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RESUMEN

Titulo

OBTENCION DE DEXTRINAS DE ALTA SOLUBILIDAD Y MINIMA R*ETROGRADACION A
PARTIR DE ALMIDON INDUSTRIAL DE YUCA

Autor

Fabian Alfredo Carrascal Delgado”™

Palabras claves
Dextrinas, almidon, hidrélisis, amilasas

Descripcién

Las dextrinas son almidones modificados que pueden obtenerse por tratamiento fisico, quimico o
enziméatico y que tienen un mayor valor econémico que el almidon nativo. Las dextrinas tienen un
peso molecular menor que el del almidén nativo, son hidrosolubles y se emplean principalmente en
la fabricacion de adhesivos debido a su baja viscosidad y a sus propiedades adhesivas. Las
dextrinas pueden retrogradar, es decir re-organizarse en nuevos estados agregados en los que su
solubilidad y sus propiedades adhesivas disminuyen.

En esta tesis de pre-grado en Quimica, se determinaron las variables mas relevantes, a escala de
laboratorio, en la obtenciéon enzimatica de dextrinas de baja retrogradaciéon a partir de almidén
industrial de yuca usando como catalizador, la enzima a-amilasa (Alfa-1,4-D-glucano
glucanohidrolasa, (EC. 3.2.1.1.)). Los experimentos se realizaron usando como referencia los
valores de pH = 4,7, temperatura 55°C y concentracién de almidén [s] y de enzima [E],
mencionados en la tesis de Sanchez, A. (2002); y valores para la variable tiempo (t) entre 5 a 40
minutos. La influencia de las variables [s], [E] y () sobre la produccion de dextrinas se evalué
mediante un disefio factorial 2° (tamizado) con dos réplicas.

Los resultados obtenidos muestran que: a) Las variables mas relevantes en la produccion dextrinas
a partir de almidén industrial de yuca, catalizada por la enzima a-amilasa son la [s], y el (t); b) El
maximo rendimiento de produccion de dextrinas fue del 92,5 al 94,5% p/v con [s] entre 6,00 y 6,37
% plv, [E] de 1,75*10-3 % p/v, y (t) entre 10 a 17 minutos, temperatura de 55°C y pH de 4,7; c) Las
dextrinas obtenidas, almacenadas a 25°C no retrogradan antes de 12 dias; y d) Las dextrinas
obtenidas ,almacenadas a temperaturas inferiores a 8°C retrogradan antes de 2 horas.

* Tesis
" Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica, Director: Jairo René Martinez Morales
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ABSTRACT

Title

OBTAINING OF DEXTRINS OF HIGH SOLUBILITY AND MINIMUM RETROGRADATION FROM
INDUSTRIAL STARCH OF YUCCA

Author

Fabian Alfredo Carrascal Delgado

Key words
Dextrins, Starch, Hidrolysis, Amilases

Description

The dextrins are modified starches that they can be obtained by physical, chemical or enzymatic
treatment and that they have a bigger economic value that the native starch. The dextrins has a
smaller molecular weight that that of the native starch, they are hidrosolubles and they are used
mainly in the production of adhesives due to their low viscosity and to their adhesive properties. The
dextrins can retrograde, that is to say re-organizarse in new states added in those that their
solubility and their adhesive properties diminish.

In this pre-degree thesis in Chemistry, the most excellent variables were determined, to laboratory
scale, in the enzymatic obtaining of dextrins of low retrogradation starting from industrial starch of
yucca using as catalyst, the enzyme a-amilasa (Alpha-1,4-D-glucan glucanhydrolase, (EC.
3.2.1.1.)). The experiments were carried out using like reference the pH values = 4,7, temperature
55°C and concentration of starch [s] and of enzyme [E], mentioned in the thesis of Sanchez, A.
(2002); and value for the variable time (t) among 5 to 40 minutes. The influence of the variables [s],
[E] and (t) on the dextrins production it was evaluated by means of a factorial design 2° (sifted) with
two replicas.

The obtained results show that: to) The most excellent variables in the production dextrins starting
from industrial starch of yucca, hydrolisated for the enzyme a-amilase they are the [s], and the (t);
b) The maximum yield of dextrins production went from the 92,5 to 94,5% p/v with [s] between 6,00
and 6,37% plv, [E] of 1,75*10-3% p/v, and (t) among 10 to 17 minutes, temperature of 55°C and pH
of 4,7; c) The obtained dextrins, stored at 25°C doesn't retrograde before 12 days; and d) The
obtained dextrins , stored to inferior temperatures at 8°C retrogrades before 2 hours.

“ Thesis
“ Faculty of Sciences, School of Chemistry, Director: Jairo René Martinez Morales
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INTRODUCCION

Las guerras civiles han desgastado el poder adquisitivo de la poblacién colombiana,
profundizandose este fendmeno en las regiones agrarias, y de esta forma, afectando
la produccién primaria del pais. Debido a esto, es necesario e imperativo realizar
investigacion que conduzca a mejorar la rentabilidad de los productos agricolas.

En el departamento de Santander se producen varios productos agricolas, entre ellos
la yuca, y de este tubérculo podrian obtenerse productos con mayor valor agregado.
Por esto, es necesario incrementar las investigaciones relacionadas con este
tubérculo y determinar que productos podrian llegar a ser importantes en la industria y
con ello contribuir al desarrollo agrario de la region. Este cultivo se adapta a las
condiciones geograficas de nuestro departamento y es eficiente en la produccion de
almidén, por lo que puede usarse para obtener productos industriales, uno de estos
las dextrinas.

Hay numerosas publicaciones (Yuan Yao, Jingmin Zhang, and Xiaolin Ding, 2003;
Byoung-Wook Kong, Jung-In Kim, Myo-Jeong Kim, and Jae Cherl Kim, 2003; Lee
Clark P and Antrim Richard L, 2001; y Marchal L. M. Jonkers J., De Gooijer CD.
Tramper J., 1999) en la obtencion de dextrinas a Paﬂir de almidén de maiz pero no a
partir de almidon de yuca, como lo reporta la FAO'.

Los almidones modificados y sus derivados, entre ellos las dextrinas, constituyen
opciones tecnoldgicas atractivas para el sector industrial dada su funcionalidad, gran
consumo y precio en el mercado®®. Las dextrinas son almidones modificados que
pueden obtenerse por tratamiento fisico, quimico o enzimatico y que tienen un mayor
valor econdmico que el almidon nativo. Las dextrinas tienen un peso molecular menor
que el del almidon nativo, son hidrosolubles y se emplean principalmente en la
fabricacion de adhesivos debido a su baja viscosidad, solubilidad en agua y a sus
propiedades adhesivas. Las dextrinas pueden retrogradar, es decir re-organizarse en
nuevos estados agregados en los que su solubilidad y sus propiedades adhesivas
disminuyen.

En el mundo, los adhesivos para empaques representan el 39% del mercado total de
adhesivos e incluyen los de base de agua, solubles al calor y goma-solvente. De
estos, el 58% se basa en productos naturales (almidén y dextrinas), que son solubles
en agua y dominan el mercado del papel y de carton, con posibilidad de aplicaciones
en el pegado de vidrio, madera y sobre hojalata. Estos productos tienen un mayor

10



valor agregado que los corrientes, en una proporcion de 3: 5, frente a 1: 2 0 1: 4 que
ofrecen los almidones en el mercado nacional®.

Las caracteristicas fisicas y quimicas del almidon lo posicionan en los mejores lugares
dentro de la industria alimenticia, textil, farmacéutica, papelera y de adhesivos. Esta
ultima, ademas de explotar las propiedades cohesivas de los almidones, también
aprovecha las caracteristicas biodegradables, ausentes en aquellos pegantes
obtenidos a partir de hidrocarburos aromaticos u otras sustancias toxicas®®.

En Colombia, grupos de investigacion asociados a instituciones como el Consorcio
Latinoamericano y del Caribe de Apoyo a la Investigacion y al Desarrollo de la Yuca
CLAYUCA, al Centro Internacional de Agricultura Tropical CIAT y al Programa
Nacional de Transferencia de Tecnologia Agropecuaria y Tecnolégica PRONATTA del
Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural de la Republica de Colombia, entre otros,
han desarrollado diferentes tecnologias para la obtencion de dextrinas entre las que
se destacan la obtencién de dextrinas por via seca mediante el uso de diferentes
catalizadores®’, obtencion de dextrinas mediante hidrdlisis acida > ® y obtencion de
dextrinas catalizada por medios enzimaticos (alfa-amilasa, proveniente de Bacillus
licheniformis), donde fueron estudiadas las variables temperatura, pH, concentracion
de almidén, adicién enzimatica y cantidad de cofactor (iones Ca*?)°.

En la universidad Industrial de Santander (UIS) se han realizado investigaciones con
la yuca, desarrollando en el laboratorio de investigacion en Bioquimica y Biotecnologia
alternativas para su comercializacion. Esta incluyen la produccién de jarabes da alta
fructosa y glucosa y la produccion de etanol.

En esta tesis de pre-grado en Quimica, se determinaron las variables mas relevantes
en la obtencion enzimatica de dextrinas de baja retrogradacion a partir de almidén
industrial de yuca usando como catalizador, la enzima a-amilasa (Alfa-1,4-D-glucano
glucanohidrolasa, (EC. 3.2.1.1.)). Los experimentos se realizaron usando como
referencia los valores de pH = 4,7, temperatura 55°C y concentracion de almidon [s] y
de enzima [E], mencionados en la tesis de Sanchez, A. (2002); y valores para la
variable tiempo (t) entre 5 a 40 minutos. La influencia de las variables gs], [Ely (1)
sobre la produccion de dextrinas se evalué mediante un disefo factorial 2° (tamizado)
con dos réplicas.

Los resultados obtenidos muestran que las variables mas relevantes en la produccion
dextrinas a partir de almidén industrial de yuca, catalizada por la enzima a-amilasa
son la [s], y el (t); el maximo rendimiento de produccion de dextrinas fue del 92,5 al
94,5% pl/v con [s] entre 6,00 y 6,37 % plv, [E] de 1,75*10-3 % plv, y (t) entre 10 a 17
minutos, temperatura de 55°C y pH de 4,7; las dextrinas obtenidas, almacenadas a
25°C no retrogradaron antes de 12 dias; y las dextrinas obtenidas ,almacenadas a
temperaturas inferiores a 8°C retrogradaron antes de 2 horas.
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|. REVISION BIBLIOGRAFICA

1 EL ALMIDON

El almidén es un polimero de «-D-glucosa, denominado glucano, de estructura
semicristalina, constituye la mas importante fuente de carbohidratos de los
alimentos y se encuentra en los cereales, las patatas, la yuca, las legumbres y en
otros vegetales™®.

El almidon es la sustancia de reserva alimenticia predominante en las plantas y
proporciona entre el 70 y el 80% de las calorias consumidas por los humanos de
todo el mundo. La diferencia del almidén con respecto a los demas carbohidratos
es que en la naturaleza se presenta como complejas particulas discretas
(granulos), densas e insolubles en agua y faciles de extraer''. Estos granulos
pueden ser dispersados en agua dando lugar a la formacién de suspensiones de
baja viscosidad que pueden ser facilmente mezcladas y bombeadas, incluso a
concentraciones mayores del 35% p/v. En la tabla 1 se muestran algunas
propiedades del almidén de yuca.

La capacidad de formar soluciones viscosas (capacidad de formar geles) es

alcanzada solo cuando la suspension de los granulos es sometida a la accién del
12 13

calor'<, ™.

Tabla 1: Propiedades generales del almidén de yuca

Propiedad Especificacién
Tamafo de granulo (eje mayor, um) 4 -35
Amilosa (%) 17 - 20
Amilopectina (%) 80 - 83
Viscosidad Relativa Alta
Aspecto de la Pasta Clara
Tendencia a gelificar / Retrogradar Media
Sabor Insipido
Calor de combustion (kJ/g) 17,6
Solubilidad en agua, éter y alcohol (25°C) Insoluble
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La despolimerizacion del almidén, o hidrdlisis, puede lograrse quimica o
enzimaticamente. Entre los productos que se obtienen se encuentran los jarabes
de D-glucosa''®, cominmente denominados dextrosa, maltosa, oligosacaridos y
dextrinas.

1.1 ESTRUCTURA QUIMICA

El almidon es un polimero de D-glucosa, unidas entre si por enlaces glucosidicos
a-(1-2>6) y a-(1>4). Los granulos de este glucano estan compuestos de una
mezcla de dos polisacaridos, de los cuales, uno es esencialmente lineal
denominado amilosa v, el otro, es muy ramificado, llamado amilopectina *"1¢17:18,
Las cadenas de amilosa y de amilopectina se asocian directamente por enlaces de
hidrogeno entre los grupos alcohélicos o por medio de moléculas de agua .

Con la excepcion de los llamados almidones cerosos (del maiz) o glutinoso (del
arroz), la mayoria de los almidones encontrados en la naturaleza estan
compuestos de una mezcla de amilosa y amilopectina.

La disposicion espacial de las capas de los granulos de almidén es parecida a las
de una cebolla, puede ser visible faciimente por un microscopio optico o de
electrones, con la diferencia de que dichas capas no pueden separarse entre si,
pero pueden destruirse por tratamientos hidrotérmicos o quimicos para liberar
amilosa y amilopectina '2'%°.

La amilosa es una molécula lineal y flexible de 500 o mas unidades de D-glucosa
unidas por enlaces glucosidicos a-(1>4)*°. Sin embargo, hay moléculas de
amilosa con 0,3% a 0,5% de sus enlaces glucosidicos de tipo a-(1->6); es decir,
por cada 180 a 320 enlaces glucosidicos a-(1>4) se presenta un enlace a-
(12>6)'%?". La solubilidad de la amilosa, en agua, es del 50% al 75% del contenido
total de ésta en el almidén de yuca .

La amilosa presenta una estructura tridimensional en forma de hélice debido al
acoplamiento de la posicién axial-ecuatorial de las unidades de a-D-gluco-
piranosas con enlaces a-(1->4) glucosidicos de las cadenas que forman una
espiral con giro a la derecha. El interior de la hélice contiene sélo atomos de
hidrégeno y es por tanto lipofilico, mientras que en el exterior estan situados los
grupos hidroxilos. Las moléculas de amilosa tienen pesos moleculares de
alrededor de 10° Daltons, varian dependiendo de la fuente del almidén %', El
complejo de color azul formado entre el yodo y la amilosa es basico para su
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determinacién cualitativa. Se utilizan también métodos amperométricos y
potenciométricos, suponiendo que la amilosa pura puede formar complejos con un
19% o0 20% de yodo . La mayoria de los almidones contienen entre 15% y 30% de
amilosa 92022,

La amilopectina es un polimero de D-glucosa con un peso molecular de 1*10” a
5*10® Daltons, altamente ramificada con enlaces glucosidicos a-(1>4) y a-(1>6).
Los puntos de ramificacion debidos a los enlaces a-(1->6) se presentan cada 20 o
30 unidades de glucosa, ademas hay evidencias que pueden existir también
algunas ramificaciones con enlaces glucosidicos a-(1>2) y a-(1>3)'%%°,

Las ramas de las moléculas de amilopectina toman la forma de un racimo y se
presentan como dobles hélices, demostrado asi por difraccion de electrones y mas
recientemente por difraccion de rayos-X. Es este tipo de empaquetamiento lo que
forma las pequenas areas cristalinas, altamente densas, que alternan con las
menos densas y amorfas de los almidones. Las moléculas de amilosa se disponen
entre las de amilopectina y algunas pueden difundir a partir de granulos
parcialmente embebidos de agua . Por su estructura es mucho mas estable en
soluciones acuosas que la amilosa. La amilopectina no forma complejos con
acidos grasos o con alcoholes organicos y en contacto con el yodo produce un
color rojo .

La amilopectina esta presente en todos los almidones, constituyendo alrededor del
70% al 85% de éstos.
Algunos almidones estan formados exclusivamente por amilopectina y se les

conoce como almidones céreos, sin importar si contienen o no algun tipo de cera
12,20

1.2 GELATINIZACION

Proceso irreversible que ocurre después que una temperatura critica es alcanzada
y que consiste en el hinchamiento de los granulos de almidén cuando este es
calentado en suspension acuosa produciendo el rompimiento de los enlaces de
hidrogeno. Durante el proceso de calentamiento la suspensién de almidén
aumenta su viscosidad y ocurre el proceso de gelatinizacion (cada tipo de almidén
gelatiniza en un rango de temperatura definido; por eso, la medida de la
temperatura de gelatinizacién es un parametro importante en la caracterizacion del
almidon)™ %,
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Algunas moléculas cortas de amilosa se disuelven y se difunden fuera de los
granulos gelatinizados; mientras que las moléculas mas largas de amilosa
refuerzan la estructura de los granulos gelatinizados. Estos cambios tienen lugar
en un rango de temperatura que es determinado usando un microscopio de
polarizacion equipado con un sistema de calentamiento y se reporta como el rango
de temperatura de gelatinizacion; la mayoria de los almidones exhiben un rango
de temperatura de gelatinizacion de 8 — 10°C. El calentamiento continuado de los
granulos de almidén con exceso de agua da lugar a un mayor hinchamiento,
lixiviacion adicional de componentes solubles (amilosa principalmente) vy
eventualmente, si se aplican fuerzas de cizalla, disrupcion total de los granulos. El
exceso de agua hace que los granulos de almiddn alcancen un tamafo varias
veces superior al original, si esta suspension se agita moderadamente y se
calienta, los granulos de almidén embeben agua hasta que la mayor parte es
absorbida por ellos forzandolos a hincharse, romperse facilmente y desintegrarse
por agitacion, lo que resulta en una disminucién de la viscosidad. Al enfriarse la
suspension, algunas moléculas de almidon se reasocian parcialmente para formar
un precipitado o gel 213

La gelatinizacién se puede cuantificar por microscopia de escaneo de electrones,
microscopia de luz polarizada, pérdida de la estructura de doble hélice (RMN),
pérdida de la cristalinidad (difraccion de rayos X), y calentamiento endotérmico
(calorimetria de escaneo diferencial)®.

1.3 RETROGRADACION

Es el proceso de agregacion y cristalizacién parcial de las moléculas de almidén
gelatinizado que regresan a la condicién original de baja solubilidad en agua fria,
fendmeno causado por la formacién de puentes de hidrégeno entre las cadenas
lineales de amilosa, la amilopectina y la glucosa. Por ello, la cantidad de amilosa y
la distribucion de las longitudes de las cadenas de amilopectina son los dos
parametros estructurales mas estudiados del almidon .

Se considera que la retrogradacion ocurre en dos etapas, en la primera etapa, la
rigidez y la cristalinidad de las geles de almidon se desarrolla rapidamente por la
recristalizacion de la amilosa, proceso que ocurre durante las primeras 24 horas; y
en la segunda etapa la cristalinidad se desarrolla lentamente por la amilopectina.
La retrogradacién del almidén y la naturaleza de los cristales formados depende
del origen del almidon, el contenido de amilosa, la temperatura de depdsito, y la
presencia de otros ingredientes?’.
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La retrogradacion es un proceso que ocurre inicialmente durante el enfriamiento,
después de la gelatinizacién o posterior a una reaccion de hidrolisis, debido a la
amilosa, y posteriormente, incrementando la temperatura aproximadamente entre
50 y 60 °C para acelerar el proceso de retrogradacion de la amilopectina'®'%2%2¢,

La retrogradacion del almidén es la principal causa de deterioro de productos que
lo contienen durante su depdsito. Este proceso se acelera en forma proporcional a
las longitudes de las cadenas externas primero de la amilosa y en segundo
término de la amilopectina. La hidrolisis parcial del almidon tiene un efecto
inhibitorio en todo el sistema con respecto a este tipo de reaccion '®%’. Los
factores que afectan la retrogradacion del almidon son la estructura de la
amilopectina®®?, el contenido de amilosa®*®' y la presencia de componentes
diferentes al almidén incluyendo proteinas 2%, lipidos **%°3¢3" y oligosacaridos.

La retrogradacion es un proceso dinamico que involucra la creacion y destruccion
de niveles de interaccion molecular entre el almidon y las moléculas de agua.
Durante la retrogradacion, el almidon gelatinizado sufre transformaciones
estructurales (por ejemplo, agregacion o retrogradacion de las cadenas)
resultando en un cambio desde un estado inicial amorfo a un estado final mas
ordenado o cristalino® “°. Esas interacciones a nivel molecular tienen
consecuencias como cambios moleculares en la movilidad del almidén y el agua,
asi como también cambios a nivel macroscépico, tales como cambios en la
textura. Se ha sugerido que el proceso de retrogradacion puede ser visto como
una secuencia de tres pasos dependientes de la temperatura: mecanismo de
nucleacion, propagacion y maduracién®', diversos métodos han sido usados para
estudiar la retrogradacion del almidén y han sido revisados por Karim et al 2 pero
a pesar de la gran cantidad de estudios referentes a la gelatinizacion y
retrogradacion del almidon, un estudio completo acerca de la relacion entre la
estructura quimica del almidén y la cinética de la retrogradacién aun no ha sido

reportado y muchos aspectos no son todavia comprendidos a nivel molecular®>*.

Algunos investigadores han concluido que cadenas lineales de amilosa o
amilopectina con un valor minimo de grado de polimerizacion de 6 a 9 es
necesario para evitar la retrogradacion®®, mientras que otros®” *® indican que la
hidrolisis parcial tiene efectos inhibitorios.

Estudios de la retrogradaciéon del almidon mediante calorimetria de escaneo
diferencial reportaron que el almidon retrograda mas rapido a bajas temperaturas,
lo cual indica que sigue un tipo de cinética especifico a diferentes intervalos de
temperatura*’ .
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La resonancia magnética nuclear de pulsos (RMNP) es la principal técnica usada
para estudios de retrogradacion del almidon por ser una técnica rapida,
reproducible, y no destructible, lo cual es importantes durante el monitoreo del
proceso de retrogradacion.

1.4 HIDROLISIS PARCIAL DEL ALMIDON DE YUCA

Las moléculas de almidon, como todos los polisacaridos, son hidrolizadas por la
accién de los acidos en caliente. Segun el tiempo de reaccion se obtiene el grado
de hidrolisis deseado. El acido se neutraliza y se recupera el producto tras lavado
y desecacion™.

La destruccion controlada de las cadenas poliméricas o hidrdlisis del almidén, a
través de soluciones basicas, acidas o catalizada por enzimas, da lugar a la
formacion progresiva de dextrinas y moléculas de maltosa y glucosa, mezcla que
comunmente se denomina como jarabe de D-glucosa y vienen comunmente
caracterizados por su “equivalente de dextrosa” (ED)' " *°, que esta definido
como: el porcentaje en peso de glucésidos reductores presentes en el jarabe con
respecto al peso de los solidos totales de oligosacaridos'® .

W,
ED = —% %100 Ec. 1

st

Donde:

Wy : peso de glucosidos reductores presentes en el jarabe

W5t : peso de los soélidos totales presentes en el jarabe

Esta definicidn presenta sin embargo limitaciones pues, segun el procedimiento
tecnolégico utilizado, dos productos de hidrdlisis del almidon pueden tener
composiciones muy diferentes teniendo globalmente el mismo DE™ *°. Para evitar
posibles confusiones con el término de jarabes de D-glucosa, se ha determinado
que “jarabes de D-glucosa” significa que la concentracion de la solucién contiene
como minimo 1/3 de D-glucosa®.
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1.4.1 Hidrolisis enzimaética

Los componentes principales del almidén se pueden hidrolizar utilizando amilasas
como catalizadores. Estas amilasas se dividen en dos clases, formalmente
conocidas como exo—enzimas y endo—enzimas®'. Esta terminologia es muy
general, por lo tanto, es necesario precisar en la especificidad de cada enzima con
respecto al tipo de unioén glucosidica , esto es, la hidrdlisis enzimatica del almidén
ocasionada por las hidrolasas a-(1->4) o por las hidrolasas a-(1->6)%.

La hidrdlisis enzimatica de los granulos de almidén se afecta por la estructura del
granulo, el tipo de cristal, el tamafo del cristal, la relacion amilosa/amilopectina y
el peso molecular promedio de esta relacion, la presencia de lipidos y proteinas, y
condiciones de especificidad de reaccion de la enzima®?.

2 DEXTRINAS

Las dextrinas o almidones modificados son almidones nativos que han sido
sometidos a uno o mas tratamientos fisicos, quimicos, o tratamientos enzimaticos
que conllevan la desorganizacion granular, degradacién polimérica, re-arreglos
moleculares, oxidacion, o adicion de grupos quimicos >*°°°,

Todas las dextrinas pertenecen a un grupo grande y variado de polimeros de D-
glucosa, desde las lineales, a través de estructuras ramificadas, hasta compuestos
ciclicos®. El extensivo uso comercial de las dextrinas fue originado desde su
serendipico descubrimiento en 1821, cuando un incendio en Dublin, en una planta
textilera, produjo un deposito de almidon de papa quemada, el almidon se convirtio
en una sustancia de aspecto corneo, soluble en agua, que recibié el nombre de

“cola inglesa”®"°.

2.1 CLASIFICACION

Las dextrinas, por los métodos generales usados en su preparaciéon pueden
clasificarse en cuatro grupos mayores; primero, las dextrinas obtenidas por la
accion enzimatica, particularmente por la accion de las amilasas sobre el almidon;
segundo, las dextrinas ciclicas de Schardinger producidas por la accién de
Bacillus macerans sobre los almidones; tercero, las dextrinas producidas por
hidrdlisis acida en medio acuoso; y cuarto, las piro dextrinas, que comprenden
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productos preparados por la accién del calor, o el calor y los acidos sobre el
almidon. Sobre las dextrinas ciclicas y las piro dextrinas, se conocen una gran
cantidad de estudios, sobre todo en cuanto a las ciclo dextrinas se refiere, cuyo
mayor potencial corresponde a la quimica farmacéutica.

Por otra parte, en cuanto a las piro dextrinas se refiere, se han propuesto métodos
de formacion y de dextrinificacion, los cuales incluyen la accion de un
intermediario: Levoglucosan. La clasificacion correspondiente a estas dextrinas es
la siguiente:

» Dextrinas blancas. Las dextrinas blancas se utilizan en el terminado de
textiles, en la manufactura de mesas de plastico y especialmente como goma para
pegar.

S obtienen tratando el almidén con acido a pH entre 1,5y 6,0, a temperatura que
puede variar entre 60 y 120 °C durante por lo menos 60 minutos. Dependiendo
del pH de la solucion de hidrdlisis y del grado de hidrdlisis producido por el
calentamiento, se pueden producir dextrinas de minima viscosidad.

A temperaturas bajas, la solubilidad en agua varia desde 0% hasta cerca de 90%;
donde el factor mas importante, aparte de la temperatura y la acidez de la
solucion, es el tiempo de hidrdlisis .

» Dextrinas amarillas. En general, de cadenas lineales pequefias, lo que
atribuye a las dextrinas estabilidad en solucion a altas concentraciones (70% p/v) y
con ello la propiedad requerida para producir goma para papel, siempre que se
produzca una pelicula de pulido claro al secar. Sin embargo, para ciertas
aplicaciones, la propiedad de retrogradacion o set back es altamente requerida, y
el grado de esta ultima tiene que ser controlado por las condiciones de
preparacion. En adhesivos para manufactura, es probablemente la propiedad mas
importante y mas dificil cuantitativamente para reproducir.

El tratamiento del almidén seco con el solvente apropiado, como el acido
clorhidrico o el acido cloro- acético, a una temperatura y por un tiempo mayor que
para las dextrinas blancas(150 - 210 °C, 60 — 90 minutos), hace que primero
ocurra una etapa de hidrolisis preliminar para producir pequefios fragmentos
correspondientes a las dextrinas blancas. Como la temperatura es mayor que para
las dextrinas blancas y la humedad mucho menor, dos fragmentos parecen que se
recombinan para dar un tipo de estructura ramificada de color amarillo. La
viscosidad puede incrementarse durante la repolimerizacion, indicando un
apreciable incremento en el tamafo molecular. El efecto neto es para reducir la
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cantidad y la influencia de la porcion lineal. El grado de repolimerizacién es muy
importante debido a que este determina las propiedades de la solucién .

» Gomas britanicas. Son muy ramificadas y por ello, mas estables en
solucién que las dextrinas blancas y de una viscosidad similar; generalmente,
tienen peso molecular mas bajo que las dextrinas amarillas. Este tipo de dextrina
es producido con un mayor tiempo de calentamiento durante el proceso de la
hidrdlisis, con respecto a las dextrinas amarillas .

2.2 USOS DE LAS DEXTRINAS

En general, los mayores usos para las dextrinas, sean piro dextrinas o dextrinas
enzimaticas, dependen de la habilidad de las soluciones acuosas para formar
peliculas capaces de unir superficies similares o distintas. En total, el crudo de
almidon produce peliculas mas fuertes y, presenta mejor fuerza adhesiva. Las
dextrinas a las cuales les falta la fuerza inherente de las peliculas de almidon
nativo muchas veces tienen caracteristicas esenciales en encuadernacion y
aplicaciones adhesivas, que no posee el almidén crudo. Su baja viscosidad
relativa permite su uso en altas concentraciones, obteniéndose como resultado un
secado mas rapido en sus peliculas que las hechas por el almidén. La estabilidad
de la solucion en altas concentraciones es mucho mejor que la de su pariente, el
almidon. En consecuencia, las dextrinas se usan para la produccion de adhesivos,
consiguiendo en estos ultimos mejores propiedades que en los hechos con el
almidon. La solubilidad de las dextrinas en agua fria es mayor que la del sustrato
de partida y por esto se usan en aplicaciones que requieren una parcial o total
solubilidad en la solucién del pegamento '3:°9:60.61:62.63.64

Los adhesivos industriales usan como base sintética dextrinas blancas, dextrinas
amarillas y gomas britanicas en la preparacion de adhesivos liquidos y secos
136566 Esos productos son usados como apoyo de la costura y gomas para el
pegado de los sobres y cartas, estampillas de correo, cajas de carton y en muchas
otras aplicaciones '. Muchos de esos adhesivos contienen aditivos para modificar
las propiedades de solucion de la pelicula de la dextrina. ElI Bérax (tetraborato de
sodio) es uno de los aditivos mas comunes usados con las dextrinas.
Dependiendo del tipo de dextrina, la cantidad de Borax puede llegar a ser hasta
del 20% del peso molecular. La presencia de Borax en este rango incrementa la
viscosidad de la solucidn de dextrina, la estabiliza, y la hace mas adhesiva * *°.
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Jarabes de azucar, glicerol y otros compuestos polihidroxi son usados en
adhesivos de dextrina para plastificar sus peliculas y reducir la tendencia de la
pelicula de llegar a ser quebradiza en baja humedad. La urea y la di-ciamida
algunas veces son usadas para reducir la viscosidad de la solucidn de la dextrina
?3 g7oma inglesa y para estabilizarla en contraste con la retrogradaciéon o set back

Las dextrinas y las gomas britanicas son usadas como espesantes para pastas de
impresion de textiles, las cuales, consisten en soluciones acuosas de quimicos y
pigmentos. Las gomas britanicas no solamente funcionan como espesantes de las
pastas, también se utilizan para modificar sus propiedades reoldgicas, para que de
esta manera fluyan mas rapido hacia los rollos de impresion de gravados o, a
través de las pantallas de impresion .

Las dextrinas solubles en agua fria son usadas como transportadoras de
ingredientes activos, como lo son saborizantes de comidas, donde su baja
viscosidad y solubilidad son de beneficio. Ellas, también son usadas como
diluyentes.

La industria farmacéutica usa las dextrinas blancas como diluyentes de nutrientes
de carbohidratos por fermentacién cuando se requiere una baja cantidad de
polisacaridos asimilables, en contraste a una pronta asimilacién de estas como D-
glucosa.

En los procesos de fundicién se usan las dextrinas para que el material moldeado
permanezca intacto durante el manejo.

2.3 REACCIONES DE LAS DEXTRINAS

Las dextrinas y el almidon en solucion acuosa, al reaccionar con el agua, se
hidrolizan a maltosa, Ci2 H 2,0 11, un disacarido y glucosa Cs H 12 O s, un
monosacarido. Las dextrinas se pueden modificar quimicamente para sustituir los
grupos hidroxilos por cualquier otro grupo funcional.
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3 TECNOLOGIA ENZIMATICA

La catalisis biologica se reconocio y se describié por primera vez a finales del siglo
XVIII, en estudios relacionados con la digestion de alimentos por secreciones del
estbmago, y la busqueda continud en el siglo XIX con examenes de la conversion
de almiddn en azucar por la saliva y varios extractos de plantas. A mediados del
siglo, Louis Pasteur concluyé que la fermentacion de azucar a alcohol por
levaduras es catalizada por “fermentos”. El postuld que esos fermentos eran
inseparables de la estructura de las células vivas. En 1897 Eduard Buchner
descubrié que los extractos de fermentacion (levaduras) pueden fermentar azucar
a alcohol, probando que la fermentacibn se promovia por moléculas que
continuaban la funcién cuando se removian de las células. Frederick W. Kihne
llamé a esas moléculas enzimas®. Las enzimas han sido utilizadas por el hombre
a lo largo de muchos afos sin ser del todo aisladas. Los extractos enzimaticos de
origen vegetal o de microorganismos se utilizaban con diferentes propositos:
procesos de fermentacion, panificaciéon y elaboracion de alimentos y bebidas
alcohdlicas, por ejemplo.

Las referencias mas antiguas al respecto se encuentran descritas en los poemas
epicos griegos de “ La lliada “ y “ La Odisea”, que datan del siglo IX a. de c. En
ellos se describe el uso que se hacia del cuajo de estdbmago de cordero y cabrito,
los cuales contienen las mismas enzimas que el cuajo de ternera, para la
elaboracién del queso. La savia de higuera, con alto contenido en proteasas, se
utilizaba con los mismos propésitos.

3.1 ENZIMAS

Con la excepcion de un pequefio grupo de moléculas cataliticas —ARN-, todas las
enzimas son proteinas. Sus actividades cataliticas dependen de la integridad de
sus conformaciones proteinicas nativas. Si una enzima es desnaturalizada o
disociada en sus unidades, los aminoacidos, su actividad catalitica es siempre
destruida. Asi, las estructuras primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria de las
proteinas enzimaticas son esenciales para sus propiedades cataliticas.

Una enzima es, en la gran mayoria de los casos, una proteina de origen natural
que cataliza reacciones biolégicas o0 quimicas con un cierto grado de
especificidad; en su ausencia, la mayoria de las reacciones quimicas tardarian
mucho tiempo o simplemente no se efectuarian®°°.
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El centro activo es la regidon de la enzima en la que transcurre la catalisis,
uniéndose a él el sustrato y los cofactores o coenzimas. Esta union puede originar
modificaciones estructurales tanto en la enzima como en el sustrato. Por
especificidad de una enzima, se entiende como la capacidad de ésta para elegir,
entre la multiplicidad de reacciones que puede sufrir un sustrato dado y una
enzima determinada. Debido a esta selectividad, se diferencian las enzimas en
forma caracteristica de otros catalizadores quimicos, tales como platino, niquel y
oxido de hierro. La especificidad de la enzima depende de la estructura de la
proteina y no de la naturaleza de la coenzima. En lo referente a la especificidad
del sustrato, que depende también de la estructura de la proteina, debe
distinguirse entre especificidad absoluta y especificidad relativa y carencia de
especificidad .

Las enzimas que catalizan las hidrolisis de enlaces glucosidicos tienen
aplicaciones industriales en la produccion de jarabes de azucar a partir de
almidones, entre los que se encuentran los jarabes de D-glucosa. La produccién
de jarabes de glucosa a partir del almidon se realiza en dos pasos, primero la
licuefaccién del almidén 7y segundo la sacarificacion, es decir, la formacién de
moléculas de D-glucosa™’""#73™ | a licuefaccion se realiza utilizando como
catalizador la enzima p-amilasa o la enzima a-amilasa, y la sacarificacion se
realiza utilizando como catalizador a la enzima glucoamilasa, pollulanasa o
también se pueden utilizar mezclas de estas enzimas.

3.1.1 Amilasas

El término amilasa ha sido usado para designar las reacciones de catalisis
enzimaticas relacionadas con la hidrdlisis de los enlaces glucosidicos a-(1->4) de
los polisacaridos, tales como los almidones, el glucdégeno, o sus productos
intermedios de degradacion °2°%63,

Las amilasas han sido divididas en dos grupos principales: endo-amilasas y exo-
amilasas .

» Endoamilasas. Las endoamilasas catalizan las rupturas de los enlaces a-
(1->4) aleatoria mente, aunque los enlaces a-(1->6) que constituyen los puntos de
ramificacion de las amilopectinas y glicogenos, permanezcan sin atacar. Esto
produce una rapida disminucion de la viscosidad y del peso molecular promedio
del sustrato. Los productos primarios son oligosacaridos (dextrinas) que son
posteriormente hidrolizados para producir maltosa, algo de glucosa, isomaltosa y

productos de cadena ramificada de bajo peso molecular?®°%60.63.70.75.76.77.78
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» Alfa-1,4-D-glucano glucanohidrolasa (EC. 3.2.1.1). Llamada asi,

originalmente, por la reduccion del grupo hemiacetal liberado en la hidrolisis del
almidon en la configuracion optica alfa. Conocida también como alfa-amilasa.
Las o- amilasas son producidas por muchas bacterias y hongos. Muchos
organismos producen varias o- amilasas, entre ellos tenemos: Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus coagulans, Bacillus
polgi%ixa, Micrococus, Pseudomonas, Arthrobacter, Escherichia, Proteus,
etc™™".

La saliva humana, el pancreas de porcino y microorganismos, especialmente los
del género Aspergillus niger y Aspergillus orizae, entre otros, son las
principales fuentes productoras de ésta enzima®®"* 78,

Las condiciones de pH y temperatura en que ésta enzima tiene su mayor
actividad, asi como, la composicion especifica y el peso molecular (tabla 2) tienen

ciertas variaciones que dependen de la fuente de donde se haya extraido.
20,78,80,81

Las a- amilasas constituyen un grupo homogéneo de proteinas bien caracterizado.
Todas ellas son ligeramente acidas, solubles en agua, de peso molecular cercano
a 50.000 Daltons. Las o- amilasas difieren de las otras amilasas en diversos
aspectos; por ejemplo, la fuerza con la cual ellas unen el calcio y, de aqui, su
resistencia a la desnaturalizacion?0°90.72.74.77.78.8283.848586  astns jones pueden
proceder de sales como acetato de calcio, sulfato de calcio y cloruro de calcio,
siendo esta ultima sal la mas comunmente utilizada . La remocién del calcio de la
molécula de a-amilasa, reduce el rango de pH en el que la enzima es estable. El
pH 6ptimo de actividad de la a- amilasa varia con la fuente de la enzima (tabla 3).
Las o- amilasas de origen animal, sin embargo, requieren la adiccion de iones
cloruro para su activacién, posiblemente también las o- amilasas bacteriales
%9.8064 | a concentracion apropiada de iones cloruro es cercana a 0,01M,
concentraciones en exceso disminuyen la actividad de la a- amilasa salival.

Estas enzimas pueden ser inactivadas por calentamiento de sus soluciones en un
bafio de agua caliente por 5 minutos, excepto para la a- amilasa procedente de B.
subtilis, que requiere 15 minutos de calentamiento. Esta enzima es relativamente
estable al calor.
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Tabla 2: Peso molecular de a-amilasa extraida de diferentes microorganismos

Microorganismo Peso molecular x 10° Daltons
Aspergillus oryzae 51-52

Aspergillus niger 58 — 61

Bacillus acidocaldarius 68

Bacillus amyloliquefaciens 49

Bacillus subtilis 24 -100

Thermomonospora curvata 62

Tabla 3: Variacién del pH 6ptimo para la actividad de la a- amilasa con la fuente
de la enzima®’

Rango de pH 6ptimo

O“ge’? dela Rango de pH 6ptimo después de 20 horas de
enzima . P o
incubacion (25°C)
Mamiferos 6,0-7,0 4.8 -11
B. subsilitis 59-6,0 4,8-8,5
A. oryzae 4,8-5,8 55-85
Malta y 47-54 49-9,1
cebada

» Exoamilasas. Son exclusivamente de origen vegetal o microbiano. Ellas
son capaces de catalizar las reacciones hidroliticas exclusivamente desde las
posiciones no reductoras de los carbohidratos, catalizando uno a uno la hidrdlisis
de cada enlace glucosidico para producir solamente a- glucosa, o uno a uno cada
enlace para producir maltosa. Las primeras enzimas son llamadas glucoamilasas
0 y- amilasas, y las ultimas - amilasas. En ambos casos, la accidon se detiene en
el primer punto de ramificacion, porque los enlaces o-(1=>6) no son
hidrolizados®*°%%°,
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» l/4-alfa- glucano glucosidasa (EC 3.2.1.3.). Conocida como
glucoamilasa, esta enzima es una carbohidrasa que hidroliza almidén, glucégeno,
malto — oligosacaridos, o-(1-4) oligosacaridos y compuestos similares casi
completamente a D-glucosa. La glucoamilasa es capaz de hidrolizar los enlaces
glucosidicos en ambos casos: fracciones lineales y ramificadas del
almidon'>16°98568 | 5 enzima es producida en grandes cantidades por diversas
especies de hongos del género Aspergillus y Rhizupos y también ha sido
encontrada en ciertos tejidos animales'®?" . La enzima presenta rangos de trabajo
a pH que pueden variar entre 2,94 y 6,98, y a temperaturas que varian entre 15°C
a70°C.

Esta enzima requiere de la acciéon anticipada de a-amilasa para poder catalizar,
con mayor eficiencia la hidrdlisis de los enlaces a-(1->4) glucosidicos y producir
jarabes de D-glucosa a gran escala'**"°2#

La actividad de ésta enzima se ve inhibida por la presencia de eritritol y
tris(hidroximetil)-metilamina en la mezcla. Cuando se hidroliza el almidén con
glucoamilasa como catalizador, los polimeros que contienen enlaces a-(1->4)-
glucosidicos se hidrolizan mas rapidamente que los polimeros que contienen
enlaces a-(1>6)-glucosidicos®.

Las condiciones de pH y temperatura en que ésta enzima tiene su mayor
actividad, asi como la composicion especifica y el peso molecular, tienen ciertas
variaciones que dependen de la fuente de donde se haya extraido. Debido al bajo
grado de especificidad de ésta enzima, puede ser usada para catalizar la hidrélisis
de los enlaces a-(1>3)-glucosidicos y a-(1->6)glucosidicos'#2°1:80,

La velocidad de hidrolisis del almidon catalizada por ésta enzima, se incrementa
en proporcion directa con el peso molecular del sustrato, como se muestra en la
figura 1.

La glucoamilasa puede ser encontrada en diferentes grados de pureza en el
ambito comercial. Tales enzimas son preparadas generalmente de origen fungico
y han sido obtenidas por procedimientos de extraccion y purificadas por solventes.
En la tabla 4 se recopilaron algunas propiedades generales para esta enzima.

Esta enzima actua como una exo-enzima, cataliza de forma secuencial la hidrdlisis

de unidades sencillas de D-glucosa'®?€%7>7877 | 5 hidrélisis enzimatica del

almidén y del glucogeno comienza en la parte final no reductora de la cadena del
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polimero y procede por la hidrélisis de residuos de D- glucosa, unicamente, por un
mecanismo de multicadena. Cuando encuentra un punto ramificado en el
polimero, la enzima es capaz de romper esos enlaces lentamente, exponiendo las
unidades de enlaces terminales a-D-(1->4) glucosidicos, los cuales, son
rapidamente hidrolizados por la enzima.

Figura 1: Efecto del sustrato sobre la actividad de la glucoamilasa®
Condiciones de trabajo: Concentracion de sustrato: 0,04% para todos los
sustratos; concentracion de enzima: 2,82x107 M; pH: 5,15y T°: 15°C.

o
~

produccion de glucosa(mg/ml)

0 10 20 30 . 40
minutos

—— maltosa —s— maltopentosa —— maltotriosa —— amilosa

Tabla 4: Propiedades generales de la glucoamilasa

pH optimo 4a45
El Ca*no protege a la enzima contra
inactivacion a altas temperaturas

Sustrato km de reaccion
Maltosa 1,6 26,0 *10°M
Amilosa 0,057% 0 4,4 *10™°M
Amilopectina 0,062% 0 4,1 *10"M
Glucosa No hay reaccion
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3.1.2 Desnaturalizaciéon de la enzima

La desnaturalizacion de la enzima es el resultado de un cambio del ordenamiento
espacial de la enzima de una estructura ordenada de la molécula nativa a una
configuracion tridimensional mas desordenada. Durante la desnaturalizacion se
rompen los enlaces de hidrogeno y las interacciones hidrofébicas y hay un
incremento en la entropia o grado de desorden de la molécula con pérdida de su
actividad. Las causas que pueden llevar a la desnaturalizacion pueden ser: altas
temperaturas, variaciones de presion, congelamiento, fuerzas de superficie, rayos
X, rayos ultravioleta, ultrasonido, extremos de pH, solventes organicos, enzimas
proteoliticas, amidas y sus derivados .

3.1.3 Actividad enzimética

Generalmente, cuando se habla de cuantificacion enzimatica se hace referencia a
la determinaciéon de su actividad sobre el sustrato, y no propiamente a su
cuantificacion, proceso un poco dificil y dispendioso pues estan implicados
eventos como aislar y purificar la enzima; por esto, se prefiere medir el efecto
catalitico que produce la enzima sobre una determinada reaccion en la que
participa. Las concentraciones del sustrato y de la coenzima deben estar por
encima del nivel de saturacion para que la velocidad de reaccion sea solamente
proporcional a la concentracion del sustrato; ademas, se acostumbra a medir la
velocidad de formacion del producto y no la de desaparicion del sustrato, por lo
que este debe estar en concentraciones muy elevadas para asegurar la cinética
de orden cero. Para poder realizarla, se deben tener en cuenta una serie de
factores:

- La estequiometria global de la reaccién

- Si hay necesidad de cofactores

- El valor de K, para el sustrato

- pH y temperaturas 6ptimas para la enzima

- un meétodo sencillo para determinar la desaparicion de sustrato o la
aparicion de productos.

» Unidad de actividad enzimatica. Una unidad de actividad enzimatica es
la cantidad de enzima que esta presente en un volumen definido de una mezcla,
de reaccién definida, incubada bajo rigidas condiciones de constantes controladas,
que cataliza la conversién de un micromol de sustrato por minuto. La actividad
enzimatica se expresa en términos de unidades enzimaticas (U) por gramo de
enzima. La actividad enzimatica también se expresa en términos de nanomol por
minuto (nmol/min) o picomol por minuto (pmol/min)
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El sistema internacional tiene como unidad de actividad enzimatica el katal (kat)
que representa la transformacion de 1 mol de sustrato por segundo. Esta unidad
es grande pero se pueden obtener valores mas facilmente manejables expresando
las actividades en microkatals (pkat), nanokatals (nkat) o picokatals (pkat).

1 katal = 1mol / s

La pureza de una enzima se expresa en términos de su actividad especifica que
se define como el numero de unidades enzimaticas (U) por miligramo de proteina.

Las actividades relativas de las enzimas puras pueden ser comparadas usando
como referencia sus actividades molares. Esto se conoce también como el numero
de moléculas de sustrato transformados en un minuto por una molécula de enzima
bajo condiciones 6ptimas.

» Determinacion de la actividad enzimatica amildsica. La determinacion
de la actividad amilasica siempre se basa en la habilidad que tiene la enzima para
hidrolizar el almidon gelatinizado. El efecto de la accion amilolitica se manifiesta
en tres formas principales:

e Un descenso en la viscosidad del almidon gelatinizado

e Pérdida en la facilidad que tiene de dar color azul con el yodo, debido a la
produccion de dextrinas

¢ Incremento en el numero de grupos reductores del sistema

Entre los métodos de ensayo basados en las velocidades de la disminucion de la
viscosidad o en la formacion de color azul con el yodo estan:

1. Un método que mide el tiempo, en segundos, requerido para la gelatinizacion y
subsiguiente licuefaccion del almidén, dando valores de actividad en unidades de
FNV (valor numérico de descenso);

2. La técnica del amilégrafo que mide la maxima viscosidad obtenida al calentar
gradualmente el almidén (5 °C por minuto). Es el método viscocimétrico que mide
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el tiempo necesario para reducir la velocidad del almidén, por medio de un
viscosimetro de Ostwald; y

3. Medida cinética de la reaccion de un extracto de enzima con una dextrina
mediante la determinacién de la coloracion con yodo.

En general, los métodos mencionados son muy sensibles pero no miden el
numero de enlaces hidrolizados, y algunos de ellos requieren demasiado tiempo.
El orden de la medida del grado de amildlisis cuantitativa se puede obtener con
métodos que utilizan (a)ferrocianuro de potasio y soluciones cupricas alcalinas, y
(b)el método del acido 3,5- dinitrosalicilico (DNS).

El método del DNS se basa en la reduccion que sufre este acido por la presencia
de grupos reductores en medio basico y la subsiguiente determinacion
colorimétrica del producto coloreado que se formo .

Si el sustrato o el producto son coloreados y absorben luz en el rango del visible
del espectro electromagnético, la actividad enzimatica se puede determinar
facilmente, ya que la velocidad de aparicidn o desaparicion de un producto o
sustrato que absorbe luz, puede seguirse con un espectrofotometro.

Otro tipo de reaccion esta determinado por aquellos sistemas donde los reactivos
son incoloros y se logra el cambio de absorbancia mediante el producto de la
primera reaccion con un sistema anexo que hace que dicho producto se convierta
en sustrato para la siguiente reaccion, la cual contiene un cromdgeno que es
revelado al darse la reaccion acoplada consiguiendo que la generacion de color
sea equivalente a la cantidad de sustrato formado (reaccidn colorimétrica).

Un modelo de reaccidn acoplado lo constituyen los sistemas de enzimas no
coloreadas que requieren para su actividad de coenzimas quienes representan un
patrén tipico de absorcion de luz en el rango U.V. (540 nm), estableciendo una
relacion equimolecular entre coenzima reducida y oxidada y la cantidad de
sustrato transformado.

La capacidad reductora de la maltosa y sus homologos altos poliméricos es 1,580
veces mas grande que la de la D- Glucosa sobre las condiciones recomendadas;
esto es, la capacidad reductora de 1,0 g de glucosa es igual a la de 0,794 g de D-
maltosa.

30



4 METODOS ESTADISTICOS

La investigacion cientifica es un proceso de aprendizaje dirigido. El objeto de los
métodos estadisticos es hacer que ese proceso sea lo mas eficiente posible®.

4.1 METODOS DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

La metodologia de la superficie de respuesta es un grupo de técnicas utilizadas en
los estudios empiricos de las relaciones entre una o varias respuestas tales como:
produccion, indice de color o viscosidad por un lado y una serie de variables de
control, como tiempo, temperatura, presion o concentracion por el otro. Estas
técnicas se han utilizado para contestar a preguntas de varios tipos, tales como las
siguientes:

1. ¢CoOmo, en una region de interés, un conjunto de K variables afecta a una
respuesta determinada?

2. ;Qué niveles, si es que hay alguno, de las variables de control, permitiran
obtener una produccién que satisfaga simultaneamente las especificaciones
deseadas?

3. ¢Qué valores de las variables de control produciran un maximo en una
respuesta especifica y como es la superficie de respuesta en las
inmediaciones de ese maximo?

4.2 DISENO FACTORIAL A DOS NIVELES

Todo investigador se enfrenta a dos dificiles tareas: descubrir y entender las
complejas relaciones que puedan existir entre varias variables y, alcanzar este
objetivo a pesar de que los datos estén contaminados con error experimental.
Normalmente, es mas eficiente estimar el efecto de varias variables
simultaneamente.

Para realizar un disefio factorial general, el investigador selecciona un numero fijo
de “niveles” (o “versiones”) para cada una de un conjunto de variables (factores) y
luego se hacen experimentos con todas las combinaciones posibles. Si hay I
niveles para la primera variable, I, para la segunda, y lx para la k- ésima, el
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*

conjunto de todas las |1 *I, *...*lx condiciones de experimentos se llama disefo
factorial 14 *I, *...*Ic . Por ejemplo, un disefo factorial 2 * 3* 5 comprende 2 * 3 * 5
experimentos elementales, y un disefio factorial 2 * 2 * 2 = 2% comprende 8
experimentos elementales. Los disefios a dos niveles 2% (k, nimero de factores)
requieren relativamente pocos experimentos elementales por cada factor, y a
pesar de que permiten explorar exhaustivamente una amplia regidon del espacio de
los factores, pueden indicar tendencias y asi determinar una direccién
prometedora para futuros experimentos. Estos disefios son de gran utilidad en los
primeros momentos de una investigacion, donde suele ser aconsejable estudiar en
un primer intento un gran numero de variables (que puede o no incluir las variables
importantes).
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II. METODOLOGIA

Para la obtencion de dextrinas se utilizé almidén industrial de yuca distribuido por
Industria del Maiz S. A%,

En la obtencion de dextrinas de alta solubilidad y minima retrogradacion primero
se determinaron las variables de mayor relevancia y, posteriormente, se
obtuvieron las mejores condiciones.

1 OBTENCION DE DEXTRINAS

La obtencién de dextrinas se realizé por lotes, a escala de laboratorio (volumen
100 mL) y la validacién de los resultados obtenidos también se hizo a escala de
laboratorio (volumen 200 mL). Todos lo experimentos se realizaron por triplicado
para garantizar la reproducibilidad de los resultados obtenidos.

Las dextrinas se obtuvieron por hidrolisis parciales del almidon industrial de yuca
con la enzima alfa-1,4-D-glucano glucanohidrolasa (EC. 3.2.1.1.), temperatura de
55 °C, pH= 4,7 y cloruro de calcio al 1 %p/v.

1.1 OBTENCION DE DEXTRINAS DE ALTA SOLUBILIDAD

Para la obtencion de dextrinas de alta solubilidad, se realizaron experimentos
preliminares con el fin de seleccionar los valores para el tiempo de reaccion. Estos
experimentos se realizaron a concentraciones de almidéon del 6% plv,
concentraciones constantes de la enzima a- amilasa (EC. 3.2.1.1.) del 0,03% p/p
respecto al almidon®’, y tiempos de reaccion variables desde 5 hasta 40 minutos.

1.1.1 Determinacién de la concentracion de dextrinas

La concentracién de dextrinas se determin6 como la diferencia entre solidos
totales y azucares menores en solucion, expresados estos ultimos como la
concentracion de maltosa en solucién determinada por el método del DNS (ver
anexo 1).
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Los sdlidos totales se obtuvieron evaporando las soluciones de dextrinas,
previamente centrifugadas durante 15 minutos, en una mufla a temperaturas
inferiores a 60 °C durante 14 horas.

1.2 DETERMINACION DEL USO DE LA ENZIMA alfa- 1,4 glucano
glucosidasa (EC 3.2.1.3))

Para la obtencion de dextrinas de minima retrogradacion, se realizaron
experimentos preliminares para conocer estimativos del valor de su retrogradacion
y el posterior uso de la enzima gluco-amilasa (alfa-1,4- glucano glucosidasa, EC.
3.2.1.3). Estos experimentos se realizaron a concentraciones de almidon del 6%
p/v, concentraciones constantes de la enzima a- amilasa (EC. 3.2.1.1.) 0,03% p/p
respecto al almidén, tiempos de reaccion de 15 minutos y agregando glucosa a las
soluciones hidrolizadas.

Para obtener dextrinas de baja retrogradacion se recomienda el uso de la enzima
1,4-alfa- glucano glucosidasa (EC. 3.2.1.3.); por tal razon, inicialmente se
determiné el grado de retrogradacion de las dextrinas (cambio en la concentracion
de glucosa).

1.2.1 Determinacion de la retrogradacion de las dextrinas

La retrogradacion se midi6 como el cambio de concentracion de glucosa. A estas
soluciones se les adiciono glucosa, y se incubaron a 58°C con el fin de acelerar su
retrogradacion. La concentracion de glucosa se determiné cada hora en un rango
entre 1y 4 horas® *°.

La concentracién de glucosa fue determinada por el método colorimétrico de la
glucosa oxidasa usando la ecuacion 2 (ver anexo 2)

abs M (Ec. 2)

Glucosa (g/L)= o E
ans

Donde:
abs M = Absorbancia de la muestra.
abs E = Absorbancia de la soluciéon estandar.
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2 DETERMINACION DE LA INFLUENCIA DE LAS VARIABLES
CONCENTRACION DE SUSTRATO [s], CONCENTRACION DE ENZIMA [E]
Y TIEMPO DE REACCION t SOBRE LA CONVERSION DE ALMIDON EN
DEXTRINAS

En la obtencion de dextrinas se determind la importancia de las variables
concentracion del almidon, concentracion de la enzima a-amilasa, tiempo de
reaccion y las diferentes relaciones entre estas variables. Para esto, se tomaron
como referencia los valores de las concentraciones del almidén y de la enzima a-
amilasa y los valores de pH (pH= 4,7) y temperatura (T= 55°C) mencionados en la
tesis de Sanchez A. realizada en el laboratorio de bioquimica de la UIS, mientras
que el tiempo de reaccion se determiné variandolo entre 5 y 40 minutos vy
evaluando la cantidad de dextrinas obtenidas.

Para evaluar la influencia de las variables [s], [E] y t sobre la conversion de
almidon en dextrinas se realizdé un disefio factorial de experimentos del tipo 23
(tamizado) ® con dos réplicas (tabla 5), con el que se obtuvo un modelo
matematico de la forma:

y = bg + byX1+ byXo + ... + b X, + Interacciones + by X! (Ec. 3)

Los niveles maximo (+) y minimo (-) de las variables independientes del proceso
de hidrdlisis enzimatica y los niveles normalizados con la ecuacion 4 se muestran
en la tabla 6.

M (Ec. 4)

Donde:

X = Variable normalizada

V = Variable sin normalizar

m = Valor 0 de la variable sin normalizar

M = Diferencia entre el valor +1 y valor O de la variable sin normalizar
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Tabla 5. Valores de las variables normalizadas para los experimentos de hidrélisis
del almiddn industrial de yuca catalizada por la a-amilasa

Bloque Experimento [s] [E] t
1 1 -1 1 -1
1 2 -1 -1 1
1 3 1 -1 1
1 4 1 1 -1
1 5 1 -1 -1
1 6 -1 1 1
1 7 -1 -1 -1
1 8 1 1 1
2 1 -1 1 -1
2 2 -1 -1 1
2 3 1 -1 1
2 4 1 1 -1
2 5 1 -1 -1
2 6 -1 1 1
2 7 -1 -1 -1
2 8 1 1 1
3 1 -1 1 -1
3 2 -1 -1 1
3 3 1 -1 1
3 4 1 1 -1
3 5 1 -1 -1
3 6 -1 1 1
3 7 -1 -1 -1
3 8 1 1 1
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Tabla 6. Valores de niveles maximo (+), minimo (-) y valores normalizados (segun
Ec. 4) de las variables independientes para la hidrdlisis de almidon industrial de
yuca catalizado por a-amilasa

Nivel
Variable -2 -1 0 1 \2
Concentracion del 5,29 5,50 6,00 6,50 6,707
almidon (%p/v)
Tiempo 9,29 12,00 17,00 22,00 24,07
(min.)
Enzima
@)~ 102 1,21 1,37 1,73 2,10 2,25

La influencia de las variables independientes [s], [E] y t sobre la variable
dependiente, concentracion de dextrinas, se determind con base en el analisis de
los estadisticos R, F, P y los coeficientes b, para cada una de las variables del
modelo matematico encontrado.

3 OPTIMIZACION DE VARIABLES

Las determinacion de las mejores condiciones para obtener un alto rendimiento en
la conversion de almidén industrial de yuca en dextrinas se hizo empleando un
disefio ortogonal central y rotable, con dos réplicas.

En este disefio se emplearon las variables [s] y t que mostraron el mayor grado de
influencia en el analisis de las variables involucradas en el proceso de obtencién
de dextrinas (tamizado).

Con los datos obtenidos y utilizando el programa STATGRAPHICS Plus 4.0, se
obtuvo un modelo matematico que, bajo las condiciones trabajadas, representa la
concentracion de dextrinas obtenidas.
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Con este modelo y utilizando el mismo programa computacional se graficé la
superficie de respuesta y la curva de nivel de las variables independientes sobre la
variable dependiente.

La validacion del modelo matematico se realizé con base en el analisis de los
estadisticos R, F, P, y las graficas de sus residuos.

3.1 VALIDACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

Para la validacion experimental del modelo obtenido en la optimizacion de
variables se realizaron experimentos con valores de [s] y de t al azar,
seleccionados directamente de las curvas de nivel, los resultados fueron
evaluados con relacion a los valores tedricos. Estos experimentos se realizaron a
escala de laboratorio con volumenes de reaccion de 200 mL.
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1. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

1 OBTENCION DE DEXTRINAS

Para la obtencion de dextrinas, primero se identificaron las variables y sus
relaciones mas sobresalientes; y después, se determinaron las mejores
condiciones para su obtencion.

Las dextrinas se obtuvieron realizando hidrélisis parcial del almidén industrial de
yuca con la enzima alfa-1,4-D-glucano glucanohidrolasa (EC. 3.2.1.1.),
temperatura de 55 °C, pH= 4,7 y cloruro de calcio al 1 %p/v. El %p/v de dextrinas
fue evaluado como la diferencia del %p/v de los sdélidos totales menos el %p/v de
los azucares reductores (expresados como maltosa).

1.1 OBTENCION DE DEXTRINAS DE ALTA SOLUBILIDAD

Estos experimentos se realizaron para seleccionar los rangos de tiempo de
reaccion, teniendo en cuenta que no hay reportes en la literatura para el almidén
de yuca, tabla 7.

Tabla 7. %p/v de dextrinas obtenidas variando los tiempos de reaccion

Experimento

Tiempo Valor  Desviacién

(minF; 1 2 3 promedio Estandar DS
5 2,238 2,045 2,158 2,147 0,097 4,500
10 4,620 4,472 4,528 4,540 0,075 1,652
15 5,480 5,244 5,452 5,392 0,128 2,374
20 5,195 4,945 5,052 5,064 0,125 2,468
25 3,809 3,929 3,908 3,882 0,064 1,649
30 3,299 3,421 3,552 3,424 0,126 3,680
35 3,167 2,948 2,948 3,021 0,132 4,385
40 2,083 1,891 1,942 1,972 0,099 5,020

%DS (%desviacion estandar)= (desviacion estandar / valor promedio)*100
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De estos datos, se observa que en el rango de aproximadamente 10 a 20 minutos
se obtuvieron los mayores %p/v (4,5 — 5,1%) de dextrinas a partir de almidén
industrial de yuca y que para tiempos de 15 minutos se obtuvo la mayor
concentracion (5,4%).

A partir de estos resultados, se consider6 como limites inferior y superior los
valores de 12 a 22 minutos para el tiempo de reaccidén de la enzima a- amilasa
(ver grafica 7 anexo 3) y, la determinacién del uso de la enzima 1,4-alfa- glucano
glucosidasa (EC. 3.2.1.3.) se realiz6 a tiempos de reaccion de 15 minutos por ser
este valor en el que se obtuvo el mejor resultado.

1.2 DETERMINACION DEL USO DE LA ENZIMA 14-alfa- glucano
glucosidasa (EC. 3.2.1.3.)

La retrogradacion se midié como la variacion en la concentracion de glucosa de
las soluciones de dextrinas después de incubarlas a 58°C (tabla 8, ver grafica 8
anexo 4) para acelerar su retrogradacién. Con el procedimiento seguido no se
detecto la retrogradacion en las dextrinas obtenidas (almacenandolas a
temperatura ambiente: 25 °C).

Por lo tanto, fue innecesario el tratamiento con la enzima glucoamilasa (1,4-alfa-
glucano glucosidasa, EC 3.2.1.3.); teniendo en cuenta que, el uso de esta enzima,
estaba inicialmente previsto para disminuir la retrogradacion de las dextrinas.

Tabla 8. Concentracion de glucosa en las soluciones de dextrinas obtenidas de
almidon industrial de yuca, tiempo de hidrolisis: 15 minutos

[glu] después de incubacion (h)

[glu] inicial 1 2 3 4
249 247 241 256 261
593 591 586 601 589
864 871 863 862 873
1486 1471 1485 1490 1506

[glu]: concentracion de glucosa, ppm
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Sin embargo, almacenando las dextrinas obtenidas en el refrigerador (temperatura
menor de 8°C) por tiempos menores a 2 horas, se pudo observar por inspeccion
directa la formacion de solidos en suspension, correspondientes a retrégrados de
dextrinas.

Una posible explicacion es que al disminuir la temperatura se afecta la estructura
del agua y los puentes de hidrégeno entre las moléculas de agua y las dextrinas
son reemplazados por puentes de hidrégeno entre dextrinas lo que contribuiria a
formar agregados y a una disminucion de la solubilidad.

2 DETERMINACION DE LA INFLUENCIA DE LAS VARIABLES
CONCENTRACION DE SUSTRATO [s], CONCENTRACION DE ENZIMA [E]
Y TIEMPO DE REACCION (t) SOBRE LA CONVERSION DE ALMIDON EN
DEXTRINAS

Con este disefio experimental fue posible conocer las variables que mas
importancia presentan en la obtencidn de dextrinas.

En la tabla 9 se muestra el %p/v de los sdlidos totales obtenidos, en la tabla 10 el
%p/v de azucares reductores expresados como maltosa y en la tabla 11 la
respuesta evaluada, %p/v de dextrinas (diferencia entre el %p/v de sdlidos totales
menos el %p/v de los azucares reductores expresados como maltosa).

Tabla 9. %p/v de los sdélidos totales en las soluciones de dextrinas obtenidas de
almidon industrial de yuca

Bloque

Valor Desviacion
promedio Estandar
5,223 5,300 4,747 5,090 0,299 5,874
5,413 5,090 5,170 5,224 0,168 3,215
5,940 5,403 5,833 5,725 0,284 4,961
7,061 7,080 7,047 7,063 0,016 0,234
6,177 6,530 6,267 6,324 0,183 2,894
5,273 5,337 5,273 5,294 0,030 0,567
5,087 4,983 4,923 4,997 0,080 1,601
5,500 5,340 5,403 5,414 0,080 1,478

Experimento 1 2 3 %DS

0N OB WN -

%DS (%desviacion estandar) = (valor promedio / desviaciéon estandar)*100
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Tabla 10. %p/v de azucares reductores (expresados como maltosa) en las
soluciones de dextrinas obtenidas de almidon industrial de yuca

Bloque
. Valor Desviacién
Experimento 1 2 3 . . %DS
promedio estandar

1 0,550 0,560 0,570 0,560 0,010 1,785
2 0,973 0,969 0,818 0,920 0,088 0,956
3 0,737 0,776 0,710 0,741 0,033 4,453
4 0,304 0,330 0,395 0,343 0,046 13,648
5 0,274 0,277 0,287 0,279 0,006 2,150
6 1,166 1,197 1,180 1,811 0,015 0,828
7 0,634 0,563 0,606 0,601 0,036 5,990
8 0,762 0,796 0,720 0,759 0,038 5,006

%DS (%desviaciéon estandar) = (valor promedio / desviacién estandar)*100

En la tabla 9 se puede observar que el valor promedio de los %p/v de los sdlidos
totales en las soluciones de dextrinas esta entre 4,997 y 6,324, con desviaciones
estandar entre 0,080 y 0,299. Los porcentajes de desviaciones estandar son
menores al 6% y pueden deberse, entre otros, a que estos compuestos (dextrinas
y azucares menores como glucosa y maltosa) son altamente higroscopicos; por
ende, para disminuir esta variabilidad se deberia utilizar una camara con una baja
humedad relativa para el enfriamiento de las muestras

La tabla 10 muestra los valores promedio de los %p/v de los azucares reductores
en las soluciones de dextrinas variando entre 0,210 y 0,801, presentandose de
igual modo desviaciones estandar entre 0, 010 y 0,124 y porcentajes de
desviaciones estandar inferiores al 5%; sin embargo, en el experimento 4 se
obtuvo un porcentaje de desviacion estandar del 13%.
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Tabla 11. Respuesta evaluada (%p/v de dextrinas): diferencia entre sélidos totales
menos %p/v de azucares reductores (como maltosa) de las soluciones de
dextrinas obtenidas a partir de almidén industrial de yuca

Bloque
Experimento 1 2 3
1 4,673 4,740 4177
2 4,440 4,260 4,583
3 5,127 4,727 5,123
4 6,757 6,750 6,120
5 5,903 6,253 5,980
6 4,107 4,140 4,093
7 4,453 4,420 4,317
8 4,550 4,453 4,833

Con los datos obtenidos en la tabla 11 y utilizando el programa de computacién
STATGRAPHICS Plus 4.0% que utiliza la metodologia de minimos cuadrados,
consistente en un método matricial para calcular el coeficiente b, que acompafia a
cada variable de la ecuacion 3, se hall6 un modelo matematico polindmico que
representa la relacion entre la variable dependiente (%p/v de dextrinas) y las 7
variables independientes ([s], [E], t, [S]*[E], [s]*t, [E]*t y [S]*[E]*t). Este modelo esta
descrito por la ecuacion 5.
Modelo obtenido
(Ec. 5):

%p/v de dextrinas = 4,957 - 0,008*[E] + 0,590*[s] - 0,421*t + 0,037*[s]* [E] -
0,325*[s]*t - 0,166*t*[E] - 0,054*[E]* [s]*t

» Analisis mateméatico. A partir del valor absoluto de los coeficientes b,
que acompanfan al modelo obtenido (Ec. 5) es posible decir que en este caso las
variables independientes [s] y t son las que contribuyen en mayor grado con el
valor de la respuesta, concentracion de dextrinas, seguidas por las variables
también independientes [s]*t, [E]*t, [S]*[E]*t, [S]*[E] y [E], respectivamente. La
variable [E], o su interaccion con las demas variables, contribuye en casi menos
del 70% de lo que lo hacen las variables [s] y t; por ello, para la determinacién de
las mejores condiciones en la obtencion de dextrinas se evaluaron las variables [s]
%/ t mientras que la variable [E] se mantuvo constante en su minimo valor, 1,37*10°

g/100mL.
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En las tablas 12, 13 y 14 se muestran los analisis de regresién multiple, analisis de
varianza y coeficientes estadisticos para el modelo obtenido.

Tabla 12. Analisis de regresion multiple del modelo obtenido (Ec. 5)

Parametro Estimado E Er,ror Valor P
standar

constante 4,957 0,048 0,000
[s] 0,591 0,048 0,000

[E] -0,008 0,048 0,860

[t] -0,421 0,048 0,000
[ST*[E] 0,037 0,048 0,418
[s]*t -0,324 0,048 0,000
[E]*t -0,165 0,048 0,002

[S]*[E]*t  -0,054 0,048 0,247

El valor estadistico P determina el grado de significancia de cada uno de los
efectos de las variables independientes sobre el modelo, esto es, un efecto con
valor P menor a 0,10 y 0,01 es significativo para niveles de confianza del 95% y
del 99% respectivamente (ver tabla 12) y por lo tanto se debe incluir en el modelo.

Tabla 13. Analisis de varianza del modelo obtenido (Ec. 5)

Fuente Suma de Gr_ados de Cuadrgdo Factor
cuadrados libertad medio F

Modelo 15,919 7 2,274 47,180
Residual 0,772 16 0,048 -
total(Corr.) 16,691 23 - -

Corr.:correlacion

Tabla 14. Coeficiente estadistico F para el modelo descrito por la Ec. 5
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Valor F

Ecuacion 5
Valor F de tablas (/16
(experimental) 2
F (95%) F (99.9%) % R“ %Error
2,660 6,460 47,180 95,379 0,145

Al comparar los valores estadisticos F con grados de libertad de 7 y 16 (y para un
nivel de confianza de 95 y 99,9% respectivamente) reportados en la literatura con
el F obtenido para el modelo, se observa que el F del modelo es mayor en ambos
casos y por lo tanto el modelo matematico es significativo para un nivel de
confianza del 99,9%.

El factor estadistico R-cuadrado indica que el modelo con el ajuste realizado
explica el 95,379% de la variabilidad con respecto a la respuesta, %p/v de
dextrinas.

El error estandar del calculo aproximado indica que la desviacion estandar de los
residuales es de 0,145.

» Analisis grafico. Ademas del analisis matematico es posible realizar un
estudio grafico de los resultados con el fin de comprender mejor los resultados
obtenidos.

Para esto se hicieron las siguientes graficas:

» Gréfica de %p/v de dextrinas calculadas Vs. %p/v de valores
obtenidos experimentalmente. La Grafica 1 muestra los valores teoricos y
experimentales a lo largo de la matriz de trabajo, en ella se evalua la manera
como se distribuyen los puntos a lo largo de un linea diagonal trazada, entre mas
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cercanos se encuentren estos puntos de esta linea mas satisfactorio es el modelo
obtenido.

Gréfica 1. %p/v de dextrinas calculadas mediante el modelo obtenido (Ec. 5) Vs.
%p/v de valores obtenidos experimentalmente

~

6,5

55

00 000

4,5

Valores observados

o®
o oo

Coeficiente de correlacion R= 0,997

@

N

4,5 5 55 6 6,5

I
~

Valores calculados

» Grafica de %p/v de dextrinas calculadas Vs. %p/v de dextrinas
residuales. La grafica 2 muestra los valores de los residuales Vs. los valores
tedricos de dextrinas. Esta grafica es especialmente buena para evaluar la
variabilidad de los cambios de los valores residuales con los cambios en los
valores de la variable dependiente, %p/v de dextrinas. En este tipo de grafica se
determina si existe algun tipo de relacidén entre este par de variables, si no existe
alguna relacion, como en este caso, se considera que el modelo obtenido es
satisfactorio para explicar el comportamiento de la variable dependiente.
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Grafica 2. Grafica de %p/v de dextrinas calculadas mediante el modelo obtenido
(Ec. 5) Vs. residuales de dextrinas
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3 OPTIMIZACION DE LAS VARIABLES

Con los datos obtenidos en el desarrollo del tamizado, se determinaron las
condiciones para el desarrollo y la construccion de la superficie de respuesta de la
manera en que se muestra en la tabla 15.
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Tabla 15. Condiciones para el disefio de superficie de respuesta

Bloque Experimento [s] T
1 1 0 V2
1 2 -2 0
1 3 -1 -1
1 4 0 0
1 5 0 2
1 6 V2 0
1 7 1 1
1 8 1 -1
1 9 0 0
1 10 -1 1
2 1 0 V2
2 2 -2 0
2 3 -1 -1
2 4 0 0
2 5 0 -2
2 6 V2 0
2 7 1 1
2 8 1 -1
2 9 0 0
2 10 -1 1
3 1 0 V2
3 2 -2 0
3 3 -1 -1
3 4 0 0
3 5 0 2
3 6 V2 0
3 7 1 1
3 8 1 -1
3 9 0 0
3 10 -1 1

La tabla 16 muestra el %p/v de los sdlidos totales obtenidos, la tabla 17 el %p/v de
azucares reductores expresados como maltosa y la tabla 18 la respuesta
evaluada, %p/v de dextrinas.

Tabla 16. %p/v de los sélidos totales en las soluciones de dextrinas obtenidas de
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almidon industrial de yuca

Bloque

Experimento 1 2 3 Valor. Desvllamon %DS
Promedio estandar

1 7,270 7,383 7,490 7,381 0,110 1,490
2 5,230 4,953 5,183 5,122 0,148 2,889
3 4,897 4,903 4,887 4,862 0,051 1,048
4 7,397 7,410 7,477 7,428 0,043 0,578
5 6,777 6,997 6,959 6,911 0,118 1,708
6 6,020 5,743 5,677 5,813 0,181 3,113
7 5,720 5,783 5,827 5,776 0,053 0,917
8 6,593 6,540 6,403 6,512 0,098 1,504
9 7,080 7,107 7,220 7,135 0,074 1,037
10 5,413 5,297 5,207 5,306 0,103 1,940

%DS (%desviacion estandar)= (desviacion estandar / valor promedio)*100

Tabla 17. %p/v de azucares reductores expresados como gramos de maltosa en la
solucion de dextrinas obtenidas de almidon industrial de yuca

Bloque
Experimento 1 2 3 Valor_ Desv,|a0|on %DS
Promedio estandar
1 0,947 0,970 0,980 0,965 0,016 1,658
2 0,513 0,55 0,567 0,543 0,027 4,972
3 0,523 0,573 0,603 0,566 0,040 0,714
4 0,713 0,747 0,760 0,740 0,024 3,243
5 0,477 0,413 0,452 0,447 0,032 7,204
6 0,217 0,237 0,207 0,220 0,015 6,818
7 0,747 0,717 0,833 0,765 0,060 7,843
8 0,257 0,303 0,300 0,286 0,025 8,741
9 0,770 0,703 0,780 0,751 0,041 5,459
10 0,780 0,750 0,823 0,784 0,037 4,693

%DS (%desviacion estandar) = (valor promedio / desviacién estandar)*100
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De la tabla 16 se puede observar que el valor promedio de los %p/v de los solidos
totales en las soluciones de dextrinas entre 4,862 y 7,381, con desviaciones
estandar entre 0,0530 y 0,181.

Las desviaciones estandar en este caso son menores del 3,2%. Lo que muestra
una buena reproducibilidad en los resultados obtenidos.

Siguiendo un procedimiento similar al ejecutado para los resultados presentados
en la tabla 17, podemos decir de la tabla 18 que el valor promedio de los %p/v de
los azucares reductores en las soluciones de dextrinas varia entre 0,286 y 0,965 y
las desviaciones estandar varian entre 0,024 y 0,075.

Los %DS son aceptables, y en su varizacion deben considerarse factores,
principalmente la precision y la exactitud de los datos obtenidos en el
espectrometro.

Tabla 18. Respuesta evaluada (%p/v de dextrinas): diferencia sélidos totales
menos cantidad de azucares reductores como maltosa en las soluciones de
dextrinas obtenidas de almidoén industrial de yuca

Bloque
Experimento 1 2 3
1 6,323 6,413 6,510
2 4,717 4,403 4,617
3 4,373 4,330 4,283
4 6,683 6,663 6,717
5 6,290 6,583 6,507
6 5,803 5,507 5,470
7 4,973 5,067 4,993
8 6,337 6,237 6,103
9 6,310 6,403 6,440
10 4,633 4,547 4,383
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Con los datos reportados en la tabla 18, y utilizando el programa STATGRAPHICS
Plus 4,0 se obtuvo el modelo matematico polindmico descrito por la ecuacion 6, el
cual corresponde a la representacion matematica mas adecuada para describir el
comportamiento que relaciona la respuesta evaluada, %p/v de dextrinas y las
variables independientes, concentracion del sustrato y tiempo de reaccion.

Modelo obtenido:
(Ec. 6)

%p/v de dextrinas = 6,487 + 0,835*[s] - 0,495% - 0,700*[s]? -
0,238%[s]3+ 0,240%t® - 0,765*[s]**t? - 0,352*[s]*t>

» Analisis matematico. En las tablas 18, 19 y 20 se muestran los analisis
de regresion multiple, analisis de varianza y coeficientes estadisticos para el
modelo matematico obtenido.

Tabla 19. Analisis de regresion multiple del modelo obtenido (Ec. 6)

Pardmetro Estimado Error estdndar Valor P

constante 6,487 0,040 0,000
[s] 0,835 0,090 0,000

T -0,495 0,090 0,000

[s]? -0,700 0,065 0,000
[s]? -0,238 0,057 0,000

£ 0,240 0,053 0,000
[s]** t? -0,765 0,053 0,000
[s]* t° -0,352 0,040 0,000

El valor estadistico P determina el grado de significancia de cada uno de los
efectos de las variables independientes sobre el modelo, el valor del estadistico —
P para cada uno de los efectos indica niveles de confiabilidad del 99% (ver tabla
19).
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Tabla 20. Analisis de varianza del modelo obtenido (Ec. 6)

Fuente Suma de Gr_ados de Cuadrgdo Factor
cuadrados libertad medio F

Modelo 23,112 7 3,302 169,810
Residual 0,429 22 0,019 -
total(Corr.) 23,531 29 - -

Corr.= correlacion

Tabla 21. Coeficiente estadistico F para el modelo descrito por la Ec. 6

Valor F
Ecuacion 6
Valor F de tablas (7122)
(experimental) 5
F (95%) F (09,9%) % R* %Error
2,460 5,440 169,680 98,183 0,098

Al comparar los valores estadisticos F con grados de libertad de 7 y 22 (para un
nivel de confianza de 95,0 y 99,9% respectivamente) reportados en la literatura
con el F obtenido para el modelo, se observa que el F del modelo es mayor en
ambos casos y por lo tanto el modelo matematico es significativo para un nivel de
confianza del 99,9%.

El factor estadistico R-cuadrado indica que el modelo con el ajuste realizado
explica el 98,183% de la variabilidad con respecto a la respuesta, %p/v de
dextrinas.

El error estandar del calculo aproximado indica que la desviacion estandar de los
residuales es de 0,098.

» Grafica de %p/v de dextrinas calculadas Vs. %p/v de valores
obtenidos experimentalmente. La grafica 3 muestra los valores tedricos vy
experimentales a lo largo de la matriz de trabajo. Para esta gréafica, en
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comparaciéon con la grafica 1, los valores se encuentran mucho mas cerca de la
diagonal; representado este valor por el coeficiente de correlacion lineal, por lo
que el modelo matematico obtenido (Ec. 6) es satisfactorio para explicar los
resultados obtenidos.

Gréfica 3. Grafica de %p/v de dextrinas calculadas Vs. %p/v de valores
obtenidos experimentalmente

7,2

6,7

§ & om

20

6,2
5,7

52

@0

4,7

Valores observados

2 Coeficiente de correlacion R= 0,993 |

[ oo

4,2

5,2 5,7 6.2 6,7 7,2

O I L L L L L L LB LB LB

N
:h I
\‘

Valor calculado

» Grafica de %p/v de dextrinas calculadas Vs. %p/v de dextrinas
residuales. Del analisis de la grafica 4 se puede concluir que el modelo es
adecuado para explicar el comportamiento de la variable dependiente teniendo en
cuenta que no existe relacion alguna entre los puntos correspondientes a las dos
variables graficadas.
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Gréfica 4. Grafica de %p/v de dextrinas calculadas mediante el modelo obtenido
(Ec. 6) Vs. %pl/v de dextrinas residuales
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Una vez concluidos los analisis matematicos y graficos para el modelo obtenido,
se procedié a la construccion grafica del modelo matematico encontrado (figura-
2).

Con el modelo grafico de la ecuacion 6 (Fig. 2) y con la ayuda del contorno de la
superficie de respuesta (grafica 5) es posible determinar por interpolacién de
datos los valores adecuados de las variables independientes [s] y t para obtener
los mayores valores de dextrinas. Es necesario aclarar que los valores mostrados
de las variables independientes en la superficie de respuesta como en el contorno
de la superficie corresponden a los valores normalizados.
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Fig. 2. Superficie de respuesta correspondiente al modelo matematico descrito por
la ecuacion 6
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Grafica 5. Contorno de la superficie de respuesta del modelo matematico descrito
por la ecuacion 6
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3.1 VALIDACION EXPERIMENTAL DEL MODELO OBTENIDO

La validacion del modelo descrito por la ecuacion 6 se realizdé con volumenes de
reaccion de 200 mL. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 22.

Tabla 22. Validacién del modelo descrito por la ecuaciéon 6

Condiciones de reaccién Dextrinas en solucién

% Error % Rendimiento

Tiempo Conc. almidén _ absoluto de lareaccion
Experimental Calculado

(min) (Yp/v)

12,000 6,000 6,367 6,700 4,970 95,030
14,300 6,000 6,300 6,730 6,430 93,611
12,000 6,250 6,400 6,900 7,240 92,754
14,300 6,250 6,500 6,933 6,250 93,754

Conc.:concentracion

En esta tabla se observa que la cantidad de producto obtenido, dextrinas, aparece
en cantidades mayores que la cantidad inicial de sustrato, el almidon, esto se
explica teniendo en cuenta que por cada hidrélisis amilasica se obtiene una
ganancia en peso de 18 g/mol.

Los datos de validacion del modelo matematico no sobrepasan un porcentaje de
error del 10% (ver tabla 22), lo que indica que el modelo se ajusta
experimentalmente a la ecuacidén 6; que representa la influencia de las variables
tiempo y concentracion de almidon sobre produccion de dextrinas.

Por inspeccion directa de las lineas de nivel de la grafica 5, se observa que para
obtener altos porcentajes de conversion (= 90%) en el proceso de hidrdlisis del
almidén a dextrinas, se necesitan valores normalizados de tiempos de reaccion
desde -1,2 hasta 0 y de concentracién de almidén en los intervalos de 0 a 0,75;
que cuales corresponden a intervalos de tiempo de 10 a 17 minutos y a
concentraciones de almidon del 6,00 al 6,37 % p/v.
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CONCLUSIONES

» Las variables mas relevantes en la obtencién de dextrinas a partir de
almidéon industrial de yuca, catalizada por la enzima a-amilasa son
concentracion de almidon y tiempo de reaccion.

» El maximo rendimiento en la obtencion de dextrinas (92,5 — 94,5%) se
obtuvo con concentraciones de almidon entre 6,00 y 6,25 % plv,
concentracion de a-amilasa de 1,75*10° % p/v, tiempos de reaccioén de 12
a 15 minutos, temperatura de 55°C y pH de 4,7.

» Las dextrinas obtenidas, almacenadas a 25°C no retrogradaron antes de
12 dias.

» Las dextrinas obtenidas, almacenadas a temperaturas inferiores a 8°C
retrogradaron antes de 2 horas.

RECOMENDACIONES

> Estudiar el efecto de la variedad de yuca sobre la obtencion de dextrinas y
sobre su retrogradacion.

> Estudiar el efecto de la temperatura sobre la retrogradacién de dextrinas
obtenidas a partir de almidén de yuca.

> Estudiar la factibilidad del montaje de una planta productora de dextrinas
obtenidas de almidén de yuca a escala planta piloto.

» Estudiar el efecto de concentraciones de almidon de yuca superiores al
10% p/v sobre la obtencion y retrogradacion de dextrinas.
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ANEXOS

Anexo 1

1 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE MALTOSA

Para determinar la concentracién de maltosa se realizo una curva de calibracion
de absorbancia en funcidon de la concentracion de maltosa.

Para esto, se prepararon soluciones de maltosa de 314,00, 401,92, 552,64, 690,80
y 879,20 ppm y se registraron sus absorbancias a una longitud de onda de 540 nm
después de que se hicieron reaccionar con el DNS.

1.1 OBTENCION DE LOS DATOS DE LA CURVA DE CALIBRACION

En un tubo de ensayo con tapa se mezclaron 1 mL de solucién de maltosa de
concentracion conocida con 1 mL del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Después de
agitar la mezcla se dejé reaccionar en un termo reactor a 97°C durante 5 min. La
reaccion se detuvo enfriando el tubo de ensayo en un bafio de agua hielo durante
5 minutos. Finalmente, se agregaron 2 mL de agua des-ionizada y se midio la
absorbancia a una longitud de onda de 540 nm. Para el blanco se utilizé el
procedimiento anterior pero en lugar de solucién de maltosa se adicioné agua des-
ionizada.

1.2 CURVA DE CALIBRACION

La tabla 23 muestra los datos de absorbancia de las soluciones de maltosa
utilizadas en la construccion de la curva de calibracion. El factor de correlacion
(R=0,999, ver grafica 6) indica que en el intervalo de concentraciones de maltosa
trabajado se cumple la ley de Beer.
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Tabla 23. Absorbancia a 540 nm del complejo DNS-maltosa

Concentracion de maltosa (ppm) Absorbancia registrada

314,000 0,286
401,920 0,355
552,640 0,475
690,800 0,623
879,200 0,766
1004,800 0,865

Grafica 6. Curva de concentracién de maltosa en funcién de la absorbancia (540
nm)
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2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA ALFA- 1, 4- D-
GLUCANO GLUCANOHIDROLASA (EC. 3.2.1.1)

La actividad enzimatica de a-amilasa (alfa- 1,4- D- glucano glucanohidrolasa, EC
3.2.1.1.) (de origen fingico, Fungamyl® 2500BG %, Novo Nordisk), se determiné
por el método propuesto por Wieland , con algunas modificaciones.

1.

Se prepard una solucion de almidén (s) en buffer de acetato de sodio (0,016
M, pH 4,7), cuya concentracion final fue 10 mg de S/ mL.

El almidén se gelatinizé a 75 °C durante 15 min y se agreg6 cloruro de
calcio al 1% pl/v.

Se mezclé 1 mL de almidon gelatinizado con 1 mL de solucién de enzima a-
amilasa, de tal forma que la concentracion final fue 0,3 % g de enzima/ g de
S.

. Esta mezcla fue incubada en un bano termostatado a 55 °C durante 5 min.

Seguidamente, se agregd a la mezcla 2 mL del reactivo DNS y se dejé
reaccionar en un termo reactor a 97 °C durante 5 min.

La reaccién se detuvo dejandola en un bafo de agua hielo por 5 min.
Posteriormente se agregaron 4 mL de agua des-ionizada y se dejo en
reposo durante 5 min.

. Se ley6 la absorbancia a 540 nm contra un blanco obtenido con el

procedimiento anterior pero agregando agua des-ionizada en lugar de
solucion enzimatica.

La cuantificacion de la actividad enzimatica se realizé determinando la
concentracion de grupos reductores, expresados como maltosa, por
interpolacién en la curva de calibracién de absorbancia en funcién de la
concentracion de maltosa. Para el calculo de la actividad de la enzima alfa
amilasa se utilizé la ecuacion 7.
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m*\V, *10°

— T = (Ec.7)
W, *PM*t

Actividaddealfa —amilasa(Ul/ mg) =

m: Concentracion de maltosa (g/ L)
Vr: Volumen total de reaccion (L)

WEe:  Peso de enzima alfa-amilasa (g)
PM:  Peso molecular de maltosa (g/ mol)
t: Tiempo de reaccion (min.)

En la tabla 24 se presentan los valores de la actividad de la enzima a-amilasa,
obtenidos empleando la ecuacién 7.

Tabla 24. Actividad de la enzima a-amilasa

Sustrato Actividad (Ul/mg)
238,00
Almidon industrial de yuca 235,00
239,00
Valor promedio 237,33

El valor promedio de la actividad enzimatica brinda un estimativo del rendimiento
del proceso de catalisis enzimatica sobre este tipo especifico de variedad de
almidon.

Los valores encontrados para la actividad enzimatica son coincidentes con los
reportados en la literatura bajo condiciones similares de reaccién (pH,
temperatura, relacion enzima/almidon y cantidad de cofactor).

La actividad enzimatica esta expresada en unidades internacionales (Ul). Una Ul
se define como la cantidad de enzima (alfa- amilasa) necesaria para liberar 1
micromol de grupos reductores por minuto calculados como maltosa.
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Anexo 2

En la determinacion de la glucosa se utilizé el kit SERAPACK Plus. El

procedimiento experimental se muestra a continuacion:

Tabla 25. Metodologia seguida para la determinacion de glucosa

REACTIVO BLANCOMUESTRAESTANDAR
Kit (mL) 1,0 1,0 1,0
Patron (mL) - - 0,01

Muestra
(mL) - 0,01 -
Agua

desionizada 0,01 i i

Se calibra el 0 de absorbancia con el blanco y se mide la absorbancia (500nm) de
la muestra y del estandar.
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Anexo 3

Grafica 7. %p/v de dextrinas obtenidas a diferentes tiempos de reaccion (ver tabla
7)

%p/v de dextrinas
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Anexo 4

Grafica 8. Concentracion de glucosa (%p/v) de las soluciones de dextrinas
obtenidas de almiddn industrial de yuca a tiempos de 1 a 4 horas, incubadas a
temperatura de 58°C (ver tabla 8)
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