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RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo optimizar de las variables de proceso de
hidrélisis enzimatica del almidén de quinua (Chenopodium quinoa Willd) en la
obtencién de jarabe de glucosa, a través del uso de variables multiples de respuesta
(Maximizacion de % hidrolisis, Minimizacion de pérdida de Calidad y maximizacion
de propiedad funcional), por ser un tema ain no estudiado. La metodologia
experimental fue obtener primero el almidén de quinua y luego realizar el hidrolisis
enzimatica, haciendo usos de las enzimas Alfa amilasa NATURALZYME HT-340L y
glucoamilasa NATURALZYME GA-300L. Variables independientes: (Harina de
quinua y como indicadores: Variables de proceso: relacion Enzima/Almidén (0,013,
0,026 y 0,039 %), Concentracion de almidon en solucion (20, 40 y 60%), tiempo
(horas)). Variable dependiente: (Jarabe de glucosa sus indicadores: Hidrolisis (%);
Calidad del jarabe de glucosa: Estabilidad del color (DO); Propiedad funcional del
jarabe de glucosa: Solidos solubles (°Brix)). Para la optimizacion de respuestas
maultiples se usé la funcion de conveniencia elaborando el programa en el lenguaje
Matalab. Obteniéndose como resultados y conclusiones: una hidrolisis optima del
64,5829%, y un jarabe con una estabilidad de cambio de color 0,0055 DO, y un 75,67
% de concentracidn del jarabe final; para conseguir un jarabe de esas caracteristicas las
variables de proceso 6ptimo fueron de solucion de almidon (p/V) fue de 44% y relacion
de Enzima/almidén (p/p) de 0,0338%, como producto final semejante a los jarabes

comerciales para la industria alimentaria.



INTRODUCCION

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es un cultivo nativo de la region Andina. Estas
zonas son consideradas como uno de los ocho centros de origen de las especies
cultivadas de quinua. La mayoria de los investigadores coinciden en indicar que la
quinua es originaria del altiplano que comparten Peru y Bolivia, ya que en dichas areas
se encuentra la mayor diversidad de plantas cultivadas y parientes silvestres (Gabriel

etal., 2012).

Los carbohidratos de la semilla de la quinua contienen entre 58 a 68% de almiddn; se
encuentran localizados en el perisperma en granulos pequefios (2 © m), siendo mas

pequerios que los granos comunes; son parcialmente cristalinos e insolubles en agua a
temperatura ambiente; los tamafios y formas dependen de la fuente biologica; es
altamente digerible (Matos & Sanchez, 2011). Arzapalo (2015) determind el contenido
de almiddn de quinua a nivel de laboratorio, encontrando la variedad negra Collana con
un 71,30%, seguido de la variedad roja Pasankalla con 68,79% y la de menor porcentaje
66,37% la variedad blanca Junin. Repo-Carrasco et al. (2001) manifiestan que la
fraccion de carbohidratos esta constituida principalmente por almidén (50-60%), en
forma de granulos, cuyos componentes son la amilosa (20%) y la amilopectina (80%).
Frente a la aplicacion de extractos proteicos de quinua, otro de los componentes de la
quinua gue aun no estudiado es el almidon. Hasta el momento este tema ain no ha sido

investigado. El principal componente de los granos de quinoa es el almidén (60% del



peso fresco del grano) y amilosa (11%). La estructura de la amilopectina del almidén
de la quinoa es similar a la de los cereales, pero su elevado contenido hace que la pasta
de quinoa sea mas viscosa que la del trigo (Herencia, 1998). Una alternativa de
desarrollo de la industria es el estudio de la transformacion de insumos, como es el caso
del desarrollo de obtencion de jarabe de glucosa a partir de almidon de quinua, para su

uso en la industria alimentaria.

En el desarrollo de un producto un problema tipico es encontrar un conjunto de
condiciones o valores de las variables de entrada, que den como resultado el producto
mas conveniente en términos de sus caracteristicas o respuestas en las variables de
salida. El procedimiento para resolver este problema generalmente involucra dos pasos:
(1) predecir las respuestas de las variables dependientes Y, ajustando las respuestas
observadas usando una ecuacién basada en los niveles de las variables independientes
Xy (2) buscar los niveles de las variables independientes X que simultdneamente
producen los valores de las variables de respuestas predichas mas convenientes (Winer,

1971).

Existen varios métodos de optimizacion para este tipo de problemas, entre ellos el
procedimiento de superficie de respuesta extendido, el método de distancia
generalizada, el método de regiones de confianza restringidas (Castillo, 1996 citado
por Nufiez de Villavicencio, 2002), el método de minimizacion de la suma de
cuadrados de las desviaciones y el método de funcidn de conveniencia, que sera el que

se describira aqui (Anderson y Whitcomb, 1993). EI método de la funcion de



conveniencia permite resolver problemas de la optimizacion experimental con

multiples respuestas (Nufiez de Villavicencio, 2002).

1.1 DEFINICION DEL PROBLEMA

El desarrollo de jarabe de glucosa a partir de almidon de quinua, hasta el momento este
tema aun no ha sido investigado. El desarrollar un producto de este pseudocereal es
una opcion para incrementar significativamente su explotacion comercial, para su uso

en la industria alimentaria.

1.2 ANTECEDENTES

La elaboracion de jarabes de glucosa a partir de almidon no es algo nuevo. Ya en 1833,
se observo que el extracto de malta precipitado producia azucar con el almidén de maiz
(Hebeda y Teague; citado por Alexander y Zobel, 1992). Igualmente, en el siglo XIX,
Kirchoff descubrié que el almidon de maiz calentado con &cido producia un licor
liquido conteniendo glucosa (Lépez-Munguia, 1993). Utilizar almiddn de quinuaen la
elaboracion de jarabe de glucosa es novedoso; Calixto y Arnao (2004) de la
Universidad de Nacional Mayor de San Marcos realiz6 una modificacion enzimatica
del almidon nativo de Amaranthus caudatus Lineo.

La hidrolisis enzimatica de almidones ha tenido un desarrollo acelerado, ya que desde
1920 se han realizado numerosos ensayos Yy técnicas sobre ella. En 1945 se

desarrollaron técnicas industriales novedosas que permitieron la obtencion de un



producto de gran pureza, estudios en base a diferentes enzimas demostraron que el uso
de maltasa, glucoamilasa, amilasas tiene gran extension especifica y selectiva para la

obtencién de glucosa (Soto, 1976 citado por Huanca et al., 2015).

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo General

Optimizar de las variables de proceso de hidrolisis enzimatica del almidon de quinua
(Chenopodium quinoa Willd) en la obtencion de jarabe de glucosa, a través del uso de
variables multiples de respuesta (Maximizacién de % hidrolisis, Minimizacion de

pérdida de Calidad y maximizacion de propiedad funcional).

1.3.2 Objetivos Especificos

1. Optimizacién de Enzima/Almidon y Concentracion de solucion de almidén a

usarse para maximizar el hidrolisis en la obtencion del jarabe de glucosa.

2. Optimizacion de Enzima/Almidon y Concentracion de solucion de almidon a
usarse para minimizacion de pérdida de calidad, como indicador de cambio de
color (DO) del jarabe de glucosa obtenido del almidén quinua via hidrolisis

enzimatica.



Optimizaciéon de Enzima/Almidon y Concentracién de solucién de almidén a
usarse para la maximizacion de la propiedad funcional del jarabe de glucosa,

obtenido del almid6n quinua via hidrolisis enzimatica

Optimizar las variables de proceso (Enzima/Almidon, Concentracién de solucién de
almidén) a través de mdltiples respuestas como: maximizacién de la variable
hidrolisis, minimizacién de pérdida de calidad y maximizaciéon de su propiedad
funcional) en la obtencién de jarabe de glucosa a partir de almiddn quinua via

hidrolisis enzimatica.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 COMPOSICION Y ESTRUCTURA QUIMICA DEL ALMIDON
Desde el punto de vista quimico (Tabla 2.1), el almidon es una mezcla de dos

polisacaridos muy similares, la amilosa y la amilopectina (Badui, 2006).

Tabla 2.1: Propiedades de las macromoléculas del almidon amilosa y

amilopectina
Propiedades Amilosa Amilopectina

Peso molecular 1-2x 10° >2 X 107
Grado de polimerizacion 990 7200
Ligamentos glicosidicos a-D (1-4) a-D (1- 6)
Estructura molecular Basicamente lineal Muy ramificada
Susceptible a la retrogradacion Alta Baja
Afinidad con el yodo 20.1 ¢g/100g 1.1 g/100g

Fuente: Badui (2006).
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a) Amilosa

Las ramificaciones de la amilosa ramificada pueden ser muy largas o muy cortas, pero
los puntos de ramificacion estan separados por largas distancias, de manera que las
propiedades fisicas de las moléculas de amilosa son esencialmente las de las moléculas
lineales. Las moléculas de amilosa tienen pesos moleculares de alrededor de 10° Dalton
(Fennema, 2012). Producto de la condensacion de D-glucopiranosas por medio de
enlaces glucosidicos a(1,4), que establece largas cadenas lineales con 200 a 2500
unidades y pesos moleculares hasta de un millon; es decir, la amilosa es una a-D-(1,4)-
glucana, cuya unidad repetitiva es la a-maltosa. Tiene la facilidad de adquirir una
conformacion tridimensional helicoidal, en la que cada vuelta de la hélice consta de

seis moléculas de glucosa (Badui, 2006).

El acoplamiento de la posicién axial-ecuatorial de las unidades a-D-glucopiranosilo
con enlaces (1 ~4) en las cadenas de amilosa da a las moléculas una forma de hélice o
espiral con giro a la derecha, el interior de la hélice contiene sélo &tomos de hidrégeno,
y es por tanto lipofilico, mientras que los grupos hidroxilo estan situados en el exterior
de la hélice. La mayoria de los almidones contienen alrededor del 25% de amilosa. Los
dos almidones de maiz comdnmente conocidos como ricos en amilosa que existen
comercialmente poseen contenidos aparentes de masa de alrededor del 52% y del 70-

75% (Fennema, 2012).
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Figura 2.1: (a) Enrollamiento helicoidal de la amilosa; (b) estructura quimica
de la amilopectina. ) Fuente: (Badui, 2006).

b) Amilopectina

La amilopectina se diferencia de la amilosa en que contiene ramificaciones que le dan
una forma molecular similar a la de un arbol; las ramas estan unidas al tronco central
(semejante a la amilosa) por enlaces a-D-(1,6), localizadas cada 15-25 unidades
lineales de glucosa. Su peso molecular es muy alto, ya que algunas fracciones llegan a

alcanzar hasta 200 millones de daltones, aunque se han reportado pesos de entre
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300,000 y 500,000 (Badui, 2006). La amilopectina es un polimero muy ramificado de
residuos de a-D-glucosa unidos por uniones a (1 — 4), con ramificaciones en o (1 —
6). El peso molecular de la amilopectina es considerablemente mayor que el de la

amilosa, entre 107 y 5 x 108 g/mol.

Las cadenas de amilopectina estan dispuestas radialmente dentro del granulo, con su
extremo no reductor orientado hacia la superficie. En las moléculas de amilopectina,
los puntos de ramificacion estan localizados en las regiones poco ordenadas, mientras
que las sub-cadenas lineales estan en la region de alto orden molecular. Estas sub-
cadenas lineales pueden formar dobles helices y empaquetarse en una estructura
cristalina, siendo las responsables de los anillos resistentes a tratamientos con acidos,
alcalis o amilasas, mencionados anteriormente. La difraccion de rayos X de amplio
angulo muestra que los granulos de almidon presentan efectivamente estructura
cristalina. Se han identificado tres estructuras cristalograficas diferentes, dependiendo
de los angulos de difraccion causados por el empaquetamiento de las dobles hélices de
las cadenas laterales de amilopectina: tipo A, caracteristica de cereales; tipo B,
caracteristica de tubérculos, y tipo C, en legumbres. También se pueden observar
estructuras tipo V cuando se forman complejos de amilosa con lipidos polares. Se
puede plantear un modelo en el cual las zonas rigidas de amilopectina estan en la capa
semicristalina, y los espaciadores y puntos de ramificacion de la amilopectina en los
espacios de esta capa, mientras que la zona amorfa (anillos amorfos) contendria la
amilosa, ya que se supone que la amilosa no estaria en su forma cristalina en el granulo

(Lupano, 2013).
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El almidon de la quinua tiene una masa molar promedio de 11,3 x 10° g / mol, que es
comparable a la de amaranto (11,8 x 10° g / mol) de almiddn, més alta que la de trigo
almidon (5,5 x 10° g / mol), pero inferior a la de almidon de maiz ceroso (17,4 x 10° g
/ mol). El almidon es muy ramificado, con un minimo grado de polimerizacion (DP)
glucano de 4,600 unidades, un maximo de 161,000 DP y una media ponderada de DP
70,000 citado por (Praznik et al. 1999). Tang et al. (2002) informé de un DP glucano

de 6,700 unidades fraccion de amilopectina de la fécula de la quinua.

2.1.1 Gelatinizacion

Los granulos de almidén son insolubles en agua fria, debido a que su estructura esta
altamente organizada y a que presenta una gran estabilidad por las mdltiples
interacciones que existen con sus dos polisacaridos constituyentes; sin embargo,
cuando se calientan empieza un proceso lento de absorcion de agua en las zonas
intermicelares amorfas, que son las menos organizadas y las mas accesibles, ya que los
puentes de hidrégeno no son tan numerosos ni rigidos como en las areas cristalinas. A
medida que se incrementa la temperatura, se retiene mas agua y el granulo empieza a
hincharse y a aumentar de volumen, fendmeno que puede observarse en el microscopio,
sin que se presente un aumento importante en la viscosidad; una vez que la parte amorfa
se ha hidratado completamente, la cristalina inicia un proceso semejante, pero para esto
se requiere mas energia. Al llegar a ciertas temperaturas normalmente cercanas a 65°C,
aunque dependen de cada tipo de almidon, el granulo alcanza su volumen maximo y

pierde tanto su patron de difraccion de rayos X como la propiedad de birrefringencia;

10



si se administra mas calor, el granulo hinchado, incapacitado para retener el liquido, se
rompe parcialmente y la amilosa y la amilopectina, fuertemente hidratadas, se
dispersan en el seno de la disolucion. En este punto se pierden la estructura original y
la birrefringencia del granulo; esto va aunado a un aumento de la viscosidad.
Aproximadamente 30% de la amilosa se encuentra en solucion. A todo este proceso se
le llama gelatinizacidn, y es una transicion de un estado ordenado a otro desordenado

en el que se absorbe calor (Badui, 2006).

Los granulos de almidon no dafiados son insolubles en agua fria, pero pueden embeber
agua de manera reversible; es decir, pueden hincharse ligeramente con el agua y volver
luego al tamafio original al secarse. Sin embargo, cuando se calientan en agua, los
granulos de almidén sufren el proceso denominado gelatinizacion. La gelatinizacion es
la disrupcion de la ordenacion de las moléculas en los granulos. Evidencias de la
pérdida de orden son: el hinchamiento irreversible del granulo, la pérdida de la
birrefringencia y la pérdida de la cristalinidad. Durante la gelatinizacion se produce la
lixiviacion de la amilosa, pero también puede producirse antes de la gelatinizacion. La
gelatinizacion total se produce normalmente dentro de un intervalo mas o menos
amplio de temperatura, siendo los granulos mas grandes los que primero gelatinizan.
La temperatura inicial aparente de gelatinizacion y el intervalo dentro del cual tiene
lugar dependen del método de medida y de la relacion almidon-agua, del tipo de
granulo, asi como de las heterogeneidades en la poblacion de granulos. Los diversos
estados de la gelatinizacion pueden ser determinados utilizando un microscopio de

polarizacién equipado con un sistema de calentamiento. Estos estados son: la

11
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temperatura de iniciacion (primera observacion de la pérdida de birrefringencia), la
temperatura media, la temperatura final de la pérdida de birrefringencia (TFPB, es la
temperatura a la cual el ultimo granulo en el campo de observacién pierde su

birrefringencia), y el intervalo de temperatura de gelatinizacion (Fennema, 2012).

La birrefringencia es un fendmeno que ocurre cuando la luz polarizada atraviesa una
estructura altamente ordenada, tal como un cristal. Estos cambios se observan luego de
que el granulo de almidon al contacto con el agua fria se hidrata; al aplicarle calor el
granulo comienza a hincharse hasta que, en cierta temperatura, la estructura del grano

se altera, perdiendo su birrefringencia (Torres, 2007).

Lupano, 2013 menciona, hay estudios que sugieren que el agua se absorbe primero en
la zona amorfa del granulo. Al hincharse la zona amorfa, se genera un estrés en la zona
cristalina de la amilopectina, se disocian las dobles hélices y la integridad del granulo
se rompe. Esto ocurre con un exceso de agua, y se observa como un pico simple, a una
temperatura de alrededor de 65°C, dependiendo del almidon, por calorimetria

diferencial de barrido.

Por lo tanto, la ruptura de la estructura granular, el hinchamiento y la hidratacién, y la
solubilizacion de las moléculas de almidon, en conjunto, constituyen la
“gelatinizacién”, proceso endotérmico que ocurre por encima de 55-70°C, maés
especificamente, la temperatura de gelatinizacion en el maiz oscila en el rango de 62 a

74°C. Si se prolonga el tratamiento hidrotérmico, puede surgir una ruptura de los
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granulos, hidrdlisis parcial y disoluciéon mas o menos completa de las moléculas
constituyentes, lo que origina una disminucién en la viscosidad (Cheftel, 1999; Bello-

Pérez et. al, 2006).

2.1.2 Hidrodlisis de almidones

Industrialmente la hidrolisis se realiza por métodos enzimaticos o con soluciones de

acidos, como el &cido clorhidrico y sulfurico y se aplica calor paras facilitar el

rompimiento de los enlaces glucosidicos; Figura 2.2, (Torres, 2007).

H,O
HO— O HO -~ —JH
Vo i , ot
HO 1e] o WOy ——a= HO- =-0H + HQ.—( }-..U.H
HO M HC  OH HO oH HO  BH
Disacdrido monesacando moncsacarido

Figura 2.2: Hidrolisis de carbohidratos

a) Hidrolisis acida o basica.

En estos casos se usan HCI, H.SOs o KOH dependiendo si la hidrdlisis es acida o

bésica, respectivamente. Estos procesos son llevados a cabo a presiones que varian

entre 1 al,5 atm y temperaturas entre 30 y 100 °C, estas condiciones de operacion

varian dependiendo de la naturaleza de la materia prima que se quiera hidrolizar, debido
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a los requerimientos energéticos y al tipo especial de materia de construcciéon de
autoclave empleadas para la hidrdlisis acida o bésica, estos procesos en la actualidad

estan quedando en desuso por su elevado costo de produccion.

H* O OH-
Almidon (CsH1005) N+ NH20 > NCeH120¢
30° - 100

Fluidizacion (o hidrdlisis) por acidos, los almidones Ilamados fluidizados se logran
calentando una suspension al 40% a menores de 55°C en presencia de HCI o de H2SO4
0,1N durante un tiempo que puede variar entre 10 y 20 horas para lograr la viscosidad
deseada. Como no se alcanza la temperatura de gelatinizacion, el acido sélo hidroliza
las regiones amorfas del granulo y muy poco o nada las cristalinas, por lo que la
amilopectina es la mas afectada; después se neutraliza con NaOH, se filtra, se lava y se
seca. Este tipo de almidones forma pastas que, en caliente, tienen poca viscosidad, y
sus geles son débiles; se usan en la industria de caramelos cuando se desea lograr

textura gomosa (Badui, 2006).

b) Hidrdlisis enzimética

En estos casos se utiliza enzimas provenientes de diversas fuentes (vegetales, animales

0 microbiana). La industria de la produccion de enzimas a partir de los
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microorganismos es muy importante y se halla en pleno desarrollo, manteniéndose en
secreto en numero considerable de detalles. La mayor parte de las enzimas que se
utilizan son impuras, porque su purificacion es dificil y costosa ademas porque una
purificacion excesiva reduce su eficiencia y en general, los preparados que se emplean
contienen principalmente la enzima deseada. La mayor parte de las enzimas preparadas

a escala industrial son enzimas hidroliticas.

Las amilasas que hidrolizan los almidones se dividen en varios tipos segin su modo de
actuar sobre las moléculas de almidon, el almiddn estd compuesto por dos tipos de
glucosas: la amilasa lineal que contiene unidades de D-glucosa unidas por enlace alfa-
1,4 y la amilopectina ramificada, que contiene ademas enlaces 1,6 en los puntos de
ramificacion, entre las amilasas se encuentran la fosforilasa, que pueden degradar
completamente la amilasa, pero solo parcialmente la amilopectina, dejando dextrina
limite; isoamilasa que suprime las ramas de la amilopectina para romper los enlaces
1,6 glucosidicos, alfa-amilasa, que hidrolizan sin un orden determinado los enlaces 1,6
glucosidicos; la beta amilasa, que rompe Unicamente el segundo enlace 1,4 glucosidico
del extremo no reductor de las cadena, desprendiendo una molécula de maltosa cada
vez y dejando por ultimo dextrinas limite; y la amilo-glucosidasa, que hidrolizan tanto
los enlaces 1,6 como las 1,4 glucosidicos produciendo glucosa sin dextrina intermedias

y maltosa.
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La maltasa o alfa — glucosidasa (que no es una amilasa) hidrolisa la maltasa o glucosa.
Gran parte de la amilasa que se emplea en la industria, procede de los granos de la
malta, que contienen amilasa a partir de hongos o bacterias o una mezcla de ellas. Los
mohos se utilizan como fuente de amilasas y otras enzimas hidroliticas,

seleccionandose para cada caso la especie y sepa de moho apropiado, (Taquiri, 2002).

2.2 ENZIMAS UTILIZADAS EN EL PROCESO DE HIDROLISIS DEL

ALMIDON

2.2.1 Amilasas

Son enzimas que hidrolizan el almidén dos de ellas han sido estudiadas con un gran
detalle, a- y B- amilasa, una endo-enzima hidroliza los enlaces 1,4 glucano,
aparentemente al azar. El ataque al azar de la a-amilasa sobre la amilosa en disolucion
da lugar a un rapido descenso en viscosidad y en una capacidad de producir un
complejo coloreado en el iodo, asi como un aumento en el poder reductor por la
aparicion de grupos reductores. Dado que basta romper unos pocos enlaces glucano
internos para provocar un gran descenso en la viscosidad, los efectos sobre estas son
proporcionalmente mayores que el aumento en capacidad reductora (Fennema, 1993).

a) a-amilasa:

Ataca a la amilopectina de un modo similar, sin embargo, los puntos de ramificacion

a-1,6 no son hidrolizados, por lo que se forma una pequefia cantidad de panosa, el

16



trisacarido que contiene estos enlaces a-1,6. Esta amilasa suele ser denominada enzima
licuante, debido a su rapida accién de reducir la viscosidad de las disoluciones de
almidén, el tratamiento de la amilosa o amilopectina con a-amilasa da como resultado
una mezcla de maltosa, glucosa y también una cierta cantidad de panosa si la reaccion

continua durante un largo periodo (Fennema, 1993).

La a-amilasa es una enzima especifico que actua Unicamente sobre los enlaces 1:4
separando moléculas largas de oligosacaridos a partir del almiddn, en la industria estas
mezclas obtenidas por hidrolisis enzimatica o acida, se denominan dextrinas o jarabes

de almidon (Braverman, 1980).

b)  B-Amilasa

Es una exoenzima, es decir, ataca solo a la unidad final de las cadenas de almidon. Méas
especificamente, retira unidades de maltosa del extremo no reductor de la cadena de
almidon hidrolizando enlaces glicosidicos alternos, como la maltosa incrementa el
sabor dulce de la disolucion de almidon, la B-amilasa se denomina también enzima
sacarificante. El termino B-en la f-amilasa hace referencia a la inversion del enlace a-
1,4 del almidén de la configuracion . No ataca los enlaces 1,3 que aparecen
ocasionalmente en la amilosa ni los 1,6 de la amilopectina, lo que da lugar a la
degradacién del almiddn sea incompleta. Si se encuentra presente una enzima capaz de
romper las ramificaciones, la actividad de la f-amilasa continuara con la amilopectina,

la actividad de esta enzima se detiene dos o tres unidades de glucosa antes del punto de
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ramificacion, denominandose a las moléculas resultantes. Se sabe que la f-amilasa

existe solo en los tejidos vegetales.

Las amilasas son importantes en la maduracion de la fruta, en la produccion de jarabes
y azlcar de maiz, en la industria cervecera y en la fabricacion de panificacion general,

la hidrolisis de almidones por estas enzimas puede:

a.  Proporcionar azucares para la posterior fermentacion y utilizacion por
microorganismaos.

b.  Proporcionar azucares reductores que participan en el pardeamiento no
enzimatico.

c. Altera textura, la palatabilidad, la jugosidad y el dulzor de los alimentos

afectados.

Las amilasas enddgenas de la malta de cebada y del trigo juegan un papel crucial en la
elaboracion de cerveza y en la panificacion, con frecuencia actuando en conjuncion de

otras carbohidrasas enddgenas y exdgenas (Fennema, 1993).

La B-amilasa ataca a las moléculas de amilosa en su extremidad no reductora separando
moléculas de de maltosa en las posiciones 1:4 y continuando de esta forma hasta que
Ilegue al punto de ramificacién del enlace 1:6 en donde su actividad se detiene, las
moléculas de maltosa originadas de esta forma por la accion de la amilosa son atacadas

por la enzima maltosa (0-a glucosidasa) y convertidas en moléculas sencillas de
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glucosa. Lo que antecede nos muestra la especificidad absoluta de estos enzimas

(Braverman, 1980)

2.2.2 Glucoamilasas

La a-amiloglucosidasa, que actla Unicamente en las dextrinas limite que se quedan
después de la degradacion de la amilopectina por la fosforilaza siendo en este caso la
glucosa la Gnica sustancia que se separa. Tratando varias muestras de amilopectina con
fosforilasa y a-amiloglucosidasa simultdneamente fue posible determinar en la mezcla
de la reaccion glucosa-1-fosfato y glucosa libre admitiendo que cada molécula se
origina a partir de un punto de ramificacion y que cada molécula de glucosa-1-fosfato
procede de la cadena amilosa, la relacion de ambas cantidades seria el numero de
unidades ramificadas de la molécula de amilopectina que equivale a la fraccion de los
grupos terminales. Ellos constituirian la medida del grado de ramificacion de la

amilopectina.( Braverman, 1980).
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2.3 JARABES DE GLUCOSA

Los jarabes de D-glucosa son una mezcla entre una solucion acuosa de D - glucosa,
maltosa y otros oligosacéridos llamados dextrinas (Sanchez, 2002). En la industria se
consideran jarabes glucosados a hidrolizados a partir de una dextrosa equivalente (DE)
de 20 un jarabe que presenta un poder reductor similar al de una solucién con 20% de

glucosa (Garcia et al., 1993).

Jarabe de glucosa es la solucidn acuosa concentrada y purificada de sacaridos nutritivos
con dextrosa equivalente (DE) de 20 a mas obtenidos por hidrolisis de almiddn, debido
a que han utilizado como materia prima, casi exclusivamente el almidon de maiz es
que los jarabes se conocen como jarabes de maiz. Se caracterizan en 4 tipos: Jarabes
de tipo I con D.E. de 20-38; Jarabes de tipo Il con D.E. de 38-58; Jarabes de tipo Il

con D.E de 58-73; Jarabes de tipo IV con D.E de superiores a 73 (Whistler, 1984).

Siendo la dextrosa equivalente un indice de los azucares reductores totales calculados
como D- glucosa. La glucosa se produce fundamentalmente por la hidrélisis enzimatica

del almidén de acuerdo con la reaccion:

o -amilasa
Glucoamilasa

Almidon __ dextrinas » glucosa
Bacteriana
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Tradicionalmente los jarabes de glucosa se producian por hidrolisis acida, pero por este
método no era posible alcanzar equivalentes de dextrosa superiores a 55 sin que
aparecieran sabores desagradables. La a-amilasa y la glucoamilasa (amiloglucosidasa)
son probablemente las enzimas mas usadas en la industria del almidon, siendo ademas

relativamente baratos.

La dextrosa equivalente (DE) es un indice de los azucares reductores totales, calculados
como D-glucosa en base a peso seco. El valor de la DE esta relacionado inversamente
en base de grado de polimerizacién. Un almidon no hidrolizado tiene una DE de la

glucosa anhidra esta definida como 100 (Whistler, 1984).

2.3.1 Color de jarabe

El color de los jarabes de glucosa recién obtenidos, se asemeja al color del agua pura.
Sin embargo, esta propiedad cambia debido a que se tiene la presencia de proteinas o
restos de aminoéacidos, que reaccionan con los azucares reductores del jarabe (Pancoast
y Junk, 1980). El color de los jarabes usualmente se reporta en unidades de densidad
optica (DO). No obstante, se ha establecido una clasificacidn subjetiva la cual relaciona

las DO con una escala de color (Tabla 2.2).
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2.3.2 Usos en la industria alimentaria

Industrialmente se dispone de numerosos jarabes de sacarosa invertida parcial o del
todo que poseen por lo tanto diferentes grados de dulzura. Tales jarabes se venden
comercialmente bajo el nombre de azucares liquidos y pueden elaborarse con un alto
contenido de sélidos dado que la fructuosa es muy soluble y la glucosa no cristaliza
con facilidad. Empleo de los azucares en la industria alimentarias. Con sus 2000 o0 mas
tipos de distintos productos, la industria confitera pastelera exige cuidadosamente los
edulcorantes que utiliza, a continuacion, se sefialan algunas de sus caracteristicas a
continuacion: Dulzor relativo de los diferentes azucares; Grado de solubilidad y de
cristalizacion; Peso especifico o densidad de los jarabes; Contenido acuoso de los
azucares secos; Hidroscopicidad; Aroma especifico; Cualidades conservadoras y
tendencia a la fermentacion; Peso molecular; Presion osmotica; Punto de congelacion;

Tendencia al empardeamiento.

Las propiedades fisicas del producto final dependen mucho de la adecuada eleccion del
azucar a utilizar. Por ejemplo, si se emplea sacarosa es importantisimo conocer las
posibilidades de invercidn en el producto final. La calidad de los jarabes elaborados
por hidrolisis del almidon y de otros polisacaridos naturales depende mucho de la
estructura de dichos polisacaridos, es decir, de si son de cadena lineal o ramificada, del
tamafio de sus moléculas, etc. Todas estas propiedades suponen nuevas posibilidades
para los fabricantes, y los materiales edulcorantes modernos estan elaborados para

entender instrucciones precisas de la industria (Braverman, 1980).
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Tabla 2.2: Clasificacion subjetiva de la densidad dptica de los jarabes.
Densidad éptica (DO)  Color visual

0,025 Agua

0,035 Paja muy ligero

0,5 Paja ligero

0,6 Paja

0,075 Paja amarillo muy ligero
0,1 Amarillo medio ligero
0,125 Amarillo ligero

0,15 Amarillo

0,2 Amarillo fuerte

Fuente: Guzman-Maldonado-Maldonado, 1992.

Los jarabes se usan desde hace mucho tiempo y antes de descubrirse el azlcar, se
preparaban con miel. Los liquidos que habitualmente integran el jarabe son el agua
destilada, soluciones extractivas, zumos, y otros, Lachman & Lieberman (1986).
Apiario los Citricos (2010) recomienda tener cuidado en el proceso de hidrdlisis y con
la fermentacion, asi como también la degradacion de los jarabes; ya que a mayor
temperatura mayor la produccién de la molécula conocida como HMF (Hidroxi Metil
Furfural) que es un aldehido y un furano formado durante la descomposicion térmica

de los glucidos.

23



Rodriguez (2011); Armenta (2004), Gerena (2013), Revista | Alimentos (2010)
describen al jarabe de glucosa como uno de los productos mas utilizados por la industria

de confitera y de alimentos procesados tales como:

v En el caso de los helados, el jarabe de glucosa aporta textura, brillo y disminuye
la temperatura de congelacion.

v' En confiteria, es utilizado como anticristalizante del azlcar, regulador del
dulzor, generador de brillo, etc.

v En las carnes procesadas, incrementa el pardeamiento de la carne durante la
coccion.

v"El jarabe de glucosa se encuentra importante para la industria, ya que tiene
aplicaciones en procesos de produccion de etanol.

v Enlaelaboracién de cerveza, en la industria de alimentos (reposteria, confiteria,
etc.)

v' También impide la cristalizaciéon de la sacarosa y otros azUcares, tiene la
capacidad de bajar el punto de congelacién de algunas soluciones, obtiene
buena higroscopicidad.

v' También controla la coloracion morena de los azlcares reductores en la

superficie durante la coccion.

Aditivos e ingredientes en la fabricacion de productos carnicos cocidos de musculo
entero; la dextrosa o glucosa tiene un poder edulcorante mucho menor que el azlcar y

una mayor presion osmotica en solucion, por lo que es muy usado como carga
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depresora de la actividad de agua. Con salmueras equilibradas se pueden alcanzar
concentraciones en producto terminado superiores al 3 % sin afectar negativamente al
sabor del producto terminado. El principal inconveniente para la utilizacion de
dextrosa, se presenta en paises de clima calido en que no se pueda asegurar una buena
cadena de frio durante toda la vida comercial del producto. La dextrosa es un
monosacarido de digestion directa por parte de muchos microorganismos, entre ellos
los lactobacilos, por lo que acelera su crecimiento, especialmente si las condiciones de
refrigeracion no son adecuadas, acortando la conservacion del producto, especialmente

presentando problemas de acidez por &cido lactico (Llorenc, 2015).

2.4 OPTIMIZACION DE MULTIPLES RESPUESTAS

En muchos problemas de optimizacion experimental, es inusual encontrar sélo una
respuesta que necesite ser optimizada, en cambio, frecuentemente deben ser
consideradas varias respuestas (Walter y col. 1999). El objetivo de la optimizacién es
la seleccion, independientemente de la multiplicidad de soluciones potenciales, de la
mejor solucidn con respecto a algun criterio bien definido. La eleccion de este criterio,
el objetivo, es un paso esencial en un estudio (Beveridge y Schechter, 1970). Una
funcién objetivo es aquella que expresa el objetivo en términos de los factores del
sistema y/o respuestas. Las funciones objetivo basadas en estrategias econdmicas
tienden a ser altamente complejas, mientras que las basadas en consideraciones

técnicas y de calidad son cominmente simples (Walters y col. 1999).
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Maximizacion del objetivo (1): encontrar condiciones bajo las cuales la variable

respuesta sea tan grande como sea posible.

Minimizacion del objetivo (|): encontrar condiciones bajo las cuales la variable

respuesta sea tan pequefia como sea posible.

Para buscar los valores de los componentes que producen resultados con la mayor
conveniencia global se plantean dos métodos. El primero emplea un procedimiento de
optimizacion general de la funcidn de conveniencia global para encontrar los valores
optimos de los componentes dentro del rango experimental especifico. El segundo
busca en cada combinacion especifica de valores de los componentes la combinacion
que produzca la conveniencia global dptima, en este caso la respuesta puede no ser

unica (Chitra, 1990).

2.4.1 Optimizacion de multiples respuestas por el método de la funcién de

conveniencia

Esta metodologia consiste en la obtencion de una funcion que convierte un problema
de respuesta multiple en un caso de respuesta Unica, esta herramienta es conocida como
funcién de conveniencia simultanea (Martinez-Delfa y col., 2009). En este método
cada valor de la respuesta, obtenido a partir de la utilizacion de las ecuaciones

polinomiales, es convertido en un valor adimensional de la funcion de conveniencia di.
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Estos valores varian entre 0 y 1, 0 correspondiendo a una respuesta inaceptable y 1

como Gptimo, respectivamente.

En el desarrollo de un producto un problema tipico es encontrar un conjunto de
condiciones o valores de las variables de entrada, que den como resultado el producto
mas conveniente en términos de sus caracteristicas o respuestas en las variables de
salida. El procedimiento para resolver este problema generalmente involucra dos pasos:
(1) predecir las respuestas de las variables dependientes y, ajustando las respuestas
observadas usando una ecuacién basada en los niveles de las variables independientes
Xy (2) buscar los niveles de las variables independientes x que simultaneamente
producen los valores de las variables de respuestas predichas mas convenientes (Winer,

1971).

2.4.2 Funciones de conveniencia

Lowe (1967) propone un procedimiento simple para formar funciones de conveniencia
de respuestas mdaltiples. Si yjl y yjD son mediciones de los valores mas indeseables (I)
y mas deseables (D) de una respuesta yj respectivamente y si se asume que la
conveniencia se incrementa linealmente de yjl a yjD, entonces la conveniencia de la

respuesta se calcula como:
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a) Si larespuesta debe ser maximizada, di se define como:

d =1 y, >T, (2.1)

(2.2)

b) Si la respuesta debe ser minimizada, la funcién de conveniencia individual (di)
se calcula de la siguiente manera:

d =0 y, >U (2.3)

0,
U.—-v
d_ — I 1
i {U. —T} T <y, <U, (2.4)

donde i es la respuesta predicha por el modelo polinomial, Li y Ui representan los
valores de yi minimos y maximos aceptables, respectivamente; y Ti es el valor objetivo
correspondiente al valor maximo, minimo o fijado dependiendo de las restricciones
especificadas para cada respuesta. Los valores di son afectados por factores definidos
por el usuario (01, 62) que ponderan la influencia del valor objetivo y de los limites

minimos y maximos.
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2.4.3 Funcion de conveniencia global

Hay varias formas en las cuales se pueden combinar las conveniencias individuales,
una de ellas podria ser la media aritmética. Sin embargo, en la realidad existe una
premisa basica: si una caracteristica es tan pobre que no es conveniente el uso del
producto, tal producto no debe ser aceptado, sin tener en cuenta el resto de las
caracteristicas. La reaccion del consumidor a un producto estd basada en gran medida
en las caracteristicas menos deseables de tal producto debido a que son un foco de

problemas potenciales (Harrington, 1965).

Con el fin de alcanzar los valores que representen las condiciones éptimas de
procesamiento solo una funcién de conveniencia global (DT) es obtenida, la cual es
calculada utilizando la media geométrica de las respuestas convertidas o

adimensionales (di):

‘ =

I M>
<.

AN

1 n

vl v Vo |0 vi

DT =(dydy....d¥ 5 =| [ [ d; (2.5)
i=1 i=1

donde vi es la importancia relativa asignada a cada di. Ademas, puede ser observado

que si alguna de las respuestas es inaceptable (di=0), la funcion total se hace cero, lo

cual da una mayor coherencia a la funcién de conveniencia obtenida. Un valor alto de

DT indica las mejores combinaciones de factores, que es considerado como la solucion
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Optima del sistema. Los valores dptimos para cada factor son determinados a partir de
los valores de las funciones de conveniencia individual que maximizan la funcion

global DT (Corzo y col, 2008).
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE TRABAJO

La investigacion fue realizada en los laboratorios de: Analisis de alimentos de la

Facultad de Ingenieria Quimica y Metalurgia de la Universidad Nacional de San

Cristobal de Huamanga. Este trabajo se realiz6 en los meses de setiembre del 2015 a

junio del 2016.

3.2 MATERIALES

3.2.1 Materia prima

Para el presente trabajo se utilizd la materia prima quinua (Chenopodium quinoa,

Willd). Variedad blanca, adquirido del distrito de quinua provincia de huamanga,
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departamento de Ayacucho, el cual fue lavado para desaponificar, secado y molido.

Posteriormente se realizé la extraccion del almidén, lavado y secado.

3.2.2 Enzimas

Fueron usadas Alfa amilasa NATURALZYME HT-340L de Bacillus licheniformis con

una actividad de 340000 MWU/mL y glucoamilasa NATURALZYME GA-300L

derivada de una sepa seleccionada de Aspergillus niger con una actividad de 300

GAU/mL.

3.2.3 Materiales de Laboratorio

AN N N N RN

<

Crisoles de porcelana

Espéatulas

Fiolas de 25, 50,100,250,500 y 1000 ml
Kitasato de 500 y 1000 ml

Luna de reloj

Papel filtro wathman N° 2

Pipetas de 0.1; 1.0; 5.0 y 10 ml
Probetas de 50 y 100 ml

Termometro

tubos de ensayo con tapa roscada

vasos de precipitacion de 50,100, 250 y 1000 ml
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v Varilla

v Tubos de ensayo

3.2.4 Reactivos

v" Hidréxido de sodio; (NaOH)
v" Rojo de metilo

v" Sulfato de cobre; CuSO4

v Sulfato de potasio; K2SO4

v Acido sulfirico; H2SO4

v 2,4 Dinitrofenol, DNF

v Fenol

v" Hidréxido de sodio; (NaOH)
v Tartrato de sodio y potasio
v Glucosa

v" Acido Dinitrosalicilico; DNS
v" Acido clorhidrico; HCL
v"Hidréxido de sodio; NaOH
v Azul de metilo

v" n-hexano CeHi4

v Acido clorhidrico; HCI

v" Hidroxido de sodio; NaOH
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v" Acido sulfarico; H.SO4

v Etanol 96%

3.25 Equipos

v' Balanza analitica, OHAUS, modelo AS200, serie 3526-USA.

v Centrifuga

v" Cocina eléctrica

v’ Espectrofotometro de UV visible, modelo Spectro Scan 50V, serie 05-
1811-17CoV.

v' Estufa eléctrica, marca TOMOS, modelo ODHG 9030B, serie 0510164
1

v" Horno de calcinacion

v pH-metro digital

v Termdmetro

v Refractometro digital, marca ATAGO, serie A93217

v' Refrigeradora de 218 L, marca MIRAY, modelo MI23, serie 01006908
25.

v" Secador de laboratorio (tipo tdnel de aire caliente)
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3.3 METODOS DE ANALISIS

3.3.1 Determinacion de humedad

Para la determinacion de humedad se utiliz6 el Procedimiento (Método 925.10 de la

A.0.A.C. (1998), Preparamos las muestras para el analisis por reduccion de tamafio

haciendo uso de un mortero. Asegurarse que las muestras no se descompongan a

temperaturas mayores de 100°C.

3.3.2 Determinacion de la proteina

Se utiliz6 el procedimiento de analisis (Método Kjeldahl recomendado por la

A.0.A.C.), determina la materia nitrogenada total, que incluye tanto las no proteinas

como las proteinas verdaderas (Aurand et al., 1987).

3.3.3 Determinacion de grasa

En caso de los lipidos se utilizé el método de Extraccion por solventes en caliente

Soxhlet método de la A.O.A.C. (1998) En este método es necesario usar muestras

deshidratadas, usar las muestras usadas en determinacion de humedad.
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3.3.4 Determinacion de fibra

Se utilizo el procedimiento para fibra bruta (Método de la A.0.A.C.1998).

3.3.5 Determinacion de ceniza

Para la determinacion de Cenizas en seco: (para la mayoria de las muestras de

alimentos) son los residuos inorganicos de los alimentos método de la A.O.A.C. (1998).

3.3.6 Determinacion de carbohidratos

Por el método por diferencia de calculo matematico A.O.A.C., Pearson (1998)

3.3.7 Determinacion de azucares reductores por el método del DNS (Tema,

2008)

Para la determinacion de los azdcares reductores se utilizd una concentracion de
glucosa de (Img/mL), se realizaron diluciones seriadas en agua (Genecor) o Buffer de
trabajo (Novozymes) de 0,1; a 1,0 mg/mL. Se determind la concentracion de glucosa
en funcién de la concentracion de azUcares reductores por el método colorimétrico del
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), se prepar6 una relacion 1:1, (muestra: reactivo), se

calento en bafio termostatado a 93°C aprox., por 5 minutos, se detuvo la reaccién por
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choque térmico, se adicion6 10mL de agua destilada y se ley6 a 540nm en un

espectrofotometro Genesys 20.

3.4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para el hidrolisis del almidon por el método enzimatico en la obtencion de jarabe de
glucosa, las variables intervinientes como podemos observar en la Figura 3.1 muestran:
la Temperatura de proceso, pH de la solucion, las enzimas, el tipo de almidon,
concentracion del almidon en la solucion, el tiempo de hidrolisis.

Tenemos el flujo para la obtencidn de jarabe de glucosa a partir del almidon a nivel de
laboratorio. El jarabe de glucosa a partir del almiddn de quinua se elaboré mediante los

procedimientos continuos que se mencionan a continuacion:

a) MATERIA PRIMA: Obtenido el almidén de quinua en el procedimiento del
diagrama de flujo 1 ya mencionado se utilizd para la obtencion del jarabe de

glucosa.

b) DISPERSION: En esta operacion se hizo a nivel de laboratorio se utiliz6 en entre
procedimiento vasos precipitados de 500 ml, trabajando a una temperatura
ambiente, agregando agua de acuerdo al volumen necesitado, posteriormente se

lleva a un pH de 7.3 con una solucion de NaOH A 1N.
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c) PRE-COCCION: En esta operacion de lleva a calentamiento a una temperatura de

80°C por un determinado tiempo de 10 minutos, teniendo una agitacion constante.

d) DEXTRINIZACION: En esta operacion se baja la temperatura de la operacion
anterior a 70°C y porterilmente se hace agrega la enzima de acuerdo al volumen
necesitado para la muestra, dejando a una temperatura de 12 horas.

e) INACTICACION: En esta operacion se baja a una temperatura baja de 10 °C

haciendo un choque térmico asi se inactiva la enzima en este caso la a- amilasa.

f) CENTRIFUGACION: En esta operacion se lleva a un pH de 2 con solucién de

HCI a 1N para poder separar el almidon no hidrolizado de la suspension obtenida.

g) SUSPENSION: Teniendo la suspension de la operacion anterior esta se lleva a un

pH de 4.5 con solucion de NaOH a 1N.

h) SACARIFICACION: Para esta operacion se lleva a una temperatura de 60°C, se

adiciona la enzima glucoamilasa a un tiempo controlado de 15, 30 y 45 horas.

i) INACTIVACION: En esta operacion se baja a una temperatura baja de 10 °C

haciendo un choque térmico asi se inactiva la enzima en este caso la glucoamilasa.
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jJ) EVAPORACION: En este proceso, tiene como finalidad concentrar la cantidad de
jarabe de glucosa obtenido en la hidrdlisis, haciendo el tratamiento a una

temperatura de 100°C.
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AGUA (2000 L)

ENZIMA (o-AMILASA)
=0.06% (VIV)
ENZIMA (glucoamilasa)

= 0.15% (V/V)

TC=10—%

T°C = Ambiente
Rpm=300

 —

ALMIDON DE QUINUA (400 gr.)

NaOH 0.1N
” —
DISPElRSION oH =73
T°C =80

ACONDICIONAMIENTO

44—

l

DEXTRINIZACION Y
SACARIFICACION

A

TIEMPO=10 MIN.

T°C =70-60°C
TIEMPO=27—42-57 Horas

INACTICACION HCI=0.1N
pH =2
CENTRIFUGACION
Almiddén no dextrinizado
> (349.289 Gr.)
A
SUSPENSION ) 2‘3‘1‘2_2-“‘
(% hidrolisis)
l T°C=60°C
FILTRADO Y :
CLARIFICACION TIEMPO=27—42-57 Horas
JARABE BRUTO (2020 ml de
jarabe bruto)
EVAPORACION
(hasta 70 % °brix) AGUA: (1947.57 ml)

!

JARABE DE GLUCOSA
(V=72.43ml)
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En esta investigacion, se consideraron como variables constantes el pH, temperatura y
tipo de almiddn, debido a que los valores obtenidos en la estandarizacién de las enzimas
mostraron resultados no significativos, similar comportamiento reportados por
Shariffaa et al. (2009). De acuerdo al modelo y el ensayo preliminar se consideraron
las siguientes variables en estudio; relacién de enzima/sustrato, concentracion de la
solucion y tiempo de hidrolisis. Los limites maximos y minimos de las variables en
estudio y sus niveles fueron calculados de acuerdo al disefio superficie respuesta de
tres variables, siendo el disefio de experimentos 32 (3 niveles, 3 factores) como se

muestra en la Tabla 3.1.

3.5 DISENO EXPERIMENTAL

3.5.1 Disefio experimental para la optimizacion de variables de proceso en
funcién de variables respuestas multiples: Enzima, Concentracion de

solucién de almidon y tiempo.

Este disefio experimental se baso en la Metodologia de Superficie de Respuesta, con
un Disefio factorial. El disefio a usar para recabar los datos es un disefio factorial
completo 3X, lo que nos dara el ndmero total de 27 ensayos a realizar, como se muestra

en la Tabla 3.2, (Rodriguez y Lemma, 2005).
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Tabla 3.1: Variables independientes de evaluacion y sus niveles minimos y maximos.

Nivel
Factor

Minimo Medio Méaximo

Peso de enzimas (1:2)
0,013 0,026 0,039

Concentracién de almidon (%)
20 40 60

Tiempo (h) 27 42 57

Se tiene en latabla 3.1; como factor tenemos a las enzimas en a-amilasa ; glucoamilasa
relacion de 1 a 2 respectivamente con respecto al porcentaje de almidon; la
concentracion de la solucion de almidon en 20%, 40%, 60% en volumen de 2000ml de
agua destilada, con los diferentes tiempos de 27, 42 y 57 horas respectivamente.
Las variables independientes son:
Las variables independientes: Harina de quinua
Indicadores: Hidrolisis: a través de su indicador de porcentaje de hidrolisis
Las variables dependientes: Jarabe de glucosa
Indicadores:
e Calidad, a través de su indicador de cambio de color a través de la Densidad
dptica (DO).

e Propiedad funcional: a través de la medicion de sélidos solubles (°Brix).
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Tabla 3.2: Valores méaximos y minimos de las variables independientes en su forma
real.

Enzima/Almidon Concentracion de

Ensayo %(plp) * almidén(peso/V) Tiempo (horas)
1 0,013 20 27
2 0,026 20 27
3 0,039 20 27
4 0,013 40 27
5 0,026 40 27
6 0,039 40 27
7 0,013 60 27
8 0,026 60 27
9 0,039 60 27

10 0,013 20 42
11 0,026 20 42
12 0,039 20 42
13 0,013 40 42
14 0,026 40 42
15 0,039 40 42
16 0,013 60 42
17 0,026 60 42
18 0,039 60 42
19 0,013 20 57
20 0,026 20 57
21 0,039 20 57
22 0,013 40 57
23 0,026 40 57
24 0,039 40 57
25 0,013 60 57
26 0,026 60 57
27 0,039 60 57

*Respecto al peso del almidon
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3.5.2 Procedimiento para la obtencion de datos experimentales

1.

obtencion del almidén de quinua. tenemos flujo del procesamiento para la

obtencion del almidén de quinua a nivel de laboratorio. para la obtencion del

almiddn de quinua se llegd al siguiente diagrama de flujo como el mas adecuado

y factible en cuanto a la obtencion en mayor cantidad de almidén con respecto

al grano de quinua.

a. LIMPIEZA: La limpieza de los granos tiene como finalidad de separar
productos ajenos y contaminantes que estan presentes asi también restos de
impurezas.

b. CLASIFICACION: Se hace una adecuada clasificacion de los granos de
quinua que estan presentes en el proceso, teniendo la mayor cantidad de
granos en buenas condiciones organolépticas y no contaminadas.

c. LAVADO: posteriormente se tiene que extraer los alcaloides restantes
presentes en la quinua para poder tener un producto cero en toxinas.

d. REMOJO: Para poder evitar algunos alcaloides libres en el lavado se
asegura un remojo adecuada para asegurar un producto aceptable.

e. MOLIENDA: En un molino se hace el triturado de los granos para poder
tener un producto homogéneo para facilitar su diluciéon en el posterior
proceso.

f. DISPERSION: procedemos a la dilucién adecuada de materia molida 1:6
en agua, teniendo una agitacion de 10 rpm, para asi tener la separacion del

almidon en el agua, también se le adiciona bisulfito 5%.
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TAMIZADO: Se hace el tamizado adecuadamente para la posterior
separacion de fibra y almidén realizéndose el lavado de la fibra hasta
obtener en ella ningdn residuo de almidén.
DECANTACION: Teniendo el material liquido se hace la decantacion con
un tiempo de 24 hora. Posteriormente de un lavado continua del residual o
solido.

- Lavado 1: se hace con la finalidad de extraer el almiddn restante

que queda en el residual o sélido para asi obtener mayor cantidad.

- Lavado 2: se hace con agitacion con la misma finalidad del lavado.

FILTRADO: Extraemos el agua sobrenadante cuidadosamente y se hace
en el papel filtro del almidén concentrado en la decantacion.

SECADO: Dejamos a secar a una temperatura de aproximadamente 30-38
°C por un tiempo de 6h.

MOLIENDA: Molemos el almidon para poder tener homogeneidad en la

presentacion.
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RECEPCION DE MATERIA PRIMA

!

LIMPIEZA

'

CLASIFICACION

.

LAVADO

y

REMOJO

!

MOLIENDA

Agua: grano; 5:1 :l

Bisulfito DISPERSION

TAMIZADO —— Separacion de fibra

DECANTACION

'

FILTRADO

'

SECADO -Temperatura: 30-35°C

l -Tiemno: 6 horas

MOLIENDA

!

ALMIDON DE QUINUA

FIGURAS3.2: Flujo del procesamiento para la obtencion del almidon de quinua a nivel

de laboratorio
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2. Preparacion de las diferentes concentraciones, 20,40,60 gr. de soluciones

de almidon

Figura 3.3: Diferentes cantidades de almidc’m, para las soluciones de
acuerdo al disefio de la Tabla 3.2

3. Regulacion del pH de las soluciones de almidon, antes de la adicion de las

enzimas, para obtener las condiciones adecuadas para la hidrolisis.

Figura 3.4: Soluciones de almidon regulandose el pH de 4,6

47



4. Dosificacion de las diferentes concentraciones de enzimas (0,013; 0,026;

0.039) para trabajar a una temperatura establecida.

Figura 3.5: Dosificacion de concentraciones de enzimas de acuerdo al disefio de
la Tabla 3.2

5. Proceso de hidrolisis del almidon a Temperatura constante de (60-70°C),
con agitacion semi-continua manualmente y tiempo de acuerdo al disefio

de la Tabla 3.2
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Figura 3.6: Proceso de hidrolisis

6. Separacion del sobrenadante y sedimento después de hidrolisis

APPROX. VOL

. e

Figura 3.7: susensién en el jarabe bruto obtenido y el sedimento es el almidon
no hidrolizado
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7. Jarabe bruto de glucosa obtenido a diferentes concentraciones realizadas.

Figura 3.8: Jarabe de glucosa obtenido via hidrolisis enzimatica suspensiones

obtenidas

Figura 3.9: Jarabe de glucosa clarificado y concentrado a 70 °Brix aproximadamente.
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1. Caélculos de Hidrolisis

Para obtener el % de hidrolisis se procedio de la siguiente manera: a la suspension de
a hidrolisis como podemos ver en la figura 3.6 y figura 3.7 se separ6 el sedimento por
centrifugacion y este sedimento se seco en la estufa a 105 °C hasta eliminar la totalidad
de humedad, este sedimento viene a ser el almidon no hidrolizado en cada ensayo.
(Tabla 1- Anexo I)

El rendimiento del hidrolisis enzimatico fue calculado de acuerdo a la formula

reportados por Chen et al. (2007).

GRAMOS DE ALMIDON HIDROLIZADO (ALMIDON—-SEDIMENTO)

0, —
%HIDROLISIS = GRAMOS DE ALMIDON UTILIZADO

X 100 (3.1)

Esta expresion también fue corroborada cuantificando la cantidad de azlcar
reductores en la suspension de los jarabes brutos( figura 3.8)

2.  Dextrosa equivalente

Se determiné por el método de Pancoast y Junt (1980). La solucion de Fehling A se
prepard con una mezcla de partes iguales (5 mL) de solucién Ay solucion B. la mezcla
se llevé a ebullicion y se tituld con jarabe de dextrosa obtenido. Casi al final del cambio
de coloracion se agregd 2 gotas de azul de metileno y se sigui6 titulando hasta la
desaparicion completa del color azul.

Los azucares reductores (AR) se calcularon como sigue:
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(factor Feling)*100

%AR = 2 (3.2)
mL de titulacion
La dextrosa equivalente se calculd:
*
%DE~  AR™100 (3.3)

% de solidos totales

3.5.3 Clarificado

Para llegar a cabo este proceso se us6 como medio clarificante el carbon activado de
5% a la suspension de jarabe bruto, se le llevé a agitacion por un tiempo de 30 min. A
temperatura constante de 30° C; al cabo del tiempo esta suspension se paso a un filtro

fino y se esa manera se obtuvo un jarabe diluido cristalino.

3.5.4 Concentracion

Los jarabes clarificados en todos los tratamientos fueron concentrados en un
evaporador al vacio hasta concentrarlos a 74 a 76 °brix y a este jarabe como factor de
calidad se evaluaran la transparencia o cristalinidad como indicador de estabilidad del
color del jarabe a travez de la medicion de la densidad optica a 450 nm de longitud de

onda como menciona Pancoast y Junk (1980).
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3.5.5 Procedimiento para el proceso de optimizacién de datos experimentales
a) Algoritmo de optimizacion

Con el prop6sito de obtener las ecuaciones polindmicas predictivas para cada producto,
calcular la funcion de conveniencia y graficar las superficies cinéticas y de
conveniencia, un algoritmo de solucién completo fue codificado en Matlab® 7.2
(Mathworks, Natick, MA). El cddigo empled funciones matematicas y graficas de
Matlab para obtener los coeficientes polinomiales, coeficientes de determinacion (R?),
valor-p y las superficies predictivas 3D. La Figura 3.6 muestra el diagrama de bloques

completo del algoritmo de optimizacion desarrollado.
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Datos experimentales /

archivo xlIs
(EIA, C, % Hidrolisis, Calidad,
Propiedad funcional)

<«

Construccion de Matrices
XHD, XDO, XSS

v
Regresion Multiple
Aplicacién de la funcion regress de Matlab®
v
Coeficientes de Regresion
BHD, BDO , BSS, R2s

No

0.9=sR*2s1

- S_' - Superficies predictivas
Ecuaciones predictivas (funciones mesh y surf
HDpre , DOpre ,SSpre de Matlab®)
!

Restricciones para
Optimizacioén
minHD, maxDO, maxSS

!
Calculo de los valores dedi | | SL_‘per_ﬁCilez_d% |
i= HD, DO, SS | onveniencla ndmTE=
! —
Calculo de la Funcién de Superficie de
Conveniencia Total (D) W

Dmax
E/Ay C optimos;
HD, DO, SS optimiz

C Fn )

Figura 3.10: Diagrama de bloques del algoritmo completo de optimizacion de
hidrolisis.
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b) Regresion polinomial

Con el proposito de predecir la evolucion de la transpiracion y evaluar la relativa
influencia de cada factor operativo (Enzima, Concentracion y tiempo) en las cinéticas
de transferencia de masa fueron desarrollados modelos polinomiales de segundo orden
para el porcentaje de hidrolisis, calidad del jarabe y propiedad funcional, utilizando
regresion lineal maltiple. EI modelo general propuesto para cada respuesta cinética se

describe a continuacion:

y =5, +Zﬂixi +Z,Biixi2 +ZZﬂij Xi X; (3.4)

donde y es la respuesta predicha (porcentaje de hidrolisis, calidad del jarabe y
propiedad funcional), Bo es el término independiente de la ecuacion, i es el coeficiente
lineal, Bii es el término de los efectos cuadréticos, Bij representa el término de los
efectos de interaccion entre las variables y xi representa a la variable operativa. Los
coeficientes fueron obtenidos por medio del ajuste de los datos experimentales
aplicando regresion madltiple utilizando un cddigo desarrollado en Matlab® 7.2

(Mathworks, Natick, MA).

El anélisis de la varianza (ANVA) de los modelos polinémicos fue realizado con el

propdsito de evaluar la exactitud de los modelos predictivos y el efecto de cada factor
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sobre las respuestas usando Statgraphics Centurion (StatPoint Technologies Inc.,

Warrenton, Virginia).

3.6 EVALUACION DE CALIDAD DEL JARABE DE GLUCOSA

3.6.1 Estabilidad de color del jarabe

Se uso la metodologia reportada por Pancoast y junk (1980). Para la estabilidad se
observo el incremento en el color como consecuencia del calentamiento del jarabe de
glucosa, para ello las muestras fueron colocadas en tubos de ensayo con tapa, luego
colocados en bafio maria a ebullicion por un tiempo de una hora. Luego las muestras
fueron leidas en un espectrofotometro a 450 y 600 nm de longitud de onda, los célculos

fueron realizados a través de la siguiente ecuacion:

ADO = DO, - DO, (3.5)

Donde:

ADO': incremento en el color
DOf: densidad dptica final
DOi: densidad 6ptica inicial
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Figura 3.12: Medicion de estabilidad de color
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3.6.2 Densidad

Para medir la densidad del jarabe de glucosa, se utiliz6 el método picnémetro.

3.6.3 Humedad y solidos solubles totales

El contenido de humedad y solidos totales se determinaron por los métodos 925.10 y

945.62, de la A.0.A.C (1990). Se utilizaron 2 g de muestra a una temperatura de 130°C

por una hora en una estufa, obteniéndose los valores por diferencia de peso.

3.7 EVALUACION DE LA PROPIEDAD FUNCIONAL DEL JARABE DE

GLUCOSA

37.1 pH

Se disolvid el jarabe de glucosa 50 g en 50 g de agua destilada a una temperatura de

45°C, se dejé enfriar y se determino el pH, utilizando un potenciémetro de la marca

Thermo Orion.

3.7.2 Solidos solubles (°Brix)

Se determin6 con un refractometro portatil de marca Atago Hand Refractometer, de

una escala de 60 a 90°Brix., primero se regul6 la temperatura del jarabe a 20°C, luego
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se coloco tres gotas de jarabe de glucosa sobre el prisma del refractémetro y se tomo

la lectura del porcentaje de solidos solubles expresadas como °Brix.

3.8 VALIDACION DEL MODELO MATEMATICO OPTIMIZADO

Se efectuaron experimentos adicionales para validar la superficie de respuesta del

modelo matematico procedente de esta, en los intervalos que van para la relacion

Enzima /Almidon y Concentracion del almiddn en las soluciones respectivamente.
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l. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 CARACTERISTICAS DE ALMIDON DE QUINUA

En la tabla 4.1, observamos los resultados de las caracteristicas del almidén de quinua,
en ello podemos apreciar el 63,95 por ciento es almidén, resultados semejante a lo
reportado por Pereira (2013) que el contenido total de carbohidratos, en la quinua, se
sitla entre el 67 y 74% de la materia seca, el mayor componente, donde los almidones
comprenden alrededor del 60%. Asi mismo Reyes (2006) sefiala que el almidon se
encuentra ampliamente distribuido en diferentes érganos de la planta de la quinua como
carbohidratos de reserva, es el componente mas abundante del grano (66 %). La
cantidad de fibra reportada es por la falta de purificacion del almidén en su etapa de
extraccion y ello lo validamos a través del contenido alto de cenizas, ya que en la parte

de la cubierta (cascara) se encuentra la mayor parte de los minerales.
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Tabla 4.1: Caracteristicas del almidédn de quinua en 100gr de harina de quinua

Componente Porcentaje (%)
Humedad 8,5
Proteina 0,034
Grasa 0,026
Ceniza 10,04
Fibra 17,45
Carbohidratos 63,95

4.2 OPTIMIZACION DE LAS VARIABLES DE HIDROLISIS EN FUNCION

DE RESPUESTAS MULTIPLES.

Tres modelos predictivos fueron obtenidos (Hidrolisis (%), variacion de estabilidad de
color (DO) y Propiedad funcional (°Brix)) en hidrolisis, usando el enfoque polinomial
codificado en Matlab® 7.2 (Mathworks, Natick, MA). Ademas, las superficies
predictivas 3D para Hidrolisis (%), estabilidad de color (DO) y propiedad funcional
(°Brix) en funcion de Enzima (%) y concentracion de solucion de almidon (%) para
obtencién de jarabe de glucosa a partir de almidon de quinua (Figuras 4.1) fueron

graficadas usando funciones graficas de Matlab.
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Las superficies de los valores de conveniencia individuales y totales para el jarabe de
glucosa, fueron obtenidas usando funciones graficas de Matlab de acuerdo con los
valores de la funcion de conveniencia calculados a partir de diferentes niveles de
Enzima (0,013, 0,026 y 0,039 %) y Concentracién de solucion de almidon (20, 40 y
60%). Las regiones de los valores 6ptimos de la funcién conveniencia (DT) fueron
identificados con circulos grises. A partir del grafico de conveniencia total, puede ser
observado que el gréafico, tiene forma diferente. La zona dptima puede observarse como
una cuesta estrecha en el nivel maximo de la Enzima (mayor a 0,03%), entre las
concentraciones de 40 a 50% solucion de almidon. Adicionalmente es posible
determinar una zona de baja conveniencia que se manifiesta como una caida abrupta
en el valor de DT cercano a los valores maximos de Enzima y concentraciones de
solucion de almidon, esto es debido a los valores de conveniencia individual para
hidrolisis que hacen maximos los valores de hidrolisis, cercanos al maximo de Enzima
y concentracién de solucién de almidona, tienden a cero, teniendo en cuenta la

restriccion de minimizacién de hidrolisis.

4.2.1 Hidrolisis (%0)

Las superficies predictivas 3D para el Hidrolisis, en funcién de porcentaje de enzima,

Sustrato y de la concentracién de la solucion de almidén (Figuras 4.1) fue graficada

usando funciones graficas de Matlab. Las ecuaciones predictivas obtenidas fueron

evaluadas estadisticamente a través del analisis de la varianza (ANVA).

62



Hidrolisis del almidon %

70

60 4

504

Hidrolisis (%)

40

30
60

30
>oncentracion de Almidén (%P/V) 20 0.01 Enzima/Almidon (%p/p)

Figura 4.1: Optimizacion de hidrolisis

En la Figura 4.1 se muestra el efecto de la concentracion de sustrato y el porcentaje de
enzima usado en la solucion del almidén para el hidrolisis, en la actividad enzimética
observando un incremento con forme se incrementa el sustrato hasta un maximo y
disminucion luego después de un maximo, en cuanto al incremento de porcentaje de
enzima es de una relacion directa, a medida se incrementa un porcentaje se incrementa
el hidrolisis del almidon en el rango de estudio, todo ello en un tiempo constante. El
efecto del comportamiento del sustrato en el hidrolisis, pude deberse a una posible
limitacion difusional durante el proceso de hidrolisis provocado por un aumento de la
viscosidad, tal y como se ha reportado por Baks et al. (2008) en estudios donde se

trabaja a altas concentraciones de almidon (60% (p/v). La zona Optima para esta
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relacion se encuentra en la zona, de 40 a 50% % de almidon en la solucion y superior

a 0,03 porciento de enzima.

4.2.2 Calidad del jarabe

El valor de DO optimo obtenido fue de 0,0055 que corresponde a un color debajo de
agua, de acuerdo a la escala de clasificacion reportada por Guzman-Maldonado (1992).
Con esto se puede decir el producto obtenido es estable al cambio de color, aunque que
no se observaron diferencias significativas (a=0,05), menor al valor de (0,043 DO)
reportado por Pancoast y Junk (1980) en la obtencion de glucosa a partir de harina de

yuca.

De acuerdo al resultado en la Figura 4.2, los jarabes de glucosa obtenidos tienen
estabilidades variables en las diferentes relaciones de Enzima/Almidon (%) y
concentracion de solucion de almidon (%) en el hidrolisis llevado a cabo. El color es
mas estable en procesos de hidrolisis conforme se incrementa el porcentaje de sustrato,
en cuanto al enzima existe un incremento hasta un maximo y luego desciende, esta tal
vez a medida que se utiliza mayores porcentajes de enzimas existe mayor hidrolisis y
la viscosidad del jarabe sea mayor y ello dificulte la transparencia del jarabe. También
pueda ser debido a que el contenido de cenizas y puede proporcionar cierta turbidez al
jarabe, lo que muestra que tan importante es la refinacion del producto de isomerizacién
a través de tratamiento con carbdn activado y columnas de intercambio i6nico, donde

se puede eliminar el color.
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Las propiedades fisicas del producto final dependen mucho de la adecuada eleccion del
azucar a utilizar. Por ejemplo, si se emplea sacarosa es importantisimo conocer las
posibilidades de inversion en el producto final. La calidad de los jarabes elaborados
por hidrélisis del almidén y de otros polisacaridos naturales depende mucho de la
estructura de dichos polisacaridos, es decir, de si son de cadena lineal o ramificada, del
tamafio de sus moléculas, etc. Todas estas propiedades suponen nuevas posibilidades
para los fabricantes, y los materiales edulcorantes modernos estan elaborados para

entender instrucciones precisas de la industria (Braverman, 1980).
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Figura 4.2: Optimizacion de estabilidad de color de jarabe de glucosa
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Esta ligera variabilidad pudiera deberse a que el jarabe obtenido contendria trazas de
proteina y aminoacidos que logran provocar una reaccion de oscurecimiento, ya que el
almidon siempre lleva trazas de componentes, tal como podemos observar en la Tabla
4.2, pues a simple vista el jarabe present6 ausencia de color. Por otro lado, se sabe que
hasta los jarabes que estan plenamente purificados contienen rastros de proteinas y
aminoacidos que llegan a reaccionar con los azlcares reductores dando las reacciones
de oscurecimiento o reacciones de Maillard. Otra de las causas de la inestabilidad del
color es la caramelizacion que se produce por el calentamiento de los carbohidratos

(Kearsley y Dziedzic, 1995).

4.2.3 Propiedades funcionales del jarabe

En la Figura 4.3 se observa el contenido de solidos solubles producidos en los
diferentes tratamientos, como variacién de porcentaje de sustrato y porcentaje de
enzima usado en las soluciones preparadas. La relacion sustrato y enzima genera un

méaximo dentro del rango medio de los porcentajes.

Los resultados del ANVA para los modelos polindmicos desarrollados se muestran en
la Tabla 4.2. A partir de los resultados se pueden observar los diferentes
comportamientos que se tiene en cuanto al proceso de hidrolisis, el comportamiento
del color de jarabe obtenido en la estabilidad en el tiempo y los so6lidos solubles

obtenidos del jarabe final de glucosa como producto de la hidrolisis, el
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comportamiento de hidrolisis y el resultado de conversion de almidén en glucosa ,
tienen un comportamiento diferente en funcion de las variables independientes como
sustrato y enzima, este comportamiento tal vez sea porque en cada tratamiento se
manejo diferentes tiempo de aplicacion de hidrolisis. La Tabla 4.3 muestra los valores
de las caracteristicas del jarabe de glucosa final obtenido del proceso 6ptimo. Este
hecho puede explicar las diferencias encontradas, especialmente en la significancia de
los términos cuadraticos en el ANVA (Tabla 4.2), de esta manera el porcentaje de
sustrato y la concentracion de enzima afectan méas fuertemente el hidrolisis y la

ganancia de solidos.
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Figura 4.3: Optimizacién de propiedad funcional
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Tabla 4.2: Andlisis de la varianza de los modelos predictivos polindbmicos para las
respuestas durante el hidrolisis enzimética de almidon de quinua

Factores Hidrolisis Pérdida de calidad Propiedad
funcional

Coeficientes Coeficientes Coeficientes

Modelo Bo -19,0 0,0141 73,9

X1 (Sustrato) Bl 2217 -0,1838 93,6

X2 (Enzima) B2 2 -0,0002 0,000

X172 B11 -14205 5,2597 -2205,8

X22 B22 -0,000 0,0000 -0,0000

X1X2 B12 -13 -0,0042 0,6

Valor-p 0,6280 0,3958 0,6853

Hidrolisis (%) = —19,0 + 2217S + 2E —142055* — 0,0E* —13ES

Perdida de calidad (DO) = 0,0141-0,1838S —0,0002E +5,2597S* —0,0E* —0,0042ES

Propiedad funcional (°Brix) = 73,9 +93,6S +0,0E — 2205,85% —0,0E* + 0,6ES

Las propiedades funcionales del jarabe de glucosa, obtenida se muestran en la Tabla
4.3, obteniéndose con una concentracion de 75,67% de solidos solubles. Whistler
(1984) define al jarabe de glucosa como una solucidn acuosa concentrada y purificada
de sacaridos nutritivos con dextrosa equivalente (DE) de 20 a mas obtenidos por

hidrolisis de almiddn. Se caracterizan en 4 tipos: Jarabes de tipo | con D.E. de 20-38;
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Jarabes de tipo Il con D.E. de 38-58; Jarabes de tipo I1l con D.E de 58-73; Jarabes de

tipo 1V con D.E de superiores a 73.

Tabla 4.3: Propiedades funcionales del jarabe de glucosa

Propiedad Valor
Humedad (%) 24,33
pH 4,6
Densidad (g/cc) 1,385
Solidos solubles (°Brix) 75,67
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4.3 OPTIMIZACION DE MULTIPLES RESPUESTAS
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Figura 4.4: Gréaficos de superficie de la funcion de conveniencia individual y total y
contornos de la optimizacion-DO de hidrolisis. lzquierda: conveniencia
individual para el hidrolisis, pérdida de calidad (color) y solidos solubles
(°Brix). Derecha: conveniencia total.
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El método de la funcién de conveniencia puede ser aplicado a los alimentos y al sistema
de procesamiento con el proposito de optimizar los diferentes factores. En el caso de
hidrolisis del almidon pueden ser usados, Hidrolisis (%), Pérdida de calidad (olor),
Solidos solubles, tiempo de proceso, costo, etc., solos 0 combinados. En la presente
Tesis, las condiciones 6ptimas para el hidrolisis fueron encontradas usando el método
de la funcion de conveniencia programada en Matlab® 7.2 (Mathworks, Natick, MA)
de acuerdo con el siguiente criterio: maximizar el hidrolisis (%), minimizar la
estabilidad de color, maximizar los solidos solubles (%); este mismo criterio fue
utilizado por Eren y Kaymak- Ertekin (2007), Manivannan y Rajasimman (2011) y
Noshad y col. (2011). Los modelos polinomiales de segundo orden, obtenidos mediante
regresion polinomial (RP), fueron usados para cada respuesta cinética del sistema, con
el fin de determinar zonas Optimas de procesamiento y las condiciones Optimas exactas
para el hidrolisis del almidédn de quinua. Los valores de la funcion conveniencia fueron

calculados de acuerdo con las ecuaciones 2.1 - 2.5.

Las superficies de los valores de conveniencia individuales y totales para el hidrolisis
del almidon de quinua (Figuras 4.4) fueron obtenidas usando funciones graficas de
Matlab de acuerdo con los valores de la funcion de conveniencia calculados a partir de
diferentes niveles de concentracion de sustrato (almidoén) en la solucion (20, 40 y 60
%) y porcentaje de enzima incorporada (0,013; 0,026 y 0,039 %). Las regiones de los
valores Optimos de la funcién conveniencia (DT) fueron identificados con circulos
grises. A partir de los graficos de conveniencia total, puede ser observado que los tres

graficos tienen formas diferentes. La zona dptima puede observarse como una cuesta
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estrecha en el nivel maximo de concentracion (60%), entre los 40 y 50 % de almidén.
Adicionalmente es posible determinar una zona de baja conveniencia que se manifiesta
como una caida abrupta en el valor de DT cercano a los valores méaximos de
concentracion de sustrato y % de enzima, esto es debido a los valores de conveniencia
individual para el hidrolisis (dDH) que hacen méximos los valores de DO, cercanos al
maximo de concentracidn de sustrato y % de enzima, tienden a cero, teniendo en cuenta
la restriccion de minimizacion de estabilidad de color. Analizando la funcion de
conveniencia, puede apreciarse una zona optima que corresponde a valores maximos

de concentracion de sustrato y % de enzima de 0,013 a 0,014 % de enzima.

La Figura 4.4 la de funcion de conveniencia muestra como varia D como funcion de
enzima/Almidon (%) (d1) y concentracion de solucién de almidon (%) (d2), nétese que
si algn valor de di es cero, D sera cero, sin tener en cuenta el otro valor. Walters (1999)
muestra varios ejemplos de distintos tipos de funciones de conveniencia global, la
forma de la funcion D depende del tipo de funcion de conveniencia individual que se

asuma.

El procedimiento descrito proporciona una via para transformar los valores predichos
para

multiples variables dependientes en un valor simple de conveniencia global. El
problema de la optimizacion simultanea de varias variables respuestas sera entonces el
de seleccionar las proporciones de los componentes de la mezcla (variables predictoras)

gue maximicen la conveniencia global.
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Las condiciones de procesamiento Optimas para el hidrolisis de almidén de quinua
fueron obtenidas de acuerdo con las soluciones matematicas de la funcion de
conveniencia total considerando el criterio de optimizacion seleccionado (Tabla 4.4).
Una solucidn para el hidrolisis fue obtenida correspondiente a las condiciones éptimas
que maximizan el valor de la funcién de conveniencia total de 0,6458 para el hidrolisis

de almidon.

Tabla 4.4: Condiciones Optimas de operacion para el hidrolisis de almidon de quinua.

. . Respuestas Optimas
Condiciones optimas P P

Solucion . DTmax
Producto de Enzima/Almidén Hidrolisis Cambio de SSO?US:?:S
Almidon (Yop/p) (%) color (nm) (°Brix)
(% p/V)
Objetivo - - Max Min Max
Jarabe de
44 0,0338 64,5829 0,0055 75,6724 0,7138
glucosa
o1 - - 1 1 1
Vi - - 3 1 3

vi: Importancia relativa asignada a cada respuesta; ©i: factor de peso para las restricciones establecidas

Un valor alto funcién de conveniencia global (DT) indica las mejores combinaciones
de factores, que es considerado como la solucion 6ptima del sistema. Los valores
Optimos para cada factor son determinados a partir de los valores de las funciones de

conveniencia individual que maximizan la funcién global DT (Corzo y col, 2008).
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CONCLUSIONES

La optimizacién de las variables de hidrolisis fue de: Enzima/Almidén de
0,0338% y concentracién de solucion de almidon de 44,0%, para obtener una

maximizacion de hidrolisis del 64,5828%.

La optimizacion de las variables de hidrolisis fue de: Enzima/Almidon de
0,0338% y concentracion de solucion de almidon de 44,0%, para obtener una

minimizacion de pérdida de calidad del 0,0055%.

La optimizacién de las variables de hidrolisis fue de: Enzima/Almidon de
0,0338% y concentracion de solucion de almidon de 44,0%, para obtener una

maximizacion de propiedad funcional del 75,6724%.

El valor de la funcién de conveniencia para optimizar las variables de proceso
(Enzima/Almidén, Concentracién de solucién de almiddn) a través de la optimizacién
de multiples respuestas como: maximizacion de hidrolisis, minimizacion de
pérdida de calidad y maximizacién de su propiedad funcional) en la obtencion
de jarabe de glucosa a partir de almiddn quinua via hidrolisis enzimatica fue de

0,7138.
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m. RECOMENDACIONES

1. Realizar investigaciones referentes a la industrializacion de la quinua y de esa

manera hacer que la materia prima tenga sostenibilidad en el tiempo.

2. Realizar investigaciones sucesivas a este trabajo.
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ANEXO I:

Tabla 1. Datos de resultados experimentales del hidrolisis de almidédn de quinua

% I(EpS/p) C(%p/V) | ti (h) H'O('g/‘:;'s's DO | °Brix
0,013 20 27 1268  |0,003| 748
0,026 20 27 24,065 |0,006| 75,1
0,039 20 27 31,311 |0,007| 746
0,013 40 27 1475  |0,004| 753
0,026 40 27 26,653 |0,003| 762
0,039 40 27 3571 0,004 735
0,013 60 27 15785  |0,005| 742
0,026 60 27 25618  |0,004| 745
0,039 60 27 33,122 |0,004| 75,05
0,013 20 2 251 |0,009| 75,2
0,026 20 2 42,955 |0,007| 756
0,039 20 2 63,139 |0,008| 747
0,013 40 22 25359 |0,009] 755
0,026 40 2 53,047 |0,010| 76
0,039 40 2 69,608  |0,010| 754
0,013 60 42 23806 |0,014| 754
0,026 60 42 48907 |0,007| 756
0,039 60 22 60551  |0,006| 76
0,013 20 57 5874  |0,018| 756
0,026 20 57 81,252  |0,012| 752
0,039 20 57 99,107  |0,011] 762
0,013 40 57 92,379 |0,005| 757
0,026 40 57 97,813 |0,008| 76
0,039 40 57 96261  |0,007| 76
0,013 60 57 84,875 |0,011| 74,8
0,026 60 57 85651  |0,004| 762
0,039 60 57 86,428  |0,003| 757
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I) Cddigo Propio para la Optimizacion maltiple de Hidrolisis enzimatica de
almidon de quinua mediante regresion polinomial (RP) y la metodologia de la
funcion de conveniencia (MFC) usando Matlab.

O/ m -

% AJUSTE POLINOMIAL Y METODOLOGIA DE LA FUNCION DE
CONVENIENCIA DE

% SUPERFICIE RESPUESTA DE 2 VARIABLES t: % enzima y az= Sustrato
% OPTIMIZACION DE HIDROLISIS ENZIMATICA DE ALMIDON DE
QUINUA

% ____________________________________________________________________

% Factores de evaluacion: Enzima/Almidén Concentracion de solucion almidon
% Respuestas: Hidrolisis (%), Estabilidad de color (DO), Solidos solubles

% (°Brix)

clear all

cle,

close all

A=xlIsread('DATOS','Hojal");% datos en Excel

% VARIABLES INDEPENDIENTES
ES=A(:,1);% columna 1de Enzima/Sustrato (%p/P)
C=A(:,2);% columna 2 de Concentracién solucién ((%p/V)
%Az=A(:,3);% columna 3 Tiempo

% VARIABLES DEPENDIENTES

HD=A(:,4);% columna HIDROLISIS(%)
DO=A(:,5);% columna PERDIDAD DE CALIDAD
SS=A(:,6);% columna PROPIEDAD FUNCIONAL
% PROCESAMIENTO DE DATOS

% REGRESION POLINOMIAL

n=length(ES);

%MODELO POLINOMIAL PARA HIDROLISIS (HD)
%HD=b1+b2.t+b3.Az+b4.t"2+b5.Az"2+b6.t. Az
X11=ones(n,l);

X12=(ES);

X13=(C);

X14=(ES."2);

X15=(C.~2);

X16=(C.*ES);
X1=[X11,X12,X13,X14,X15,X16];
[b1,bintl,R1,Rintl,statl]=regress((HD),X1,0.05);

%MODELO POLINOMIAL PERDIDAD DE CALIDAD

%DO=b1+b2.t+b3.Az+b4.t"2+b5.Az"2+b6.t. Az
X21=ones(n,1);
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X22=(ES);

X23=(C);

X24=(ES."2);

X25=(C."2);

X26=(C.*ES);
X2=[X21,X22,X23,X24,X25,X26];
[b2,bint2,R2,Rint2,stat2]=regress((D0O),X2,0.05);

%MODELO POLINOMIAL PROPIEDAD FUNCIONAL
%SS=b1+b2.t+b3.Az+b4.t"2+b5.Az"2+b6.t. Az
X31=ones(n,1);

X32=(ES);

X33=(C);

X34=(ES."2);

X35=(C."2);

X36=(C.*ES);

X3=[X31,X32,X33,X34,X35,X36];
[b3,bint3,R3,Rint3,stat3]=regress((SS),X3,0.05);

%RESULTADOS REGRESION

b1%Coeficientes Modelo PARA HIDROLISIS
R2_HD=stat1(1)%Coeficiente de Correlacion
p_value=stat1(3)

b2%Coeficientes Modelo PARA PERDIDAD DE CALIDAD
R2_DO=stat2(1)%Coeficiente de Correlacion
p_value=stat2(3)

b3%Coeficientes Modelo PARA PROPIEDAD FUNCIONAL
R2_SS=stat3(1)%Coeficiente de Correlacion
p_value=stat3(3)

%Superficies de Respuesta factores: HIDROLISIS, PERDIDAD DE CALIDAD,
%PROPIEDAD FUNCIONAL
[ES1,C1]=meshgrid(min(ES):(max(ES)-min(ES))/20:max(ES),min(C):(max(C)-
min(C))/20:max(C));

HDpre=b1(1)+b1(2)* ES1+b1(3)*C1+b1(4)*ES1."2+b1(5)*C1.A2+b1(6)*C1.*ES];
DOpre=b2(1)+b2(2)* ES1+b2(3)*C1+b2(4)*ES1.72+b2(5)*C1.72+b2(6)*C1.*ES];
SSpre=b3(1)+b3(2)* ES1+b3(3)*C1+b3(4)*ES1."2+b3(5)*C1."2+b3(6)*C1.*ES1;

figure(1)

surfc(ES1,C1,HDpre)% grafico para hidrolisis
title('Hidrolisis del almidon %)

% shading interp

colorbar

xlabel('Enzima/Almidon (%p/p)', fontsize',12)
ylabel(‘Concentracion de Almidén (%P/V)', ' fontsize',12)
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zlabel(' Hidrolisis (%)','fontsize',12)

figure(2)

surfc(ES1,C1,DOpre)% grafico para PERDIDAD DE CALIDAD
title('Estabilidad de color’)

% shading interp

colorbar

xlabel('Enzima/Almidon (%p/p)', fontsize',12)
ylabel('Concentracion de Almidon (%P/V)','fontsize’,12)
zlabel('Perdida de calidad (DO)','fontsize',12)

figure(3)

surfc(ES1,C1,SSpre)% grafico para solidos solubles
title("Solidos solubles’)

% shading interp

colorbar

xlabel('Enzima/Almidon (%p/p)’,'fontsize’,12)
ylabel('Concentracion de Almidén (%P/V)','fontsize',12)
zlabel('Propiedad funcional (°Brix)','fontsize’,14)

%DESIRABILITY FUNCTION METHOD

%Constraints: Maximizacion Hidrolisis

THD=max(HD);% Hidrolisis del almidon (%)
UHD=max(HD);% Hidrolisis del almidon (%)
LHD=min(HD);% Hidrolisis del almidon (%)

TDO=min(DO);% MINIMIZAR PERDIDAD DE CALIDAD
UDO=max(D0);% Cambio de color (nm)
LDO=min(DO);% Cambio de color (nm)

%Constraints: Maximizacion PROPIEDAD FUNCIONAL
TSS=max(SS);% DO

USS=max(SS);% DO

LSS=min(SS);% DO

r=1;%factor de peso

% PARA MAXIMIZAR O MINIMIZAR, REVISAR TEORIA EN FUNCION A
ELLOCAMBIARLGOTydl=00dl=1

%PARA MAXIMIZAR
for i=1:length(C1)
for j=1:length(ES1)
if HDpre(i,j)<LHD
d1(i,j)=0;
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elseif HDpre(i,j)>THD
d1(ij)=1;
else
di(i,j)=((HDpre(i,j)-LHD)/(THD-LHD))"r;
end
end
end
figure(4)
surfc(ES1,C1,d1)
title("Hidrolisis del Almidon’)
% shading interp
colorbar
xlabel('Enzima/Almidon (%p/p)’,'fontsize',12)
ylabel(‘Concentracion de almidon (%p/V)', fontsize',12)
zlabel('d Hidrolisis (%)', fontsize',14)

%PARA MINIMIZAR
for i=1:length(C1)%PARA MINIMIZAR PERDIDAD DE CALIDAD
for j=1:length(ES1)
if DOpre(i,j)<TDO
d2(i.j)=1;
elseif DOpre(i,j)>UDO
d2(i.j)=0;
else
d2(i,j)=((UDO-DOpre(i,j))/(UDO-TDQ))"r;
end
end
end

figure(5)

surfc(ES1,C1,d2)

title('Hidrolisis")

% interpretacion del sombreado

colorbar

xlabel('Enzima/Almidon (%p/p)','fontsize’,12)
ylabel(‘Concentracion de almidon (%p/V)', fontsize',12)
zlabel('d Perdida de calidad (DO)','fontsize’,12)

%PARA MAXIMIZAR
for i=1:length(C1)
for j=1:length(ES1)
if SSpre(i,j)<LSS
d3(i,j)=0;
elseif SSpre(i,j)>TSS
d3(i,j)=1;
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else
d3(i,j)=((SSpre(i,j)-LSS)/(TSS-LSS))"r;
end
end
end
figure(6)
surfc(ES1,C1,d3)
title("Solidos solubles °Brix’)
% interpretacion del sombreado
colorbar
xlabel('Enzima/Almidon (%p/p)’,'fontsize’,12)
ylabel('Concentracion de Almidon (%P/V)','fontsize’,12)
zlabel('d Propiedad funcional (°Brix)','fontsize’,14)
(‘'Factor de Importancia’)
v=[3 1 3]% factor de importancia

% FUNCION CONVENIENCIA en base a los resultados anteriores
for i=1:length(C1)% TODA FUNCION CONVENIENCIA
for j=1:length(ES1)
D(i,j)=(d1(i.j) v(1)*d2(i,j)"v(2)*d3(i.j)"v(3))*(1/sum(v));
end
end
figure(7)
surfc(ES1,C1,D)
title(HIDROLISIS?)
% Interpretacion del sombreado
colorbar
xlabel('Enzima/Almidon (%p/p)', fontsize',12)
ylabel(‘Concentracion de Almidon (%P/V)', ' fontsize',12)
zlabel('Funcion Conviniencia','fontsize',14)
colormap winter

% Valor maximo de funcion Conviniencia
[Valuemax,ll]=max(D);
[Dmax,J]J=max(Valuemax);

I=1(QJ);

% Muestra los resultados en pantalla (Workspace)
display('D maxima Hidrolisis'),Dmax
display('Posicion FILA | - COLUMNA J),[1,J]
display('Enzima/Almidon Optimo'),ES1(1,J)
display('Concentracion de almidon 6ptimo’),C1(l,1)
display('Hidrolisis Optimo"),HDpre(l,J)
display('Perdida de calidad optimo'),DOpre(l,J)
display('Propiedad funcional Optimo’),SSpre(l,J)
% FIN DEL PROGRAMA
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Anexo I1.

CODEX ALIMENTARIO (CODEX STAN 9-1981)

JARABE DE GLUCOSA

Se entendera como una solucion acuosa, concentrada y purificada de
sacaridos nutritivos obtenidos a partir de almidon.
Especificaciones

e contenido de solidos totales no menor de 70 % m/m.

e contenidos de azucares no menor de 20% m/m, expresados como
reductores dextrosa equivalente
e cenizas sulfatadas no mas de 1% m/m

no se puede tener los siguientes aditivos alimentarios:

Dioxido de azufre (SO2) 40 mg/kg de jarabe
4000mg/kg de jarabe, solo para fabricacién de
Dioxido de azufre (SO2) dulces de azucar

El etiquetado debera ser el exigido por la Norma General para el

Etiquetado de los alimentos Pre envasados o Envasados.
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ANEXO N° 1V

1. DETERMINACION DE HUMEDAD EN ALIMENTOS -METODO DE
LA A.O.A.C. (1998).

El contenido de humedad de los alimentos es de gran importancia, pero su
determinacion exacta es dificil. En el caso de frutas y verduras, el porcentaje de
humedad es mayor en relacion a otros alimentos que también contienen
humedad, y ain en los aceites se encuentra una cierta cantidad de agua.

a) Materiales
e Luna de reloj.
e Espatula.
e Mortero
b) Equipos
e Balanza analitica.
o Estufa.
¢) Procedimiento
Preparar las muestras para el analisis por reduccion de tamafio haciendo
uso de un mortero. Asegurarse que las muestras no se descompongan a

temperaturas mayores de 100°C.

Pesar las placas petri o papel de aluminio limpias y secas (P1)

Pesar exactamente ente 2 g de muestras en placas petri. Anotar el
peso de la muestra + placas petri. P2 = ... g

Llevar a la estufa a 105°C por 2 (muestras molidas secas) Y 24 h
muestras frescas

Sacar las placas con las muestras secas y colocarlas en el
desecador para que se enfrie.

Pesar y anotar el peso final (P3):..eeeeeeeeseeeee. .g
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d) Calculos:

Por definicién humedad es:

_ gramos de agua eliminado

Humedad (M) =

gramos de alimento

% de humedad sera:

% M =225 100

2—Pq

2. DETERMINACION DE CENIZA EN ALIMENTOS
Cenizas en seco: (para la mayoria de las muestras de alimentos)

Esta técnica se realiza mediante el uso de una mufla capaz de mantener
temperaturas de 500 a 600°C.

El agua y los vapores son volatizados y la materia organica es quemada en
presencia de oxigeno en aire a CO y dxidos de N>

La mayoria de los minerales son convertidos en Oxidos, sulfatos, fosfatos,
cloruros y silicatos.

Elementos como el hierro, selenio, plomo y mercurio pueden volatilizarse
parcialmente con este procedimiento (si se requiere de un analisis elemental se
tiene que recurrir a otro metodo).

La mayoria de los minerales son convertidos en Oxidos, sulfatos, fosfatos,
cloruros y silicatos.

Elementos como el hierro, selenio, plomo y mercurio pueden volatilizarse
parcialmente con este procedimiento (si se requiere de un analisis elemental se

tiene que recurrir a otro método).
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a) Materiales

Muestra de harina entera y harina refinada

Crisol de porcelana.

Mortero

Desecador, con desecante de perclorato de magnesio 6 silicagel.

b) Equipos de laboratorio

e Homo de incineracion (Mufla).
e Balanza analitica de precision.

¢) Procedimiento del método en seco

Coloque el crisol limpio en un horno de incineracion a 600°C durante
una hora. Luego traslade el crisol del homo al desecador y enfrielo a
la temperatura del laboratorio. Péselos tan pronto como sea posible
para prevenir la adsorcion de humedad, usando siempre pinzas de
metal para manejar los crisoles después de que incineran o secan.

Pese 1,5 a 2,0 g de muestra sobre el peso de crisol (P2). Coloquelo en
un horno incinerador y manténgalo a temperatura de 600°C durante 3

Luego se saca de la mufla y se traslada el crisol a un desecador para
enfriarse a temperatura ambiente. Cuando este frio, pese el crisol tan
pronto como sea posible para prevenir la absorcion de humedad y

d) Célculo

g de ceniza = P3-P1

Porcentaje de ceniza (%)

% Ceniza=22"2% x 100
P2—D1

P1: peso de crisol vacid
P2: peso de crisol + peso de la muestra
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p3: peso de crisol vacio + ceniza

3. DETERMINACION DE PROTEINA CRUDA

El método de Kjeldahl consta de las siguientes etapas:

a) Digestion.

Este método se basa en la combustion en himedo de la muestra por ebullicion

con acido sulfurico concentrado y en presencia de catalizadores metalicos, la

materia organica se oxida a CO,y H,O, mientras que la parte de acido se reduce
a SO2

Muestra + H,S0, » €0, + 250, + H,0 + NHy

b) Destilacion.

Mediante esta operacion el nitrégeno que esta en forma de sulfato de
amonio, se ataca con un alcali fuerte que es la soda caustica (NaOH)
para liberar el amoniaco y después de la condensacion lograda con la
parte del refrigerante, el hidrato de amonio se recibe en un vaso
precipitado.

El vaso de precipitado contiene: acido bdrico, con los siguientes
indicadores (Tashiro) de pH rojo de metilo y verde de bromo cresol,
forméandose borato de amonio en el vaso.

Titulacion.

Se hace con &cido sulfurico 6 clorhidrico de normalidad conocida, el
acido clorhidrico reacciona con el borato de amonio. En el punto final
ya no hay borato de amonio y un pequefio exceso de acido clorhidrico
provocara un cambio de pH y por consiguiente el viraje de la mezcla

(verde a rosado)
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El siguiente procedimiento para Macro Kjeldahl corresponde
basicamente al de la AOAC.

d) Materiales y métodos

- Balanza analitica

- Bal6n de Kjeldahl de 250 mL.

- Calefactor eléctrico. Para efectuar la digestion.
- Equipo de destilacion.

- Acido sulfdrico (d:1.84) Exento de nitrégeno

- Sulfato de cobre.

- Sulfato de sodio anhidro.

- Mortero

- Tamiz

e) Preparacion de los reactivos

a)

b)

d)

Mezcla catalizadora: Se usa SO4Cu y el SO4K:> en la siguiente relacion
(SO4Cu: 0.25 g; y el SO4K>: 1.0 g) ambos previamente triturados mediante
un mortero.

Solucién 0,05 N de &cido clorhidrico o sulfarico. Diluir 8.5 mL de HCI
concentrado en un volumen de 2 Lt., posteriormente estandarizar con
carbonato de sodio previamente secado.

Solucién de hidroxido de sodio 0,1 N.- La normalidad debe controlarse
periddicamente.

Solucién de hidroxido de sodio al 80% (p/v): se pesa 80 g de hidroxido de
sodio (NaOH), en un volumen de 100 mL de agua destilada fria por
separados. Cuidado que produce una reaccion exotérmica (produce calor
violento). Hacer esto en una campana de extraccion y enfriarla con hielo
en una cubeta y almacenarla en un frasco de polietileno.

Indicador: “solucion mixta” para 250 mL
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-Esta contiene: &cido bérico (H3sBOgz) ------------ 10 gramos

- 0.1 % Rojo de metilo (indicador pH) ------------ 5mL

- 1 % Verde bromocresol (ind. PH) ----------------- 2 mL.

- ElI (H3sBO3) se diluye primero en agua caliente luego se enfria a
temperatura ambiente ya que si se fuerza empieza a precipitar,
posteriormente se le adiciona los indicadores y se enraza al volumen.

- 0.1 % Rojo de metilo: 0.1 g y enrazar con alcohol etilico a 100 mL.

1 % verde bromocresol: 1 g y enrazar a 100 mL con alcohol etilico.
NOTA: Los indicadores en solucién no deben permanecer mas de 3 meses

guardados ya que comienzan a bajar su concentracion (se vencen).

6. Procedimiento de analisis (Método Kjeldahl recomendado por la AOAC)
a) Digestion
- Las muestras deben ser molidas previamente lo més fino posible.

- De acuerdo al contenido de nitrogeno, se pesa una porcion de la muestra
preparada que contenga 0.2 - 0,3 g de muestra, luego agregar 1 g del
catalizador de oxidaciéon (mezcla de sulfato de potasio: 1g y sulfato de
cobre:0,25¢g) para acelerar la reaccion agregar 2.5 a 3.0 mL de acido
sulfarico concentrado.

- Colocar el balon de digestion en la cocina y calentar en forma suave el
matraz en posicion inclinada hasta que deje de hacer espuma. Después se
mantiene una ebullicion enérgica durante dos horas. Se deja enfriar. La
digestion termina cuando el contenido del balén esta completamente
cristalino (si es necesario afiadir gotas de perdxido) es cuando la digestion
es muy lenta y dificil.

b) Destilacion

- Enfriar al aire, agregar 5 mL de agua destilada.
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4.

- Pasar el contenido del balon digestor al destilador y haciendo un lavado
al balén con 5 a 10 mL de agua y luego agregar 5 mL de la solucion de
NaOH al 80% con sumo cuidado y cerrar la valvula (en copa debe quedar

una pequefia cantidad de NaOH ).

- Conectar el refrigerante y recibir el destilado en un erlemeyer de 125 mL
conteniendo 5 mL de la mezcla de acido bérico mas indicador de pH. La
destilacion termina cuando ya no pasa mas amoniaco y luego de 7 min

titular con acido clorhidrico valorado (aprox 0.05N) y anotar el gasto.

- NOTA: En destilacion tomar tiempo cuando empieza a virar de rojo a
verde 7 minutos y termina la destilacion.
c) Titulacién
La muestra recibida en el vaso con la solucién de acido boérico valorar
con acido clorhidrico 0.05N y tomar nota del gasto de HCI obtenido.
d) Calculos

%N2=mL de HCI x Normalidad x meq.del N2 x100 / g (muestra)
%N2 = mL de HCI x 0,05 x 0,014 x100 / g (muestra)

% Proteina bruta = %N2 x Factor

DETERMINACION DE LIPIDOS

a) Extraccion por solventes en caliente.- Soxhlet método de la

A.0.A.C.(1998).

- En este método es necesario usar muestras deshidratadas, usar las muestras
usadas en determinacion de humedad.
- El baldn del soxhlet lavar y poner a secar en la estufa a 110°C por espacio

de una hora, sacarlo, enfriar en un desecador y pesar (P1).
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Pesar 3 g de muestra y empaquetarlo en papel filtro Wattman n° 2. y luego
pesar (P2).

El paguete se coloca en el cuerpo del soxhlet.

Agregar n — hexano destilado hasta que una parte del mismo sea sifoneado
hacia el matraz.

Conectar la cocina a temperatura baja. EIl hexano al calentarse se evapora
(69-34.6°C) y asciende hacia la parte superior del cuerpo donde se condensa
por refrigeracion con agua y cae sobre la muestra, regresando posteriormente
al matraz por el sifén, arrastrando consigo la grasa. El ciclo es cerrado y la
velocidad de goteo del n — hexano debe ser de 30 a 40 gotas por minuto. El
proceso dura 3 horas.

El matraz debe sacarse del aparato cuando contiene poco hexano (momentos
antes de que éste sea sifoneado desde el cuerpo).

Evaporar el matraz en un desecador con silicagel o estufa a temperatura de
60°C.

Pesar el balon que tiene grasa (Ps).

Determinar la cantidad de grasa total en 3 g de muestra y expresarlo en
porcentaje.

Para verificacion el cartucho debe secarse en estufa a 100°C y luego ser

pesado (P4) y comprobar:

b) Calculos

% grasa = —="PL__ x 100
g(muestras)

DETERMINACION DE FIBRABRUTA

Procedimiento para fibra bruta (Método de la A.O.A.C.)

a) Digestion acida

- Pesar 3 g de muestra (exenta de grasa) en un vaso de 600 mL.
- Afadir 200 mL de &cido sulfurico al 1,25% (P/V)
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- Hervir suavemente durante 30 minutos
- Filtrar el contenido del bal6n haciendo uso del embudo Buchner y el
Kitasato.

- Filtrar y lavar con agua destilada caliente neutralizar la acidez

b) Digestion alcalina

- Arrastrar la muestra que queda en el filtro hacia el erlemeyer utilizando
NaOH al 1,25% (p/v) mas o menos 200 mL.

- Hervir exactamente 30 minutos, con el mismo cuidado que en la ebullicion
con &cido.

- Filtrar el contenido del erlemeyer, Lavando con agua destilada hirviendo

- Lavar dos veces con alcohol y tres veces con acetona.

- Desecar a 100 °C en estufa por 2 horas.

- Pesar el crisol vacio (pl)

- Colocar la muestra en un crisol

- Secar a 105°C durante 3 horas. Enfriar el crisol en desecador y volver a
pesar crisol mas muestra. (P2).

- Incinerar a 600°C y luego enfriar y pesar la ceniza.

c) Calculos

Gramo de muestra = (p, — p4)- peso de ceniza

_ (p2—p1)-peso de ceniza

% Fibra bruta

peso muestra
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