PRODUCCION DE CICLODEXTRINAS A PARTIR DE ALMIDON DE YUCA Y
MUCILAGO DE CACAO

Produccién de Ciclodextrinas a partir de Almidén de Yuca y Mucilago de Cacao

Maria Fernanda Mercado Villamizar

Trabajo de Grado para optar al titulo de Quimico

Director
Julio Roberto Pinz6n Joya

PhD en Quimica

Universidad Industrial de Santander
Facultad de Ciencias
Escuela de Quimica

Bucaramanga

2020



PRODUCCION DE CICLODEXTRINAS A PARTIR DE ALMIDON DE YUCA Y
MUCILAGO DE CACAO

Dedicatoria
"No se inquieten por nada; mds bien, en toda ocasion, con oracion y ruego, presenten sus peti-
ciones a Dios y denle gracias. Y la paz de Dios, que sobrepasa todo entendimiento, cuidard sus
corazones 'y sus pensamientos en Cristo Jesus."

Filipenses 4:6-7



PRODUCCION DE CICLODEXTRINAS A PARTIR DE ALMIDON DE YUCA Y
MUCILAGO DE CACAO 5

Agradecimientos
Agradezco a Dios por permitirme culminar mi carrera y brindarme el conocimiento, la sabiduria
y la seguridad ante cada paso de mi vida. Agradezco a mi familia, mi padre José Luis, mi abuela
Maria, mis dos hermanos y a mi madre por ser las columnas y bases de mi vida, por apoyarme y
brindarme tanto amor y confianza y sobre todo gracias por escucharme y aconsejarme. Una familia

unida es dichosa si teme al Sefior y siempre estd tomado de su mano.

Agradezco a mi director y guia el profesor Julio Pinzon, por brindarme la confianza y co-

nocimiento necesario para el desarrollo de mi proyecto de grado.

Agradezco al grupo de investigacion GIFTEX y al proyecto NEXTCOA, dirigidos por el
profesor Cristidn Blanco, por recibirme en su grupo y por brindarme la mejor formacién académi-

ca.

Agradezco a mis compafieros del grupo Bleidy, Deisy, Luis Miguel, Jests, Tatiana, Yesica,
Juliana, Maria y a los compafieros pasantes de UNISUCRE Dinais y Carlos, por brindarme carifio,
palabras de apoyo y confianza y sobre todo, una verdadera amistad. También agradezco a mis
compaieros que me acompafaron durante toda la carrera e hicieron el camino maés fécil, en especial
cuando se estd bien acompanado, a Claudia, Daniela, Andrea, Vanessa, Jhon Diego, Juan, Deiby y

Marlon, un gran carifio y aprecio a ustedes.



PRODUCCION DE CICLODEXTRINAS A PARTIR DE ALMIDON DE YUCA Y
MUCILAGO DE CACAO

Tabla de Contenido

Introduccion

1. Objetivos

2. Marco referencial
2.1. Mucilago de cacao
2.2. Almidén

2.3. Ciclodextrinas

2.4. Enzimas

3. Antecedentes

4. Diseino metodologico

4.0.1. Produccién de ciclodextrinas a partir de almidén de yuca

4.0.2. Produccion de ciclodextrinas a partir de mucilago de cacao

4.0.3. Estudio de la ciclodextrin glucosiltransferasa (CGTasa)

4.0.3.1. Determinacion de proteina

4.0.3.2. Cinética enzimdtica

4.1. Caracterizacion de ciclodextrinas por resonancia magnética nuclear (RMN)

4.1.1. Espectrometria de masas

19

21

22

22

24

26

31

36

40

40

42

44

44

45

45

46



PRODUCCION DE CICLODEXTRINAS A PARTIR DE ALMIDON DE YUCA Y

MUCILAGO DE CACAO

5. Resultados y analisis

5.1. Almidén de yuca

5.2. Mucilago de cacao

5.3. Cinética enzimdtica

5.3.1. Determinacion de proteina

5.3.2. Michaelis-Menten

5.3.2.1. Almidén de yuca

5.3.2.2. Mucilago de cacao

5.4. Caracterizacion de CDs por RMN

5.4.1. Resultados para nicleo 'H

5.4.2. Resultados para niicleo 13C

5.5. Caracterizacién de CDs por HPLC

5.5.1. Meétodo para caracterizacion de azicares
5.5.2. Método para caracterizacion de CDs
5.6. Caracterizacién de CDs por espectrometria de masas
5.6.1. MS-MALDI-TOF

5.6.2. MS-ESI-IT

6. Conclusiones

Referencias Bibliograficas

48

48

54

58

58

59

59

62

64

64

67

71

71

78

85

85

88

93

94



PRODUCCION DE CICLODEXTRINAS A PARTIR DE ALMIDON DE YUCA Y
MUCILAGO DE CACAO 8

Apéndices 102



PRODUCCION DE CICLODEXTRINAS A PARTIR DE ALMIDON DE YUCA Y
MUCILAGO DE CACAO

Lista de Figuras

Figura 1.  Estructura del almidon.
Figura2.  Estructura concava de las ciclodextrinas.
Figura 3. Derivados de uso farmacettico de las CDs. (A) B-CD sulfobutil éter. (B) Hi-

droxipropilo 3-CD.

Figura4.  Curva de calibracién de B-CD acomplejada con fenolftaleina.

Figura5.  Concentracién B-CD (mg/mL) a partir de almidén de yuca versus pH de solu-
cion.

Figura 6.  Concentracién 3-CD (mg/mL) partiendo de almidén de yuca versus el tiempo
de reaccion.

Figura 7.  Diagrama de Pareto estandarizado para concentracion de 3-CD a partir de al-
midon.

Figura 8.  Grifica de interaccién media de B-CD versus concentracién de almidén de
yuca a diferentes concentraciones de CGTasa.

Figura 9.  Concentracién de B-CD (mg/mL) a partir de mucilago de cacao versus el pH
de solucion.

Figura 10. Concentracion 3-CD partiendo de mucilago de cacao versus el tiempo de reac-

cion.

25

28

30

48

50

51

53

53

55

56



PRODUCCION DE CICLODEXTRINAS A PARTIR DE ALMIDON DE YUCA Y
MUCILAGO DE CACAO

Figura 11.

Diagrama de Pareto estandarizado para concentracién de -CD a partir de mu-

cilago de cacao.

Figura 12.

Grifica de interaccion media de B-CD versus concentraciéon de mucilago de

cacao a diferentes concentraciones de CGTasa.

Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.
Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Curva de calibracion albimina sérica (BSA).

Cinética enzimdtica de Michaelis-Menten del almidon de yuca

Grifico Lineweaver-Burk para el almidén de yuca.

Cinética enzimdtica de Michaelis-Menten del mucilago de cacao.
Grafico Lineweaver-Burk para el mucilago de cacao

Estructura de la glucopiranosa enumerada con sus respectivos protones .
Espectro TH-NMR de estiandar a-CD. Disolvente: D,O (400 mHz)
Espectro 'H-NMR de estandar 8-CD. Disolvente: DO (400 mHz)
Espectro 'H-NMR de estdndar y-CD. Disolvente: D,O (400 mHz)

Estructura de la glucopiranosa enumerada con los repectivos nucleos de car-

bono analizados.

Figura 23.
Figura 24.
Figura 25.
Figura 26.
Figura 27.

Figura 28.

Espectro I3C-NMR de a-CD. Disolvente: D,O (400 mHz)
Espectro 3C-NMR de 3-CD. Disolvente: D0 (400 mHz)
Espectro '>C-NMR de 7-CD. Disolvente: DO (400 mHz)

Curva de calibracion de fructosa.

Coeficiente de variacion para cada uno de los niveles de concentracion de fructosa.

Curva de calibracién de glucosa.

10

57

58

59

60

61

62

63

64

64

65

66

68

68

69

70

72

73

74



PRODUCCION DE CICLODEXTRINAS A PARTIR DE ALMIDON DE YUCA Y

MUCILAGO DE CACAO

Figura29. Coeficiente de variacion para cada uno de los niveles de concentracion de glucosa.

Figura 30. Curva de calibracién de sacarosa.

Figura 31. Coeficiente de variacion para cada uno de los niveles de concentracion de sa-
carosa.

Figura 32. Cromatograma estandares de a, 3 y y-CD.

Figura 33.  Curva de calibracion de estandar a-CD.

Figura 34. Curva de calibracién de estandares 3-CD.

Figura 35. Curva de calibracion de estdndares y-CD.

Figura 36. Coeficiente de variacion versus concentracion de o-CD.

Figura 37. Coeficiente de variacién versus concentracién de -CD.

Figura 38. Coeficiente de variacion versus concentracion de y-CD.

Figura 39. Cromatograma de la solucién final de mucilago con CDs.

Figura 40. Espectro de masas MALDI-TOF estandares de , 8 y y-CD.

Figura41. Espectro de masas MALDI-TOF de almidén de yuca.

Figura 42. Espectro de masas MALDI-TOF de CDs a partir de almidén de yuca.

Figura43. Espectro de masas MALDI-TOF de mucilago de cacao.

Figura 44. Espectro de masas MALDI-TOF de CDs a partir de mucilago de cacao.

Figura 45. Espectro de masas ESI-IT estandar de o-CD.

Figura 46. Espectro de masas ESI-IT estandar de 3-CD.

Figura 47. Espectro de masas ESI-IT estdndar de y-CD.

Figura 48.

Espectro de masas ESI-IT en modo positivo para la molécula de almidén.

11

76

77

78

79

80

81

82

83

83

84

86

86

87

87

88

89

89

90

91



PRODUCCION DE CICLODEXTRINAS A PARTIR DE ALMIDON DE YUCA Y
MUCILAGO DE CACAO

Figura 49.

Espectro de masas ESI-IT en modo positivo para las CDs obtenidas a partir de

almidoén.

Figura 50.

Figura 51.

Espectro de masas ESI-IT en modo positivo para mucilago de cacao.

Espectro de masas ESI-IT en modo positivo para mucilago de cacao.

12

91

92

92



PRODUCCION DE CICLODEXTRINAS A PARTIR DE ALMIDON DE YUCA Y

MUCILAGO DE CACAO
Lista de Tablas
Tabla 1.  Departamentos de Colombia con mayor produccion de cacao en el 2018
Tabla2.  Composicién quimica del mucilago de cacao
Tabla 3.  Caracteristicas fisicoquimicas del almidén de yuca, trigo, papa y maiz.
Tabla4.  Propiedades fisicoquimicas de las a, 3, y-CD
Tabla5.  Caracteristicas fisicoquimicas de las enzimas -amilasa y CGTasa
Tabla 6.  Produccién de B-CD a partir de diferentes crudos de almidén
Tabla 7.  Variabilidad de pH en la produccion de CDs a partir de almidén de yuca
Tabla 8.  Condiciones generales del disefio experimental descrito para la produccién de

CDs a partir de almid6n de yuca

Tabla 9.

Condiciones generales del disefio experimental descrito para la produccién de

CDs a partir de mucilago de cacao

Tabla 10.

Tabla 11.

Tabla 12.

Tabla 13.

Tabla 14.

Tabla 15.

Curva de calibracién BSA
Condiciones ensayos realizados por HPLC para método de azicares
Condiciones ensayos realizados por HPLC para método de CDs.

Condiciones utilizadas en espectrometria de masas ESI-IT

Concentracion -CD a partir de almidon de yuca variando el pH.

Concentracién de -CD a partir de almid6n de yuca segiin el tiempo de reaccion.

13

23

24

25

30

35

38

41

42

43

44

45

46

47

49

50



PRODUCCION DE CICLODEXTRINAS A PARTIR DE ALMIDON DE YUCA Y
MUCILAGO DE CACAO

Tabla 16.

Resultados diseflo experimental aplicado a concentracién de 3-CD a partir de

almidén de yuca.

Tabla 17.

Tabla 18.

Concentracion 3-CD a partir de mucilago de cacao variando el pH.

Resultados disefio experimental aplicado a concentracién de 3-CD a partir de

mucilago de cacao

Tabla 19.

Tabla 20.

Tabla 21.

Tabla 22.

Tabla 23.

Tabla 24.

Tabla 25.

Tabla 26.

Tabla 27.

Tabla 28.

Tabla 29.

Tabla 30.

Tabla 31.

Tabla 32.

Tabla 33.

Tabla 34.

Asignacién de seiales 'H-NMR de o-CD.

Asignacién de sefiales 'H-NMR de 3-CD.

Asignacién de sefiales 'H-NMR de y-CD.

Asignacion de sefiales '3C-NMR de o-CD

Asignacién de sefiales 13C-NMR de 3-CD

Asignacién de sefiales 13C-NMR de y-CD

Desviacion estandar y porcentaje de desviacion relativa de la curva de la fructosa.
Determinacién de la repetibilidad del método para curva de fructosa.

Desviacion estdndar y porcentaje de desviacion relativa de la curva de glucosa.
Determinacion de la repetibilidad del método para curva de glucosa.

Desviacion estdndar y porcentaje de desviacion relativa de la curva de sacarosa.
Determinacion de la repetibilidad del método para curva de sacarosa.

Calculos de los cromatogramas de estdndares de CDs para validacion del método.
Desviacion estdndar y porcentaje de desviacion relativa de la curva de o-CD.
Desviacion estdndar y porcentaje de desviacion relativa de la curva de B-CD.

Desviacion estandar y porcentaje de desviacion relativa de la curva de y-CD.

14

52

54

57

65

66

67

69

70

71

72

73

75

76

77



PRODUCCION DE CICLODEXTRINAS A PARTIR DE ALMIDON DE YUCA Y
MUCILAGO DE CACAO 15

Lista de Apéndices

pag.

Apéndice A.  Permiso/licencia para uso de de la Figura 2 102



PRODUCCION DE CICLODEXTRINAS A PARTIR DE ALMIDON DE YUCA Y
MUCILAGO DE CACAO 16

Glosario
Ciclodextrinas Son oligosacdridos ciclicos compuestos por unidades de glucopiranosa unidos
mediante enlaces glucosidicos a-(1—4), que le confiere a la molécula forma de cono truncado

con cavidad hidrofébica y corteza exterior hidrofilica (Fourmentin et al. (2018)).

Almidén Contiene dos tipos de polimeros de glucosa, los cuales forman cadenas largas de D-
glucosa con enlaces a-(1—4) (amilosa) y otros con enlaces a-1,4 en conjunto con residuos de

glucosa ramificados por enlaces a-(1—6 (amilopectina) (Bermiller and Whistler (2009)).

Oligosacaridos Consiste en cadenas cortas de unidades o residuos de monosacaridos unidos me-

diante enlaces glucosidicos (Osborn et al. (2000)).

Enzima Son proteinas catalizadoras que incrementan la velocidad de la reaccién quimica y no son

consumidas durante la reaccion (Campbell and Farrell (2011)).

CGTasa siglas que corresponden a la enzima ciclodextrin glucosiltransferasa (EC 2.4.1.19), la
cual cataliza las reacciones de transferencia glicosil intermolecular e intramolecular (Pdcsi et al.

(1998)).

Transglicosilacion Transferencia de un residuo de azicar de un glucésido a otro (Okotore (2015)).
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Resumen

Titulo: Produccién de ciclodextrinas a partir de almidén de yuca y mucilago de cacao *
Autor: Maria Fernanda Mercado Villamizar

Palabras Clave: Ciclodextrinas, oligosacdridos, mucilago de cacao, almidén de yuca, ciclodextrin glucosiltransfera-

sa.

Descripcion: Las ciclodextrinas (CDs) son macromoléculas solubles en agua utilizadas en la industria alimentaria,
agricola, ambiental, textil, farmacetica y cosmética. CDs tienen una estructura céncava con cavidad no polar y cor-
teza exterior polar que le confiere propiedades de encapsulacién. La cdscara del cacao y el mucilago corresponde al
92 % de la masa del fruto del cacao y éstos son desechados durante la produccién de cacao. El mucilago contiene prin-
cipalmente agua, sacarosa, glucosa y fructosa, pero también contiene oligosacdridos lineales y ramificados similares
a los del almidén. Con el fin de aprovechar este residuo agricola, el mucilago de cacao fue estudiado como sustrato
para la produccién de ciclodextrinas mediante la accién de la enzima ciclodextrin glicosiltransferasa (CGTase Amano,
Japén). Para la produccién de CDs a partir de almidén se determiné que las condiciones 6ptimas son pH de 8,0, tiem-
po de reaccién de 120 min, temperatura de incubacién 55°C, concentracién de almidén 0,025 g/mL y 138,6 U/g. Al
cambiar de sustrato por mucilago las condiciones 6ptimas determinadas fueron pH 6,0, tiempo de reaccién 60 min,
temperatura de incubacion 55°C, 1,0 g/mL de concentracion de mucilago y 3000 U/g de CGTasa. Las CDs fueron
obtenidas en bajas concentraciones y su formacién ocurri6 por la accién de la CGTasa en los oligosacdridos presentes

en el mucilago de cacao.

Trabajo de grado

Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Julio Roberto Pinzén Joya, PhD en Quimica.
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Abstract

Title: Production of cyclodextrin from cassava starch and cocoa mucilage
Author: Marfa Fernanda Mercado Villamizar **
Keywords: Cyclodextrins, Oligosaccharides, Cocoa Mucilage, Cassava Starch, Cyclodextrin Glycosiltransferase.

Description: Cyclodextrins are water soluble macromolecules widely used in food, agricultural, enviromental, textile,
pharmaceutical and cosmetic industries. They have a concave structure with a non polar cavity and a polar exterior
that confers their encapsulation properties. Cocoa shells and mucilage correspond to 92 % by mass of the cocoa fruit
and those components are lost during cocoa production. Mucilage contains mainly water, saccharose, glucose and
fructose but also contains linear and branched oligosaccharides analogs to starch. In order to take advantage of this
agricultural waste; cocoa mucilage was studied as substrate for the production of cyclodextrins by the action of the
cyclodextrin glucosyl transferase (CGTase Amano, Japan).For the production of CDs from starch it was determined
that the optimal conditions are pH 8.0, reaction time 120 min, incubation temperature 55 C, concentration On of starch
0.025 g / mL and 138.6 U / g. When changing substrate for a lot, the optimal conditions determined were pH 6.0,
reaction time on 60 min, incubation temperature on 55 ° C, 1.0 g/ mL of muc ’ilago concentration and 3000 U / g of
CGTase. Cyclodextrins were successfully obtained in low concentrations and their formation occurred by the action

of the CGTase on the oligosaccharides present in cocoa mucilage.

Bachelor Thesis

Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director: Julio Roberto Pinz6n Joya, Doctorado en Quimica.
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Introduccion
Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacéridos ciclicos producidos principalmente por la sintesis en-
zimdtica selectiva entre la enzima ciclodextrin glucosil transferasa (CGTasa) y el almidén como
sustrato. Estas moléculas estdn constituidas por unidades de glucosa representadas en forma de
silla rigida y unidas por enlaces glucosidicos a-(1—4), que les permite conservar su estructura
en forma de cono truncado con cavidad hidrofébica y corteza exterior hidrofilica (Szente et al.
(2016)). Las CDs se utilizan principalmente en la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria.
La produccion de esta molécula inicia con el tratamiento del almidén a altas temperaturas con el
fin de disminuir su viscosidad. Luego, se realiza el proceso de liberacién de las glucosas libres
junto con otros oligosacaridos y finalmente, se enfria el producto hasta lograr la temperatura ade-
cuada para que no se afecte la actividad enzimética al adicionar la CGTasa (Szejtli (2004)). Dicho
proceso produce una mezcla de «, B y y-CD, que posteriormente son separadas mediante técnicas

preparativas (Jindrich et al. (1995)).

El almidon es un polisacarido compuesto de mondmeros de a-D-glucosa unidos mediante
puentes acetales ¢-glucosidicos (MacFaddin (2003)), ademads de ser parte de la reserva energética
de la mayoria de vegetales, el almidon también es la principal fuente dietética de glicidos utili-
zable. Una de sus propiedades mas relevantes es su capacidad para formar dextrinas mediante la
ruptura parcial de su estructura ya sea mediante la hidrélisis enzimética o al ser sometido a altas

temperaturas (Mason et al. (2009)). La enzima CGTasa tiene la capacidad de formar o-(1—4)-
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glucanos a partir de almidon, funcidén fundamental para la produccion de CDs. La produccion de
cacao genera 92 % de residuo orgénico constituido por cdscara y mucilago de cacao. Las CDs son
sintetizadas a partir de almiddn; sin embargo, la propuesta de investigacion realizada se bas6 en
cambiar el sustrato almidén por los oligosacdridos presentes en el mucilago de cacao. La sintesis
de CDs se realiz6 partiendo de 1,0 g/mL de solucién de mucilago y 3000U/g de CGTasa, obtenien-
do 0,6301 mg/mL. Dicha concentracion es bastante menor comparada con 2,461 mg/mL obtenida

a partir de una solucién 0,025 g/mL de almid6n de yuca y 138,6 U/g de CGTasa.
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1. Objetivos
Objetivo general
Estudiar y optimizar la produccion de ciclodextrinas utilizando almidén de yuca y mucilago

de cacao como sustratos.

Objetivos especificos
Optimizar las condiciones de pH, concentracién del sustrato, concentracién de enzima y

temperatura para la produccién de ciclodextrinas.

Cuantificar la produccion de «, B y ¥ ciclodextrinas por cromatografia liquida de alta efi-

ciencia (HPLC).

Purificar y caracterizar las ciclodextrinas por espectrometria de masas y resonancia magné-

tica nuclear.
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2. Marco referencial

En el presente capitulo se realizé la revision bibliografica de las ciclodextrinas, el proceso enzima-
tico que conlleva su produccién y la definicién de los sustratos utilizados.
2.1. Mucilago de cacao

El cacao pertenece a la familia Malvaceae, subfamilia Sterculioidea, género Theobroma y
especie Theobroma cacao L.. Su nombre cientifico fue descrito por primera vez en 1753 por el bo-
tanico sueco Carl Linnaeus en su libro Species Plantarum. Su nombre griego Theobroma significa
alimento de los dioses y cacao se deriva del ndhuatl (lenguaje azteca) palabra xocolatl, de xococ
(amargo) y atl (agua) (Rojas and Sanchez (2013)). El cacao ha sido utilizado como alimento por
mas de 2000 afios, fue alimento y fuente de riqueza para los indigenas Mayas y Aztecas radicados
en Centroamérica. Luego, fue llevado a Europa por los espafioles después del descubrimiento de
América y de esta manera llegé a las isla del Caribe, Asia, Oceania 'y Africa. Actualmente, el cacao
es un producto potencialmente industrializado por todo el mundo, con una produccién mundial de
4,8 millones de toneladas. Los principales paises exportadores de este fruto son Costa de Marfil,
Ghana, Holanda, Nigeria e Indonesia y los paises que mds demandan este producto son Holanda,

Estados Unidos, Alemania, Malasia y Bélgica (Center (2014)).

En el 2018 Colombia produjo 56.867 toneladas de cacao, de los cuales 23.574 toneladas
fueron producidos por el departamento de Santander, que corresponden al 41,45 % de la produccién

nacional. Las regiones con mayor produccion de esta materia prima son Santander, Antioquia,
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Arauca, Huila, Tolima, Narifio y Cesar (Tabla 1) segun los datos reportados en el 2018 por la

Federacion Nacional de Cacaoteros.

Tabla 1
Departamentos de Colombia con mayor produccion de cacao en el 2018

Departamento Produccion

Santander 23574
Antioquia 4905
Arauca 4478
Huila 4466
Tolima 4108
Narifio 3376
Cesar 1902

El fruto de cacao estd principalmente constituido por granos de cacao en su interior (8 %),
mucilago y céscara (92 %). El mucilago es un subproducto que se obtiene de la fermentacion enzi-
matica del cacao. Estd compuesto principalmente por azucares solubles y pectina (Tabla 2). Ade-
mas, es una excelente fuente de fibra dietaria soluble (Joshi (2016)). Debido a su alto contenido de
acido citrico, el pH inicial es de 3,6 lo cual favorece el crecimiento de las levaduras y proporciona
un bajo nivel de oxigeno. Durante el proceso de fermentacidn, la especie Saccharomyces cerevisiae
tiene la habilidad de tolerar altas concentraciones de etanol, esta habilidad la clasifica en la especie
de levadura dominante mas utilizada en los procesos de fermentacion (Abarca et al. (2010)).

El mucilago de cacao ha demostrado ser una fuente agricola de gran utilidad en la elabora-
cion de mermelada (Anvoh et al. (2009)), vinagre (Solieri and Giodici (2009)), bebidas alcohdlicas
(Tinh et al. (2016)), celulosa bacteriana (Duran and Cabezas (2019)) y jaleas. Con el fin de aprove-

char parte de los desechos producidos por la cosecha de cacao, se estudi6 la posibilidad de convertir
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Tabla 2

Composicion quimica del mucilago de cacao

Composicion Porcentaje
Agua 79,2 - 84,2
Sustancias secas 15,8 - 20,8
Acidos no voltiles 0,77 - 1,50
Acidos volitiles 0,02 - 0,04
Glucosa 5,32-11,6
Sacarosa 0,11-0,90
Pectina 5,00 - 6,90
Proteina 0,42 - 0,50
Ceniza 0,40 - 0,50
Proteina 6,05-6,13
Grasa 2,11-2,13

Extracto libre de nitrégeno 72,4 - 75,6

los oligosacaridos presentes en el mucilago de cacao en CDs, dandole un valor agregado y utilidad
al desecho agricola.
2.2. Almidén

El almid6n es un polisacdrido compuesto por una mezcla de amilosa y amilopectina (Figu-
ra 1). La amilosa estd constituida por enlaces a-(1—4) de polimeros de glucosa y la amilopectina
por enlaces -(1—4) de polimeros de glucosa ramificados con enlaces o-(1—6). Estas moléculas
tienen la capacidad de separarse entre si al calentar el almidon natural en butanol acuoso y dejar
enfriar hasta que se forme una suspension, en el cual la amilopectina queda suspendida y la ami-
losa en el precipitado (Allinger (1973)). El contenido de amilosa presente es un factor clave que

determina la calidad del almidon.
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Figura 1. Estructura del almidon.

La composicion del almidén de yuca comparada con otros almidones (Tabla 3) fue estu-
diada originalmente por Swinkels (1985). Dicho trabajo demostr6 los bajos niveles de materia

residual, bajo contenido de amilosa y alto contenido de amilopectina en el almidén de yuca.

Tabla 3
Caracteristicas fisicoquimicas del almidon de yuca, trigo, papa y maiz.

Propiedades Yuca Trigo Papa Maiz
Didmetro del granulo 4-35 1-45 5-100 2-30
Humedad al 65 % 13 13 19 13
% Lipidos en sustrato seco 0,1 0,8 0,05 0,7
% Proteinas 0,1 0,4 0,06 0,7
% Ceniza 0,2 0,2 0,4 0,1
% Fosforo 0,01 0,06 0,08 0,02
% Contenido de amilosa 17 28 21 28

% Contenido de amilopectina 83 72 79 72
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Actualmente el almidon es materia prima de gran interés debido a su capacidad de con-
vertirse en unidades de glucosa mediante la accidén enzimdtica sin formar subproductos. Uno de
los estudios maés significativos de la utilidad del almidon es la elaboracion de alcohol como una
alternativa de biocombustibles (Castafio P and Mejia G (2008)). Este proceso puede realizarse por
sacarificacion-fermentacién simultdnea, sacarificaciéon enzimadtica-fermentaciéon independiente o
por fermentacion alcohdlica utilizando microorganismos con capacidad amilolitica (la de mayor
rendimiento en la produccién de alcohol). En Colombia, el Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT) ha disefiado un sistema para producir etanol hidratado. La planta refinadora tiene
la capacidad de producir 300 litros de biocombustible por dia (Diaz (2012)).

2.3. Ciclodextrinas

La produccion de dextrinas a partir de almidon de papa fue realizada por primera vez en 1891 por
el cientifico Villier, quien utilizé Bacillus amylobacter para fermentar el almidén y como resultado
obtuvo el carbohidrato (C¢H 9Os)2.3H,0, el cual denominé celulosina (Villier (1891)).

Afos después, Schardinger trabajo con bacterias anaerdbicas causantes del deterioro de alimen-
tos con el fin de observar su actividad en la fermentacidon del almidon, de esta manera obtuvo dos
componentes, uno en mayor cantidad del otro, los cuales denominé dextrinas cristalinas (Schardin-
ger (1903)). Posteriormente, los estudios sobre dichos componentes continuaron y los denominé
o-dextrina y B-dextrina. Ademads, observé que no sélo podian derivarse del almidén de papa sino

también de almidén de maiz y de trigo (Schardinger (1911)).

En 1935, Freudenberg y Jacobi, ademds de proponer la estructura de la y-CD, sugirieron
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que las ciclodextrinas podrian presentarse en diferentes tamafos y podrian describirse como oligo-
sacdridos ciclicos formados por unidades de glucosa (Freudenberg and Jacobi (1935)). Asimismo,
Freudenberg, junto con sus colaboradores Cramer y Planinger, fueron los primeros en desarrollar

la patente dedicada a esta molécula en 1953 (Freudenberg et al. (1953)).

A partir de 1970, la aplicacion y estudio de las ciclodextrinas fue abordado por varios cam-
pos de la ciencia, especialmente aplicados a la ingenieria enzimadtica. Se realizaron estudios con
cepas Bacilli, cepas del género Micrococcus 'y del género Klebsiella (Sicard et al. (1987)). Todo en-
focado a biomoléculas que estén relacionadas a la produccidn de ciclodextrin glucosil transferasa
(CGTasa), la cual ya habia sido estudiada por su capacidad de separar un giro de la hélice de poli-

sacaridos y unir los dos extremos del fragmentos para formar una dextrina ciclica (Saenger (1980)).

Las ciclodextrinas, también conocidas como dextrinas de Schardinger son oligosacaridos ci-
clicos que constan de seis (a-CD), siete (f-CD) u ocho (y-CD) unidades de glucopiranosa unidas
por enlaces glucosidicos o-(1—4). Estructuralmente, las CDs estan constituidas por dos aberturas
en los extremos de la molécula, donde una es mas amplia que la otra debido a la disposicion de los
grupos hidroxilos primarios y secundarios. Ademads, su forma estd regida por una cavidad hidrof6-
bica (interior) en forma de cono truncado y una parte exterior hidrofilica (Figura 2). La disposicién
de los hidroxilos primarios permite la rotacion libre, lo que ocasiona una reduccion en el didmetro
efectivo de la cavidad. En cambio, la rotacion libre de los hidroxilos secundarios, interviene en la

formacion del tamafio de cavidad mds amplio.
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Figura 2. Estructura concava de las ciclodextrinas.
FUENTE: Reimpreso (adaptado) con permiso de Crini, G. Chemical Reviews 2014, 114, 10940-10975. Copyright
2014. American Chemical Society. (Anexo A).

El tamafio de la cavidad y la forma de la estructura de la CDs esta directamente relacionada
con las propiedades y tipos de enlaces que éstas pueden realizar (Tabla 4). Por ejemplo, la y-CD
posee una estructura no coplanar, que le confiere mayor solubilidad respecto a las otras CDs (Ah-
med et al. (2012)). Por otra parte, la B-CD puede formar enlaces intramoleculares de puentes de
hidrégeno y en consecuencia, su cavidad es mds estrecha, le confiere mayor rigidez y menos solu-
bilidad. Finalmente, la a-CD s6lo puede formar cuatro de los seis posibles puentes de hidrégeno
ya que posee una unidad de glucopiranosa en forma distorsionada, esto les confiere menos rigidez
ala a-CD que la B-CD (Parkin (2018)). Las CDs son macromoléculas solubles en agua, esta pro-

piedad se debe a los grupos hidroxilo que posee en su superficie. El orden creciente de solubilidad
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de las CDs es B < a < 7. En la Tabla 4 estan representados los valores de AH® (solucién) y AS°

(solucidn), los cuales presentan acciones favorables o desfavorables en la solubilidad de las CDs.

La industria farmacéutica se enfoca en aprovechar la capacidad de las CDs de formar com-
plejos, no sélo para aumentar la solubilidad de los farmacos, sino ademads, mejorar su disponibili-
dad y estabilidad. Estudios recientes, han demostrado que las sustituciones de los grupos hidroxilo
que forman puentes de hidrégeno en las CDs en los derivados de las mismas ofrecen mayor solubi-
lidad al sistema complejante. Los derivados de mayor interés en la industria farmacéutica (Figura
3) son hidroxipropilo B-CD, B-CD metilado al azar, f-CD sulfobutil éter y CD ramificado con

maltosil-B-CD (Brewster and Loftsson (2007)).

La mayoria de las aplicaciones de las CDs se basan en su capacidad de formar complejos
supramoleculares con una amplia variedad de compuestos (Parkin (2018)). Incluyendo los aditivos
utilizados en alimentos los cuales son protegidos en sus cavidades evitando que se descompon-
gan o contaminen. Entre estos compuestos cabe mencionar agentes saborizantes (Qi and Hedges
(2018)), terpenoides, antioxidantes, azucares (Szejtli (2004)), aceites esenciales, vitaminas y otros.
Las CDs también se pueden utilizar en la formacién de emulsiones estables para formar aderezos,

colorantes artificiales y otros evitando asi su descomposicion.
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Figura 3. Derivados de uso farmacedtico de las CDs. (A) B-CD sulfobutil éter. (B) Hidroxipropilo
B-CD.

Tabla 4
Propiedades fisicoquimicas de las a, 3, y-CD

Propiedad a-CD B-CD v-CD
Unidades de glucosa 6 7 8
Férmula molecular C36HgpO30 C42H79035 C48HgpO49
Masa molecular 972,85 1134,99 1297,14
Didmetro de la cavidad (nm) 0,47-0,53 0,60-0,65 0,75-0,83
Volumen aproximado de la cavidad (nm3) 0,174 0,262 0,427
Forma cristalina en agua Platos hexagonales Paralelogramos monoclinicos Prisma cuadratico
ap (25°C) 150+0,5 162,54+0,5 177,440,5
pK, (25°C) 12,33 12,20 12,08
AH® (solucién) kJ mol~! 32,10 34,78 32,35

AS® (solucién) J mol~! K~ 57,75 48,96 61,52
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Como la a-CD no tiene olor, ni sabor, es térmicamente estable, tolera un amplio rango
de condiciones de pH y es soluble en agua. Por tal razén se usa en la industria como aditivo a
alimentos semisdlidos y se adiciona a bebidas con el propdsito de incorporar fibra dietaria. De las
aplicaciones de las CDs mds utilizadas en la industria esté la adicidn a quesos y carnes (Kwak et al.
(2003)) para aumentar la retencién de agua y longevidad de los productos. Ademads, es utilizado
en plasticos para reducir la pérdida de aroma (Szente and Fenyvesi (2018)) y en agricultura actia
como fungicida (Gao et al. (2019)). Sin embargo, el costo actual atin impide su amplia aplicacién

en la industria alimenticia.

Las CDs se utilizan como excipientes en formulaciones farmacéuticas para mejorar la solu-
bilidad, la estabilidad y la biodisponibilidad de una forma que no es posible con otros ingredientes
inactivos. Por lo tanto, estas macromoléculas son reconocidas como excipientes esenciales para la
formulacién de ciertos medicamentos por lo que no pueden ser ficilmente reemplazados por otras
sustancias. Las CDs pueden almacenar y transportar compuestos hidrofébicos en solucion acuosa
o a través de la sangre hasta las membranas lipofilicas de las células. De esta forma, es posible
entregar medicamentos en un target especifico, bien sea que se suministre por via oral o por admi-

nistracion parenteral (Loftsson and Duchene (2007)).

2.4. Enzimas
El proceso de conversion de CDs a partir de oligosacdridos de cadena corta se basa en un

proceso enziméatico de dos pasos: hidrdlisis enzimatica del almidén y ciclacidon enzimatica de mal-



PRODUCCION DE CICLODEXTRINAS A PARTIR DE ALMIDON DE YUCA Y
MUCILAGO DE CACAO 32

todextrinas. La hidrdlisis del almidén se realizaba mediante hidrdlisis 4cida y altas temperaturas,
pero este proceso requiere gasto excesivo de energia y reactivos dcidos. Actualmente, la industria
alimentaria ha buscado diferentes alternativas que requieran menor tiempo de reaccién y mayor
efectividad de los productos de dicha hidrélisis. La hidrélisis enzimatica se realiza por la accion de
enzimas con efecto catalitico, causando el rompimiento de enlaces glucosidicos del almidén. Las

enzimas que se encargan de hidrolizar o sintetizar enlaces glucosidicos pueden ser las siguientes:

a-amilasa (EC 3.2.1.1): Se encarga de hidrolizar los enlaces glucosidicos o-1,4.

= Pululanasa (EC.3.2.1.41) o isoamilasa (EC 3.2.1.68): Su funcién es hidrolizar enlaces glu-

cosidicos o-1,6.

= Ciclodextrin glucanotransferasa (EC 2.4.1.19): Tiene la capacidad de formar transglicosila-

cion de enlaces glucosidicos o-1,4.

= -1,4-D-glucano a-6-D(a-1,4-D-glucano)-transferasa: Se encarga de formar transglicosila-

cién de enlaces glucosidicos o-1,6.

La amilasa fue aislada por primera vez en 1833 por los cientificos Anselme Payen y Jean-
Francois Persoz (Payen and Persoz (1833)). En 1930, Ohlsson descubri6 otro tipo de amilasa, la
B-amilasa, de alli concluyé que al mantener la acidez natural de la cebada de malteada y al propor-
cionar calor (70°C) durante 15 minutos, la f-amilasa se inactivaria inmediatamente y se produci-
ria a-amilasa, esta conclusion ha sido fundamental para multiples procesos industriales (Ohlsson
(1930)). Los inhibidores de la ac-amilasa fueron reportados por Marshall and Lauda (1975) al estu-

diar la faseolamina, una glicoproteina proveniente de los frijoles (Phaseolus vulgaris) con actividad
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inhibitoria en la o-amilasa de origen animal y sin actividad inhibitoria en las enzimas provenientes

de plantas, bacterias u hongos .

La a-amilasa (EC 3.2.1.1) denominada sisteméticamente como 1,4-alfa-D-glucan glucano-
hidrolasa, se encuentra principalmente en la saliva y el pancreas humano. Es una enzima hidrolasa
que cataliza la hidrdlisis de los enlaces internos o-1,4 glucosidicos para producir una mezcla de
maltosa, maltriosa y oligosacéridos ramificados de seis a ocho unidades de glucosa. Esta glicopro-
teina estd constituida por una cadena polipeptidica de aproximadamente 475 residuos aminoaci-
dicos y contine dos grupos tiol libres, cuatro puentes disulfuro y un Ca®* estrechamente unido.
La a-amilasa es considerada una metaloenzima de calcio ya que depende de la presencia de un
cofactor de metal para su estabilidad. Como activador para esta enzima funciona el cloruro y para

brindar estabilidad a ésta los iones calcio (Sundarram and Murthy (2014)).

La funcién principal de la or-amilasa es hidrolizar los alimentos, en especial los que con-
tienen alto contenido de almidén para convertirlos en disacaridos o trisacdridos. Asi, esta enzima
participa en el ciclo de produccién de energia del cuerpo. La o-amilasa producida en las glandulas
salivares tiene la capacidad de hidrolizar carbohidratos simples En cambio la ¢c-amilasa producida
en el pancreas hidroliza los carbohidratos complejos, de esta manera se realiza un mejor tratamien-

to de los carbohidratos digeridos.

Las amilasas se clasifican segun el tipo de enlace en que actdan:
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= (-amilasa: Su funcion principal es hidrolizar los enlaces glucosidicos internos -1,4 gene-
ralmente presentes en almidén u oligosacaridos de bajo peso molecular como la glucosa y
maltosa. En humanos, todas las formas isdmeras de esta enzima se encuentran en el cromo-

soma 1p21 (AMY1A).

= f-amilasa: Es sintetizada por bacterias, plantas y hongos. Esta enzima es la encargada de
hidrolizar el segundo enlace glucosidico «-1,4, separando dos unidades de glucosa (malto-
sa). Ademads, se caracteriza por ser la responsable de producir el sabor dulce de las frutas

después de madurar al romper el almidén en maltosa.

= y-amilasa: Se encarga de hidrolizar enlaces glucosidicos ¢-1,6, actuando justo en el extremo

no reductor de la amilosa y la amilopectina para producir unidades de glucosa.

Ademads de utilizar enzimas para la hidr6lisis del almidon, es necesario estudiar el compor-
tamiento de las unidades de glucosa obtenidas para evaluar su capacidad de ciclarse, es decir, de
formar CDs. La enzima encargada de realizar esta funcién es la ciclodextrin glucosil transferasa
(CGTasa, EC 2.4.1.19). Esta enzima hace parte de la familia mds grande de glucdsido hidrolasas
(Leemhuis et al. (2009)). La CGTasa proviene generalmente por especies del género Bacillus: B.
circulans, B. macerans, B. subtilis u otros microorganismos como Klebsiella pneumoniae, Ther-
moanaerobacterium thermosulfurigenes, Thermococcus sp., Brevibacterium sp., entre otros (Stan-
kovic Slavisa et al. (2016)). La CGtasa es la tnica enzima capaz de usar el hidroxilo libre en el
extremo reductor del intermedio de la cadena de azucares como aceptor formando asi un oligosa-

carido ciclico. La primera vision de su estructura en 3D fue propuesta en 1991 por Klein y Schulz
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Klein and Schulz (1991).

Las enzimas a-amilasa y CGTasa comprenden ciertas caracteristicas fisicoquimicas que

permiten su Optimo funcionamiento y actividad de reaccién (Tabla 5).

Tabla 5
Caracteristicas fisicoquimicas de las enzimas o.-amilasa y CGTasa

Propiedad a-amilasa CGTasa
Masa molecular (Da) 51000 67000
Punto isoeléctrico 3,8 5,4
pH 6ptimo 55-10,0 54-58
Temperatura 6ptima (°C) 50 60

ki (mg/mL) 1,4 5,7
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3. Antecedentes
El almidén es el sustrato principal para la produccion de CDs mediante la accion enzimatica. En
1976 Nakamura propuso producir CDs bajo condiciones muy especificas: inicié con la mezcla de
0,2 mL de almid6n y 50 uL. de solucién buffer de 0,5 M y pH 7,0. Luego, la mezcla fue incubada
con 20 uL de enzima purificada a 45°C por varios periodos. Después tomaron alicuotas de 15 uL
para ser pasadas por el papel filtro y posteriormente secadas para inactivar la enzima. Procedieron
a adicionar en forma de spray solucién de glucoamilasa para seguidamente dejar secar el papel
a 50°C, de esta manera se hidrolizaban los sacdridos que no se habian convertido en CDs. Este
estudio se realizé con el fin de analizar la mezcla de CDs producidas por peliculas de rayos X
(Nakamura and Horikoshi (1976)). Actualmente el mejor método para cuantificar estas moléculas

es mediante la técnica de HPLC.

En 1990, el cientifico Raja junto a sus asociados se basaron en esta misma metodologia
para producir CDs. Usaron concentraciones de 5, 8 y 10 (% p/v) de almidén de yuca, la reacciéon
la realizaron a 70+£2°C y en un rango de pH de 5,5 - 6,0. La precipitacion fue realizada mediante
la adicién de bromobenceno o cloroformo (1% p/v) a temperatura ambiente. Luego filtraron la
mezcla y fue secada al vacio. De dicho estudio concluyeron que la ciclacién de las unidades de

glucosa inicia después de haber transcurrido 8 h de incubacion (Raja et al. (2018)).

En 1995 Kim propone realizar un tratamiento térmico para producir eficientemente las CDs
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a partir de almidon de maiz. Inici6 realizando la mezcla de almidén 10% en solucion buffer de
fosfato de sodio de 50 mM y pH 6,0. Luego, trat6 la solucién a varias temperaturas en intervalos
de 1 a 2 h. Posteriormente, adicioné 480 U g~! de CGTasa a 50°C por 30 min. Kim concluyé
que para producir 50 % de CDs y 5,22 mg de CDs por unidad de enzima, las condiciones 6ptimas
son: calentamiento a 65°C, 1 h de tiempo de calentamiento, concentracion del sustrato de 7,5 %
p/v y cantidad de enzima 48 U g~! (Kim et al. (1995)). En 1997, el mismo autor complementa los
resultados antes obtenidos y propone producir CDs sin realizar pretratamiento. El utiliza menos
CGTasa (22 U g~ 1) y trabaja en la misma temperatura y la misma concentracién del sustrato. Sin
embargo, sus resultados son mds 6ptimos, obteniendo 12,8 mg de CDs por unidad de enzima (Kim

etal. (1997)).

El método propuesto por Kim fue de gran utilidad para investigaciones posteriores, en es-
pecial, aquellas que querian aislar CDs especificas. El investigador Rajput, propuso realizar la
produccién de B-CD a partir de almidones crudos de maiz, papa y sagu, usando doble concentra-
cion de CGTasa. Realiz6 la mezcla de 100 mg/mL en 10 mL de solucién buffer de fosfato (50 mM,
pH 6,0) y 100 uL de la enzima (9,6 U/L) y la incub6 a 60°C. Después realizé la centrifugacion
de la solucién y el sobrenadante fue analizado por el método de fenolftaleina para estimar la pro-
duccién de B-CD (Rajput et al. (2016)). De esta investigacion se concluy6 que el almidén que mds
producia B-CD era el que provenia del sagt (Tabla 6).

La temperatura y concentracion de sustrato y enzima son las variables que determinan la

eficiencia de produccion de CDs, por eso los investigadores han enfocado en hacer mas 6ptimo este
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Tabla 6
Produccion de B-CD a partir de diferentes crudos de almidon

Fuente de almidon Produccion de 3-CD (mg/L)

1h 2h
Papa 4,19 8,43
Maiz 3,73 7,89
Sagu 4,22 8,91

proceso. Zhekova et al. (2006) realiz6 la variacion de pardmetros al usar como sustrato el almidon
de maiz nativo y el almidon de papa soluble. Las soluciones de sustrato se prepararon en buffer
de fosfato de pH 7,0. Luego se disolvieron en bafio de vapor de agua. Las soluciones resultantes
se enfriaron hasta alcanzar los 45°C y le adicionaron la enzima CGTasa (2,0 U/g), esta reaccién
se realiz6 en Erlenmeyer de 100 mL con un agitador reciproco durante 20 h. Ademads, se inactivd
la CGTasa al someterla a bafilo Marfa durante 10 minutos. El autor considera que las condiciones
Optimas para producir CDs son: concentracion de almidon de 50 mg/mL y la enzima 2,0 U/g. Ade-
mads, concluye que la produccién de esta molécula no depende sélo de las condiciones de reaccidn,
sino también se debe evaluar la inhibicion del producto y la capacidad de la enzima de transformar

diferentes tipos de CDs entre si.

En el 2014, basdndose en las primeras investigaciones, Blanco y sus asociados estudiaron
la produccién de CDs a partir del aislamiento de Bacillus Lehensis del almidén de yuca (Blanco
et al. (2014)). El proceso se basé en precipitar la enzima usando 80 % de sulfato de amonio y sus-
pendiendo la mezcla en 40 mL de solucion buffer de tris-HCI (5 mM, pH 8,0). Para producir CDs

iniciaron tomando 5 mL de la solucién de enzima purificada (0,035 mg/mL) en 5 mL de 1 %(p/v)
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de almidon de yuca, dicha solucién se preparé en solucion bufer tris-HCl y seguidamente se realizo
la incubacién a 55°C y pH 8,0. Luego las muestras se retiraron e inactivaron a 100°C durante 0,
22,35y 42 h . Finalmente centrifugaron la solucion resultante a 8800 g por 10 min y analizaron
el sobrenadante por la técnica de HPLC. Aunque este estudié no se enfoco en la cuantificacion de
las CDs resultantes sino en la actividad enzimdtica y condiciones de la enzima, los investigadores

lograron obtener a, B y y-CD de 0,32-6,33-1,12 (g/L) respectivamente.

Sin embargo, el almidén de papa y de maiz no son los unicos sustratos utilizados para pro-
ducir CDs. El almid6n de amaranto, proveniente del grano Amaranthus cruentus, también tiene la
capacidad de producir CDs. El proceso consiste en suspender el almidén en 50 mL de solucién
buffer de citrato 0,02 M, para que la concentracion total del almidén sea 70 g/L. La suspension
obtenida se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Luego se enfria a 49°C y se adi-
ciona 1 mL de solucién de CGTasa. Finalmente se incuba la mezcla con 0,05 mL de tolueno a
49°C por 24 h. Utilizando este método, el autor concluye que el amaranto es un excelente sustrato
para producir CDs, es muy susceptible a las amilasas y tiene gran contenido de amilopectina, los
resultados finales demostraron la produccion de 6,46 g/ de @-CD, 6,13 g/L de B-CD y 2,98 g/L

de y-CD (Urban et al. (2012)).
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4. Diseiio metodolégico

Variabilidad de las condiciones para la preparacion de ciclodextrinas

4.0.1. Produccion de ciclodextrinas a partir de almidon de yuca. Inicialmente se
realizé la produccién de ciclodextrinas partiendo de una solucién de almidén 0,01 g/mL preparado
en solucion buffer Tris-HCI 0,05 M y pH 8,0, como lo sugiere Blanco et al. (2014). Adicional-
mente, se prepard una solucion de enzima ciclodextrin glucosiltransferasa (CGTasa) 27,72 U/g,
también en buffer Tris-HCI. De cada solucién se tom6 5,0 mL y se mezcl6 en un tubo de ensayo
junto a 1,0 mL de CaCl, 50 mM. La solucién resultante fue incubada a 55°C durante 2 horas.
Luego se dejé la solucioén en bano marfa a 100°C durante 10 minutos y en bafio de hielo por 5

minutos.

Posteriormente la solucién fue filtrada a 0,45 um y se corrobor6 la conversién del almi-
don a ciclodextrinas por espectrometria de masas MS-MALDI-TOF utilizando como matriz 4cido
2,5-dihidroxibenzoico (DHB) en relacién 1:1 %v/v. Para la cuantificacién de B-CD presente en la
solucion se utiliz6 el método colorimétrico propuesto por Makela et al. (1988). Se prepar6 una so-
lucién de fenolftaleina 3,0 mM en Na,CO3z 600 mM, la cual sirvié como compuesto complejante
de la B-CD presente en la solucién formando un color rosado. Para calcular la concentracién de -
CD se realiz6 una curva de calibracién en un rango de concentracion de 0,843 - 1,884 mg/mL. Por
cada 10 mL de solucién de ciclodextrinas se le adicioné 700 puL de fenolftaleina y su absorbancia

fue medida a A=553 nm en el espectrofotémetro de UV Vis Thermo Scientific GENESYS 10S.
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Teniendo el método de cuantificacion de B-CD por espectroscopia UV-Vis, se procedié a

estudiar la produccion de B-CD a diferentes pH (Tabla 7).

Tabla 7
Variabilidad de pH en la produccion de CDs a partir de almidon de yuca

Buffer pH

Glicina HC1 3,0

Acetato de sodio 4,0

Fosfato 6,0

Tris-HC1 8,0

Glicina NaOH 10,0

Ademads se midi6 la concentracion de 3-CD segtn el tiempo de reaccion. Para ello, se pre-
paré 50 mL de solucién de almidon 0,01 g/mL y se mezcld con 50 mL de CGTasa (27,72 U/g),
preparados ambos en buffer Tris-HCI. Ademads, se adicioné 17 mL de CaCl, 50 mM. La solucién
fue incubada a 55°C y se tomaron alicuotas de 5,0 mL cada 30 minutos durante 3 horas. Cada
alicuota se transfirié a tubos de ensayos, los cuales se calentaron a 100 °C en bafio maria durante
10 minutos con el fin de inactivar la enzima y luego se llevé a bafio de hielo durante 5 minutos. Se

adicion6 400 uL de fenolftaleina a cada tubo de ensayo y se midi6 la absorbancia a 553 nm.
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Posteriormente, se elaboré un disefio experimental 22, tomando como variables dependien-
tes la concentracion de sustrato (almidén) y enzima (CGTasa), siendo la variable de respuesta la

concentracion de B-CD. Las condiciones del disefio experimental estdn descritas en la Tabla 8.

Tabla 8
Condiciones generales del diseiio experimental descrito para la produccion de CDs a partir de
almidon de yuca

Concentracion de sustrato 0,005 - 0,045 g/mL
Concentracion de enzima 27,72 - 138,6 U/g
Buffer Tris HCI 0,05 M; pH 8,0
Tiempo de reaccion 120 min
Temperatura de incubacién 55°C

4.0.2. Produccion de ciclodextrinas a partir de mucilago de cacao. La produc-
cién de CDs se realizé siguiendo la metodologia utilizada a partir de almidén de yuca. Se prepar6
una solucién 1,0 g/mL de mucilago en agua y CGTasa de 5000 U/g. En un tubo de ensayo se
mezcld 5,0 mL de cada solucion y 1,0 mL de CaCl, 50 mM. Luego se incubd la solucioén durante
120 min a 55°C, se calent6 a 100 °C en bafo maria durante 10 minutos y en bafio de hielo por
5 minutos. Se corrobor6 la presencia de CDs en la soluciéon por MS-MALDI-TOF utilizando la

misma matriz que el ensayo realizado para almidén.

Después de corroborar la presencia de ciclodextrinas en la solucidn, se procedio a realizar
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la extraccion liquida de las CDs con el fin de que el resto de analitos presentes no intervinieran
en la formacion del complejo con fenolftaleina. Para ello se afiadi6 etanol (agente precipitante de
CDs) en igual proporcién al volumen final de la solucién. Luego se centrifugé la solucién a 4°C
y 7000 rpm durante 30 minutos, se eliminé el sobrenadante, se adicioné 1,0 mL de agua Tipo I
al precipitado y se dejo en ultrasonido durante 1,0 h. Al solubilizar las CDs resultantes, se filtré
a 0,45 um y se adicion6é 60 uL de fenolftaleina. La 3-CD tiene la capacidad de acomplejar la
fenolftaleina. La absorbancia se midié a 553 nm, siendo las soluciones menos coloreadas las de

mayor concentracién de 3-CD.

Tabla 9
Condiciones generales del diseiio experimental descrito para la produccion de CDs a partir de
mucilago de cacao

Concentracion de sustrato 0,5-1,0 g/mL
Concentracion de enzima 1000 - 5000 U/g
Buffer Fosfato 0,05 M; pH 6,0
Tiempo de reaccion 1 hora
Temperatura de incubacion 55°C

Luego se midi6 la concentracién de 3-CD variando el pH de la solucién (Tabla 7). Ademds,
se estudié la variacion de concentracion de B-CD en diferente tiempo de reaccién. Esto se realiz6
tomando alicuotas de 5,0 mL cada 30 minutos durante 3,0 h, partiendo de la mezcla de 50 mL de
lixiviado de mucilago de cacao 1,0 g/mL, 50 mL de CGTasa 5000 U/g en buffer fosfato 0,05 M pH
6,0 y 10 mL de CaCl, 50 mM. A cada alicuota se le realiz6 el mismo proceso de inactivacion de

enzima de los ensayos con almidén. Teniendo las condiciones iniciales establecidas, se procedi6 a
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realizar un disefio experimental 22, realizando cada medida por triplicado, siguiendo el rango de
concentracion de la Tabla 9.

4.0.3. Estudio de la ciclodextrin glucosiltransferasa (CGTasa).

4.0.3.1. Determinacion de proteina. Se realizé por el método de Biuret (Gornall
et al. (1949)). Se disolvié 0,0712 g de CuSO4-5H,0 y 0,3011 g de sal de Rochelle en 25 mL de
agua. Posteriormente, se adiciond 15 mL de NaOH 10 % p/v y se afor¢ la solucion a 50 mL. Para
inhibir la reduccién del cobre, se adicioné ademds 0,0507 g de KI, siendo la solucién resultante
azul claro. Luego se realizé una curva estandar de proteina con albimina sérica (BSA) en un rango

de concentracién 0,0 - 5,0 mg/mL como muestra en la Tabla 10:

Tabla 10
Curva de calibracion BSA

N° Patron uL BSA (+0,1 uL) uL H0O (£0,1 uL) Concentracion ( pg/uL)

Blanco 0,0 2000 0,0
1 200 1800 1,0
2 400 1600 2,0
3 600 1400 3,0
4 800 1200 4,0
5 1000 1000 5,0

De cada patrén se tom6 500uL, se mezcl6 con 750uL del reactivo de Biuret y se midio la
absorbancia a 540 nm. Luego se procedié a determinar la cantidad de proteina de la CGTasa ad-
quirida comercialmente al mezclar 500 L de enzima y 750 uL del reactivo de Biuret, calentando
durante 5 minutos la solucién a 37°C. Posteriormente se tomé una alicuota de 500 uL y se mezcl6

con 500 uL de agua Tipo I. De igual forma se midi6 la absorbancia a 540 nm.
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4.0.3.2. Cinética enzimdtica. La cinética de la enzima CGTasa se estudié mediante

el método propuesto por Michaelis-Menten. Para ello se evalu6 el comportamiento de la velocidad
de reaccién a medida que aumentaba la concentracion del sustrato, tomando como constante la
concentracion de enzima. El rango de concentracion de sustrato para el ensayo con almidén fue
de 0,3 - 1,8 % p/v y para mucilago de cacao fue de 0,2 - 1,0 g/mL. Los ensayos se realizaron bajo
las mismas condiciones en que se realizo el disefio experimental. Finalmente se graficé la curva de
Michaelis-Menten y Lineweaver-Burk, calculando a partir de éstas la velocidad méaxima (V,,,qx) y
la constante de Michaelis (K,;,).
4.1. Caracterizacion de ciclodextrinas por resonancia magnética nuclear (RMN)

Se realiz6 RMN a los estandares de «, B y 7-CD. Se analizaron los nicleos 'H y '3C a 400
mHz y las muestras fueron preparadas en D,O.
Cuantificacion de ciclodextrinas por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

Las condiciones utilizadas en el equipo de HPLC para elaborar el método cromatogréafico

de azucares son las siguientes:

Tabla 11
Condiciones ensayos realizados por HPLC para método de aziicares

Columna Vertex Plus Saule 250 x 4,6 m Eurospher II 100-5 NH;
Fase movil ACN:H,0 75:25

Volumen de inyeccion 10 uL.

Flujo 1,0 mL/min

Estandares Fructosa, glucosa y sacarosa

Rango de concentracion 0,2 - 5,0 mg/mL

Detector Indice de refraccion Knauer Azura RID 2.1 L
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Las condiciones cromatogréficas utilizadas para medir los estdndares de CDs y la solucién

final de mucilago de cacao con CDs estin descritas en la Tabla 12.

Tabla 12
Condiciones ensayos realizados por HPLC para método de CDs.

Columna Vertex Plus Saule 250 x 4,6 m Eurospher II 100-5 NH;
Fase movil ACN:H,0 60:40

Volumen de inyeccién 50 uL.

Flujo 1,2 mL/min

Estandares a-CD, B-CD, y-CD

Rango de concentracion 0,02 - 2,0 mg/mL

Detector Indice de refraccién Knauer Azura RID 2.1 L

Toda muestra fue filtrada a 0,45 um antes de ser inyectada al equipo de HPLC.
Caracterizacion de ciclodextrinas por espectrometria de masas
4.1.1. Espectrometria de masas. Para determinar las masas de las CDs obtenidas
se utilizd la técnica analitica de espectrometria de masas ESI-IT (Electrospray ionization) con las
condiciones descritas en la Tabla 13. Ademas se utilizé6 MALDI-TOF-MS (matrix assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry), mezclando 1,0 uL de analito y 1,0 uL de

acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB) (10 mg/mL) como matriz.
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Tabla 13

Condiciones utilizadas en espectrometria de masas ESI-IT

ESI-IT
Polaridad del ion Positivo
Scan 700 - 2000 m/z

Energia del capilar 5000 V
Presion del gas 12 bar
Flujo gas de secado 5 L/min
Temperatura de gas  300°C
Inyeccién 5 uL/min
ICC Target 200000
Tiempo scan 200 ms

47
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5. Resultados y analisis
5.1. Almidén de yuca
Segin lo consultado en la literatura, la B-CD es la ciclodextrina que se produce con mayor
concentracion en solucién, partiendo de almidén como sustrato. Teniendo en cuenta lo anterior se
eligio la cuantificacion de B-CD por el método colorimétrico propuesto por Makela et al. (1988),

construyendo asfi la siguiente curva de calibracion:

[ ]
0.45
y=-0,23901x+0,6521
12=0,9923
0.40 -
©
S 0.35
c
©
2
o
[%2]
Qo
< 0.30 1
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Concentracion 3-CD [g/L]

Figura 4. Curva de calibracién de B-CD acomplejada con fenolftaleina.

y=—0,2390x+0,6521 (1)
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Para calcular la concentracién de 3-CD (x) se reemplazé la absorbancia medida (y) por UV-Vis a

553 nm en la Ecuacion 1.

Las condiciones experimentales para producir -CD en mayor proporcién se estudiaron
variando el pH y tiempo de reaccion. Se evalué la concentracion 3-CD en un rango de pH de 3,0
a 10,0 y se demostr6 que el pH 6ptimo para producir mayor concentracién de B-CD es 8,0 con

buffer Tris-HCI (Figura 5) durante 120 min de reaccién (Figura 6) :

Tabla 14
Concentracion B-CD a partir de almidon de yuca variando el pH.

Buffer pH Concentracién 3-CD (mg/mL)
Glicina HC1 3.0 0,3783
Acetato de sodio 4,0 0,2069
Fosfato 6.0 1,114
Tris-HCI 8,0 2,301

Glicina NaOH 10,0 0,2454
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Figura 5. Concentracion -CD (mg/mL) a partir de almidén de yuca versus pH de solucion.

Tabla 15
Concentracion de B-CD a partir de almidon de yuca segiin el tiempo de reaccion.

Tiempo (min) Absorbancia a 553 nm Concentracion $-CD (mg/mL)

30 0,554 0,396
60 0,259 1,58
90 0,214 1,76
120 0,173 1,93
150 0,163 1,97

180 0,141 2,06
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Figura 6. Concentracién -CD (mg/mL) partiendo de almidén de yuca versus el tiempo de
reaccion.

De la Figura 6 se puede observar que a medida que aumenta el tiempo de interaccion entre
el sustrato y la enzima, se producird mayor concentraciéon de -CD. Después de 120 minutos, la
concentracion de B-CD se mantiene casi constante. En este punto, el tiempo de reaccion es su-
ficiente para obtener un optimo valor de concentracién de B-CD, sin necesidad de utilizar mas

tiempo y energia en la reaccion.

Posteriormente se realizo el disefio experimental 22 variando la concentracién de sustrato
y enzima. Todos los ensayos se realizaron en buffer Tris-HCI pH 8,0 y el tiempo de reaccién fue
de 120 min. La concentracion de 3-CD se estim6 como variable de respuesta del disefio y los re-

sultados obtenidos estdn reportados en la Tabla 16.
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Tabla 16
Resultados diserio experimental aplicado a concentracion de B-CD a partir de almidén de yuca.

Concentracion sustrato (g/mL)

Concentracion enzima (U/g) 0,005 0,025 0,045
1,866 2,155 1,632

27,72 2,004 2,130 1,749

1,912 2,167 1,724

1,945 2,464 2,193

83,18 1,966 2,188 1,874

2,029 2,151 2,121

1,862 2,414 2,101

138,6 1,871 2,461 1,925

2,046 2,477 2,054

El diseno experimental se analizé6 mediante el programa estadistico Statgraphics 18. El
andlisis dio como resultado el diagrama de Pareto de la Figura 7, estimando asi la significancia
estadistica de los efectos. La grafica de Pareto representa el impacto de las variables dependientes
respecto a la variable de respuesta. El andlisis se basa en que todo grifico que supere la linea
vertical de error estdndar serd significativo estadisticamente a un nivel de confianza de 95 %. En
consecuencia, tanto la concentracion de sustrato (A) como de enzima (B) son significativos, siendo
A la variable mds significativa. Ademads, al evaluar la interaccién entre las variables independientes
respecto a la variable de respuesta se observo que las lineas no son paralelas, lo que significa que

la concentracion de B-CD y almidén dependen del valor de concentracion de CGTasa.
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A: Concentracién almidén

B:Concentracién CGTasa

Figura 7. Diagrama de Pareto estandarizado para concentracion de B-CD a partir de almidén.
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Figura 8. Gréfica de interaccion media de 3-CD versus concentracién de almidén de yuca a

diferentes concentraciones de CGTasa.

Teniendo en cuenta los valores obtenidos en la Tabla 16 se puede estimar que para obtener
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el valor maximo de concentracién de B-CD es necesario partir de una solucion de almidon de yuca
de 2,5% p/v y CGTasa 5,0 mg/mL. Estos valores son muy cercanos a los recomendados por Stat-
graphics, el cual calcul6 la éptima respuesta de concentracion de 3-CD 2,453 mg/mL partiendo

de una solucién de almidén 2,616 % p/v y CGTasa 4,177 mg/mL.

5.2. Mucilago de cacao

Al igual que los célculos aplicados a los resultados de B-CD a partir de almidén de yuca,
se utiliz6 la Ecuacion 1 para determinar la concentracion de 3-CD utilizando el mucilago de cacao
como sustrato. El rango de pH y tiempo de reaccion estudiado fue el mismo que el utilizado en las

soluciones de almidén.

Tabla 17
Concentracion B-CD a partir de mucilago de cacao variando el pH.
Buffer pH Concentracion f-CD (mg/mL)
Glicina HCI1 3.0 0,5674
Acetato de sodio 4,0 0,4315
Fosfato 6,0 1,981
Tris-HCI 8,0 0,6362

Glicina NaOH 10,0 1,079
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Figura 9. Concentracién de B-CD (mg/mL) a partir de mucilago de cacao versus el pH de
solucion.

La Figura 9 representa el cambio de la concentracién de 3-CD producida a partir de muci-
lago de cacao 1,0 g/mL y CGTasa 5000 U/g respecto al pH de solucién. Los ensayos se realizaron
en el rango de concentracion descrito en la Tabla 17. El buffer de fosfato a pH 6,0 indicé ser el
mejor medio para obtener mayor concentracién de 3-CD. La Figura 10 representa el cambio de la
concentracion de 3-CD producida a partir de mucilago de cacao en solucién a diferentes tiempos
de reaccion. En el grafico se muestra que el mejor tiempo de reaccién es 60 min, ya que produce
la mayor concentracion de CD y se observa la disminucion de la f-CD a medida que el sustrato

interactiia por mds tiempo con la enzima.
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Figura 10. Concentracion 3-CD partiendo de mucilago de cacao versus el tiempo de reaccion.

Teniendo el tiempo de reaccién y pH adecuado para producir $-CD a partir de mucilago,
se procedi6 a realizar un disefio experimental 22. Las variables independientes del disefio fueron
la concentracién de mucilago (sustrato) y CGTasa (enzima) y la variable de respuesta la concen-
tracion de B-CD. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 18.

El analisis del disefio experimental del mucilago se realiz6 de igual manera que el descrito
anteriormente para el almid6n de yuca. El diagrama de Pareto estandarizado (Figura 11) demostré
que sélo la concentracion de sustrato es significativa en la produccion de 3-CD, partiendo de mu-
cilago de cacao como sustrato. Ademds, al evaluar la interaccion entre las variables dependientes y
la media de la variable de respuesta (Figura 12) se puede observar que las lineas no son paralelas,
esto indica que la concentracion de 3-CD depende de la concentracién de mucilago. Finalmente
se analizé las concentraciones Optimas para producir mayor concentracién de 3-CD, estimando

que 1,0 g/mL de mucilago en solucién y 3000 U/g de concentracién de CGTasa produce 0,6301
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Tabla 18
Resultados diserio experimental aplicado a concentracion de B-CD a partir de mucilago de cacao

Concentracion sustrato (g/mL)

Concentracion enzima (U/g) 0,50 0,75 1,0
0,4517 0,5320 0,5041
1000 0,4680 0,5366 0,5134

0,4784 0,5343 0,5215
0,4784 0,4691 0,6472
3000 0,4877 0,4563 0,6030
0,4854 10,4563 0,6402
0,6169 0,6519 0,5541
5000 0,6181 0,6740 0,5553
0,5867 0,6821 0,5634

mg/mL de 3-CD. Estos valores determinados experimentalmente demostraron ser muy cercanos
a los valores calculados por el programa Statgraphics 18, en el cual se optimiz6 la respuesta para

producir 0,6192 mg/mL de 3-CD, partiendo de 1,0 g/mL de mucilago y 2981,1 U/g de CGTasa.

A: Concentracién mucilago

R -

Figura 11. Diagrama de Pareto estandarizado para concentracion de 3-CD a partir de mucilago de
cacao.
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- m - 3000 U/g ™
- m - 5000 U/g !

0.65 —

0.60 —

0.55 —

Media de concentracién de B-CD

0.50

0.45

0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
Concentracion de mucilago de cacao (g/mL)

Figura 12. Grafica de interaccion media de 3-CD versus concentracion de mucilago de cacao a
diferentes concentraciones de CGTasa.

5.3. Cinética enzimatica
5.3.1. Determinacion de proteina. La determinacion de proteina en la CGTasa se

realizé midiendo la absorbancia de la enzima a 540 nm e interpolando el resultado en la curva de

calibracién del patrén suero de albimina sérica bovina (BSA) de la Figura 13.
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0.5 —

y=1,001x+0,0249
r2=0,9898 -

0.4 —

0.3+
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0.2+

0.1 —

0.0 &
I I I I I I
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[BSA] (mg/mL)

Figura 13. Curva de calibracién albimina sérica (BSA).

De la curva de calibracion se obtuvo la siguiente ecuacion lineal:

y=1,001x+0,0249 2)

El método de Biuret se basa en la reaccién del enlace -CO-NH- de la cadena polipeptidica
con sulfato de cobre en medio alcalino. Esta reaccién se observé por el cambio de coloracion de la
solucion de azul claro a purpura. La absorbancia obtenida fue de 0,458. Al interpolar en la curva
de calibracién y aplicar el factor de dilucién, se obtuvo una concentracién de proteina de 2163
ug/mL.

5.3.2. Michaelis-Menten.
5.3.2.1. Almidon de yuca. Con el fin de analizar la cinética enzimética de la CG-

Tasa, se evalu6 su comportamiento al aumentar la concentracién de sustrato [S], tanto en almidén
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de yuca como en mucilago de cacao. La Figura 14 muestra la tendencia de Michaelis-Menten al
graficar la velocidad inicial (mM/min) versus la concentracién de almidén (mM). De la grafica se
pudo observar que en el rango de 0,0 - 2,0 mM la velocidad inicial se comporta directamente pro-
porcional a la concentracion de sustrato y la reaccion es de primer orden. Sin embargo, a medida
que aumenta [S], la enzima (la cual es constante) se sobresatura de sustrato y la velocidad ya no

depende de éste. En dicho punto, la reaccion es de orden cero y la velocidad es maxima.

10x10°

Vo (mM/min)

T ’ T T T T
2 4 6 8 10x10°
[S] (mM)

o —0

Figura 14. Cinética enzimatica de Michaelis-Menten del almidén de yuca

Para determinar la velocidad maxima (V,,,,) y la constante de Michaelis (K,,) se calculd

el inverso de los valores graficados en la Figura 14, obteniendo la tendencia de Lineweaver-Burk

(Figura 15).
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220 —

200 —

180 —
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160 —

140 —

120 —

T T T T T
100 200 300 . 400 500x10°
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Figura 15. Gréafico Lineweaver-Burk para el almidén de yuca.

La ecuacion lineal que representa la Figura 15 es la siguiente, con un coeficiente de detrmi-

nacién de 0,9960:

y=2,4126 x 10°x + 92,648 3)

1

e e )

K
Vmax [S ] Vmax

Al utilizar el doble reciproco de Lineweaver-Burk, se determiné el valor de K,, con el
reciproco negativo del intercepto x y el valor de V,,,, con el inverso del intercepto y. En base a la

ecuacion de Lineweaver-Burk (Ecuacion 4), se reemplazo6 los valores de la Ecuacién 3 obteniendo
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0,0107 mM/min de V4, y 2,604 % 10° mM de K,,..

5.3.2.2. Mucilago de cacao. El comportamiento de la enzima CGTasa al cambiar
de sustrato se estudi6 al medir la cinética enzimatica en el rango de concentracion de sustrato [S]
que aparece en la Figura 16. La reaccién de primer orden se puede observar en la concentracion
inicial, hasta 3000 mM. En este rango la velocidad inicial es directamente proporcional a la con-
centracion de sustrato. Sin embargo, a mayor [S], la tendencia de la gréfica deja de ser lineal y la

velocidad dejard de depender de la [S].

5.5x10°

5.0

4.5+

4.0 —

V, (mM/min)

3.5

3.0

25—

2000 3000 4000 5000 6000 7000
[S] (mM)

Figura 16. Cinética enzimdtica de Michaelis-Menten del mucilago de cacao.
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250 —

200 — 6
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Figura 17. Gréafico Lineweaver-Burk para el mucilago de cacao

De igual forma se calcul6 el inverso de [S] y V,, obteniendo la Figura 17 y la siguiente

ecuacion lineal, con un coeficiente de determinacion de 0,9991:

y=4,3923 x 10°x+ 112,06 )

Al reemplazar los valores anteriores en la Ecuacion 4, se calculd V. y K,;;, dando como
resultado 8,923x10~3 mM/min y 3,919 103 mM, respectivamente. Comparando las constantes
de Michaelis obtenidas se puede estimar que la enzima al actuar en el mucilago se saturard en
un tiempo mayor que al actuar en el almidén. Esto sucede porque la enzima encuentra en el sitio

activo menos sustrato (maltodextrinas) para interaccionar cuando se encuentra con el mucilago.
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5.4. Caracterizacion de CDs por RMN

5.4.1. Resultados para nticleo 'H. Se enumer6 los protones de la unidad de glu-

copiranosa para la asignacion de las sefiales como se muestra en la Figura 18.

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

5.1 5.0 ppm 3.8 3.6 ppm

L w

T T

9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 ppm
8 Fhe
- ||

Figura 19. Espectro 'H-NMR de estdndar o-CD. Disolvente: D,O (400 mHz)
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Tabla 19

Asignacion de sefiales " H-NMR de a-CD.

0 (ppm) Integral

Asignacion

4,98 1 Protén en la posicion 1 en la unidad de glucopiranosa
3,90 1 Protén en la posicion 3 en la unidad de glucopiranosa
3,81 1 Prot6n en la posicion 5 en la unidad de glucopiranosa
3,78 3 Proton en la posicion 6 en la unidad de glucopiranosa
3,58 1 Prot6n en la posicion 2 en la unidad de glucopiranosa
3,51 1 Protén en la posicién 4 en la unidad de glucopiranosa
1
o o N T C I [rrTTTr I I T
5.05 5.00 4.95 ppm 3.9 3.8 3.7 3.6 ppm

U

65

A e

Figura 20. Espectro "H-NMR de estdndar 3-CD. Disolvente: D>O (400 mHz)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 ppm
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Tabla 20

66

Asignacion de sefiales '"H-NMR de B-CD.

0 (ppm) Integral

Asignacion

5,00

Prot6n en la posicion 1 en la unidad de glucopiranosa

3,89

Proton en la posicion 3 en la unidad de glucopiranosa

3,80

Prot6n en la posicion 5 en la unidad de glucopiranosa

3,78

Protén en la posicién 6 en la unidad de glucopiranosa

3,58

Protén en la posicién 2 en la unidad de glucopiranosa

3,51

el Rl B el el )

Protén en la posicién 4 en la unidad de glucopiranosa

ppm 3.9 3.8 3.7 3.6 ppm

I

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
90 85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 ppm

§ rhe

Figura 21. Espectro 'H-NMR de estdndar y-CD. Disolvente: D,O (400 mHz)

Las sefiales de -OH no se observaron en los espectros de '"H-NMR debido al intercambio
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Tabla 21
Asignacion de sefiales '"H-NMR de y-CD.

0 (ppm) Integral Asignacion
5,03 1 Protén en la posicion 1 en la unidad de glucopiranosa
3,86 1 Protén en la posicion 3 en la unidad de glucopiranosa
3,80 1 Protoén en la posicion 5 en la unidad de glucopiranosa
3,77 3 Proton en la posicion 6 en la unidad de glucopiranosa
3,59 1 Proton en la posicion 2 en la unidad de glucopiranosa
3,51 1 Protén en la posicién 4 en la unidad de glucopiranosa

que ocurre entre el hidrégeno y el deuterio:

CD—-OH+D>,O==CD—-0D+HDO

5.4.2. Resultados para niicleo 13C. Se enumerd los carbonos de la estructura de

glucopiranosa como indica la Figura 22.
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Figura 22. Estructura de la glucopiranosa enumerada con los repectivos niicleos de carbono
analizados.

71.97
71.64

——101.34
—81l.16
—60.38

_—73.25
U/t

5
1 4 3%
6
I I I I I
100 90 80 70 ppm
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Figura 23. Espectro >C-NMR de a-CD. Disolvente: D,O (400 mHz)
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Tabla 22

Asignacion de sefiales >C-NMR de o-CD

0 (ppm) Asignacion
101,34  Carbono en la posicién 1 de la unidad de glucopiranosa
81,16  Carbono en la posicion 4 de la unidad de glucopiranosa
73,25  Carbono en la posicién 3 de la unidad de glucopiranosa
71,97  Carbono en la posicién 5 de la unidad de glucopiranosa
71,64  Carbono en la posicién 2 de la unidad de glucopiranosa
60,38  Carbono en la posicion 6 de la unidad de glucopiranosa
| IV
4 5
1 32 6
I I I I I
100 90 80 70 ppm
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Figura 24. Espectro >C-NMR de 3-CD. Disolvente: D>O (400 mHz)
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Tabla 23
Asignacion de sefiales '3 C-NMR de B-CD

0 (ppm) Asignacion

101,80  Carbono en la posicion 1 de la unidad de glucopiranosa

81,07  Carbono en la posicién 4 de la unidad de glucopiranosa

73,02  Carbono en la posicion 3 de la unidad de glucopiranosa

72,01  Carbono en la posicion 5 de la unidad de glucopiranosa

71,75  Carbono en la posicion 2 de la unidad de glucopiranosa

60,23  Carbono en la posicion 6 de la unidad de glucopiranosa

——101.60

——80.38
72.88
72.26
71.71

——60.18

-
~

5
1 4 32
6
N I I I
100 90 80 70 Ppem
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Figura 25. Espectro 3C-NMR de 7-CD. Disolvente: DO (400 mHz)
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Tabla 24
Asignacion de sefiales '>C-NMR de y-CD

0 (ppm) Asignacion

101,60  Carbono en la posicion 1 de la unidad de glucopiranosa

80,32  Carbono en la posicion 4 de la unidad de glucopiranosa

72,88  Carbono en la posicién 3 de la unidad de glucopiranosa

72,26 Carbono en la posicién 5 de la unidad de glucopiranosa

71,71  Carbono en la posicién 2 de la unidad de glucopiranosa

60,18  Carbono en la posicién 6 de la unidad de glucopiranosa

Los carbonos fueron asignados segun la literatura (Schneider et al. (1998)). De esta manera
se utiliz6 Resonancia Magnética Nuclear de '"H-NMR y '3C-NMR para caracterizar los estdndares
de CDs mediante la asignacién de sefiales en los espectros. El mismo andlisis no se realizé para la
solucién de CDs en mucilago obtenida debido a que contenia baja concentracién de CDs. La técni-
ca de HPLC preparativo se utiliz6 con el fin de separar y purificar las CDs presentes en la solucion.
Sin embargo, de las fracciones de CD separadas y retoevaporadas no se obtuvo suficiente para el
andlisis de RMN. Ademads, se determind que los compuestos obtenidos ain contenian impurezas
debido a su coloracién amarillo claro y no blanca (propiedad del compuesto puro).

5.5. Caracterizacion de CDs por HPLC
5.5.1. Método para caracterizacion de azicares. Inicialmente se realiz6 el mé-
todo para determinar azuicares en la solucién de CDs en mucilago. Para ello se evalu6 la concen-

tracion de fructosa, glucosa y sacarosa en un rango de 0,2 - 5,0 mg/mL, obteniendo las siguientes
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curvas de calibracion:

35x10°

Altura de pico (nRIU)

y=6380,3x + 878,53
R’=0,0961

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Concentracion (mg/mL)

Figura 26. Curva de calibracion de fructosa.

Tabla 25
Desviacion estandar y porcentaje de desviacion relativa de la curva de la fructosa.

Concentracion (mg/mL) Desviacion estandar (s) Promedio de drea X %RSD

0,2 1781,9 18376,6 9,7
0,5 2485,1 42174 5,9
1,0 3101,7 83936,7 3,7
2,0 2856,7 167562,3 1,7

5,0 37827 440412,8 0,9
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Figura 27. Coeficiente de variacion para cada uno de los niveles de concentracion de fructosa.

Tabla 26
Determinacion de la repetibilidad del método para curva de fructosa.

Concentracion (mg/mL) %RSD r

0,2 13,1 36,7
0,5 134 375
1,0 550 154
2,0 490 13,7

5,0 2,10 5,90
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Figura 28. Curva de calibracion de glucosa.

Tabla 27
Desviacion estandar y porcentaje de desviacion relativa de la curva de glucosa.

Concentracion (mg/mL) Desviacion estandar (s) Promedio de 4rea X %RSD

0,2 15149 11601 13,1
0,5 3364,2 25071,9 13,4
1,0 2839,8 51687,5 5,50
2,0 4905,8 100389,5 4,90

5,0 5910,5 275496,3 2,01
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Figura 29. Coeficiente de variacion para cada uno de los niveles de concentracion de glucosa.

Tabla 28
Determinacion de la repetibilidad del método para curva de glucosa.

Concentracion (mg/mL) %RSD r

0,2 11,0 30,8
0,5 4,9 13,7
1,0 1,9 5,3
2,0 2,6 7,3

5,0 2,1 5.9
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Figura 30. Curva de calibracion de sacarosa.

Tabla 29

Desviacion estandar y porcentaje de desviacion relativa de la curva de sacarosa.

Concentracion (mg/mL) Desviacion estandar (s) Promedio de 4rea X %RSD

0,2 1840 16681,4 11,0
0,5 2237,5 45354,2 4,9
1,0 1676,5 86379,4 1,9
2,0 4557.,5 172790 2,6

5,0 9637,1 449300,7 2,1

76



PRODUCCION DE CICLODEXTRINAS A PARTIR DE ALMIDON DE YUCA Y
MUCILAGO DE CACAO 77
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10.0
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Figura 31. Coeficiente de variacion para cada uno de los niveles de concentracion de sacarosa.

Tabla 30
Determinacion de la repetibilidad del método para curva de sacarosa.

Concentracion (mg/mL) %RSD r

0,2 9,7 27,2
0,5 5,9 16,5
1,0 3,7 10,4
2,0 1,7 4,8
5,0 0,9 2,5

Cada patrén de fructosa, glucosa y sacarosa, en el rango de concentraciéon de 0,2 - 5,0
mg/mL fue inyectado 6 veces. La desviacion relativa calculada para las curvas de calibracion de
los azicares no superaban el 15 %, esto indica reproducibilidad media y una precision aceptable

del método.



PRODUCCION DE CICLODEXTRINAS A PARTIR DE ALMIDON DE YUCA Y
MUCILAGO DE CACAO 78

5.5.2. Método para caracterizacion de CDs. Inicialmente se realizé ensayos pre-
liminares de la separaciéon de CDs por HPLC. Los estandares se prepararon en ACN:H;O (60:40).
Los estandares se desarrollaron mejor a dicha concentracion en comparacion a los ensayos reali-

zados con ACN:H,0 50:50 y 70:30.

30000 —
— a-CD
— B-CD
— x-CD
25000 — —— Mezcla de CDs
20000 J\
]
T 15000 — 4/\\
C |
10000 — jl
5000 —
. )

I I I I I I I I
0 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo de retencion (min)

Figura 32. Cromatograma estandares de «, 3 y y-CD.

Posteriormente se realizo el calculo del factor de retencion, factor de selectividad, numero
de platos y resolucién (Tabla 31). Ademds se graficé las curvas de calibracion de cada CD y se

calcul6 la desviacién estdndar y desviacion relativa:
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Tabla 31
Cdlculos de los cromatogramas de estdndares de CDs para validacion del método.
Estandar tg (min) W, »2(min) N #z (min) a R,
o 8,345 0,2324 7143 2,696 2,095 1,26(a,pB) 3,14
B 9,385 0,2789 6889 2,696 2,648 1,65(a,y) 6,25
Y 12,041 0,3480 6632 2,698 3463 1,31 (B,y) 3,73
1.4x10°
1.2
1.0
8 0.8
<L
0.6 —
0.4 —
y=679730x + 16757
02 | 2
R =0,9961
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00

Concentracion (mg/mL)

Figura 33. Curva de calibracion de estandar o-CD.
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Tabla 32
Desviacion estdndar y porcentaje de desviacion relativa de la curva de o-CD.

Concentracion (mg/mL) Desviacion estandar (s) Promedio de 4rea X %RSD

0,04 619,66 26234 6,47
0,08 2990,20 51973 5,75
0,2 8210,14 126974 2,36
0,4 31450,77 254080 1,24
0,8 5395,06 464034 1,16
2,0 7198,55 1366168 0,53
1.4x10°
1.2
1.0 1
© 0.8 —
o
\< =
0.6 —
0.4 —
0.2 — y=653350x + 16278
i R=0,0965

0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00
Concentracién (mg/mL)

Figura 34. Curva de calibracion de estandares 3-CD.
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Tabla 33

Desviacion estdndar y porcentaje de desviacion relativa de la curva de B-CD.

Concentracion (mg/mL) Desviacion estandar (s) Promedio de 4rea X %RSD

0,04 2734,35 22417 12,20
0,08 5542.85 51803 10,70
0,2 7781,13 117597 6,62
0,4 6970,24 245804 2,84
0.8 10951,78 449017 2.44
2,0 6293,86 1311641 0,48
1.4x10° —
1.2
1.0 -
& 0.8
<
0.6 —
0.4 —
0.2 — y=689730x + 15302
R’=0,0952

0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00
Concentracién (mg/mL)

Figura 35. Curva de calibracién de estandares y-CD.

Ademads se grafico el drea de precision versus la concentracion de CDs:
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Tabla 34
Desviacion estandar y porcentaje de desviacion relativa de la curva de y-CD.

Concentracion (mg/mL) Desviacion estandar (s) Promedio de 4rea X %RSD

0,04 6179,22 22958 26,92
0,08 14255,73 61074 23,34
0,2 4577,88 135608 3,38
0,4 4383,42 259904 1,69
0,8 4971,22 465969 1,07
2,0 9309,63 1390093 0,67
8.0 —
6.0 —
o
&
S 4.0
2.0 -

0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00
Concentracion (mg/mL)

Figura 36. Coeficiente de variacion versus concentracion de o-CD.
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Figura 38. Coeficiente de variacion versus concentracion de y-CD.
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Los patrones de CDs en el rango de 0,04 - 2,0 mg/mL fueron inyectados 3 veces. La des-
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viacion relativa estandar calculada para valores de concentracion mayores a 0,4 mg/mL no super6

el 5%, lo que indica buena reproducibilidad y una precision aceptable del método.

Las CDs en solucién de mucilago se analizaron por HPLC bajo las mismas condiciones

cromatograficas utilizadas en los métodos para CDs.

2.5 1
—— CDs en mucilago de cacao
2.0 —
2
%1.5—
- B-CD
1.0
0.5
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
0 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo de retencién (min)

Figura 39. Cromatograma de la solucidn final de mucilago con CDs.

En el cromatograma de la Figura 39 se puede observar que los picos aparecen en un orden
tres veces menor que los picos de los cromatogramas realizados a los estandares de CDs y azuca-

res. Las concentraciones no fueron calculadas debido a que las sefiales se encontraban por debajo
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del limite de deteccién del método: Area 0,2 x10° - 1,4 x10° y rango de concentracién 0,04 - 2,0

mg/mL.

5.6. Caracterizacion de CDs por espectrometria de masas

5.6.1. MS-MALDI-TOF. Inicialmente se tom¢ el espectro de la mezcla de estin-
dares de a, B y y-CD (Figura 40). Se utilizé matriz DHB para todas las muestras. Posteriormente,
se estudio el espectro de masas del almidon sin tratar (Figura 41) y el almidén convertido en CDs
(Figura 42). En los espectros se puede observar que las primeras sefiales con mayor abundancia
corresponden a a-CD (m/z= 995,74), B-CD (m/z= 1157,59) y v-CD (m/z=1319,46), todas corres-
ponden al ion molecular con aducto de sodio [Na] ™. Las siguientes sefiales corresponden a las CDs
consecutivas 6-CD, €-CD, {-CD, etc., aumentando asi sucesivamente una unidad de glucopirano-

sa por CD.

Posteriormente se realiz6 el estudio del mucilago antes y después de realizar la conversién
a CDs, Figura 43 y 44 respectivamente. De los espectros se puede observar la conversion de los

oligosacdridos iniciales del mucilago a 8 y y-CD.
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Figura 41. Espectro de masas MALDI-TOF de almidén de yuca.
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Figura 44. Espectro de masas MALDI-TOF de CDs a partir de mucilago de cacao.

5.6.2. MS-ESI-IT. Los estandares, sustratos y CDs obtenidas también fueron ana-
lizados por espectrometria de masas ESI-IT. La Figura 45 muestra el espectro en modo positivo
de a-CD con m/z= 995,38 que corresponde al ion molecular con aducto de sodio [M+Na™]. Este

aducto también estd presente en los espectros de los estandares de 3-CD y y-CD, Figura 46 y 47

respectivamente.
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Figura 46. Espectro de masas ESI-IT estdndar de 3-CD.
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Figura 47. Espectro de masas ESI-IT estandar de y-CD.

La Figura 48 muestra el espectro de masas del almidén antes de ser tratado. La Figura 49
muestra el resultado de la solucion de CDs a partir de almidon. En el espectro estidn sefalados
los picos con mayor abundancia que corresponden a & y B-CD con aducto de sodio y acomple-

jada con Tris-HCI, respectivamente. De esta manera se comprobo la conversion del almidén a CDs.

La Figura 50 muestra el espectro de masas del mucilago de cacao. Este sustrato estd com-
puesto principalmente por azucares simples como fructosa, glucosa y sacarosa. Ademads contiene
oligosacdridos con estructura similar a la del almidén que permiti6é la conversién de mucilago
a CDs. La Figura 51 muestra (con poca abundancia) la &-CD como resultado de la conversion

enzimatica del mucilago a CDs en solucion.
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La caracterizacion por espectrometria de masas permiti6 identificar las CDs como producto
final en la conversion enzimatica del almidén y el mucilago de cacao. Sin embargo, en los espectros
se puede observar que los sustratos y las CDs obtenidas de éstos presentan sefiales con mayor
abundancia utilizando MS-MALDI-TOF.

6. Conclusiones
El mucilago de cacao puede ser utilizado como sustrato para la obtencion de CDs ya que es una
fuente rica en oligosacaridos compuestos por unidades de glucosa unidos mediante enlaces a-1,4
que probablemente se encuentren en el exudado en forma de maltodextrinas. Sin embargo, su bajo
rendimiento no lo convierte en un producto comercial viable comparado con las CDs obtenidas a
partir de almidén. La concentracion de sustrato demostré ser el factor principal para la producciéon
de CDs. Con base en los resultados del disefio experimental se demostr6 que el buffer de Tris-HCI
a pH 8,0 y 120 min de reaccién entre solucién de almidén de yuca a 2,5% p/v y 5,0 mg/mL de
CGTasa son las mejores condiciones para producir CDs a partir de almidén. En cambio el mucila-
go de cacao demostré la 6ptima produccion de CDs a partir de mucilago 1,0 g/mL, CGTasa 2981,1

U/g, 60 min de reaccién y buffer de fosfato pH 6,0.

Las ciclodextrinas (¢, B y ) y los azicares (fructosa, glucosa y sacarosa) fueron caracte-
rizados mediante la técnica analitica HPLC. Sin embargo, la solucién final de CDs en mucilago
no se caracteriz6 por cromatografia ya que no se encontraba en el rango del limite de deteccion
de los métodos realizados. Los ensayos realizados por RMN permitieron la caracterizacién de los

estandares de CDs por 'H-NRM y '3C-NRM. Las CDs obtenidas se observaron por espectrometria
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de masas ESI-IT y MALDI-TOF, comparando los sustratos antes y después de ser tratados con la

enzima CGTasa.
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