UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
- FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

OBIENCION DE GLUCOSA CRISTALIZADA MEDIANTE LA RIDROLISIS
ENZINAYICA DEL ALMIDOW DE YUCA PARA US0S INDUSTRIALES Y
FARMACEUTICOS.

QUIMYCO BIOLOGO

¥y

Guatemala marzo de 1994

| PROPIEDAD BE LA UNIVERSIDAD D5 SAN Lhstis 5 0t 1A o |
{ ...Biblioteco Cenrect




4
7 .‘rf
-

=

e

DECANA
SECRETARIYO
VOCAL I
VOCAL 11
VOCAL II1
VOCAL IV

VOCAL V

JUNTA PIRECTIVA DE LA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

Licda, Clemencia del Pilar Galvez ie Avila
Lic. Jomse Francirco Monterroso Salinas

Lic. Jorgm Rodolfo Perez Folgar

Licda., Thelma FEsperanza Alvarado de Gallardo
Lic. Miguel Orlando Garza Sagastume

Br. Jorge lLuig Galinde Arévalo

Br, Edgar Antonio Garcia del Pozo




i

D10S

MIS PADRES

MIS HERMAROS

HYI ESPOSO

MI HIJO

MI FAMILIA

ACT® QUE DEDICO

Fuente inagotable de sabiduria, rogandole
siga guiandoe wmi vida.

Belizario Lam Monzdén y Zoila Lépez de Lam
por las ensefianzas apoyc y amor que me han
dado durante toda wmi vida, y a quienes debo
egte triunfo,

Danilo, Darquis, German, Julio, Febe, Moises
¥ Rebeca; por el carifio y egtimulo que me han
brindado.

Orly Leiva Lawm, por la paciencia apoyo y amor
que me ha brindado &n todo mowento.

Orly Lejiva Law Jr., por ser la alegria
diaria en mi vida.

A todos con mucho carifo




*

DEDICO RSTA TESIS

DIOS

MIS PADRES

MI ESPOSO E HIJO

HI PATRIA GUATEMALA

LA UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATENALA

LA FACULTAD DFE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

TODOS MIS AMIGOS

MIS COMPANEROS Y AMIGOS DF PROMOCIONR, ESPECIALMENTE A:
Silvia Chuy, Miriam Rivera, Patricia Torres, Ingrid
Tabharini, Irwa Juarez y Norma Castillo.




AGRADECINIENTO

Agradezco a Dios, 8 wis padres, a wi esposo y a todas las
personas que we brindaron su colaboracidén para la realizacién
de este trabajo, especialwmente:

L.Licda, Tamara Velasnquez
Lic. Rafl Paniagua

Lic. Jorge Luis de Lebn
Licda. Diana Freire de Nave
Lic. Higuel Angel Herrera
Lic. Luis Fernando Girén
Br. Gliovany Escot Lam

Sr. Crrlos Pineda

Sr. German Lbépez

Hi reconocimiento a la Direcciédn General de Investigacién
(DIGI), por el financiamiento otorgado en favor de la
realizacidén de este trabajo.

Y un agradecimiento muy especial, al Dr. José Héctor Aguwilar,
por su valiosa asesoria y sincera amistad brindada en el
desarrollo de este trabajo.




™

iL.

11

Iv.

VL

VIL

VIIL

Xi.

XIL

XI1L.

Xiv.

INDICE

Resumen oo, e i e a et et arnaaaes 1
T OAUCCION ottt 2
ANBECRABIEES i e 3
JUSEHEICACION oot 13
ODetivos . 14
B HPOTesis o 15
Materiales y Métodos o 16
Aspectos Econdmicos ... 22
Restltadios (oo e 23
Priscusion de Resulbados o e 24
CORCIUSIONES ..ot e e e 26
Recomenclaciones oot 27
FRCECTRIICIAB 1ot et e e 28
ANEX0S e e TSP 31




I. RESUMEN

El presente trahajo tuvo como ohjefivo ka obtencidn, mediante la hidrdlisis enzimdtica del almidon de
yuca de una glucosa cristatizada que cumplicra con las especificaciones de la Farmacopea Americana (USP)
y 1a Farmacopea Internacional, para usa industrial y farmacéutico. Se utitizé et almiddn de yuca, ya que en
Guatemala esta rafz s6lo se utiliza como alimento o para preparar yuquilla, por lo gque su empleo para la
obtencian de glucosa cristatizada podria tracr heneficios econbmicos a 1as personas (uie se dedican a su
cultivo, el cual constiluye a principal fuente de ingresos existiendo incluso la posibilidad de que este producto
se pueda preparar en las localidades donde se cultiva.

El trahajo consistid en la obtencién del jarabe de glucosa, mediante 1a hidrélisis del almiddn de yuca
conlaenzima amiloglucosidasa . Este jarsbe se puriticd y concentrd. Fl jarabe concentrado se dejo eristalizar
y los eristales oblenidos fueron caracterizados, Fste procedimiento se reatizo en daplicado, para asegurar La
veracidad de Jos resultados,

Los resultados obtenidos muestran ue a glucosa cristalizada es monohidratada, y ademis que cumple
con los requerimientos de ta USP XX v In Farmacopea Internacional para 1a manufactura de producios
industriales y farmacéuticos. Por o tanto, 1a glucosa obtenida puede substitair a la comercial de origen
importado,

Las condiciones para obtener ba cristalizacion fucron: concentracion a 40°C del jarabe obtenido por
hidrdlesis enzimatica, hasta levar su concentracion a 84° Brix, dejando posteriormente gue cristalizari
espontancamente a temperatura ambiente, duranie dos dias aproximadamente.




H. INTRODUCCION

Existe uninterés cada vez mayor por Ly Gthricacion de jarabe de glucosa y dextrosa (glucosa cristadizada)
a partir de rafeces amiliceas o granos ea ver del almiddn separado, con et fin de ahorrar capital invetido en
la produccion y purificacion de almidon a partir de dichas materias primas (1).

La ohtencidn de dextrinas, jarabe de glucosa, fructosa y maltosa a partir de 1a hidrdlisis del ahmidon,
1acual se hacfa hasta hace unos pocos afios con dcido clorhfdrico, fue totalmente fransformadacon la aparicicn
del sistema miltiple enzimdtico. Este sistema no solo permite efectuar una produccion mis controlada y
variada de tales productos sino ¢ue tamhién eliminar ¢l uso de dcido, 1o gue reduce notablemente los costos

(1)

El presente trabajo pretendic prodocir glucosa eristalizady, mediante 1a hidrdlisis enzimitica del
almiddn de yuca, que cumpliera con las especificaciones de {a Farmacopea Americana y Ia Farmacopea
Internactonal, para ser usada en I manutactura de productos farmacéuticos e industriales.

Seutiliza ] aimiddon de yuca y no cbde otra raiz amilicea, porgue en Guatemata la yuea solo se utiliza
comb alimento o como yoguilla, por lo que su empleo para la preparacion de jarahe de glocosa y glucosa
cristalizada, podrfatracr mayores hencficios ccondmicos alas personas que se dedican asu caltivo, existiendo
incluso la posihilidad de que estos productos se puedan preparar en kas localidides donde se cultiva la yuca,




1. ANTECEDENTES
3.1 LAYUCA
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Caracterfsticas de fa planta
La planta de yuca ha sido clasificada por los botdnicos como Manihot utilissima pohl de Ta familia
Euphorbiacea. Sinembargo, enpublicaciones recientes, se estd empleando cada vez mds €l nombre

de Manihot esculenta coantz (1).

La yuca es una planta perenne que crece bajo cultivo hasta una altura de 2 a 4 metros. Las hojas
anchas paimeadas tienen corriememente de 5 a 7 Iobulos, soportadas sobre un peciolo largo y
delgado. Crece solamente hacia el extremo de 1as ramas. Las rafees o tubdreulos irradian desde ¢l
tallo por debajo de 1a superficie del terreno. Las rafees de alimentacion penetran en ¢ suelo hasta
una profundidad de 50 a 100 centimetros y esta capacidad de 1a planta de yuca para conseguir
nutrimentos a una cierta distancia por debajo de 1a superlicie puede contribuir a explicar su
crecimiento sobre suelos de haja calidad (1-3).

.a yuca es una planta tropical tipica, se puede esperar la méxima produccionde rafz en tierras bajas
tropicales. Laplanta puede resistir perfodos protongados de sequfa enlos que Lo mayoria de las otras
plantas alimenticias perecen (1,2).

En su calidad de planta tropical. 1a yuca es una planta de dia corto. Experimentos realizados en
invernaderos han demostrado que el perfodo dptimo de Tuz es de unas 12 horas y que perfodos de

tuz mds predongados inhiben ln acumutacion del almiddn (1.,2).

Aungue Ia planta de yeca crece imcjor sobre suelos franco arenosos ligeros, crece hien sobre suclos
con textura entre arenosa y arctllosa y sobre suelos de fertitidad relmivamente baja (2.

Como la yuea es una planta de erecimiento ripido, prodactora de carhohidratos, es inuy exigeme
en cuanfo a nutrientes y deja agotado el suelo muy rdpidamente (1,2).

Aungue la yuca es un cultivo comercial establecido en muchos pafses tropicales y existen

centenares de variedades, se sabe generalmente poco de la nomenclatura e idemificacion de Tas |

variedades. Algunas de éstas sediferencian entre si por sus caracteristicas morfoldgicas, tales comn
color de tatlos, peciolog, hojas y tuhérendos; pero en muchos casos, la misina variedad se conoce
en vartos sitios con diversos nonthres (1,2).

Las ninoerosas variedades de yuca suelen agruparse en dos clases principales: Manihot palipata y
Mapihot aipi o yuca amarga y dudee respectivamente. Esta divisicn ticne utifidad desde o pmto
de vista econdimico y es ditfcil diterenciar los dos grupos por caracteristicas botinicas (1).

En Guatemala la yoca Maniliot sp es connin, especialmente cultivada en las zonas consideradas
cdlidas (4).

Desarrollo y Cultivo

Antesdel descubrimicnto de América, Jayucaeradesconocida en Europa. $Las pruchas arquenlogicas
indican que hay dos cenfros principales originarios para este cullivo, uno cn México y Centro
América y el otro en el noroeste de Brastl (1,2,5).

El cultivo de fa yuca aumentd despuds de 1850 en los territorios de Africa Oriental comao
consecnencta de los estuerzos realizados por quicnes se dieron cuenta de su valiosa utilidad copo
salvaguardia contra los frecuentes perfodos de escasez de alimentos (1,4,6,7).




En el lcjano oriente, 1a yuca no se conocid como planta alimenticia sino hasta 1833 (1 4,6,7).

En Ja actualidad, la yuca se coltiva en todo el trépico y ocupa el segundo lugar en importancia,
siendo solo superado por la papa, como rafz feculenta (1,2).

Como crece con facilidad, ticne gran rendimiento y apenas es afectada por enfermedades y plagas,
1as zonas dedicadas a su cultivo estdn avmentando constantemente. La planta de yuca se cultiva
por sus tubéreulos comestibes, gne sirven como alimento bisico en muchos pafses tropicales y
tambicn es fuente valiosa dealmidon . Actualmente, 1a yuca se esta cultivando ampliamente en todo
el mundo tropical como planta atimenticia o para fines industriales (1.2).

I.as raices de yuca por s mismas no constiteyen un producto alimenticio balanceado. En ¢l andlisis
de su composicion se observa que la mayor parte del malerial seco consisie en carbohidratos, los
cuales contiencn de 64 a 72% de almidon. Fl contentdo de Sacarosa puede llegar hasta 27% en las
variedades de yuca dulce. También se han reportado cantidades relativamente aitas de fructosa,
dextrosa y dexteinas. E1 contenido de protefna en las rafces frescas de yuca varfaentre 0.7 y 2.6%,
sicndo esta protefna deficiente en aminodcidos esenciales (Anexo No. 1) (1,2).

El contenido vitaminico de 1a rafz de yuca en comparacion con otros productos alimenticios,
muestra ser deficiente en vitaminas A y B (Anexo No. 2) (1, 2).

En Guatemala se cultiva la yuca pira usarse como alimento y para la elaboracidn de yuquiila. Se
sabe de dos zonas importantes productoras de yuea: la Costa Sur (Tiquisate, Escuintla) y ta otra
zona localizada en ¢l departamento de El Progreso (Sansare y Sanarate) (4).

3.2 ALMIDON
3.2.1 Estructura y Composicién Quimica
El almidén es un polisacdrido constituido por monomeros de o-D-glucopirandgido, unidos por
enlaces o 1->4) en bas cadenas y por enlaces o 1->6) en los puntos de ramificacion.

El almiddn es uncompuestoque solo produce glucosa al hidrolizarse, por 1o que se considera como
un homopalimero denominado glucosino o glucano (8-11).

El almiddn puede ser aproximadamente descrito por la formula (C H, O,) | y se encuentra en los
cereales, 1a papa, ta yuea, 1as legumbres y en otros vegetales. 1.os dos principales constituyentes
del almiddan son Ia amilosa y 1y amilopecting (8-10,12),

3.2.1.1 Amilosa
La amitosa es Ia fraccion del almidon que es soluble en agua, y es una cadena molecular
lineal flexible de 5(X) o mds unidades de glucosa, la cual es capaz de enrollarse
tridimensionalmente en el espacio, gue por hidrolisis da 1)-maltosa como gnico disacirido
y da D-giucosa comounico monoscdrido. Losresiduos de glucosa estdnunidos por enlaces
a(1->4) glicosidicos y su tamafio molecular varfa.con 1a fuente del almidon (8,11-14),

Los grénulos de almidones comunes contienen de 15 a 30% de amilosa. L.a amilosa forma
complejos con dcidos grasos, alcoholes orgdnicos y yodo; produciendo con éste dltimo un
complejo de color azul, 1o que sirve para su determinacion coantitativa (8,11,14).

3.2.L.2 Awilopectina
La amilopecting es un polfmero de glucosa altamente ramificado, compuesto de cadenas
Tineales similares a la mnilosa, pero conectadas ala ramificacion por enlaces o 1->6). Se

liblié!‘c;o Central




cree que estos piiros de ramificacion ocurren a intervalos atrededor de 2000 30 unidides
de glucosa (8,11-14).

I.a hididlisis de da amilopecting produce D-maltosa como dnico disacdrido, Ta metilacion
¢ hidrdlisis da principalmente 2.3.6-tri-O-metit-D-glucosa (8,11-14).

Encontraste contammilosa, laamilopectinano formacomplejos conel yodo, produciéndose
un color rojo (8,11-14), '

3.2.2 Propicdades del Almidion
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Las propiedades gue et almidon debe tener para aplicaciones sofisticadas son: estabilidad
viscosimétrica a altas o bajas temperafuras, resistencia a ruptura mecdnica, poder espesante hads
condiciones dcidas o durmnte 1a esterilizacion (12,15).

Las propiedades del almidan se pueden ver afectadas por factores fikicos y quimicos como:
ruplura mecinica, pH y concentracidn de sales. Latemperatura elevada (mayor de 100°C)acel -
el proceso de disolucion, por ruptura de los enlaces glucosfdicos, lo que hace disminuir
viscosidad.  La wemperatura haja produce reasociacion de moléenlas del almidion dehido a -
reorganizacion de 1as cadenas moleculares, Tas cuales se alinean; a este fendmeno se le ltan.
retrogracdacion. T.a ruptory meciniea gue ocurre durante ta agitacidn de las pastas de atmiddn -
transporte a través de hombas y (uhos, causa la disiminucion de 1a viscosidad. La disminucion d:l
pH produce la rdpida  hidrolisis de los entaces o(E->4). Los electrolitos pueden aumentar o
disminuir la viscosidad dependicendo de 1a concentracion de 1a sat (8,14),

Obtencion de! Almidon

La ohtencidon del abmidan puede dividirse on las siguientes fases:

a) Preparacion y Extraccion:
Trituracion de las células y separacion de los granulos de las demis substancias insolubles, es
decir, de las tmpurezas adheridas y del material que forma Las paredes de la eélula. Esta fase
comprende fas operaciones preparatorias del lavado y mondado de las rafees, de su rallado y
de] prensado de b pudpa, agregdndole agua (2,16).

b) Purificacidn:
Sustifucion por agua pura de ta solucidn acuosa gue rodes los grinulos de fécula o almidion en
a masa que se obtiene en Ta fase anferior. Hsta fase comprende la sedimentacion y Yavado de
ta fécula (2.16),

¢) Deshidratacion y secado:
Eliminacion del agua mediante centrifugacidn y desecacion (2.16).

d) Acabado, molienda, cernido y otras operaciones para completar 1a obtencion,

3.2.3.1 Obhtencion del Almidan de Yuca
Para Ia oblencitn del almidin de yuca es esencial separar los granulos deb abmidin del
tubérculo en la tforma més pura posible. Los granulos estin encerrados en células, junto
con todos los demds componentes del protoplasma, es decir proteinas, hidratos de carbono
solubles, grasas, ete, gue solamente pueden separarse mediante un proceso de purilicacion,
durante 1a fase de so tratamiento con agua (2,16).

Gelatinizacion del almidon

En la gelatinizacion Lt distribucidn molecular de 1a fécula del abmiddn experimenta una alteracion
radical, con el consigmiente cambio de sus propicdades. De producto casi insoluble, de estructura
semicristalina, s¢ convierte en vna substancia amor fa gue pucde mezelarse con agua en cualquier
proporcian a temperaturas sulicicntemente elevadas, y que produce soluciones viscosas que, a
temperaturas mds bajas, se convierien en una masa semisolida y eldstica de consistencia gelatinosa,
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La gelatinizacion se togra calentando a una temperatura de 68 2 g2 °C (11,17-2h.

Los granulos de almiddn son insohibles en agua fria; si se rompe su membrana externa al ser
molidos, estos granulos se hinchan en agua fria y forman un gel. Cuando se tratan los pranulos
enteros con agua tibia, ésta se difunde a fravés de sus membranas y saca una parie del almidon. En
agua caliente sc hinchan a tal extremo gue revientan (11,

Cuandu el almidon es suspendido en agua y calentado hasta la “temperatura de gelatinizacion™, la
enerpfa del calor empieza a disociarlo en las regiones de enlaces s débites dentro de Jos granulos
y empieza la hinchazon, 1.os granulos de atmiddn en su estado nativo son resistentes a la accion
dequimicos y enzimas y ienenuna baja capacidad de retener agua. Cuandolos grinulosde almidan
est4n hinchados se voelven susceptibles a Ia accion guimica, mecdnica y enzimdtica, Algunas
moléculas lineales cortas, se disuctven y difunden fuera de los grdnulos linchados; Las mas largas,
lag cadenas lincales de amilosa refuerzan Ta estructura de los grianutos (18-200).

El proceso de gelatinizacion puede lograrse con €l empleo de productos gquimicos o por ¢
calentamiento en un medio acuoso.

Varios almidones ticne diferentes rangos de gelatinizacion (Anexo No. 3) (H).

Usos Industriales ded Almidan
Fl primer almiddn fue probablemente obtenido por fos egipeios a partir del trigo, el cual seusé como
alimento, para pegar {ihras y para 1a fabricacion de papiros (0).

El almiddn y los productos amiliceos se usan en mucha aplicaciones, por ejemplo: pléisticos,
curtidos de pictes y otras. Eluse no alimenticio de almidones, como revestimientos, adhesivos y
colas, representa aproximacdamente 75% de a produccion de la indusiria det almiddn comercial
(6.21).

1.as industrias alimenticiag son une de Tos consomidores mds importanies ded almiddn en forma de
productos en enviases peguefios para usos culinacos (6).

En la industria alimenticia se usa tanto ] almidan sin modificar comao el almidon maodificado para
une o s de Jos siguientes fines: directamente como alimento amiliceo cocinado. 1Tanes y otras
forinas; como espesante aprovechando las propicdades pastosas del atmidon (sopas, alimentos para
hebes, salsas eic.); como carga contribuyendo al contenido de sotidos, pfldoras, tabletas y otros
productos farmacedticos, manfecados-helados, ete y como aglutinante en adhesion de los productos
y prevencion del secado de Yaomasa durante el cocinado (en salchicha y carnes elaboradas). Otro
de los usos del ahniddn es como estabilizador utilizando su elevada capacidad de retencidn de agua
(mantecados-helados), Ademds el ahmidines utifizado paraia produceion de glutamato monosddico
(1.6.21).

Hidrdlisis del Almidon
Hay dos métodos hilsicos para Hevar a cabo ba hidrdlisis del alimiddn: 1o hidrdlisis dcida o quimica
y ta hidrdlisis enzimatica (6.7,17,22,23). '

3.2.6.1 Hidradlisis Quimica
L.a hidrdlisis qufmica det almidon es tombiéa Hamada hidralisis dcida y consisie en 1a

conversion del almiddn a glucosa por medio de un deido que puede ser el dcido clorhidrico
o el dcido sulfirico {23-25).
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3.2.6.2 Hidrdlisis enzimdtica

Basicamente 1n modificacion enzimdtica del almidon consiste en una hidrélisis parcial o
total de las moléculas de amilosa y mnilopectina segin el tipo de producto gue se desee
obtencr, wilizando para eflo una enzima del lipo carbohidratasa (2.26).

1.as enzimas responsables de T ruptura del abmiddn estdn ampliamente distriboidas en Ta
naturaleza. BEntre éstas ostin as amitasas, 1a coales actiian sobre el almidan, ghicogeno y
derivados del polisacdridos, hidrolizando los endaces o- 1,4 ghicosfdicos.

I.as amilasas se clasitican en a-amilasas, las cuales rompen los enfaces en et imterior del
sustrato (endoamilasas), B-amilasas, las cuales hidrolizan unidades de las terminaciones
no reductoras de ¢l sustrato {(exoamilasas) y glucoamilasas, Tas cuales rompen unidades de
glucosa del extremo no reductor de las motécuias del sustrato (9,10,26).

32.6.2.1 Amilasas
I s ci-amilasas (o 1 4-glucan-4-glucanohidrolasa), pueden ser de origenaninn
y vepetal,  Fstas enzimas actian sobre los componentes del almiddn con
produccion de azicares reductores. El modo de accidn, las propicdades y h
degradacicn de productos depende de ta tfuente de la enzima (R-10,17).

.a o-amilasa altamente purificada se ha obtenido de numerosas fuentes tfes
como: malta, saliva de humano, pincreas, Aspergillus otyzae. y Bagitlus
subtifis (R-10.17).

Faaceion de Ta o-minilasi sobre Ta fraccion de amilosa del ahinidon procede en
dos etapas: inicialmente una commpleta y rapida degradacion de Ja mnilosa en
nialtosa y maliotriosa. Fste paso de o-amildlisis es sencialmente et resaltado
de un atagque fortuito sohre el sustrato por la enzima. Tipico de esta ruptura es
una ripida pérdida de ta viscosidad y del poder de reaccionar con yodo de ta
amilosa,

La segunda ctapacs mucho mas lenta que el primer paso, dindose una hidrolisis
de s oligosacaridos con ta formacian de glocoss y maltosa como productos
lindes (L 17).

Las condiciones dptimas para la hidrdlisis enzimdiica del almidén de yuca
empleando o-amilasa comercial son las siguientes:

pH éplitn = 5.5

relacion enzima / susteato = (.1 mi/100g

concentracion de sustrato = 20%

temperatura = 60°C

+

Estas condiciones permifenobtener unproductoconmayor gradode modificacion
enzimdtica de almiddn, y mayor rendimiento de equivalente de dextrosa tinal
por hididlisis con amiloglucosidasa (7,24).

Los polisacaridos de ongitud de cadena intermedia gue se forman dorante a
accion de las amilasas reciben el nombre de dextrinas. Poesto gue las o yp-
amiiasas no pucden hidrolizar los entaces o 1->0) de los puntos de ramificacion
de la amilopecting, el producto finat de la accion exhaustiva de ks amilasa sobre
1o amilopecting, es un ndicleo grande y muy ramificado Hamado dextrina limite,
cuya designacidn indica que representa ¢l Himite del maque de las amitasas. Una

7




enzima desramificadora (a(1->6)-glucan-6-ghicanohidrolasa) hidroliza los
enlaces af I->6) en los puntos de ramificacion (7,17).

32.6.2.2 Glucoamilasas
La glucoamilasa es una enzima clasificada como exohidrolasa, debido a que se
adhicre primariamente al enlace o1,4), exclusivamente en las puntas no
reducidas de 1a glucosa y de los fragmentos provenicntes de 1a hidralisis por la
ce-amilasa (13).

Fn relacion con las enzimas industriales la glucoamilasa es relativamente
nueva, por lo gue su uso no se ha expandido (13).

Debido o que st especifickdad y su produccion de glucosn es més grande
comprada con Fa hidrolisis dcida, fue rdpidamente adoptada para la produccion
de jarabes de glucosa (13).

L.a ghlocoamilasaes producida por un gran ndmero de hongos y algunas especies
de animales, sin embargo, solo aguellos provenientes de Aspergillug sp y
Rhizopus sp son de importancia comercial.

La glucoamilasa provenienfe de Aspergillus sp (especflficamente Agpergillus
niger) esla enzima de eleccion para procesos indostriales en los Estados Unidos
(13). .

Elhongo Aspergittus niger produce dosimportantes isoenzimas de glucoamilasa,
y es comiin encontrar ambas en preparaciones comerciales (13).

3.2.6.2.3  Enzanas Desramificantes
Para 1a hidedlisis de los enlaces af1->6) glhicosidicos se utilizan enzimas
desramificantes como L isoamilasa y la polulanasa. La isoamilasa es obtenida
principalmente de Pseudomong sps 1a pelulanasa se obtiene apartir de Klebsieila
gerogenes: ésta dltima es usada comercialmente para incrementar el producto
en Ta manufzotura de dextrosa cristalinag (7,200,28-32),

La desramificacion de estat dos enzimas tncrementa el porcentaje de ghieosa
producido durante Ta hidrélisis efectuada por Ia amiloglucosidasa (7.32,29).

Laaccion comhbinada de unit a-amilasa y una (ol 1->6)-glecosidasa) puede, por
lo tanto, degradar completamente B amilopecting a glucosa y maltosa (7,32).

3.3 GLUCOSA

3.3.1 Generalidades

La glucosa es unazicar obtenido generalmente por hidrdlisis del almidon, es tambien denominada
dextrosa por ser dextrorrotatoria; se presenta como cristales incoloros o polva blancao, inodoros y
de sabor dulce. La glucosa puede encontrarse en forma anhidra (C H,,0,) y monohidratada
(CH,, 0 H,0. Es soluble en una parte aproximadamente de agua, ligeramente soluble en etanol,
pero es més soluble en agua hirviendo y etanol en ebullicion (33,34),

3.3.2 Obtencion de Glucosa

3.3.2.1 Hidrdhisis det Almidaon
En 1811, Kircholf descubrio que podia producirse azdcar por hidrdlisis dcida del almidon

(6).




En la actualidad, 1a glucosa se suele fabricar en forma de jarahe o de un sdlido, y las
propiedades fisicas del jarabe varfan segin el equivalente de dextrosa y el método que se
haya seguido en la fabricacion. La glucosa es €l nombre corriente para el jarabe y fa
dextrosa para el azicar solido. La dextrosa, gue a veces se Hama también azicar de uva,
es la D-glucosa oblenida por Ta hidrdlisis completa del almidan (6,35).

Hay dos métodos para Ta hidedlisis del almidon gue se emplean actualimente para la
fabricacion de glucosa en escala comercial:  hidrdlisis &cida e hidrdlisis dcida parcial
seguida en una conversicn enzimdtica (6).

La acidificacion es la conversion del almiddn en glucosa por hidrdlisis dcida.  Esta
operacion se realiza en proceso discontinuo o continuo.  En el primer caso, 1a papiila de
almidon de 20-21 °Bé se mezela con &cido clorhidrico (algunas veces se emplea dctdo
sulfiirico) para levar el pH alrededor de 1.8-2.0 en un convertidor de vapor y se calientit
aunos 160°C hasta que se alcanza el equivalente de dextrosa deseado, El proceso cominuo
estd sustituyendo al discontinuo y comprende la carga de 1a mezcla de papilla de almiddn
y dcido clorhidrico en un cambiador de cator tubular.  El tiempo y la temperatura de 1a
aperacion se ajustan al eqnivalente de dextrosa que s¢ desee en el producto final. La
muestra acidificada se neatraliza con carhonato sddico o cenizas de soda para separar el
dctdo libre y se Hleva el pH a 5.0-7.01 Se forma cloruro sodico en ¢l jarabe ¢n pequehias
canlidades como resultado de la newtralizacion del dcido clodhifdrico con el carbonato
stdico y queda en solacidn (6, 11L17.26,36).

En el procedimiento enzimico-dcido Ta papilla de almidan se trata por aciditicacion
neutralizacion y filtracidn como en el proceso de hidrdlisis dcida y luego se carga en ¢
convertidor enzimatico. La temperatura y el pH se ajustan alas condiciones dptimas y se
agrega 1a enzima agitando lentamente. El tiempo de conversion depende det tipo y b
concentracion de 1a enzima y del equivalente de dextrosa requerido, Una vez terminad
ta transtonnacion, s¢ inactiva 1a enzima elevando ta temperatura y ajustando el pH.

El empleo de algunas enzimas da como resultado valores de eduivalentes de dexirosa que
Negan hasta 98-99%., 1o cual significa mayor rendimiento de dextrosa a partir del almidon,
o conversion casi completa de almidon en dextrosa (6),

3.3.2.2 Purificacién del Jarabe
La purificacion consiste en la eliminacion de solidos (impurezas, protefnas precipitadas y
grasa coagulada) por separacion centrituga. Lasimpurezas dependerdn principalimente del
alnddon que se emplee y de su pureza. Ta solucion se hace pasar tuego por Liltros de tipo
adecuado (filtros-prensa o filtros cerdmicos de tipo bujfa) (3,37).

El filtrado claro de color pardo se decolora haciendolo pasar por carbdn activado. La
purificacién puede hacerse por imtercambio idnico, en lugar de carbon activado o
conjuntamente (6).

3.3.2.3 Concentracion del Jarabe
" El jarabhe purificado se concentra finalmente al vacfo, hasta que el jarabe concentrado Hega
a RO-859% de sdlidos v 43-45 °B€ (6).

Logjarabes de glucosacomerciales se venden tomando como dimensional es de coneentracion
los grados Baumé, que es una medida del contenido de sustancia seca y e peso especifico

(6).
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3.3.2.4 Cristalizacion de 1a Dextrosa

En la actualidad, 1a mayor parte de 1a dextrosa comercial se prepara en forma de dextrosa
monoehidrato puro, porun proceso decomhbinacion dcido-enzima. El jarabeespesocaliente
de glucosa, de unaconcentracidn de 70-80% de dextrosa, pasadesde el evaporador a pailas
de cristalizacion, La formacién de cristales se controla principalmente por la cantidad de
dextrina que queda con 1a glucosa. La separacion de cristales del jarahe se reafiza en
centrffugas y las impurezas se gquedanen el licor madre. La dextrosa cristalina se secaluego
en secadores rotatorios de aire caliente en vacfo, se empaca en materiales impernmeables a
1a humedad (6,37).

La recristalizacidn de dextrosa da pricticamente 100% de dextrosa pura en cristales, que
se wilizan como azdcar de calidad farmacéutica (6,17).

F1 almiddn empleado en 1a fabricacién de jarabe de glucosa ticne que ser 1o inds puro
posible, con un confenido bajo de protefna soluble. A este respecto el almiddn de yoca
puede ser preferible a otros ahmidones (1,23).

33241 Formas Cristalinas de ta Glucosa Anhidra y 1a Glucosa Monohidratada
Existen tres fonmas cristalinas de la D-glucosal o-D-glucosa anhidra, a-D-
glucosa monohidratada y B-D-glucosa tas cuales muestran diferencias con
respecto a solubilidad, obtfencion y condiciones de almacenamiento (38-40)).

A temperatura de 25°C y en atindsferas arriba de BO% de humedad reltiva
(HR)Y, 1a dextrosa anhidra permanece sincambio; pero puede absorber humedad
de 1a atmosfera cuando 1a HR se eleva entre B5-89% (3Y),

Cuando la dextrosa anhidra absorbe humedad se hidrata, que es 1a forma
monohidriatada, esta ahsorbe més humedad coando esexpuesta a atmdsferas con
HR dc 90%. Estas dos formas son estables bajo condiciones razonables de
almacenamiento (39},

La forma B-1D-glucosa es muy sensible a las atmosteras hiimedas, y la presencia
de solamente unas pocas partes por mil de humedad Ta convierten a la forma o-
D-ghucosa (39). .

Las tres tormas ticnen diferentes solubilidades en agua y 1as solociones sufren
mutarrotacion a la forma de equilibrio conteniendo alrededor de 62% de la
forma o-D-glucosa, La solubilidad de 1a mezela en equilibrio es de 51.2% a
25°C (Anexo No. 4) (38-40).

3.1.2.4.2 Producciin de Glucosa Monohidratada y Glucosa Anhidra

Los cristales de aziear conteniendo D-glucosa pueden contener una o més de
las fres formas cristalinas, a-D-glucopiranosa monohidratada, o-D-
glucopiranosa anhidra y §-D-glucopiranosa anhidra.  De éstas, el producto
primario de comercio es a-D-glucopiranosa monohidratada, ka cual es referida
comdnmente como dextrosa monohidratada a solo dextrosa (38-41).

Un proceso patentado por Black describe la cristalizacion de un hidrolizado de
almidon con alto equivalente de dextrosa (ED) para un rendimiento de azdcar
total conteniendo predominantemente o-D-glucosa monohidratada,  En un
conrvertidor enzimitico el hidrolizado de aimidon de 96 ED es concentrado-a
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0% de solidos a 40°C y enfriado a 25°C agregando cristales de dextrosa
monohidratada utilizados como nacleo, y cristalizada hasta que el equilibrio es
establecido entre los cristales de dextrosa monohidratada y la solucion saturada.
Para purificar el licor de D-glucosa previo a la cristalizacion debe realizarse
tratamiento de desionizacion para remover impurezas i0nicas y mejorar €l color
y estahilidad (38-41).

Después de la purificacion y concentracion de la substancia conieniendo 70-
T8% de sdlidos, el hidrolizado es entonces entriado lentamente y pasado a pailas
de cristalizacion con rotacién lenta y constante 3 a 4 dias (38,39).

Al final del perfodo de cristalizacion alrededor del 50% de D-glucosa es
cristalizada como cristales de 1a forma monohidratada (38,39).

La produccién comercial de a-dextrosa anhidra ¢s substancialmente baja en
comparacion con la de dextrosa monchidratada. La a-dextrosa anhidra es
generalmente hecha por redisolucion y recristalizacion de los cristales de a-D-
glucopiranosa hidratada en un evaporador/cristalizador al vacio. Durante 1a
evaporacion para la cristalizacion es requerida supersaturacion por 1o que debe
afiadirse solucion de D-ghucoss. La cristalizacion se da alrededor de los 60-
65°C. El tiempo de cristalizacion es corto comparado con la cristalizacion de
la a-dextrosa hidratada, usualmente de 4 a 5 horas. Elrendimiento del producto
de la cristalizacion es alrededor de 50% y el licor madre puede ser usado para
la manufacturs de a-D-glucosa hidratada (38-44}).

3.3.3 Caracrerizacion de la Glucosa Cristalina

334

Segiin las normas dadas por 1a Farmacopea Americana (USP) y la Farmacopea Internacional, la
glucosa utilizada para la elaboracion de productos famacéuticos e industriales, debe llenar ciertos
requisitos, los cuales son: (33.34)

La glucosa no debe contener menos de 99.09% ni mas del 101.5% de C.H ,0,, calculado en
refacion con ba sustancia anhidra.

Cuando se calienta. se tunde, se hincha y arde, desprendiendo olor a aziicar quemada.

Al anadirse algunas gotas de una solucion de 0.05 g/ml a 5 ml de tartrato ciprico potisico
caliente. se forma un abundante precipitado rojo.

Debe de contener no mids de Smg/g 0 5 ppm de metales pesados. No mas de 2 ppm de plomo,
no mis de 1mg/g o | ppm de arsénico, para cloruros no mds de {).2 mg/g , y para sulfatos no
mis de (1.2 mg/fg.

No debe contener dexirinas y azicares menos solubles, asi como debe estar libre de almiddn
y sulfitos sin hidrolizar.

El contenido de agua en la forma anhidra no debe exceder de H) mg/g y en el caso del
monohidrato el contenido de agua no debe ser menor de 70 mg/g ni mayor de 95 mg/g.

L.a acidez no debe ser tal que se requiera més de (0.5 ml de hidroxido sédico (1.02 N para titular
5.0 g de glucosa disueltos en SO ml de agua.

Su rotacion especifica no debe ser menor de +52.0 y no mds de +53.0 calculado en base a la
forma anhidra, determinado a 20°C en una solucion acuosa al 10% de la sustancia desecada a
100°C hasta peso constante y con adicion de algunas gotas de amoniaco diluido.

Usos Industriaies y Farmacéuticos de 1a Glucosa
El mayor uso de la dextrosa es para 1a elaboracion de cerveza baia en calorias, confeccién de
mezclas de comidas secas, comidas fermentadas, carnes y coma componente en tabletas (17).

1
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Fs utilizada en 1 industria Lumscdutica como componenie en soluciones intravenosas. Fn cl
comercio quimico s¢ vsa en forma hidrogenada para 1a elaboracian del sorbitol, y en forma
fermentada para fa claboracion del dcido cftrico; ademis es nsada en procesos de fermentacion para
la produccion de penicilina y otros antibidticos (17,35,36,42-45).

La industria de la conversion de atmidon {glucosa y dextrosa) es el mayor consmnvidor
independientemente det flmiddn. utilizando alrededor del 60% del totat de la produccion de
almiddn, FY jarabe de glucosp v 1 dextross cristalizada compifen con la sacarosa y se nsan en
grandes cantidades en L industria de fratas de conserva, confiterfa, compotas, Jnleas, menmeludas,
mantecados-helados, productos farmacéuticos, behitdas y fermentaciones alcohdlicas (17,35,36.42 -
45).

El objeto funcional de T glucoss y 1a dextrosa en 1a industria de confitleria es impedis fa
cristalizacion de Lasacarosa; en baindustria de productos de panaderfa es suministrar carbohidritos
fermentables; y en Ias conservas de fntas, mantecados-helados e industrias similares es aomentar
tos stlidos sin cavsar vo incremento indebido del dulzor total, aumentando asf ef aroma naturd de
ta fruta, y tambicn previniendo Lt formacion de eristales de hielo grandes que destriryen 1a texiura
(17.401.45). ' '
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IV. JUSTIFICACION

Guatemala importa cantidades considerables de glucosa como materia prima para la manufactura de
productos industriales y farmacéuticos, pudiendu ésta obtenerse localmente, debido 1 que se coenta con Jos
recursos para realizarlo; por tal razén es necesario flevar a cabo estudios gue permitan determinar si la glucosa
cristalizada ohtenida mediante 1a hidrotisis enzimdtica det aimiddn de yuca cumple con los requerimientos
establecidos por la USP y 1a Farmacopea Internacional, asf como si 1os costos para Ta produecicn de lamisma
son menores, De ser aceptable se podré producir glucosa eristalizada localmente a un costo menor gque Si se
tmportara y ademds dando 1a scguridad de que se elaboran con ésta, prnduétns de culidad para el consumidor,

I.a ohtencion de glucosa cristalizada a pantir det almidon de yuca vendefa a ser una nueva aplicacion de
esta rafz en 1a industria guatemalteca, pudiendo asf los cultivadores de yuca aumentar su produccion y por
consiguiente sus ingresos econdémicos, o cual es importante, ya que la yuca, en las regiones dridas de
Guatemala, constituye la principat fuente de ingresos.
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V. OBJETIVOS

5.1  Objetivo General
Obtener glucosa cristalizada mediante la hidrdlisis enzimatica del almidon de yuca.

5.2  Objetivo Especffico _
Determinar si 1a glucosa cristatizada, obtenida mediante Ja hidrélisis enzimitica del almidion de yuca,

cumple con 108 requerimicntos de 1a Farmacopea Americana y 1a Farmacopea Internacionat para la
elaboracion de productos industriales y farmacéuticos,
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vi.

HIPOTESIS

Lagiucosacristalizadaobtenidamediante la hidralisis dei almidon de yuca cumple conlos requerimientos

de 1a Farmacopea Americana (UST) y ta Farmacopea Internacional, por 1o que puede sustituir a 1a glecosa
cristalizada imporiada, para la claboracion de productos industrigles y fanmacéuticos.

15




Al

VII. MATERIALES Y METODOS

7.1 Universo de Trabajo
Eluniverso de trahajo lo constituyeron misestras de ahinidon de yuea no purificado ( yuqguilla) obtenidas
en un expendio comercial en ¢l municipio de Sansare, departamento de Et Progreso.

7.2 Medios
7.2.1. Recursos Humanos
El presenie trahajo fue realizado por Betzabe Rachie] Lam Lopez con la asesoria del Dr. José Heclor
Aguiiar.

7.2.2. Recursos Moterintes
7.2.2.1 Instalaciones
Para larevision bibliogrificadel trabajo se contd conlahiblioteca del Institito de Nutricion
de Centrocnndrica y Panama (INCATD) y 1a hiblioteca del Instituto Centroamericino de
Investigacion y Teenologia Industrial QCAITI).

Para la realizacion de la parte experimental se utitizaron fas instalaciones del laboratorio
del Departamenio de Bioguwimica de 1a Facubtad de Ciencias Quimicas y Farmacia,

7.2.2.2 Fquipo
El equipn que se wilizd parn sealizar 1a parte practica del presente trabajo fue:
- hatanza analfiica Mettler, modeto H35AR
- espectrofoldmetro Spectronic 20, Bansch & T.omb
- bao de Marfa Theleo, maodelo B4
- estufa Thermolyne, modelo 560
- potencitmetro Fischer Aconmet, modelo 230 A
- horno W.H. Curtin maodelo Os
- mechero de Bunsen
- columng de vidrio para cmpacar resina anionica
- columna de vidrio para empacar resinga calionica
- pelarfmeteo

7.2.2.3 Cristaleria
: 15 frascos de S00 gramos con tapadera plastica

t0 pipetas de 2 ml Hischmann
20 tubos de ensayo Pyrex
I probeta de 10 ml, TKK
5 apitadines de videio
5 vasos de precipitar de 200 mi
3 cilindros de Nessler, Pyrex
I erlenmeyer de 125 mi
1 edipsuia de porcelana
I ptendmetro de 25 mi
1 filtro Buchner

7.3 Reactivos
6.3.1 Reactivos pura la Hidrolisis Enzinitica

- La amiloghicosidasa comercial de I casa Enmex, S AL utilizada se conoce como Dinzime .-
206 (# de catfitogo RRO42) proveniente de cultivos de Asperpillus niger (30).
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— Mezcla de cloruros @ Se mezela 1 gramo de cloruro de calcio (CaCl) y 12 gramos de cloruro
de sodio (NaC1) diluido en 2000 ml de agua destilada.

— Acido clorhfdrico (HCD 0.5N, hidréxido de sodio (NaOH) 1IN y 4N, butfer de fosfatos
(NaH,PO,)0.036 MapH 7.

7.3.2. Reactivos para la Determinacion de Equivatente de Dextrosa con Acido Dinitrosalicilico
- Acido dintrosalicilico (DNS)* 63 g

- fanrato de sodio y potasio* IR.20 ¢
- fenol* Q.50 p

- hisulfito de sodio®* (.50 g

- hidrdxido de sodin® 2.14¢

— solucioa patrdn de glucosa 100 mg/dl
* disolver en agua destilada a 37°C a 100 mi

7.3.3 Reactivos para la Purificacion del Jarabe de Glucosa

- carhim activado

- tierra de diatomeas R (grado reactivo)

- resina intercambiadora de cationes, fuertemente feida macroporosa, en forma de H* (20-50
Mcesh), Hamada comerciatimente Amberlite TRA HRH de Sigma (# de catdlogo A-4025).

- resina intercambiadora de aniones fuertemente atcalina macroporosa, en forma de CI- (20-50
Mesh). amada comercinlmente JRA 400 de Sigma (# de Catdlogo A-2523).

- soluciones activadoras NaQOH 4N y HCJ SN

7.3.4 Reactivos parala Caracterizacion de Ja Glucosa Cristaling

- Tartrato cdprico TS (solucion test)

- Solucion patrdn de Ph(NQ),, dcido acético IN, dcido sulfhidrico TS

- YodoO.1 N

- Acido sultdrico 2N y concentrado, yoduro de potasio K1 TS, cloruro de estafio SnCl, TS,
dietilditiocarhamato de plita TS, Zine (Zn*?) grinulos, almidon TS,

- Fenolfialeina, hidréxido de sodio 0.02 N, i

- Reactivo de Karl Fischer

- Acido nitrico, nitrato de plata TS, dcido clothidrico 0.020 N

« Acido clorhidrico 3 N, cloruro de hario TS, dcido sulfdrico O.020N

7.4 Procedimientos
7.4.1 Produccion de Tarabe de Glucosa
7.4.1.1 HidrMisis Enzimdticadel Almidon de Yuca

- Se pesd 200 gramos de almiddn y se disolvio en 1,000 ml de butter de fostatos 0,036 M,
para obtener una solucidn al 0%

- Se ajusté el pH a 4 con HCIG.5N

- Se gelatinizd a 80 °C por 1S wminutos

- Se bajé 1a temperatura a 60 °C

- Se agregd U ml de amiloglucosidasa al 0.125% (v/v) y se dejo hidrolizar por 6 horas a
o0°C

- Se agrepd NAOH 40N para inactivar 1a enzima Chasta pH o 10)

- Sediluyd (L mtde hidrolizado en 2530 ml de agua destilada y se determind el equivalente
de dextrosa (EiD (20),

7.4.1.2 Delerminacion de Equivalente de Dextrosa (ED) con Acido Dinitrosalicflico (DNS)
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74.1.2.t Curvade Calibracion
- Se prepard una solucicn patrdn de glucosa (H00mg/dl)
Se prepard Yas diluciones necesarias para lograr concentraciones de 5,10, 15
y 20 my/dl
Se tomd 2 mil de cada dilucion y se agrego 2 ml del reactivo DNS y luego se
mezels
Se calentd por 1) minutos a ebullicidn
Se sacd 10s fubos y se colocd en agua fria
- Se determind 1a absorbancia a vna Jongitud de onda de 575 nm (32).

1

[}

7.4.1.2.2 Andlisis de la Muoestira .

- Se realizd diluciones adecnadas de 1a moestra, pard gue el valor de 12 lectura
espectrofolométrica se encomtrara dentro de los valores de Ia curva de
referencia

- Setoma 2 mi de la dilucion de lamuestra y se agregaron 2 ml de reactivo NS

- Se calentts por 10 minutos en agna a ebullicion

- Se sacd los tubos y se colocd en agua tria

- Se determing la ahsorbancia a una longitud de onda de 575 nm

- Se expresd los resultados como ED (porcentaje de almidén hidrolizado)

Caleulos: :

ED = miligramos de azicares redoctores/ miligramos de almiddn X 100 (32).

7.4.2 Puriticacion del Jarabe de Glucosa
- Se centrifugd ef jarnbe de glucosa a 3000 ipm durante 30 minwos
- Se agregd 0.5 gramos de carbdn activado por cada 100 mi de sobrenadamte o jarabe de ghucosa,
para eliminar aromas y colores, semezeld S minntos a temperatora ambiente.
- Se filtrdd el jarbe de plucosa wiitizando una capa de tierra de distomeas colocada sobre un tiliro
Buchoer utitizando vacio,
- El jarabe obtenido se trd sucesivamente con resings de intercambio idnico y catidnico (20),

7.4 .2.1. Preparacion de 1as Resinas

- Sepesd 169,72 ¢ de resing anidmica y 254.47 g de resing catidnica.

- Selavi las resinas varias veces con agua destilada, hasta gque se obtuve un sobrenadante
incoloro, '

- Cada una de 1as resinas se dejd reposar en un vaso de precipitae de 500 ml con agua
destitada y durantes dos hosas. '

-~ Pespués se descarto el agua y se procedio a activar las resinas utilizando NaOH 4 N para
1a resina anionica y HCTS N para la resina caticinica, dejando 1as resinas en contacto con
estas soluciones durante una hora, con agitacion periddica.

- Sedecantd las soluciones activadosas y se volvieron alavar Ias resinas con agua destitada
hasta eliminar el exceso de dcido y hase, lo cual se determindg pos medio de medis el pH
que tenfa cada resina,

7.4.2.2. Tratamientodel farabe de glucosa conresings deintercambio idnico, por medio del proceso
en capa.

- Elprocedimiento en capi consistio en dejar por dos horas el jarabe con fa resina activada
dentro de tn vaso de precipitar de 500 mil. con agitacidn constante, para gue se alcanzara
un estado de eyuilibrio entre 1o fones inercambiables ligados alaresina y los jones de
la solucion.

- Se separd el jarabe de b resing por medio del paso 2 través de un colador.
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7.4.2.3. Tratamientodel jarabe de glucosa conresinas de intercambio ionico, por medio del proceso
en columni,

- Cada resina activada se empacd en una columna de vidrio,

- Se trasvaso ¢l jarabe de glucosa proveniente del tratamiento en capi, por mcdio del
siguicnte procedimicnto: priu'wrn se past of jarabe de glucosa por 1a resing anionica y
toego por ba resing cationicn.

- Se lavaron s resinas y se dejaron on la columna (20-46).

7.4.3 Concentracion del Jarabe de CHucosa
La concentracion se realizd por medio de evaporacion a 40 °C, hasla ohtener una cconcentracion
de 847 Brix. determinada por medio de on piendimetio calibrado o 25 °CL Se determing el pese
especflico del jarabe por media del picndmetro y se buseo en unmi tahla i cuisttos grados Brix
exquivalia (41).

7.4.4 Cristalizacivn del Jarabe de Glucosa
- Para obtener cristales de dextrosa mnnnhldr.llmla ¢l jarabe de glucosa umwmrd(ln a B4° Brixu
84% de slidos, se dejo eristalizar espontancamente s lemperatura ambiente por aproximadmmente
dos dias.

7.4.5 Caracterizacion de fa Glucosa Cristaling
7.4.5.1 kientilicacion
- Se realizd una dituciom 1:20 de Ty glucosi eristalizada
- Seagrepd unas pocas gotas de L dilucion a S ml de tartrato euprico TS lo cual debid dar
un precipitado rojo de oxide cuproso (resultado posttivo),
= Se calemad jos cristales, los cuales debicron tundir y arder desprendiendo un olor sazicar
quemada (23, 34), '

7.4.5.2 Determinacion de Matales Pesados

Determinacion e Plomo;

= Seurilizd vnasolucion patridn de PhINO ), by enal se dituyd con :Igl!d {10 m) de seucion
patrdn con agux o un volunen de 100 ml)

- St prepard tres mbos de Nessier: un patrén, wna muestra y un control,

- Eneltubo paronse agrego 2 mlde solucion diluida del patron. y se diluyo con agua hasta
25 mi

- En el tubo muestra se agrepd 25 ml de ba solucion prepacada de glucosa (2 gramos de
muestra en 25 mk e agua destilada).

- En el tubo control se agrepd 2 mil de solucian de Ta dilucion dituida del patran,

- Seajusto el pH de los tres tubos con dcido acético 1N, se diluyd con agua destilada hasta
ust volumen de 40 mi y se mezcld

- Alos tres tubos se les agregd 10mlde HL.S TS, se mezel( y se deji reposar por 5 minutos

- Se.observo sobre una superficie blanca

- Elcolor de ta solucion de Ta muestra no debid ser miés obscaro que el del tubo patron y
1aintensidad det cotor del costral fueigual o mas Lrn‘uk: tjue fa de la preparacion del tubo
patrda (33, 34),

7.4.5.3 Determinacion de Cloruros
- Se disolvia 2 gramos de glucosa en 35 ml de agua y se paso aun cilindso de Nessder,
- Seagregd 10wl de dcido nitvico diluido R
- Se flevd hasta S50 ml con agua
- Seagregd |l de nitrato de plata solocion reactiva (SR)
- Se agitd inmediatimente con una varitla de vidrio, y se dejé reposar duramte S minttos
protegida de 1o luz directa del sol.
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- La opalescencia producida no debid ser mayor que la opatescencia patrén, cuando se
nmyiraba transversalmente (33, 34), :

Opalescencia Patrn

- Se midié { mi de dcido cloriidrico 0.0 TN en un cilindro Nessler
- Sc agregd 10 ml de Geido nitrico dituido R

- Se Hevda hastie SOl con agun

- Se afiadics | ml de nitrato de plata SR

- Se agité con varilla de vidrio y se dejd reposar 5 minutos (33.34).

7.4.5.4 Determinncion de Subfato

- Se disolvio 2 gramos de glucosa en 35 ml de agua y se pasaron a un citindro Nessler

- Se afiadio 3 de dcido clorhidrico dilufdo R

- Se diluyd hasta 45 mib con agua

- Se agregd § ml de suifato biirio reactivo

- Se agité con una varilla de vidrio y se dejo reposar durante 5 minatos

- Elenturhiamiento producido no debid ser mayor gue el entubiamiento patréin cuando se
mire transversalmente (33, 34),

Enturbiamicnto 'alron
- Se midioé 1.25 i de dcido sulfirico O.0IN y 3 ml de deido clorhidrico dilufdo Renun
citindro Nessler

- Se diluyd hasta 45 ml con agua

- Se agregd 5 mb de reactivo de sulfato de hardo,

- Se agitd con vatilla de vidrio y se dejd reposar 5 minutos (33, 34),

7.4.5.5 Determinacion de Almidon
- Se disolvid 5 gramos de glucosa cristalizada en 50 mi de agua
- Se mezedd por [ mintlo y se agregd 0.2 mide I 01N
- La falta de cotor azul indicaba In ausencia de abiniddon (33, 34).

7.4.5.6 Determinacion de Sullitos .
- Se disotvi 5 gramos de glucosa en SO ml de agua, se agregd 0.2 mtde 1, 0. IN, despuds

0.5 mi de shmidon TS, Un color azol indico 1a ausencia de solfitos (33, 34).

T74.5. 7 Determinacion de Arsénico

La daienninacion de arsénico  se realizod por medio de un método fotométrico basado en-

la reaccitn entre el dietilditiocarbamato de plata y la arsina.

- Se prepard tres tubos: el patron , Ta muestra y el blanco

- Solucidén Patrén : Se pest 132 mg de AsQ), y sedisolvid en 5 ml de una soluciin de NaOH
AN dituida (1:5). se neutraliza la solucidn con Hzﬂ{ ), 2N yse levd aun volumen de 1N
mi con agua destilada. Cada inl de 1a preparacion patedn contenia el equivalente de un
ug de arsénico.

- Preparacionde lnMuestoa: Se pesa 3 gramos de glucosa y se pusoenel aparato p,mcrmh v
de arsina (formado por un balin Pyrex con un embudo y un ahsorbedor | sostenido con
pinzas sabre un haiu de Marfa). Se afindic 5 ml de H,SO, concentrado y se calentd. Se
mezeld coidadosamente con H,0, al 30%.

- Seagregd 20mlde H SO, (h!uuln (I 5). 2wl de KI'TS y 0.5 ml de solucion dcida fuerte
de SnCl TS y se nw./.dn.

- Se transtitid 3 ml de dictilliocarhaniato de plaia TS (al tubo ahsorbedor)

- Se afiadio 3 gramos de grianulos de Zn?

- Seconectd elembudoal fraseo generiador y se colovd éste enun bafio Marfa manteniendo
una temperatura de 25 °C, to que permitio fa difusion de hidrageno y el desacrolto ded

]
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color,

- Se desconects el tubo absorbedor det generador y de Ta unidad de embudo y se transtirio
auna celda de | cm '

- Se determing by absorbancia & ona longitud de onda méixima entre 535 y 540 nuren un
espectrofotometro

Blanco: 8¢ utilizd como hlancoe dietilditiocarbamato de plata TS (33, 34).

7.4.5.8 Determinacion de Agua
- Se afiadi’ 20 ml de metanol al recipiente de valoracion, se valord hasta el punto final con
el reactivo de Karl Fischer.
- Se transtirid una cantidad conveniente de glucosa cristalizada exactamente pesada al
recipiente de viloracion.
- Se agité durante un minuto y se valord_ de nuevo con el reactivo de Karl Fischer, de
conocida equividencia en agua (33, 34)

7.4.5.9 Determinacion de la Acidez, _
= Sedisolvid s gramos de glucosacristalizadaen 50ml de agualibre dedioxido de carbonn.
- Se agregd fenoftadeina TS
- Se tituld con NaOR hasta neutralizacion (33, 34).

7.4.5.100 Rotacion Especifica
La rotacion especifica se caleuld de L siguiente manera:
- Se diluyd B glucosa cristalizada al 10%
- Se agregd 0.2 mi de NH OH 6N
- Se colocd la glucosa ya dilnfda ea ¢l polarimelro
- Se teyd L rotacicn especilica Jde Ta muestra
- Se comparty Ia lectura de hootacion especifica del jarabe de glucosa con aque tiene una
solucion de Dextrosa gl 1(V4 (33, 34).

Diseno Experimental

N se utilizd un disefio experimental en ef presente trabajo, porgue 1a muestri de alimidon de yuca
utilizada fue obtenida comercialmente y se supuso gue era homogénea. Ademds, trahajos anteriores no
han encontrado diferencias significativas en Ja bidrolisis det almidon de yuca proveniente de diferentes
muestras y variecdades de yuea (6). ‘




VIIL. ASPECTOS ECONOMICOS

Los materialesy reactivosque seutilizaron, paralarealizacion del presentetrabago. fueron proporcionados
por el departamento de Bioquimica de 1a Faculiad de Cienctas Qufinicas y Farmacia y financiado por la
Direccion General de Investigacidn (DG,

i
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I1X. RESULTADOS

9.1 Hidrélisis del Almidén de Yucea
Al gelatinizar el almiddn de yuca y realizar 3a hidrotisis del mismo con 1a enzima amiloglucosidasa, se
obtuvo un jarabe amaritiiento de apariencia turbia, el cuat contenfaun equivalcnte de dextrosa (ED) de
96.29%.

9.2 Purificacién del Jarabe de Glucosa _
Debido a la apariencia turbia del jarabe de glucosa, se procedid a purificarlo, agregéndole carbon
activado, filtrandolo al vacié a través de una capa de tierra de diatomeas y finalmente pasdndolo por
resinas de intercambio iGnico. Obteniéndose un jarabe transparente e incoloro, con una concentracion
de 10° Brix.

9.3 Concentracién y Cristalizacién del Jarabe de Glucnsa
Se concentr6 ¢l jarabe de glucosa por evaporacion a 40°C, hasta aproximadamente 84 °Brix, se dej6
cristalizar espontaneamente a temperatura ambiente, por dos dias; ohteniéndose un s6lido de color
hlanco, que se dejé secar a temperatura ambiente.

9.4 Caracterizacién de 1a Glucosa Cristalizada
Se procedié a realizar la caracterizacion de la glucosa cristalizada obtenida encontrindose en la
siguiente tabla los resultados.

Tabla No, 1

Caracterizacion de 1a glucosa cristalizada segiin normas de 1a USP XX11 y 1a Farmacopea Infernacional (33,

34).

Valores obtenidos Valores de referencia

Identificaci6n glucosa positiva glucosa positiva

Almid6n negativo negativo

Sulfitos negativo - negativo

Cloruros <02 mg/g no > (.2mg/g

Sulfatos negativo no > 0.2my/g

Acidez 0.5 ml NaOH O.1N no > (1.6 ml NaOQH (. lN

Plomo negativo no > 2 ppm

Arsénico negativo no > 1 ppm

Humedad B4 my/g 70 - 95 mp/g

Rotacién Especffica +52.75 entre +52.5y + 53.3
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10.2

10.3

104

DISCUSION DFE RESULTADOS

Hidrolisis del Almiddn de Yuca

Bajo las condiciones en que se lNevd a cabo T hidrdlisis ded almiddon de yuca, se pudo estahlecer. que
después de 6 horas de hidrdlisis a 60° Cconlaenzima amiloglucosidasa (0. 125 % v/v); Yatransiormacion
del almidin a ghucosa se realizo en forma casi total, como lo indica el equivalente de dextrosa obtenido
el cual equivale a mas del Y0% de conversion del almidon de yuca a productos reductores.

Previo a 1a hidrdlisis se procedid a 1a getatinizacion del gimidan, 1o cual permitio el desdoblamiento de
1a moléeula del almidon, proporcionando una mayor superficie de accion para 1z enzima con lo cual
se obtuvo una mayor hidrdlisis.

Se utilizd 1a enzima amiloglucosidasa, ya que con esta se reduce el tiempo y el costo de Ta hidrolisis.
Esta enzima posee c-amilasa, por 1o que no se tiene que hacer una primera hidrdlisis con ésta.

Purificacion del Jarabe de Glucosa _

El proceso de purificacion con carbdn activado y Gerra de distomeas se reatizo con el fin de climinr
colores y olores indeseables en ¢l producto final. Ademds, el paso a través de resinas de intercambio
anidénico y catidnico, permitic eliminar iones contaminantes provenientes de 1a solucion buffer, en lo
que se disolvié inicialmente el almidan,

El producto final de 1a purilicacidn fue un jarabe franspatenie e incoloro, muy dilufdo, Esto a%imo se
determing por su peso especiiico, y so equivalente en concentracion en grados Brix,

Concentracion y Cristalizacion del Jarabe de Glucosa

La concentracion del jarihe se hizd o 407 € ya gque sepiin el diagriama de fases de solubilidad de ta
dextrosa, es o esa temperatura que eristaliza by glveosa monohidratada (ver anexo No. ). Se tratd de-
oblener ia glucosin monohidodada ya que es la gque se atiliza comunmente para la manufactura e
productos industriales y farmacéuticos,

El silidhy fue somelido a caracterizacion pawi asegurar gue se tratara de glucoss que compliera con 1as
especificaciones de la Farmizecopea Americana y ta Farmacopea Internacional.

Caracterizacion de la Glucosa Cristalizada segiin las normas de Ja USP XXIT y ta Farmacopea
Internacional

Al someter el sé¥ido obtenido a la caracterizacion, indicada por las normas USP X X1 y 1a Farmacopea
Internacional, se observé que al realizar a identificacion del mismo por el método de Fehling, resuito
ser positivo para glucosa, al formarse el dxitlo caproso y dar un abundante precipitado rojo, gue es lo
gue lo que lo diferencia de 1a sacarosa. Ademds al determinar la rofacion especifica de 1a muestra se
obtuvoun valor de + 52.75. krcual estd dentro deTos Hmites establecidos para la dextrosa monohidratada,

Losresultadosobtenidos parasullitos y atmidin fucronnegativos, o gue cumple condo establecido para
una dextrosa monchidratada de calidad Farmacéutica ¢ industrial.

El método de determinacion de sullitos se haso en ta redoecion del yodo por el sulfito, Si et yodo se
reduce ya no pucde actuar con el almideén agregado a la muestra | lo cual no da el color azul en el caso

de que exdstiera sulfitos.

La dcterminacion de alnidon se basd enla capacidad del yodo para fijarse en el interior de Ia estructura
helicoidal de ta amilosa; produciéndose un intenso color azul. La ghucosa no reacciona con ¢l yodo,
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Al determinar Ia acidez, se necesitaron menos de 0.6 il de NaOH 0.1 N para neutalizar 1a muestra de
glucosa con 1o cual cumple con ta norma establecida,

La determinacisn de arsénico se hizo mediante un procese fotomérico hasado en la reaccion enue el
dietilditiocarbamato de plata y ta arsina. B) dictilditiocarbmmato de plata en solucion hésica produce
un color que va de amarillo a cafe al reaccionar con la arsing, pero esto es en el caso de que existiera
arsépico; sin embargo fue negativo para la muestra de glocosa, campliendo asi con esta nonma.

La determinacian de plouno se llevd a cabo en base a la reaccion de éste con el jon sulfurg, forméndose
compuesto coloreados, sin embargo en la muestra fue negativo,

El contenido de arsénico y plomo fue tambicn continuado por espectrofotometria de rayos X, ¢t cual
es un método sensible, dando negativo para ambas pruchas,

La determinacion de cloruros se Nevd a calny comparando Ta muestea contra una opalescencin patron.
Lamuestrapresentd menor opafescencia por logque su contenidoencloruros es inferior al limite mdximo
aceptado,

La determinacidn de sulfatos se hizo en base a una cnmpar‘umn con un enturbiamiento patrén, siendn
et resultado para 1a muestra negativo,

La humedad de 1a muestra estuvo comprendida entre 108 760 y 95 mg/fg, 1o que il](llLd (ne se frata de
phucosa monohidratada.
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1.5

CONCLUSIONES
Fs factible la preparacion de glucosa cristatizada mediante fa hidrdlisis eazimética ded almiddn de youca
con amiloglucosidasa, obieniéndose una glucosa gue cumple con 1as especificaciones de 1a UST XX

¥ 1a Farmacopea Internactonal.,

La glucosa cristalizada obtenida mediante ta hidrdlisis enzimética del almiddn de yuea puede substituir
a 1a glucosa comercial en la manufactura de productos industriales y farmacéuticos.

La utilizacién de 1a enzima amiloglucosidasa reduce el costo y tiempo de 1a hidrolisis.

Lapuriticacion a través de resinas de inteseambio idnico climina los iones contaminantes, provenienices
el bulfer en ¢l que se disuelve inicialmente el almidan, '

- Laconcentracion del jarabe a 84° Brix es indespensable para la cristatizacion espontinea de La glucosa

monohidralada.

La concentracion a 40°C del jarabe de glucosa, proveniente del alinidén de yuca, da como resultado Ia
cristatizacion de dextrosa monohidratada.
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12.1

12.2

12.3

RECOMENDACIONES

Se recomienda efectuar estudios téenico-econdmicos que determinen la factibiliad de obtener ghicosa
cristalizada mediante la hidrolisis enzimética del imidon de yuca; dada la importancia que esto tendria
para el pafs y las comunidades donde se cultiva la yuea,

Es necesario efectuar otfros estudios, con respecta a las condiciones 6ptimas, para Hevar a cabo 1a
concentracion y cristalizacion de la glucosa monohidratida.

Se recomienda determinar el rendimiento de la glucosa cristalizada a padtir de la hidrdlisis enzimdtica
ded almiddn de yuca.
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XIV. ANEXOS
14.1 Anexo No. 1
Tala No. §

Promedio de la composicion de las raices de Yuca y las Patagas
(Variedades comunes en el momento de la cosecha)

Composicicn Yuca' Patatas’
Humedad 70.25?2 17.80
Almidaén 21.45 1990
Ardcares : 5.13 (L40
Protefnns 1,12 2.80
(irasas 041 (.20
Fibra 1.1 110
Cenizas 054 092

! Por Ciento
2 1.as variaciones amargas suelen contener un promedio ded 30% de almidon.

Reterencia

Grace Mr, Flaboracion de la Yuen, Producciin y Proteccion Vegetal, Roma: Organizacion de 1as
Naciones Unidas Para la Agriceltura y 1a Alimentacion, Coleccion FAQ, 1987,

14.2 Anexo No. 2

Tabla Ne. 2
Contenido Vitaminico de 1a Raiz de 1a Yuces en Comparacicn con el de otros Productos Alimenticios

Vitamina Vitanina Vitamina
A(U.D B (mg/100) C (mg/100)
Rafees tubulosas de yuca (peladas) - 10 20
* Gaplek - 1§ -
* Harina de tapioca - - -
Patatas : 40 30-80 13-15
Harina de patatas - - -

Arroz descascariliado - 100-150 -

* Derivados de rafces tuberosas de ba yuca

Referencia , :
Grace Mr. Elaboracian de la Yuca, Produccion y Proteccion Vegetal, Roma: Organizacion de fas Naciones
Unidas Para la Agricultura y 1a Alimentacion, Coleceidn FACQ), 1U87.




14.3 Anexo No. 3
Fabla No. 3

Algunas Propledades de Atmiddn Eatero y Fracciones de Amilosa deAhmidon®

Tipos de almiddn forma taimnafio AlLr Conversion Amilosa G~ TG
(um) B-amilacea (%) (°C)
cebada redondo 20) 4.3 22 - 56-64
avena “ 25 5.1 27 - -
trigo " k! 5.0 26 - 65-67
amylomaiz N 25 CAY 52 - 85-87
maxymaiz : “ 15 (1 0.1 - 66-69
papa ~ oval 40 413 23 - 62-65
guisante suave “ 30 66 35 - 98
amilosa de avena - - - 73 - 1850 -
amitosa de avena - - 190 77 - 1300 -
amilosa de trigo - - 19.2 6¥ - 2100 -
amilosa de amilomafz - - 19.2 17 - 1300 -
amilosa de papa - - 19.5 6 - 3000 -
amilosa de guisante )
suave - - 192 81 - 131 -

* de Green wood & Thomson (962
* afinidad a1 yodo porcentaje (4:)

¢ grados de polimerizacion

4 temperatura de gelatinizacion

Referencia

Kulp K., Reed G. Carhohydrases in Enzymes inFoodrocessing. 2nd.ed. New York: Academic Press, 1975,
573 p.
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14.4 Anexo No. 4

Temperatura (°C)

Referencia

Figura No. 1
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Diagrama de Fases de Solubilidad de 1a Dextrosa

Radley JA. Starch Production Technology. London: Applied Science Publishers, 1976, VIH, 587 p.
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