la primera columna se refieren a estructuras de agregados intermoleculares
(Waz1), hoja B (Wp), espiral aleatoria (Wrc), hélice a (Wa), giro B (W) y hoja B antiparalela (Wg-a).
R2: coeficiente de determinacion, ND = No detectado.
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Figura 6. Deconvolucion del area de la amida | de las gomas de semilla de
tamarindo (GST), a) GSTes (purificacion baja), b) GSTewm (purificacion media) y

c) GSTepa (purificacion alta)
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3.5.4 Andélisis termogravimétrico (ATG)

Los resultados de ATG mostraron que las sefales termogravimétricas de las
gomas (Fig. 7) fueron similares cuando se calentaron de 0 a 500 °C, lo que resulto
en dos eventos de pérdida de masa. El primero (por debajo de 270 °C) atribuido
a la desorcion de agua de la matriz de polisacéaridos, lo cual fue indicativo de que
todas las gomas eran térmicamente estables independientemente del proceso de
purificacion al que fueron sometidas. La segunda pérdida de masa correspondio
a la descomposicion térmica del polisacarido a temperaturas iniciales de 276.62
°C para GSTes, 281.19 °C para GSTpem y 283.92 °C para GSTra, que estan muy
por encima de las implicadas en el uso de estas gomas en aplicaciones practicas.
Se inform6 un comportamiento similar para la goma de tamarindo (Alpizar et al.
2017a) y para la goma de Acacia (Cozic, Picton, Garda, Marlhoux, y Le Cert,
2009; Daoub et al., 2018).

Perdida de peso (mg)

T T T T T T T
1] 100 200 300 40D 500

Temperatura (°C)

Figura 7. Termograma ATG de gomas de semillas de tamarindo (GST); GSTrs
(purificacion baja), GSTewm (purificacion media) y GSTpa (purificacion alta)
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3.5.5 Potencial Zeta (§) y diametro hidrodinamico

Los valores del potencial ¢ estan relacionados con la estabilidad del sistema
coloidal. Si las particulas en una suspension tienen un gran potencial { negativo
0 positivo, tienden a repelerse entre si y no se puede observar una tendencia a
la agregacion entre particulas. En contraste, si las particulas tienen un valor
potencial ¢ bajo, se favorecen la agregacion y la floculacion (Acedo et al. 2006).
Todas las soluciones de GST presentaron valores de { negativos que fueron
significativamente diferentes (p < 0.05) y variaron de -11.00 £ 0.19 mV para
GSTes a - 5.72 £ 0.20 mV para GSTea (Cuadro 1). Gonzalez et al. (2017)
informaron un valor de potencial ¢ de -12 mV a pH 10.0 para GST sin purificar.
La disminucioén en los valores de potencial { de GST a medida que aumentaban
los pasos de purificacion, reveld6 que un mayor numero de cargas de los
compuestos e impurezas fueron eliminadas. Las diferencias en los valores del
potencial ¢ corresponden a la expresidon de las densidades de cargas
estructurales exhibidas por las entidades quimicas presentes en las GST. El
método de extraccion, contenido de azucar, proteina y pH, pueden inducir a
variaciones en los valores de potencial de las gomas (Kaewmanee et al. 2014).
Por ejemplo, la proteina soluble eliminada durante la purificacion de GSTea

exhibié un potencial ¢ de -35.1 mV.

El diametro hidrodindmico (dn) de las dispersiones de GST no fue
significativamente diferente (p <0.05) y vario entre 979.89 £ 62.95y 983.2 £ 72.17
nm (Cuadro 1). Estos resultados se ubicaron dentro del intervalo (416.00 a
1,031.13 nm) informado para el mucilago de lino de diferentes cultivares
(Kaewmanee et al. 2014). El indice de polidispersidad (IPD) se utiliza para
describir el grado de no uniformidad de una distribucién de tamafio de particulas.
Las dispersiones de GST mostraron valores de IPD significativamente diferentes,
que variaron de la siguiente manera: 0.34 + 0.05 para GSTra < 0.56 = 0.07 para
GSTem < 0.67 = 0.09 para GSTee. Los valores de IPD menores a 0.05 se
consideran monodispersos y los mayores a 0.7 son caracteristicos de los

sistemas que tienen una distribucion de tamafo de particula muy amplia (Danaei
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et al. 2018). La variacion de los valores de IPD de las dispersiones de GST,
mostré que el aumento en la eliminacion de impurezas produjo una distribucién

de tamafo de particula mas estrecha.
3.5.6 Viscosidad aparente

Las curvas napp-y de las soluciones de GST (1.5y 2.0 % p/p) apH 7.0 a 25 °C se
muestran en la Fig. 8. En todos los casos, GST exhibi6é en la napp una region de
meseta (comportamiento newtoniano) a tasas de corte bajas, seguidos de un
comportamiento de adelgazamiento al corte no newtoniano a tasas de corte mas
altas. Diversas soluciones no newtonianas muestran este tipo de comportamiento
gue se atribuye a una "estructura” reversible, que se forma en "reposo” o en
condiciones de equilibrio (Murillo, Pedroza, Lobato, Martinez y Vernon, 2011,
Hernandez, Lobato, Pimentel, y Vernon, 2014). Los datos del logaritmo de la
viscosidad vs el logaritmo de la tasa de corte de todas las gomas (Fig. 8)
presentaron un buen ajuste (R2> 0.95) al modelo de Ellis (Darby & Chhabra,
2017)

n = U—(?zp Ecuacion 2
[1+(/’1Y) ]

Donde: n = viscosidad aparente; ¥ = tasa de corte; n, =viscosidad inicial; 1 =

constante de tiempo asociado al tiempo de relajacion de los polimeros en

solucion y p= indice de reoadelgazamiento, que tiende a un valor de 1-n, donde

n es el indice de flujo del modelo de la Ley de potencia. Los valores de los

parametros reoldgicos de la ecuacion de Ellis para las soluciones de GSTx, y se

muestran en el Cuadro 3.

37



Guadalupe Cuispin Jsidre Docterade en Ciencias Ugroalimentarias

1 GSTPB,1.5%

O—E C;STPB,ZO%
GSTPM,1.5%
GSTPM,Z.O%

m A GST, s

CU- 1 _E GSTPA, 2.0%

o

N

©

©

e,

7p)

3 0.1

o

12

>

1 10 100 1000

Tasa de corte (1/s)

Figura 8. Dependencia de la viscosidad aparente- tasa de corte de soluciones
de la goma de semilla de tamarindo (GST); GSTes (purificacion baja), GSTem
(purificaciébn media) y GSTra (purificacion alta), a 1.5y 2.0 % de concentracion

Se puede observar en la Fig. 8 y el Cuadro 3, que la no de las soluciones de GST
tendieron a ser mas altas a medida de que aumentaron la concentracion y
purificacion. La regién newtoniana surge debido al estiramiento elastico de los
entrecruzamientos entre las espirales propias del polisacarido. Los valores de A
proporcionan un orden de la tasa de corte critica que marca el final de la region
newtoniana de la tasa de corte cero y el inicio de la region de adelgazamiento al
corte (Lobato, Martinez, Sandoval, Pérez y Vernon, 2004). A medida que la tasa
de corte critica excedia la meseta de no, los entrecruzamientos elasticos entre las
moléculas de GST se fracturaron, ocasionando que los elementos estructurales
se alinearan a lo largo en la direccién del flujo. En estas condiciones, el
comportamiento al adelgazamiento fue mas pronunciado (es decir, un valor de p

mas alto) a medida que aumento la concentracion de GST, ya que la resistencia
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al arrastre y la disipacion de la viscosidad fueron mayores (p < 0.05). Se han
reportado tendencias similares para la goma de semilla de berro sin purificar
(Lepidium sativum) (Razmkhah et al. 2016). Khounvilay y Sittikijyothin (2012)
encontraron que las propiedades de flujo de soluciones de GST a
concentraciones de 0.22 a 6.82 % presentaron un adecuado ajuste al modelo de
Carreau y mostraban tendencias similares para no, A y p como las reportadas en
este trabajo. Alpizar et al. (2018) informaron que las soluciones de GST a
diferentes concentraciones (0.5 - 2.0 % p/p) y temperaturas (25 - 60 °C)
mostraron un comportamiento de adelgazamiento por cizallamiento descrito por

el modelo de la Ley de potencia.

Cuadro 3. Valores medios de los parametros del modelo de Ellis de goma de
semilla de tamarindo

no’ (Pa-s) A (s) p R?
GST”sB,15% 0.599 £ 0.02a? 0.145+0.0l1a 0.233+0.01a 0.98
GSTes,20%  2.248 £0.24d 0.200+0.02c 0.273+0.00c  0.98
GSTem,15%  0.765+0.01b 0.159+0.00a 0.249+0.00b  0.98
GSTem, 20  2.481+0.20d 0.275+0.00d 0.286 +0.01cd 0.98
GSTra, 1.5% 1.071+0.05c 0.167+0.00b 0.251+0.01b  0.98
GSTea,20%  3.663+0.15e 0.274+0.00d 0.298 +0.02d 0.98

z Medias + desviacion estandar. Diferentes letras en la misma columna indican una diferencia

significativa entre las medias (p < 0.05).

Y no: viscosidad limitante de bajo cizallamiento A: constante de tiempo asociada al tiempo de
relajacion de los polimeros en solucién; p: indice de adelgazamiento de cizallamiento, R2:
coeficiente de determinacién.

X*GST: goma de semilla de tamarindo (GST); GSTes (purificacion baja), GSTewm (purificacion media)
y GSTpa (purificacion alta), a 1.5 y 2.0 % de concentracion.

3.5.7 Humectabilidad de peliculas de GST

La humectacibn de materiales alimenticios sdlidos desempefia un papel
importante para una serie de aplicaciones practicas tales como aglomeracion,
granulacion, recubrimiento, secado, disolucion y dispersion. Las propiedades de
humectacion generalmente se evallan a través del angulo de contacto (8), que
indica el grado de humectabilidad cuando interactiia un sélido y un liquido. Los
angulos de contacto pequefios (< 90°) corresponden a una alta humectabilidad,
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mientras que los &ngulos de contacto grandes (> 90°) corresponden a una baja
humectabilidad. Por lo tanto, un angulo de contacto inferior a 90° indica que la
humectacién de la superficie es favorable y el fluido se extendera sobre un area
grande en la superficie. Los angulos de contacto superiores a 90° generalmente
describen una humectabilidad de superficie desfavorable, por lo que el fluido
minimizard su contacto con la superficie y formara una gota de liquido compacta
(Forny, Marabi y Palzer, 2011). Los valores de 6 de las soluciones de GST
difirieron significativamente (p < 0.05), disminuyendo en el siguiente orden:
GSTrs (97.16 + 1.74°) > GSTpa (82.60 + 3.89°) > GSTpm (69.90 £ 1.10°). Estos
resultados indican que las diferencias en la composicién quimica afectaron el
caracter hidrofébico-hidrofilo de la GST. La cobertura de la superficie por
componentes hidrofobos (por ejemplo, grasa) produce un angulo de contacto
mayor con el agua; mientras que la cobertura de la superficie por componentes
hidrofilos (por ejemplo, proteinas y carbohidratos) produce un angulo de contacto
pequefio con el agua. Por lo tanto, la GSTpe que contenia una fraccion grasa,
mostrd un caracter predominantemente hidréfobo (8 > 90°); mientras que GSTewm
gue contiene el mayor contenido de proteina, exhibié el valor de 8 mas bajo
relacionado con el caracter altamente hidrofilo (es decir, la polaridad). La solucién
de GSTrpa con los contenidos mas bajos de proteinas y carbohidratos presento
un valor 6 ligeramente inferior a 90°. Se realiz6 un estudio de cromatografia de
interaccion hidréfoba (CIH) para GSTea, encontrando la presencia de cuatro
fracciones, donde se analizé el contenido de proteina (Roman et al. 2009). La
fraccion principal (F3) se eluy6 en agua desionizada, indicativa de su alto caracter
hidrofobico, y de la unidn covalente o fisica de la proteina al esqueleto del
polisacarido. El cromatograma de CIH se incluye como un archivo

complementario. Este resultado concord6 con el valor exhibido por GSTpa.

La Fig. 9 muestra la evolucion en el tiempo de la tension interfacial (o) en la
interface agua-aceite de canola para las diferentes GST. Todas las GST
mostraron la misma tendencia, caracterizada por una fuerte disminucion inicial
de o durante aproximadamente los primeros 200 s, seguida de una lenta y

progresiva caida en ¢ a tiempos mas largos, hasta alcanzar valores asintoticos
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donde los valores de o no cambiaron en mas de 0.5 mN/m en 30 minutos (p <
0.05). La brusca caida inicial y el valor final de o fueron respectivamente mas
rapidos y mas bajos para GSTes, seguidos de GSTewm, Yy finalmente para GSTpa.
La capacidad para disminuir los valores de o se relacioné con el grado de
purificacion de las gomas, lo cual afecté su composicion quimica (Cuadro 1). La
mas rapida cinética de adsorcion mostrada por la GSTes se debi6 a su
relativamente alto contenido de compuestos de superficie activa, es decir,
proteinas y polifenoles (Cuevas et al. 2016), y probablemente fosfolipidos
contenidos en la fraccidon grasa (Pitke et al. 1979). Por otro lado, GSTpm redujo
mas rapido los valores de o que GSTra, ya que presento un contenido de proteina

significativamente mayor (p < 0.05).
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Figura 9. Dinamica de absorcion de tension interfacial en la interface aceite-
agua de gomas de semilla de tamarindo (GST); GSTes (purificacion baja),
GSTewm (purificacion media) y GSTra (purificacion alta) a 0.1 % de concentracion
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3.5.8 Tamarfio de gota de emulsiones y viscosidad aparente.

Todas las Exy estuvieron compuestas por un gran numero de gotitas de aceite
esféricas individuales y floculadas, dispersas en la fase continua acuosa, con
distribucion de tamafio uniforme en forma de campana (Fig. 10). Peng et al.
(2016) informaron que el tratamiento con calor en proteinas de frijol, dio lugar a
interacciones hidrofobicas entre proteinas adsorbidas en la superficie de las
gotitas de aceite en emulsiones, incrementando su floculacion de las gotitas y su
estabilidad.

Conforme aumentaron los pasos de purificacion, las curvas de distribucion de
tamafio de gota fueron desplazadas hacia la derecha (tamafios mas grandes),
sin embargo, el span de la distribucion se hizo mas pequefio. Un aumento en la
concentracion de GST desplazé la distribucién de tamafio hacia la izquierda
(tamafios mas pequefios) y produjo intervalos méas pequefios. Los valores
iniciales de ds2 de las emulsiones de aceite en agua elaboradas con 1.5 % p/p
de GST aumentaron significativamente (p < 0.05) de la siguiente manera: Ers, 1.5
(1.74 £0.10 um) < Epm, 1.5 (6.08 £ 0.18 um) < Epa, 1.5 (10.50 + 0.57 um), exhibiendo
valores de span de 1.44, 1.33 y 1.16, respectivamente. Cuando la concentracion
de GST se incrementé a 2.0 % p/p, el valor inicial de ds2 de las emulsiones fue
significativamente menor (p < 0.05) que el de sus contrapartes de 1.5 % p/p, sin
embargo, varié significativamente (p < 0.05) entre si de la siguiente manera: Eps,
20 (1.35 £ 0.05 pm) < Epwm, 20 (4.82 £ 0.10 pm) < Epa, 20 (9.45 = 0.10 um),
mostrando valores de span de 1.24, 1.16 y 1.10, respectivamente. Estos
resultados indicaron que la purificacion impartio una capacidad emulsificante
significativamente diferente (p < 0.05) a las GST, que dependia de su
composicién quimica final (Cuadro 1) y, a su vez, de su capacidad para disminuir
la tension interfacial en la interface agua-aceite de canola (Fig. 9). Por lo tanto, la
GSTee mostro la mayor y mas rapida reduccion en la tension interfacial, es decir,
ocurrié una difusion y anclaje mas rapidos de sus moléculas de superficie activa
en la interface, produciendo gotitas de aceite mas pequefias que la GSTem y la
GSTra (Cuevas et al., 2016; Fissore, Rojas, Gerschenson y Williams, 2013).
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La proteina de nucleos de tamarindo es rica en aminoacidos no polares y polares
como la lisina, acido glutamico, acido aspértico, glicina y leucina (Bhattacharya,
Bai, Mukherjee y Bhattacharya, 1994), lo cual confiere un caracter anfifilico. Por
otro lado, la capacidad emulsificante significativamente menor mostrada por
GSTera puede relacionarse con la eliminacion de compuestos de superficie activa
(es decir, proteinas solubles y polifenoles) durante la purificacion. La fraccion de
proteina unida a residuos de polisacarido fue suficiente para permitir la
emulsificacion de las gotitas de aceite (Koocheki, Kadkhodaee, Mortazavi,
Shahidi y Taherian, 2009). La intermedia capacidad emulsificante de GSTpwm
permitié obtener tamafios de gotitas de aceite entre aquellos valores presentados
por Eps y Epa. Kumar y Bhattacharya (2008) encontraron que la capacidad
emulsificante del concentrado de proteina de grano tostado de tamarindo era
menor que la del concentrado crudo. Atribuyeron este comportamiento a la

desnaturalizacion térmica de la proteina.

Los valores de span de la Eps relativamente altos(p < 0.05) en comparacion con
las Epm y Epra refuerzan la hipétesis de que la diversidad de compuestos con
capacidad tensoactiva da lugar a una variedad de tamafos de gotitas de aceite
(Hernandez, Lobato, Roman, Alvarez y Vernon, 2016). Es probable que el
tamafio mayor de gotitas y menor span producido por GSTea haya sido
influenciado por la alta viscosidad aparente de la fase acuosa continua, la cual
retardé la floculacién y la coalescencia entre ellas (Cuadro 4) al reducir su
movilidad (Huang, Kakuda y Cui, 2001).
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Figura 10. Morfologia inicial y distribucion de tamafio de gota de emulsiones (E)
con goma de semilla de tamarindo (GST) como agente emulsificante; Eps
(emulsion con GST de purificacion baja), Epm (emulsion con GST de purificaciéon
media) y Epa (emulsion con GST de purificacion alta), a 1.5y 2.0 % de
concentracion. Ampliacion de 100 x. Barra de escala =10 pm
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Cuadro 4.Velocidad de cremado, potencial { y viscosidad de emulsiones

Viscosidad a

Emulsiones Velocidad de Potencial ¢ tasa de corte de
cremado 1
50s

(%) (mV) (Pa-s)
EYpB, 1.5% 0.29 + 0.05b? -9.66 £ 0.24d  0.04 £ 0.00a
EpPm, 1.5% 4.16 £ 0.14e -10.03£0.18e  0.06+ 0.00b
Epa, 1.5% 0.31+£0.07c -7.59 + 0.09b 0.10 £0.01c
EpB, 2.0% 0.06 + 0.02a -11.07 £ 0.10f  0.12 £ 0.00cd
EpPm, 2.0% 3.06 £0.21d -8.96 +0.12c  0.14 + 0.00d
Epa, 2.0% 0.07 £ 0.01a -5.73+0.07a 0.26 £0.01e

Z2 Media = DE. Letras diferentes en la misma columna indican que existe diferencia
estadisticamente significativa entre medias (p < 0.05).

Y Eps (emulsion con GST de purificacién baja), Epm (emulsién con GST de purificacion media) y
Epa (emulsion con GST de purificacién alta), a 1.5 y 2.0 % de concentracion.

El tamafio de gota de Ex, y disminuyé (p < 0.05) cuando la concentracion de las
diferentes gomas purificadas aumenté (p < 0.05). Una mayor concentraciéon de
emulsificante es requerida para formar gotitas mas pequefias con una mayor
cobertura superficial, debido a que la cantidad de emulsificante disponible para
formar una monocapa adsorbida en la superficie de las gotitas determina el area
de superficie interfacial producida (Cuevas et al., 2016; Bai, Huan, Li y Julian,
2017). Alpizar et al. (2017a) informaron que la capacidad emulsificante fue mayor
a medida que aumentaba el peso de la relacion del volumen de GST/aceite, ya
gue estaban presentes un mayor numero de moléculas de GST disponibles para
cubrir la superficie de las gotitas de aceite. La variacion de los valores de span
de Exy indico que cuanto mayor es la concentracion de GST, independientemente
de su grado de pureza, menor fue la desproporcion entre los tamafos de gota y

mayor (p < 0.05) la estabilidad en las emulsiones (Cuevas et al. 2016).

Los valores de velocidad de la cremado de las emulsiones se vieron afectados
tanto por la pureza de GST como por la concentracion. La velocidad de cremado
es un parametro indicativo de la estabilidad de las emulsiones. Durante su

medicion, los fendmenos de inestabilidad de sedimentacion, floculacidon o
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formacion de crema en emulsiones se aceleran mediante la centrifugacion
(Cuevas et al., 2016).
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Figura 11. Variacion media del tamafio de gota de las emulsiones durante 21
dias de almacenamiento a 4 °C, adicionadas con goma de semilla de tamarindo
(GST) como agente emulsificante; Eps (emulsion con GST de purificacion baja),

Epm (emulsion con GST de purificacién media) y Epa (emulsion con GST de
purificacion alta), a 1.5y 2.0 % de concentracion.
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Los valores de velocidad de cremado de Eps y Epa fueron similares (p > 0.05)
pero significativamente mas bajos que los de Epv (Cuadro 4),
independientemente de la concentracion de GST utilizada para su preparacion.
La capacidad emulsificante de algunos polisacaridos como la goma arabiga (Ray,
Bird, Lacobucci y Clark, 1995) y la goma de mezquite (Roman et al. 2009) se ha
atribuido a la presencia de una pequefia cantidad de proteina unida
covalentemente o fisicamente al polisacarido, que se adsorbe en la interface
aceite-agua, con la mayor parte de los residuos del polisacarido proyectandose
en la fase continua (Dickinson, 2003, 2009). De esta manera, estas
macromoléculas promueven la formacién de emulsiones y la estabilizacion a
corto plazo por accion interfacial, confiriendo estabilidad a largo plazo formando
capas de adsorcion que proporcionan un mecanismo de repulsion estérica y
modificando la reologia de la fase continua que dificulta la movilidad de las gotitas
de aceite. La GST se ajustd a los mecanismos de estabilizacion de esta emulsion
como lo indican los resultados de CIH y de viscosidad aparente de la fase
continua. La velocidad de formacion de crema de las emulsiones se redujo
significativamente (p < 0.05) a medida que aumentaba la concentracion de goma
(Cuadro 4), debido al efecto combinado entre la reduccién del tamafio de las
gotitas de aceite (Fig. 11) y el aumento (p < 0.05) de la viscosidad aparente
(Cuadro 4) (Koocheki et al. 2009). Un mayor numero de gotitas de aceite mas
pequefias promueve la formaciéon de una red tridimensional, mientras que una
alta viscosidad aparente en la emulsion, controla el movimiento de las gotitas de
aceite dispersas evitando la coalescencia entre ellas, asi como los fendmenos de
cremado (Lobato et al. 2008). Los valores de velocidad de cremado se vieron
reflejados en la estabilidad de las emulsiones a lo largo del tiempo. Eps y Epa
mostraron un aumento de tamafio de gota significativamente menor (p < 0.05)
que la Epm en ambas concentraciones de GST (Fig. 11). Kumar et al. (2010)
informaron sobre la formacion de emulsiones estables de aceite de ricino en agua
con tamafnos de gotitas que oscilan entre 1 y 10 uym, utilizando GST (2 % p/v)
extraido de granos de semilla de tamarindo en agua hirviendo. Los valores de

potencial { de las gotitas de emulsiones fueron relativamente bajos, variando
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desde - 5.73 a - 11.07 mV (Cuadro 4), por lo que tuvo una pequefia influencia en
la estabilidad de las emulsiones. El tamafio, la distribucion y la estabilidad al
cremado impartida a las emulsiones aceite en agua por las diferentes GST,
probablemente se deba a una interacciobn compleja entre varios factores, incluida
la composicion quimica, viscosidad de la fase acuosa, velocidad de difusion de
los compuestos de superficie activa a la Interface y carga superficial, que en
altima instancia influyen en repulsion electroestérica y propiedades mecéanicas de

la capa adsorbida alrededor de las gotas de aceite.
3.6 Conclusiones

Se obtuvieron tres gomas de semillas de tamarindo (GSTpee, GSTem Yy GSTra) CcON
diferente composicion quimica, en particular proporciones carbohidrato/proteina
(79.24/12.11, 81.29/16.53 y 89.56/9.00, respectivamente) mediante la aplicacion
de diferentes pasos de purificacion. El grado de pureza de las gomas tuvo un
impacto importante en sus propiedades fisicoquimicas, reoldgicas vy

emulsificantes.

Nuestros resultados indicaron que la GSTes produjo emulsiones de aceite en
agua con gotas de aceite iniciales mas pequefias, mientras que la GSTpa produjo
emulsiones de aceite en agua con gotas de aceite mas grandes inicialmente, pero
ambas emulsiones mostraron velocidades de cremado aceleradas con diferencia
no significativa. GSTea mostré el span de tamafio de gota mas pequefio. La
velocidad de cremado de GSTewm fue significativamente mayor que para GSTrs Yy
GSTpra. Estos resultados muestran que el proceso de purificacion de GST es de
suma importancia para impartir y lograr las propiedades funcionales deseadas en

emulsiones aceite en agua.
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