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CAPITULO

1. INTRODUCCION

El primero en obtener un sustituto del azlcar a través de la hidrélisis de almidén
fue Kirchoft en 1811, quien al calentar almidones con acidos obtuvo un licor dulce
en el que posteriormente se encontrd glucosa. Este proceso se conoce con el
nombre de hidrdlisis acida y se empez6 a aplicar comercialmente en 1842; sin
embargo se observd que al incrementar la concentracion de glucosa empleando
catalizadores acidos se llegaba a producir una serie de reacciones laterales, por
lo cual se comenzo6 a buscar nuevas alternativas para la degradacion del almidén
viendo de esta manera que el almidén puede ser degradado mediante hidrélisis
empleando como catalizadores enzimas, de esta forma las reacciones laterales
producidas en la hidrdlisis acida desaparecen ya que una de las caracteristicas de

las enzimas es ser especificas.

El presente trabajo consiste en la evaluacion de la efectividad de dos tipos de
enzimas aplicadas al proceso de hidrdlisis: la alfa-amilasa BAN 480L y la
amiloglucosidasa Dextrozyme DX 1.5x. Para realizar dicha evaluacion se
empleara el método polarimétrico con el cual se determinara la concentracion de

azucares producidos a distintos tiempos durante la hidrélisis.

Susana Huanca Lopez 1



CAPITULO 11

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Evaluar la efectividad de dos enzimas en el proceso de hidrdlisis

enzimatica para obtener glucosa a partir de almidon de yuca

2.2. Objetivos Especificos

Emplear el método de polarimetria para determinar la cantidad de

azucares obtenidos a diferentes tiempos durante la hidrélisis.
Emplear el método estandar cuantitativo DNS (acido 3,5
dinitrosalicilico) para determinar la concentracion de azucares en
muestras tomadas durante el proceso de hidrdlisis.

Comparar los resultados obtenidos en ambos métodos.

Determinar el DE (equivalente de dextrosa) en el jarabe de glucosa

obtenido de la hidrdlisis.

Susana Huanca Lopez 2



CAPITULO III

3. ANTECEDENTES

La hidrdlisis enzimatica de almidones ha tenido un desarrollo acelerado, ya que
desde 1920 se han realizado numerosos ensayos y técnicas sobre ella, con las
cuales obtuvieron rendimientos excelentes de conversion. Sin embargo, la
verdadera historia de la hidrolisis enzimatica tiene sus comienzos industriales
recién en 1945, afio en el cual quimicos de Alemania, Estados Unidos Japdn,
desarrollaron técnicas industriales novedosas que permitieron la obtencién de un
producto de gran pureza, a su vez realizaron estudios en base a diferentes
enzimas y demostraron que el uso de maltasa, glucoamilasa, amilasas tiene gran

extension especifica y selectiva para la obtencion de glucosa. (Soto, R., 1976).

Las amilasas son enzimas que degradan el almidéon y tienen numerosas
aplicaciones biotecnologicas, un ejemplo de ello es la produccion de jarabes, que
contiene oligosacaridos como maltosa y glucosa, la composicion precisa de los
productos finales pueden ser controlados en los procesos fermentativos. La
degradacion enzimatica del almidén por accién de la amilasa a escala industrial
ha sido practicada por muchos afos y ha reemplazado considerablemente los
procesos tradicionales de catalisis acida. En USA, cerca del 75% de los jarabes y
dextrosa soélida son ahora producidos por procesos enzimaticos, es decir una

nueva tecnologia se ha acentuado en el area de la degradacién del almidén por

Susana Huanca Lopez 3



efecto de las amilasas y entre ellas se tiene la a — amilasa, B - amilasa,
amiloglucosidasa y pulunanasa principalmente, que son producidas por bacterias
y hongos. (Vargas Apaza, S. L.)

Susana Huanca Lopez 4



CAPITULO IV

4. MARCO TEORICO

4.1. Yuca (Manihot esculenta)

La yuca es un tubérculo procedente de un arbusto que principalmente se cultiva
en los paises tropicales de América, planta del género Manihot que pertenece a la
familia de las Euforbiaceas.

Figura 1. Yuca (Manihot esculenta)

Fuente: http://karisarivera.blogspot.com

Existen dos tipos de yuca: la yuca dulce o comestible y yuca amarga o brava.
Esta clasificacion se basa en el mayor o menor contenido de glucdsidos téxicos

Susana Huanca Lopez 5



generadores del acido cianhidrico, las variedades amargas tienen una mayor
cantidad de glucdsidos téxicos en la pulpa de la raiz, mientras que la dulce
contiene trazas en la cascara las cuales desaparecen durante la coccién. (Pefia,
A., 2009)

Debido a que el contenido de almidon en las variedades amargas es mas alto en
comparacion con las variedades dulces, las primeras se emplean para la

fabricacion de almidén de yuca comercial.

Las raices tuberosas de la yuca tienen como caracteristica principal la capacidad
de almacenar almidon los cuales se encuentran en granulos redondos de
diferente tamafio, razén por la cual es la parte de la planta que tiene mayor valor

econdmico. (Pefa, A., 2009)
La composicion tipica de una raiz tuberosa de yuca es la siguiente:

Tabla 1. Composicion tipica de una raiz tuberosa de yuca.

Pardmetro % p/p
Humedad 70
Almidon 24

Fibra 2

Proteinas 1

Otros 3

Fuente: Pefia, A., 2009

4.2. Almidoén

El almidon pertenece al grupo de los hidratos de carbono macromoleculares o

polisacéaridos, puede representarse por la formula quimica (CgH100s),, €S un

Susana Huanca Lopez 6



polisacarido vegetal, se encuentra en las raices, tubérculos y semillas de las

plantas, se almacena en el endospermo de todos los granos. (Fermena, O., 2000)

El almidon se encuentra formando granos esféricos que pueden verse al
microscopio y se pueden diferenciar por su apariencia entre unas y otras
especies. Alimentos como el maiz tierno y las patatas tienen entorno al 15% de

almidon, los cereales pueden llegar a tener el 70%. (Fernandez, M., 2005)

4.3. Estructuray Composicion del Almidon

El almidon esta constituido por dos polimeros distintos, ambos compuestos de
unidades de glucosa: la amilosa (lineal, helicoidal) y la amilopectina (ramificada),
ambas partes estan conectadas por uniones glicosidicas. (Benavides, I. y Pozo,
M., 2008). Dependiendo de la planta, el almidén contiene generalmente de 20 a

25% de amilosa y 75 a 80% de amilopectina en peso.

4.3.1. Amilosa

Polimero compuesto por union de unidades de a glucosa (OH del carbono
anomeérico en posicion axial), enlazadas entre el carbono 1 y carbono 4 por
enlaces glicosidicas a — 1,4 por lo que su estructura es lineal (esto no significa
gue las cadenas sean rectas, sino que se enrollan formando una hélice). Aparece
en una proporcion en torno al 20-25% del almidon total, por ejemplo en los granos
de cereal: 26 — 28 %, raices y tubérculos: 17 — 23 %, aunque con abundantes
excepciones como son en el guisante, que presenta una proporcion del 60% y en
el otro lado los cereales céreos, que no presentan nada de amilosa. (Fernandez,
M., 2005).

Susana Huanca Lopez 7



La amilosa esta constituida por 250 a 30 unidades de a glucosa, forma una red
tridimensional cuando se asocian las moléculas al enfriarse y es la responsable
de la gelificacion de las pastas cocidas frias de almidon. Los almidones ricos en
amilosa mantienen su forma cuando se moldean; gelifican, mientras los almidones

sin amilosa espesan pero no gelifican. (www.es.scribd.com).

Figura 2. Amilosa a) Amilosa proyeccion de Haworth b) Amilosa, variante en silla c)

Amilosa proyeccion tridimensional

a) CH20H CHZOH CHZOH
0 0
OH OH OH
OH OH
- - N
HOCHz. o,
o N, _H
b) S CH,0H
HO OH Oy _~0,
HOS/N/H CHOH
OH '0./ 4 ‘,0\|
CH,0H
HO OH O N~ 0
Amylose
a linear polyglucose P H "
joined by X - 1-4 bonds H
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Fuente: http://www.efn.uncor.edu/dep/biologia/intrbiol/macromoleculas/azucar.htm

4.3.2. Amilopectina

Polimero compuesto por 1000 a 3000 unidades de a glucosa unidas mediante
enlaces a 1 — 4, pero ramificado con uniones a 1 — 6 cada 20 a 25 unidades de

glucosa de la cadena. (www.es.scribd.com).

Los almidones con un porcentaje alto de amilopectina espesaran una mezcla pero
no formaran un gel, porque a diferencia de la amilosa, las moléculas de

amilopectina no se asocian y forman enlaces quimicos.

La amilopectina es responsable de la estructura cristalina que en su conjunto
presenta el almidén, debido a que en ella se forman puentes de hidrégeno entre
las ramificaciones dando lugar a una estructura muy estable que se puede
considerar como cristalina. Se puede decir que la amilopectina es la parte

insoluble mientras que la amilosa es la parte soluble. (Fernandez, M., 2005).
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Figura 3. Amilopectina a) Amilopectina proyeccion de Haworth b) Amilopectina, variante
en silla c¢) Amilopectina proyeccion tridimensional

|
0
m.& C%OH
0 0
a) p——— 0 OH
OH OH
iyt CHOH CHOH
0 0 0 0
OH 0 OH 0 OH 0 0 OH -
OH
OH OH OH OH OH
et ol o‘
CH
''''' 0~ —~0
HO ¢ CH,0H
HO Yol o
P OCH o \\
~, -0 -H

W‘ ‘\'.L"o\
) Hok/mfﬂ
Amylopectin H

a branched polyglucose
built from x -1-4 and 1-6 bonds

Fuente: http://www.scientificpsychic.com/fitness/carbohidratos1.html
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4.4. Almidén de Yuca

El almidén puro es un polvo fino de color blanco, amorfo, de densidad 1.5 g/cm?,
insipido e inodoro que es insoluble en agua fria, alcohol y éter. Al microscopio
presenta formas y caracteristicas definidas, con aproximadamente un 13% de
humedad como maximo y un pH cercano a 6. El almidon natural necesita de la
aplicacion de calor para que se hidrate, el grado de hidratacion depende del pH,
temperatura y tiempo. Cuando se hidrata y se dispersa en H,O caliente se forma
un compuesto de color claro que tiene un sabor suave; cuando se enfria puede

formar un gel débil. (Morales, Y.y Sanchez, |., 2004).

Figura 4. Almidon de yuca

Al

Tabla 2. Propiedades del almidén de yuca

Propiedad Especificacion
Tamafio de granulo (eje 4-35
mayor, um)
Amilosa (%) 17-20
Amilopectina (%) 80-83

Temperatura de
gelatinizacion °C 52-65
(desde la temperatura inicial
de gelatinizacion hasta
completar la formacion de la

pasta)
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Viscosidad relativa Alta
Aspecto de la pasta Clara

Tendencia a Media
gelificar/retrogradar

Sabor Insipido

Calor de combustién (J/Kg) 17.6

Fuente: FERMENA O. Quimica de los Alimentos

Los granulos de almidén de yuca son redondos, ovalados y poseen borde
dentado. Son mas blandos que los granulos de maiz y su estructura es mas rigida
y compacta. Estos granulos se rompen al alcanzar los 70°C, siendo menos

estables que los granulos de arroz, maiz, trigo, cebada y papa. (Pefa, A., 2009).

Una de las propiedades quimicas importantes del almidon de yuca esta
relacionada con la facilidad con que el enlace polimérico se hidroliza con enzimas
convirtiéndose en D — glucosa, como ocurre en la produccion comercial a altas

temperaturas de la dextrosa y de los jarabes de almidén. (Fermena, O., 2000).

Tabla 3. Composicion del almidon de yuca

Composicion Porcentaje (%)
Amilosa y Amilopectina 86.5
Agua 13
Grasa 0.1
Proteinas 0.1
Cenizas 0.2
Fosforo 0.01

Fuente: www.lurgi-lifescience.com/p
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4. 5. Hidrodlisis

La hidrolisis es la reaccion quimica del agua con alguna sustancia, en la cual la
molécula de agua se divide y sus atomos pasan a formar parte de otra especie
guimica. En el caso de un polisacarido, la hidrdlisis del enlace glicosidico se lleva
a cabo mediante la disociacion de una molécula de agua del medio, donde el
hidrogeno del agua se une al oxigeno del extremo de una de las moléculas del
azucar y el —OH se une al carbono libre del otro residuo del azucar. (Cuadros, J. y
Celis, O., 2007)

El resultado de esta reaccion, es la liberacion de un monosacarido y el resto de la
molécula que puede ser monosacarido si se trata de un disacarido o bien del
polisacarido restante si se trata de un polisacarido mas complejo. (Vasquez, E.,
2003).

Figura 5. Representacion de la hidrdlisis de un disacéarido

V=OH + HO{ -

MO O

Disacarido Monosacarido Monosacarido

Fuente: Vazquez, E., 2003.

La destruccion controlada de las cadenas poliméricas o hidrélisis del almidon, a
través de soluciones acidas o catalizadas por enzimas dan lugar a la formacion
progresiva de moléculas de maltosa, glucosa, dextrinas y otros azlcares. La
hidrolisis del almiddén puede resumirse por la siguiente reaccion: (Morales, Y. y
Sanchez, I., 2004).
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(CsHmOs)n + nH0 E> n(Csleos)

Almidon Glucosa

En la tabla 4 se presenta la historia de los procesos de hidrdlisis para la obtencion
de glucosa:

Tabla 4. Historia de los procesos de hidrélisis de almidon para la obtencion de glucosa

Epoca Materia prima
Almidon 30 — 45% materia seca
Acidificacion (HCI pH = 1.5)
Hasta los 50 Hidrdlisis (T=150°C a presion)
ED= Funcién del tiempo de hidrdlisis
Con 45 min: ED=90 con 86% glucosa
Acidificacién (HCI pH = 1.5)
Hidrdlisis (5—10 min, T=150°C) ED=12 a 20
Hasta los 60 Reaccion con amiloglucosidasa (pH= 4-4.5;
T= 60°C por 3 dias)
Jarabe de glucosa: ED = 90-92
Licuefaccion con a — amilasa (pH 5.5-7.0,
T = 70-90 °C)
ED =20-30
Entre los 60y 70 = Sacarificacién con amiloglucosidasa (pH= 4-4.5;
T=60°C, 48-100 h).
Jarabe de glucosa: ED = 96-98 (92 — 96%
glucosa)
Licuefaccion con a — amilasa termo resistente
(6 min a 105°C, 2 h a 95°C) ED= 8-12
Después de los Sacarificacion con amiloglucosidasa (pH= 4-4.5;
70 T=60°C, 48-100h)
Jarabe de glucosa: ED=96-98(92-96% glucosa)

Fuente: Biotecnologia Alimentaria, GARCIA, Mariano G., QUINTERO, Rodolfo R. y LOPEZ,
Agustin M.
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4.6. Enzimas Carbohidrasas

Amilasas

Se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, son enzimas
responsables de la degradacién del almidon, hidrolizan los enlaces glucosidicos o
1-4. Las amilasa pueden dividirse en tres grupos: a amilasas, 3 amilasas y

glucoamilasas. (Carrera, J., 2003).

De los tres grupos nos enfocaremos en la alfa amilasa y glucoamilasa, debido a

que las enzimas empleadas en el presente trabajo son de este tipo.

4.6.1. Alfa Amilasa

Puede ser de origen: Fungico (Aspergillus oryzae), bacteriano (B.
stearothermophilus, B. subtilis), de cereales y del pancreas. Es la endoamilasa
mas conocida, cataliza la reaccion de hidrdlisis de la cadena lineal (amilosa) y la
ramificada (amilopectina) del almidén, rompiendo enlaces 1,4 interiores
(endoamilasa) para formar una mezcla de dextrinas lineales y ramificadas

(oligosacaridos) como productos. (Carmona, J. y Paternina, S., 2007).

La enzima alfa-amilasa requiere de un activador como por ejemplo el cloruro de
calcio. Es sensible a una acidez elevada y se vuelve inactiva a pH 3,3. El pH
Optimo de accion esta dentro del rango 5-7, la enzima es resistente al calor, pues
a 70°C conserva un 70% de su actividad. Actia sobre almidones crudos y

gelatinizados. (Carrera, J., 2003).
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Figura 6. Enzima a - Amilasa

Amylase Specificity
[ CH;OH CH;OI— i Amylase CHZOH CH,OH ]
0
$ -
—0] - 0 e
OH Enlace alfa OH
- - n
Amylose

Fuente. Enzyme Nomenclature (www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC3/2/1/2.html/)

4.6.2. Glucoamilasa o Amiloglucosidasa

Novo Nordisk indica “AMG- Amiloglucosidasa es una exoamilasa, se obtiene de
una cepa seleccionada de Aspergillus Niger por fermentacion sumergida. La
enzima hidroliza los enlaces alfa 1-4 y 1-6 del almidon dando como producto final
glucosa, lo que la diferencia claramente de la a y el B amilasas. (Vasquez, G. y
Vasquez, G., 2009). La enzima también produce pequefias cantidades de
oligosacaridos la sacarificacion del almidon puede alcanzar hasta un 96% de

dextrosa. Su actividad es maxima entre pH 4 — 5.5, temperatura alrededor de 55 —
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65°C, es mas eficaz cuando actia sobre almidones previamente sometidos a

licuefaccion. (Carrera, J., 2003).

Figura 7. Enzima Amiloglucosidasa

[ =]

Amyloglucosidase  p.-Amylase
a.- Glucosidase

CHOH
0

OH

Hg Enlace alfa
Amyloglucosidase /lH? CH0H
@ - Glucosidase 0 0
(terminal ( 1-6) residues) OH OH
HO 0 0
H OH n

Amylopectin and Glycogen

Fuente. Enzyme Nomenclature (www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC3/2/1/2.html/)
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4.7. Hidrolisis Enzimatica

La hidrélisis enzimatica puede ser considerada como una de las técnicas para
modificar el almidén por reduccion de su peso molecular promedio, de esta
manera se llega a obtener productos que van desde glucosa hasta dextrinas de

alto peso molecular. (Pefa, A., 2009).

El proceso de hidrolisis enzimatica comprende dos etapas: licuefaccion y
sacarificacion, en este proceso se usan enzimas para la descomposicion
hidrolitica de las moléculas de almidén. Las enzimas formadas de largas cadenas
de aminoacidos, son proteinas que actian como catalizadores acelerando la
reaccion de hidrolisis en procesos tanto bioldgicos como industriales. (Morales, Y.
y Sanchez, I., 2004).

4.7.1. Licuefaccion

Es el primer paso para la produccién de glucosa, el cual se realiza utilizando
como catalizador la a-amilasa o la [-amilasa. El objetivo del proceso de
licuefaccién es convertir los granulos de almidon de la suspension concentrada a
dextrina solubles de baja viscosidad con un adecuado manejo y equipo para la
facil conversion de glucosa por la glucoamilasa. La temperatura a la cual debe ser
calentada la solucién para la licuefacciéon depende de la fuente de la enzima,
enzima comunmente utilizada es la a-amilasa. (Morales, Y.y Sanchez, |., 2004).

La a-amilasa actia como catalizador en la hidrélisis del almidén, a través de esta
enzima se hidrolizan los enlaces a-(1,4) glucosidicos al azar, es decir actia sobre
cualquier punto interno de la molécula liberando dextrinas y oligosacaridos. Las
condiciones de pH y temperatura en que ésta enzima tiene su mayor actividad,
asi como la composiciéon especifica y el peso molecular, tienen ciertas variaciones

que dependen de la fuente de donde se haya extraido dicha enzima.
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La actividad y estabilidad de la a-amilasa se la proporciona los iones de calcio que
provienen de sales como acetato de calcio, sulfato de calcio y cloruro de calcio,
siendo esta Ultima la més utilizada. (Morales, Y.y Sanchez, ., 2004).

4.7.2. Sacarificacion

Los procesos enzimaticos para la produccion de glucosa requieren de una
segunda etapa después de la licuefaccion del almidén. Esta etapa se denomina
sacarificacion la cual utiliza como catalizador la glucoamilasa, pululanasa o
también se puede utilizar una mezcla de enzimas, las cuales son comercializadas
por industrias NOVO Nordisk a nivel mundial. A diferencia de la a-amilasa que se
encuentra en microorganismos, vegetales y animales superiores, esta enzima es
s6lo de origen microbiano.

El objetivo de la sacarificacién es convertir la solucion licuada de la etapa anterior
a D-glucosa en rendimientos tan altos como sea posible. Usando la glucoamilasa
es posible una conversion practicamente total del almidon a D-glucosa. (Morales,
Y.y Sanchez, |., 2004). La glucoamilasa es la enzima que actia como catalizador
en la hidrdlisis de enlaces a-(1,6) glucosidicos de las cadenas poliméricas del
almidon. Esta enzima libera de forma secuencial unidades sencillas de D-glucosa.
La velocidad de hidrolisis del almidén catalizada por ésta enzima se incrementa
en proporcion directa con el peso molecular del sustrato. Las condiciones de pH y
temperatura en que ésta enzima tiene su mayor actividad, asi como la
composicién especifica y el peso molecular tienen ciertas variaciones que

dependen de la fuente de donde se haya extraido la enzima.

Esta enzima requiere la accién anticipada de a-amilasa para poder catalizar con
mayor eficiencia, cuando se hidroliza el almidon con glucoamilasa como
catalizador, los polimeros que contienen enlaces a-(1,4) glucosidicos se hidrolizan
mas rapidamente que los polimeros que contienen enlaces a-(1,6)-glucosidicos.
(Morales, Y.y Sanchez, |., 2004).
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4.8. Jarabe de Glucosa

Los jarabes de D-glucosa son una mezcla entre una solucion acuosa de D —
glucosa, maltosa y otros oligosacaridos llamados dextrinas (Sanchez, A., 2002).
Cabe sefalar que en una industria y en gran parte de la literatura especializada,
se llaman jarabes glucosados a hidrolizados a partir de un DE (Equivalente de
dextrosa: Indicativo del contenido de azucares reductores de un edulcorante,
calculado como dextrosa y expresado como porcentaje de solidos totales.) de 20
(aunque estos tengan muy bajos contenidos de glucosa). A menudo se incurre en
el error de pensar que dicho jarabe contiene 20% de glucosa, pero de acuerdo
con la definicion, debe entenderse como un jarabe que presenta un poder
reductor similar al de una solucién con 20% de glucosa. Las caracteristicas de los
jarabes se obtienen segun las condiciones de hidrdlisis y el medio utilizado para
dicha hidrdlisis. (Garcia et al., 1993)

La DE representa el porcentaje de hidrolisis en los enlaces glucosidicos
presentes. La glucosa pura tiene un DE de 100 y el almidon tiene un DE igual a
cero. Durante la hidrélisis del almidén la DE indica que tanto el almidén ha sido
desdoblado.

Numero de enlaces glucosidicos rotos
DE = 100

Numero inicial de enlaces glucosidicos presentes

Otra definicion utilizada generalmente es el porcentaje en peso de glucésidos
reductores expresados como D — glucosa presente en el jarabe con respecto al
peso de los sélidos totales de oligosacaridos en base seca. (Morales, Y. y
Sanchez, I., 2004).
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Donde

Wa = Peso de glucésidos reductores presentes en el jarabe

Wa= peso de sélidos totales presentes en el jarabe

49. Método de Polarimetria

El polarimetro es un instrumento que mide la rotacion del plano de la luz
polarizada. Tiene una celda que contiene una solucion del material 6pticamente
activo y un sistema para pasar a luz polarizada a traveés de la solucion y para
medir la rotacion de la luz que emerge. En el polarimetro, primero se filtra la luz
de una lampara de sodio, de tal modo que consiste s6lo de una longitud de onda
(de un solo color). Esto es necesario porque la mayor parte de los compuestos
hacen girar cantidades distintas a diferentes longitudes de onda. La longitud de
onda que se usa con mayor frecuencia en polarimetria es una de las lineas
amarillas de emision en el espectro de sodio, llamada linea D del sodio. Una
lampara de sodio con un filtro amarillo da luz monocromatica (de un solo color)
para polarimetria. La luz monocromatica de la fuente pasa a través de un filtro que
polariza la luz en un plano conocido. La luz polarizada pasa entonces a través de
la celda de la muestra, que contiene una solucién del compuesto Opticamente
activo. Al dejar la celda de la muestra, la luz polarizada encuentra otro filtro
polarizante. Este filtro es giratorio y tiene una escala que permite al operador leer
el angulo entre su eje de polarizacion y el eje respectivo del primer filtro. El primer
filtro se conoce como polarizador y el segundo como analizador. El operador hace
girar el filtro analizador hasta que se transmita la maxima cantidad de luz y a
continuacion se lee la rotacion observada en la escala. Esta se simboliza

mediante la letra griega alfa (a). (Wade JR, L.G, 1993)
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Figura 8. Componentes del polarimetro
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Fuente: http://triplenlace.com/2012/11/25/polarimetria-iii-el-polarimetro/

4.10. Método del 4cido 3,5-Dinitrosalicilico (DNS)

El método del &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), es uno de los diversos métodos
espectrofotométricos existentes para la estimacion de azucares reductores, el
cual se basa en la reduccion del DNS (de color amarillo) por la glucosa u otro
azucar reductor, al &cido 3-amino-5-nitrosalicilico (de color rojo ladrillo), cuya
presencia puede detectarse por lectura de la absorbancia en la zona de 540 — 570
nm, la coloracion se hace mas intensa a medida que aumenta la concentracion de
azucares reductores. (Tena, M.y Jorrin, J. V., 2008)

El fundamento de esta técnica consiste en la oxidacion de la glucosa, sin
embargo, la glucosa en solucion acuosa se encuentra en su forma ciclica que es
muy estable y por lo tanto, no reacciona. Por ésta razon, es necesario calentar la
muestra para que el anillo se abra dejando expuesto el aldehido dando lugar a
una reaccion de oxidaciéon como se observa en la figura (Fajardo, E. y Sarmiento,
S., 2007).
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Figura 9. Estructura del anillo antes y después de ser sometido a un proceso de

calentamiento
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Fuente: http://www.infoagro.com/viticultura/vino/analisis_vinos5/asp.

Para que se dé la reaccion también es necesario proporcionar un medio alcalino,
esto es posible gracias a la adicion de NaOH el cual es una base fuerte. En
solucion acuosa se ioniza liberando Na® y OH ~ al medio, el cual se alcaliniza,
permitiendo la oxidacion de la glucosa; en esta oxidacion, el carbono del grupo
aldehido se convierte en un acido carboxilico por la pérdida de hidrogenos y la
ganancia de oxigeno, obteniéndose de esta forma el acido glucénico; por otro
lado el &cido 3,5 dinitrosalicilico es reducido gracias a la accién del tartrato de
sodio y potasio y de la oxidacion de la glucosa. El &cido pierde una de sus
configuraciones 3 o 5, principalmente la 3 por ser mas reactiva, quedando acido
3-amino-5-nitrosalicilico el cual produce una coloracién roja, la coloracion es

proporcional a la concentracion de glucosa. (Fajardo, E. y Sarmiento, S., 2007).

Figura 10. Reduccion del DNS por la glucosa
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Acido 3,5-dinitrosalicilico D-Glucosa Acido 3-amino-5-nitro  Acido D-glucénico
(amarillo) salicilico (|

Fuente: http://www.infoagro.com/viticultura/vino/analisis_vinos5/asp
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CAPITULO V

5. INDUSTRIA DE ALIMENTOS INAL Ltda.

5.1. Antecedentes Histoéricos de la Fabrica INAL Ltda.

La industria de alimentos INAL Ltda., es una empresa que se dedica
principalmente a la elaboracion de productos alimenticios lacteos, centrandose en
la produccion de yogurt y helados. Cabe resaltar que se trata de una empresa
boliviana constituida por capitales bolivianos con una presencia de 26 afios en el
mercado, elaborando mas de 7 tipos de productos y mas de 100 sabores para el

mercado nacional.

INAL Ltda. “PANDA” fue la primera industria de Helado en Bolivia, nacié el 17 de
mayo de 1988 en la ciudad de La Paz, su objetivo era la produccién de helados
gue en su mayor namero eran elaborados en forma manual. Con una extension
de 6500 m?, un capital de 400000 $, 3 socios, 8 trabajadores y 1 vehiculo de
distribucion la industria de alimentos INAL Ltda. , comienza su vida productiva.
Siguiendo su objetivo fueron los primeros en elaborar los famosos “Bolos” para
luego diversificar con el fin de ampliar las instalaciones de la planta, como
también realizar la adquisicion de equipos logrando con este avance ingresar al

mercado con productos de calidad.
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En 1992 se consolida un contrato con FISLAC, el cual permite a INAL Ltda.,
entregar una racion parecida al desayuno escolar, mejorando la produccion, el
tiempo de duracion y calidad tanto del yogurt como también de los diferentes
helados. En 1995 se firma un contrato de franquicia con la compafiia MARBO
INC. De Chicago U.S.A. que permite a INAL Ltda., elaborar en el pais la linea de
jugos TAMPICO destinada al mercado nacional, logra ocupar el primer lugar en el
ranking de ventas, permitiendo asi el crecimiento de la empresa; sin embargo por
motivo del desayuno escolar de no abastecer la produccion en pasteurizacion,
vehiculos y otros se produce el descenso considerable en las ventas de este
producto y al no satisfacer las exigencias de la compafiia MARBO INC se
rescinde el contrato con la mencionada compariia INAL Ltda.

En 1997 se construye el nuevo laboratorio de Control de Calidad, contribuyendo
asi a asegurar la calidad de los productos en el proceso y terminado. En 1998 y
1999 se concluyo las ampliaciones de la planta. Cabe resaltar que durante estos
afnos la empresa INAL Ltda., gana los premios “MAYA”, el premio a la calidad
y el segundo al Volumen de Ventas y Presencia en el Mercado.

En los afios 2000, 2001 y 2002 se logra la adjudicacion para las gestiones
escolares del proyecto Desayuno Escolar para el Gobierno Municipal de La Paz.
Cabe mencionar también que en estos afios la empresa exportaba helados a
Arequipa — Peru, contaban con agencias que se encontraban en Cochabamba y
Santa Cruz, ademas de comercializar los productos Nestlé, en especial los
helados Savory.

En la actualidad la empresa se encuentra en constante crecimiento y mejora
incesante elaborando productos alimenticios lacteos con el Unico objetivo de
proporcionar a los consumidores un producto de buena calidad y apto en el

mercado.

5.1.1. Mision
“Ser una industria de alimentos que mejora el nivel nutricional y la calidad de

productos funcionales para nuestros clientes”
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5.1.2. Visién

Ser la industria lider en la elaboracién de productos alimenticios con calidad,
innovacion y tecnologia de punta. Con estas caracteristicas llegar a consolidarse

en el mercado nacional logrando ser generador de fuentes de trabajo.

5.2. Localizacién Geografica de la Fabrica INAL Ltda.

La industria de alimentos INAL Ltda. , se encuentra ubicado en la Carretera
Viacha km. 8 Zona Villa Concepcion # 777 en la ciudad de ElI Alto del

departamento de La Paz — Bolivia.

Figura A. Localizacion geogréfica de la Industria de Alimentos INAL Ltda.

Cruce Villa Adela

Carretera Viacha

INAL LTDA.

Fuente: http://www.panda.com.bo/index.php?cont=visi
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5.3.  Productos Elaborados por INAL Ltda.

La industria de alimentos INAL Ltda., cuenta con diferentes variedades de

productos, los cuales son mencionados a continuacion:

HELADOS DE AGUA

Nombre del producto

Presentacion del
producto

Sabor (s)

5]

Naranja, Frutilla, Manzana,
Pifia, Blue Berry

Isla Loca
Uni2 Frutilla, Pifa
Canela Canela
Tricolor Frutilla, Manzana, Pifia
Sabor naranja con relleno
Tropical de crema sabor chirimoya
Dinamita Frutilla, Blue Berry
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HELADOS DE CREMA

Nombre del producto

Presentacion del

producto

Baby's

Sabor ()

Sabor frutilla con relleno

sherbert sabor frutilla

MisterYo

Mora y crema

Cremissimo

- Chocolate y vainilla

- Chocolate

Vampiro

Cobertura de chocolate con
capa intermedia de crema
sabor frutilla y en la parte
interna contiene relleno de

mermelada

Chocopanda

Pandikrok

Cobertura de chocolate con
capa intermedia de crema
sabor vainilla y capa interna

sabor chocolate

Cobertura de chocolate con
trozos de mani, en su
interior contiene crema de

sabor vainilla
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Granizado

Leche condensada con
trozos de chocolate

Cobertura de chocolate con

Mentachoc capa intermedia de crema
sabor menta
Kremoso Platano
Golazo Platano
Vasitos Chocolate, Vainilla, Frutilla,
Dulce de Leche
Cassata (1L) Chocolate, Frutilla, Vainilla
Chocolate, Frutilla,
Granizado, Pasas al ron,
Familiar (1L) Chirimoya, Leche
Condensada
Vainilla, Frutilla con trozos
Fresh (2L) de frutilla natural

HELADOS DE CREMA TIPO SHERBERT

Nombre del producto

Presentacion del
producto

Choconaranja

Sabor (s)

Sherbert de Chocolate y

naranja
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Crema y relleno de sherbert

Muuuy Rico sabor dulce de leche

Sherbert sabor frutilla

Wila
Sabor pifia
Maya Paya
Dulce de leche

Chitipanda

Helado de leche sabor

Maximo leche condensada y licuma

HELADOS DE CREMA Y GALLETA

Nombre del producto

Presentacion del

producto

Pandicono

Pandi Panda

Sabor (s)

Pasas al ron, Vainilla,

Frutilla, Chocolate

Gusanito

Cobertura de chocolate con

relleno sabor vainilla

Galleta cilindrica con
relleno de crema sabor
licuma vy cobertura de
chocolate

30
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Galleta con relleno de

Escolino chirimoya y cobertura de
chocolate
POSTRES DE CREMA
Nombre del producto Presentacion del Sabor (s)

Torta Helada

producto

Vainilla, Frutilla, chirimoya

LECHE SABORIZADA

Nombre del producto Presentacion del Sabor (s)
producto
Pandy — Leche (Sachet Frutilla
160ml)
YOGURT
Nombre del producto Presentacion del Sabor (s)

producto

Drinky (2L)

Manzana, Frutilla, Durazno,

Platano, Mora, Coco

Yoguito (Sachet de 80ml)

Manzana, Frutilla, Durazno,

Platano, Mora, Coco

Susana Huanca Lopez
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GELATINA'Y BOLOS

Nombre del producto

Presentacion del
producto

Sabor (s)

Gelatina

Naranja, Frutilla

Bolo

Naranja, Frutilla, Manzana,

Mora, Pifia, Blue Berry

5.4. Maquinaria Empleada en la Industria

Cantidad Tipos de

Maquinaria

Aplicacion

Factores importantes

Frezzer

Dos dan servicio a las
paleteras y las otras dos

se emplean para

elaborar helados de
crema como Pandi
Panda, gusanito,

casatas, Familiar.

En esta maquina se
puede  controlar los
siguientes factores:
Temperatura: Debe estar
aproximadamente a 2.3
°C

Cantidad de aire
inyectado: Controlado a
través de un manémetro
Agitacion, Velocidad de

salida de la crema

Susana Huanca Lopez
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SIDAM
(Paletera)

Chocolatera

Sachet

Susana Huanca Lopez

SIDAM 1:

magquina

En

generalmente

esta

se elaboran helados de
crema ya sea con o sin
cubierta de chocolate

SIDAM 2. En

maquina se produce en

esta

su mayoria helados de
agua, sherbert y pocas
veces helados de crema.
La maquina circula el
chocolate de forma
continua y por una
banda transportadora

rocia los helados

(pandipanda, gusanito)
con chocolate, luego los
helados pasan por un
de

para ser

tunel enfriamiento
recogidos vy
empaquetados.

Sachet 1: Se utiliza para
envasar productos como
pandifresk, agua
ozonizada, agua y leche
saborizada.

Sachet 2 y Sachet 3: Se
utiliza

para envasar

yogurt (yoguito)

El punto mas importante
de esta maquina es la
solucion de CaCl, debido
a que es la que produce
frio para el cambio de
fase de los helados,
teniendo que mantenerse
a una concentracion de

32° Baume.
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Foog

(Embotelladora)

Maquinas de
bolos y

gelatinas

Hornos semi
industriales
(Funcionan a
base de GLP)

Susana Huanca Lopez

En esta magquina

ingresan  botellas ya
lavadas y desinfectadas
por acciéon de una cinta
transportadora la cual
sitta las botellas en
posicion tal que reciban
el yogurt del deposito
para luego ser tapadas y
arrastradas por otra cinta
transportadora a través
de la cual se etiqueta
manualmente.

Primero se carga el
jarabe, luego se lo diluye
hasta llegar a obtener un
brix de 13.8 en el caso
de las gelatinas y un brix
de 8 en el caso de bolos,
la solucion cae por
efecto de la gravedad
llenando las bobinas
para luego sellarlas
manualmente.

Uno se emplea para
hornear las masas para
las tortas heladas vy
brazos gitanos. El otro
horno se utliza para
hornear las galletas para

gusanitos y pandicono.

Gelatinas — brix 13.8%

Bolos — 8 %
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5.5. LayOut

Figura B. Lay Out Industria de Alimentos INAL Ltda.

Fuente. Quispe, P. 2011. Préacticas Industriales INAL Ltda.
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5.6. Analisis de Control de Calidad

5.6.1. Determinacion de la Densidad de la Salmuera (CaCl,) en los Tanques

de las Maquinas Paleteras SIDAM

La densidad de la salmuera en las maquinas paleteras SIDAM 1 y SIDAM 2 se
determina utilizando el densimetro de Baumer el cual viene graduado en grados
Baumeé (°B o °Bé). Para dicha determinacion se procede de la siguiente manera:
primero homogenizamos la solucién de salmuera de los tanques de las maquinas
de SIDAM, luego tomamos una muestra de la misma la cual es calentada en bafo
maria hasta alcanzar una temperatura de 15°C, depositamos la muestra en una
probeta que es llenada hasta el ras, posteriormente introducimos el densimetro de
Baumer y registramos la lectura en grados Baumé (° Bé). El rango 6ptimo de

lectura para dichas maquinas es de 32 °Bé a 15°C.

La determinacién de la densidad de la salmuera es un punto importante debido a
gue la adicién de sal al agua da lugar al “descenso crioscopico”, una propiedad
coligativa que trata de la disminucion de la temperatura del punto de congelacion
gque experimenta una disolucién, respecto al disolvente puro, esto ocasiona que el
hielo se funda pero el agua se mantenga bajo los 0°C. Debido a que el agua
puede conducir la temperatura de forma mas facil que el hielo se utiliza agua

superfria para enfriar el contenedor y de esta forma cristalizar los helados.

5.6.2. Control de la Concentraciéon de Cloro en el Agua de Pozo

La desinfeccion del agua es necesaria para prevenir que ésta sea dafiina para
nuestra salud. El cloro es uno de los elementos mas comunes para la
desinfeccién del agua. El cloro se puede aplicar para la desactivacion de la

actividad de la gran mayoria de los microorganismos, y es relativamente barato.
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En la industria de alimentos INAL Ltda., el control de la concentracion de cloro en
el agua de pozo se lo realiza mediante colorimetria empleando un colorimetro con
una escala graduada en ppm. La maxima concentracion de cloro aceptada es de
3 ppm.

Figura D. Control de la concentracion de
cloro en el agua de pozo mediante
Figura C. Pozo de agua colorimetria
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=
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mal

Fuente: Huanca, 2014

Fuente: Huanca, 2014

5.6.3. Anédlisis de Control de Calidad en la Leche Fresca Cruda

5.6.3.1. Toma de muestras

Los camiones transportan la leche cruda y fresca hasta la planta en recipientes
grandes (tachos) limpios, desinfectados y cerrados. Antes de tomar la muestra de
cada recipiente debe agitarse en forma completa manteniendo la agitacion por 30
segundos, si se observa la nata separada, la agitacion debe continuar
suavemente hasta que se distribuya uniformemente sin dejar particulas visibles.
Seguidamente se puede medir la temperatura. La muestra es colectada con un
cucharon adecuado y transferida a un recipiente apropiado (limpio y seco),

debidamente rotulado para la identificacion posterior.

Una vez recolectada las muestras se procede a realizar pruebas de laboratorio
para el analisis de control de calidad citadas a continuaciéon como la prueba de
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alcohol, determinacién de los sélidos no grasos por refractometria, determinacion
de la acidez titulable y determinacion de los sélidos totales, asi de esta manera

dar paso a la decision de admision o rechazo de la leche.

Figura E. Toma de muestras de leche

Fuente: Huanca, 2014

5.6.3.2. Pruebas de laboratorio

5.6.3.2.1. Prueba de alcohol (reaccion de estabilidad proteica)

Norma Boliviana — NB 829 Productos lacteos — Ensayos preliminares — Prueba de
Alcohol 70% - 83%, Limite: Negativo

Esta prueba nos permite detectar de forma rapida y cualitativa la termoestabilidad

de la leche cruda.

La leche fresca tiene una acidez de 13 — 20 ml de NaOH 0.1N/100ml de leche y
un pH de 6.5 — 6.7. Los valores superiores de la acidez provocan una disminucion
de pH el cual se debe generalmente a descomposicion bacteriana propia de
leches de baja calidad. Esta condicién puede demostrarse mezclando la leche con
igual volumen de etanol al 75%, ya que el alcohol a esa concentracion produce
floculacion o coagulacién de la caseina cuando la acidez es igual o superior a
22.5 ml NaOH 0.1N/100ml de leche.Una prueba de alcohol positiva indica también
poca estabilidad de la leche al calor, lo cual es muy importante si el producto ha

de ser pasteurizado o esterilizado.
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5.6.3.2.2. Determinacion de la acidez por titulacion

Norma Boliviana - NB 229 Productos lacteos - Determinacion de la acidez titulable
(Acido lactico) en %, Limite: 0.14 a 0.18

La leche fresca tiene una acidez equivalente de 13 — 20 ml de NaOH 0.1N/100ml
de leche (0.12 — 0.18% de acido lactico) debido a su contenido de anhidrido
carbonico, proteinas y algunos iones como fosfato, citrato, etc. Normalmente la
leche no contiene acido lactico; sin embargo por accion bacteriana la lactosa sufre
un proceso de fermentacion formandose acido lactico y otros componentes que
aumentan la acidez titulable. Por lo tanto la medicion de la acidez de una leche es
una estimacion de su calidad higiénica, siendo un parametro muy importante

desde el punto de vista industrial.

En la industria de alimentos INAL Ltda., la determinacién de la acidez en la leche
se realiza por titulacion con NaOH 0.1N usando fenolftaleina en solucion
alcohdlica como indicador y el resultado se expresa en términos de porcentaje de
acido lactico. Siguiendo la norma boliviana para la determinacion de la acidez NB

229 el porcentaje optimo oscila entre 0.14 — 0.18% de acido lactico.

Figura F. Determinacion de la acidez por titulacion
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Fuente: Huanca, 2014
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Donde:
VNaOH = \/olumen gastado de la solucién de NaOH 0.1N en la titulacion
Cmon = Concentracion de la solucion valorante

MLeche = Masa de la muestra de leche en gramos (Q)

0.09 = PM acido |éctiC0/ 1000 = 90/1000

5.6.3.2.3. Determinacion de solidos no grasos por refractometria

Norma Boliviana - NB 706 Productos lacteos - Determinacion de soélidos no

grasos en %, Limite: Minimo 8.2

La concentracion de solidos solubles en la leche (lactosa, sales, vitaminas y
proteinas) se expresa en grados Brix. Para determinar los grados Brix se usa un
aparato de medicion optico llamado refractometro o brixdmetro (Figura G) cuya

lectura obtenida al medir el indice de refraccién nos indica el porcentaje en peso
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de azucar si se trata de soluciones azucaradas o el porciento de soélidos solubles

en el caso de tratarse de la leche cruda.

Para realizar la determinacion primero se procede a realizar la calibracion del
aparato. Para esto colocamos 1 o0 2 gotas de agua destilada en el prisma, si el
limite claro/oscuro no se encuentra en 0% (linea del agua), realizamos el ajuste a
0% con ayuda de su tornillo de calibracion, luego limpiamos y secamos
cuidadosamente la tapa y el prisma antes de comenzar la medicién de la muestra.
Colocamos 1 o 2 gotas de leche cruda en dicho prisma, cerramos la tapa para
qgue la muestra se reparta homogéneamente entre la tapa y el prima. Se sostiene
el brixébmetro bajo la luz solar y de esta manera vemos la escala a través del
ocular, el valor se podra leer entre el limite claro/oscuro (una leche de buena
calidad tiene un Brix mayor a 9%). Es de suma importancia limpiar y secar
cuidadosamente el prisma y la tapa después de cada medicion para evitar que

gueden restos que puedan afectar las futuras mediciones.

Figura G. a) Aparato optico llamado: Refractometro o Brixémetro.
b) Vision a través del brixometro realizando una medicion de los grados Brix.

a) b)

5.6.3.2.4. Determinacién de sélidos totales

Norma Boliviana - NB 231: 1 Productos lacteos - Determinacion de sélidos totales

minimo en %, Limite: 11.2
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Solidos totales lo constituye el residuo de la evaporacion de las materias volatiles
de la leche a la temperatura de ebullicion del agua (100°C). Para dicha
determinacién realizamos lo siguiente: depositamos aproximadamente 10g de la
muestra de leche cruda en una caja Petri previamente pesada, secamos la
muestra en una estufa durante 2 horas (hasta obtener un peso constante),
enfriamos la muestra a temperatura ambiente y pesamos rapidamente. Los
sélidos totales presentes en la leche cruda oscila entre un 11% a 12%.

Figura H. Determinacion de los sélidos totales de la leche fresca

Fuente: Huanca, 2014

b = On .00
maz

% Sélidos Totales -

Donde:
M1 - Masa de la caja Petri (en gramos)

M2 - \Masa de la muestra de leche (en gramos)

M3 - \jasa de la muestra de leche seca + masa de la caja Petri (en gramos)
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CAPITULO VI

6. JUSTIFICACION

Desde hace varios afios la principal materia prima usada en la produccién de
jarabe de glucosa es el maiz; sin embargo en la busqueda de otras fuentes
alternativas se propone a la yuca (Manihot esculenta) debido a que el producto
industrial mas importante elaborado a base de ésta es el almidén, el cual se
puede emplear en la industria alimenticia para la produccion de jarabe de glucosa,
maltosa y dextrinas, reemplazando de esta manera un porcentaje de las
importaciones de estos productos. Esta ventaja permite su uso en un amplio
rango de industrias, como ejemplo podemos citar la industria de helados, en la
cual asegura que los helados no se derritan pronto, da una textura suave,
cremosa, previene la cristalizacion de la sacarosa y permite la edulcoracion

homogénea.

Por varias décadas la hidrolisis ha sido el método empleado en la degradacion del
almidon, ya sea en presencia de catalizadores acidos o enzimaticos dando lugar a
la formacién progresiva de dextrina, moléculas de maltosa y glucosa, mezcla que
comunmente se denomina jarabe de glucosa, caracterizado por su equivalente de
dextrosa (DE). Una de las propiedades quimicas importantes del almidon de yuca
esta relacionada con la facilidad con que el enlace polimérico se hidroliza con

enzimas o con acidos convirtiéndose en glucosa, debido a que sus granulos se
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rompen al alcanzar los 70 ° C, siendo menos estables que los granulos de arroz,

maiz, trigo, cebada y papa.

Procesos catalizados por enzimas son objeto de mayor parte de los estudios hoy
en el mundo. La hidrélisis enzimatica en comparaciéon con la hidrélisis acida nos
garantiza menor concentracion de impurezas, tales como acidos organicos,

cenizas y productos coloreados.

Por lo tanto, en base a las premisas anteriores se desarrollé el estudio de dos
tipos de enzimas para la obtenciébn de jarabe de glucosa por el método de

hidrélisis enzimética.
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CAPITULO VII

7. METODOLOGIA

Para realizar la evaluacién de la efectividad de las enzimas empleadas en el
proceso de hidrdlisis de almidon de yuca (Manihot esculenta) se empled dos
meétodos: meétodo polarimétrico y el método estandar DNS (acido 3,5
dinitrosalicilico), mediante los cuales se determino la concentracion de azucares
presentes en las muestras tomadas en tiempos fijos de la hidrolisis. También se
calcul6 el DE (equivalente de dextrosa) correspondiente a la ultima muestra.

Cabe resaltar que el almidon de yuca y las dos enzimas empleadas en el proceso

de hidrdlisis fueron proporcionados por la “Industria de Alimentos INAL Ltda.”

7.1. Hidrélisis Enzimatica del Almidén de Yuca (Manihot esculenta)

Se partié de almidén de yuca “Santa Rosa de Lima”, con la siguiente informacion

nutricional:

Tabla 5. Informacion nutricional de almidon de yuca “SANTA ROSA DE LIMA”

Cantidad en % % VD (*)
Valor Energético 66 Kcal ov 277 KJ 3%
Carbohidrato 16 g 5%
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Proteinas 0g 0%

Grasas Totales 0Og 0%

Grasas Saturadas 0g 0%
Grasas Trans 0Og *VD no establecido

Fibra 109 4%

Sodio 0 mg 0%

(*) Valores reales de referencia en base con una dieta de 2000 calorias 0. v. 8400 KJ. Sus valores
pueden ser mayores o menores dependiendo de sus necesidades energéticas.

El esquema 1 muestra la metodologia empleada para el proceso de hidrolisis de
almidén de yuca (Manihot esculenta), este proceso consta de dos etapas: la
primera etapa recibe el nombre de licuefaccion en la cual se empleo la enzima
alfa — amilasa BAN 480L y la segunda etapa denominada sacarificacion donde se
utilizé la enzima glucoamilasa Dextrozyme DX 1.5x. Ambas enzimas se
emplearon manteniendo sus condiciones Optimas establecidas en bibliografia.
(Vertabla 6y 7).

Figura 11. Enzima alfa amilasa BAN 480L y

Enzima amiloglucosidasa Dextrozyme DX 1.5 x

T— T

Fuente: Huanca, 2014
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Tabla 6. Condiciones 6ptimas de la a-amilasa BAN 480L.

| a-amilasa BAN 480L ‘

Concentracion de 0.1% (g enzimalg
enzima sustrato)
Tiempo de reaccion 90 min

Fuente: NOVO NORDISK, http://www.unicauca.edu.co/biotecnologia/ediciones/vol1/Art23.pdf

Tabla 7. Condiciones optimas de la glucoamilasa Dextrozyme DX 1.5x.

Glucoamilasa Dextrozyme DX 1.5X

pH 4.02 - 4.05

Densidad 1.17 glcc

Temperatura de incubacion 60 — 62 °C

Fuente: http://www.bimber.info/files/dextrozyme-aplication.pdf,

http://patentados.com/patente/tratamiento-enzimatico-produccion-avena-almidon-modificado-

elevado/

Susana Huanca Lopez
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Esquema 1. Hidrodlisis Enziméatica
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7.2. Métodos Empleados para Determinar la Concentracion de

Azucares

7.2.1. Método Polarimétrico

El método se basa en la medicién del cambio de la rotacion Optica que depende
principalmente del contenido de material 6pticamente activo en la muestra, para la

medicion se emplea el instrumento llamado polarimetro.
El método involucra tres etapas:

Preparacion de soluciones patron de glucosa p.a.

Lectura de la rotacion oOptica de las soluciones patron en el polarimetro
POLAX-2L marca “ATAGOQO”, para posteriormente construir la curva patron
de glucosa.

Lectura de la rotacion optica de las muestras hidrolizadas utilizando el
polarimetro POLAX-2L marca “ATAGO” y con ayuda de la curva patron

cuantificar la glucosa presente en cada una de las muestras.

Esaquema 2. Método Polarimétrico

Preparar soluciones
patrén de glucosa p.q. _\’\
En ¢l pokarimetro, leer el angulo
de rotacién de cada solucién

Método
"Polarimetria”

Construir la curva patrén
con |os datos registrados

Realizar la lectura de las

muestras y determinar su
concentracion
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7.2.2. Método del Acido 3,5 Dinitrosalicilico (DNS)

Para la determinacion de azucares reductores se aplico el método de colorimetria

DNS (Acido 3,5 dinitrosalicilico) usando el espectrofotometro lector de placas

pQuant marca Biotek. El método se basa en la oxidacion del grupo aldehido o

cetona presente en el azlcar y la respectiva reduccion del DNS a acido 3-amino-

5-nitrosalisilico. Esta reaccion produce un complejo coloreado que presenta la

mayor actividad Optica en una longitud de onda de 540 nm, lo cual permite realizar

una gréfica a diferentes concentraciones de una solucion patron de glucosa, para

luego identificar la cantidad de azlcares reductores presentes en una muestra.

Esquema 3. Método DNS (Acido 3,5 Dinitrosalicilico)

Método

"Acido 3,58 Dinitrosalicilico”

DNS

Preparar j
soluclones pofrénJ

Reacclén con el reaciivo
DNS

Llevar a bafio marla
T=70°C
f= 5 minufos

Leer la absorbancla a una
longliud de onda de 540 nm
en el espectrofoiémetro

Reglstrar los datos

Muestras
.-

Construlr la curva patrén
de glucosa p.c.

Determinar la concentraclién
de las muestras
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7.3. Equivalente de Dextrosa (DE)

La DE es el porcentaje en peso de glucésidos reductores expresados como D —
glucosa presente en el jarabe con respecto al peso de los sdlidos totales de

oligosacaridos en base seca.

Donde

Wer = Peso de glucdsidos reductores presentes en el jarabe

Wee - Peso de sdlidos totales presentes en el jarabe

Susana Huanca Lopez 51



CAPITULO VIII

8. PARTE EXPERIMENTAL

El orden experimental consistid en tres partes: primero, se realizd la hidrdlisis
enzimatica utilizando como materia prima almidon de yuca (Manihot esculenta).
Segundo, empleando el método polarimétrico y método DNS (acido 3,5
dinitrosalicilico) se determiné la concentracion de azucares equivalentes de
glucosa en muestras tomadas durante el proceso de hidrdlisis y tercero, se
calculo el DE (equivalente de dextrosa) correspondiente a la Ultima muestra.

8.1. Hidrdlisis Enziméatica del Almidén de Yuca

8.1.1. Procedimiento

Para realizar la licuefaccion que es la primera etapa de la hidrélisis, se preparé
una solucién de almidén de yuca al 30%, a esta solucién se afiadi6 Ca®" a una
concentracion de 100 ppm, se trabaj6é a un pH igual a 6.0. Una vez alcanzadas
estas condiciones, se agrego a la solucion la enzima alfa-amilasa BAN 480L,
luego se incrementd la temperatura hasta alcanzar los 70°C, se mantuvo a esta

temperatura durante 90 minutos con agitacion constante y se tomo alicuotas de
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25 ml cada 30 minutos. Para la desactivacion de la enzima BAN 480 L se elevd la

temperatura hasta 85°C por una hora.

Figura 12. Solucion de Figura 13. Solucion de almidon
almidon de yuca al 30% de yuca, en bafio mariaa 70° C

Fuente: Huanca, 2014 Fuente: Huanca, 2014

Figura 14. Alicuotas tomadas en la etapa de licuefaccion durante el proceso
de hidrdlisis de almidon de yuca, utilizando la enzima alfa-amilasa BAN 480L.

Fuente: Huanca, 2014
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En la sacarificacion (segunda etapa de la hidrdlisis) una vez desactiva la enzima
alfa-amilasa se disminuye la temperatura hasta 60°C, se ajusta el pH a 4.02 —
4.05 con acido clorhidrico (p.a.), luego se afade la enzima glucoamilasa
Dextrozyme DX 1.5 x, después se incuba la solucion durante 72 horas a 60°C. Se
tomo alicuotas de 25 ml cada 3 horas durante el proceso de incubacion. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacién se procede a desactivar la enzima
Dextrozyme DX 1.5X incrementando la temperatura hasta 80°C durante 20

minutos.

Figura 15. Alicuotas tomadas en la etapa de sacarificacion durante el proceso de
hidrélisis de almidén de yuca, utilizando la enzima amiloglucosidasa Dextrozyme
DX 1.5 x.

Fuente: Huanca, 2014
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8.2. Determinacion de la Concentracion de Azucares Equivalentes
de Glucosa

Para determinar la concentracién de azucares equivalentes de glucosa en las
muestras obtenidas en el proceso de hidrolisis, primeramente se construyo6 la
curva de calibracion de la glucosa p.a. empleando el método de polarimetria y el
método del &cido 3,5 dinitrosalicilico

8.2.1. Obtencion de la Curva Patron de Glucosa p.a. (Método
Polarimétrico)

Se prepararon soluciones patron de glucosa p.a. (pureza 99.9%) de diferentes
concentraciones en un rango de 0.05% hasta 80%. Luego se procedio a realizar
la lectura en el polarimetro POLAX-2L marca “ATAGO” de cada una de las
soluciones con el fin de obtener la curva patrén y a partir de ella poder determinar

la concentracion de glucosa en las muestras obtenidas del proceso de hidrolisis.

Figura 16. Glucosa anhidra Figura 17. Polarimetro POLAX-2L marca
p.a. (pureza = 99.9%) “ATAGO”

Fuente: Huanca, 2014 Fuente: Huanca, 2014
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8.2.1.1. Procedimiento

Se prepararon soluciones de glucosa con diferentes concentraciones a partir de
una solucion patréon o solucion madre al 80%, para esto, se pesa
aproximadamente 80.0801 g. de glucosa p.a. (pureza 99.9%), se disuelve con
agua destilada en un vaso de precipitado en presencia de calor y agitacion
constante, una vez disuelto se transfiere la solucion a un matraz aforado de 100m|
y se enrasa con agua destilada. A partir de dicha solucidn patron preparar por

dilucion las demas concentraciones.

Utilizando el polarimetro POLAX — 2L leer el angulo de rotacion (en grados) de
cada una de las soluciones preparadas a diferentes concentraciones. Registrar
los datos para posteriormente graficar la curva patron de glucosa p.a. (Angulo de

rotacion (a) Vs. Concentracion de glucosa (%)).

Posteriormente realizar las lecturas del angulo de rotacion de las muestras

hidrolizadas.

8.2.2. Obtencidn de la Curva Patron de Glucosa p.a. (método del
acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS))

Para obtener la curva de patron de glucosa p.a. (pureza 99.9%) empleando este
método, se preparé soluciones de diferentes concentraciones en un rango de 0.02
% hasta 0.16 %. Para cada concentracion se desarroll6 la reaccion con el
reactivo DNS, posteriormente se realizo las lecturas en el espectrofotdmetro
lector de placas pQuant marca Biotek, a una longitud de onda de 540nm, de esta

manera se obtiene la curva patron.
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Figura 16. Glucosa anhidra Figura 18. Espectrofotémetro lector de
p.a. (pureza = 99.9%) placas pQuant marca Biotek

Fuente: Huanca, 2014 Fuente: Huanca, 2014

8.2.2.1. Procedimiento

Para obtener la curva patron, se pesa aproximadamente 0.2002g de glucosa p.a.
(pureza 99.9%), se disuelve con agua destilada en un vaso de precipitado en
presencia de calor y agitacion constante, una vez disuelto se transfiere la solucién
a un matraz aforado de 10 ml y se enrasa con agua destilada. De esta manera
obtenemos nuestra solucion madre de glucosa al 2%, a partir de dicha solucién se

prepara por dilucién las demas concentraciones.

Para realizar la reaccién con el reactivo DNS (acido 3,5 dinitrosalicilico) se
procedio de la siguiente manera: en tubos ependor se depositd 250uL de solucion
patron de glucosa y 750uL de reactivo DNS, se agitd bien cada solucion, luego se
llevé a bafio maria a 70°C por 5 minutos. Se dej6 enfriar las soluciones a
temperatura ambiente y posteriormente se procedié a realizar la lectura de
absorbancia a una longitud de onda de 540 nm en el espectrofotometro lector de

placas pQuant.
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Figura 19. Muestras con reactivo DNS,
antes de someter a bafio maria

Fuente: Huanca, 2014

Figura 20. Muestras con reactivo DNS, después de
someter a bafio maria por 5 minutos a 70° C

Fuente: Huanca, 2014

Figura 21. Muestras con reactivo
DNS, depositas en placas

>

Fuente: Huanca, 2014

Susana Huanca Lopez 58



8.3. Determinacién del DE (Equivalente de Dextrosa)

Para determinar el DE en el jarabe de glucosa obtenido de la hidrdlisis enziméatica

de almiddn de yuca, se emple0 la siguiente ecuacion:

T |+ 100
Wy )

Donde

We = Peso de glucosidos reductores presentes en el jarabe

W« = Peso de sélidos totales presentes en el jarabe

8.3.1. Procedimiento

La determinacion de glucosidos reductores se realizé por el método DNS (acido

3,5 dinitrosalicilico).

Para la determinacion de sdlidos totales primero se registré el peso de una caja
Petri seca, vacia y limpia. Luego se peso de 2 a 3 gramos del jarabe y se llevé a
la estufa a 100 ° C por tres horas, posteriormente se depositd en un desecador y

se peso6 cada media hora hasta obtener un peso constante.
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CAPITULO IX

9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1. Curva Patrén de Glucosa (Método Polarimétrico)

La curva de calibracion obtenida por el método de polarimetria presenta una
tendencia lineal, con un coeficiente de correlacion igual a 0.999, valor elevado que

indica que los datos se ajustan a una linea recta. (Grafica 1).

Gréfica 1. Curva patrén de glucosa obtenida mediante polarimetria.

CURVA PATRON DE GLUCOSA

y =0,5482x + 0,1486
R?=0,9995

() 30
rotacion 25
angular o

0 20 40 60 80 100
concentracién de glucosa(g/100ml)

Susana Huanca Lopez 60



glucosa p.a. (método polarimétrico).
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9.2. Curva Patron de Glucosa (Método del acido 3,5 dinitrosalicilico

(DNS))

El coeficiente de correlacion obtenido a través del presente método para la curva
patréon de glucosa fue 0.988, este valor nos indica que la absorbancia varia en

forma lineal con respecto a la concentracion. (Grafica 2).

Gréfica 2. Curva patrén de glucosa obtenida a través del método DNS (4cido 3,5
dinitrosalicilico)

CURVA PATRON DE GLUCOSA

1,4

1,2
1 y =8,1442x + 0,0126
R*=0,9889

> /

D. 0. 540 nm

0 002 004 006 008 01 012 014 0,16
Concentracion de glucosa g/ 100ml

Tabla 9. Lecturas de absorbancia a una longitud de onda de 540 nm correspondientes a
soluciones patron de glucosa p.a. (método DNS).

[Glucosa] [Glucosa] (mg/ml) Absorbancia
(g/1200ml)
0 0 0
0.02 0.2 0.12+0.01
0.04 0.4 0.35+0.01
0.06 0.6 0.56 + 0.01
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0.08 0.8 0.69+0,01

0.1 1.0 0.86 + 0,03
0.12 1.2 0.99+0.01
0.14 14 1.09 £ 0.01

La curva patron de glucosa obtenida con el reactivo DNS presenta limitaciones,
siendo 0.14 % la concentracibn maxima de glucosa cuya absorbancia se
encuentra dentro de los limites permitidos, razén por la cual se procedié a
estudiar las curvas patron de glucosa obtenidas por el método de polarimetria y
DNS dentro de un intervalo de concentracion desde 0.05 % hasta 0.14 %,
comparando ambos métodos se determind que el método espectrofotométrico
DNS (acido 3,5 — dinitrosalicilico) es adecuado para determinar concentraciones
de glucosa en un rango de 0.02 % — 0.14 % y el método polarimétrico es
recomendable para determinar concentraciones de glucosa dentro de un intervalo
de 0.1 % - 80 %. Por este motivo se utilizd el polarimetro para determinar la
concentracion de glucosa en las muestras hidrolizadas ya que estas presentan
concentraciones mayores al 0.2 %; sin embargo también se podria emplear el
método DNS siempre y cuando se diluya las muestras para que sus absorbancias
se encuentren dentro de los valores de nuestra curva patron, pero tenemos que

tomar en cuenta que esta accion nos conduce a arrastrar errores.

9.3. Determinacién de la Concentraciéon de Azucares Equivalentes

de Glucosa en las Muestras

Las tablas 10 y 11 muestran resultados de la concentracion de azucares
equivalentes de glucosa obtenidos por el método de polarimetria en muestras
tomadas a determinados tiempos durante el proceso de hidrdlisis enziméatica del

almidon de yuca.
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Tabla 10. Concentracion de oligosacaridos (%) en muestras obtenidas durante el proceso
de hidrdlisis de almidon de yuca (Manihot esculenta) tratado con la enzima BAN 480L.

Muestra Tiempo (minutos) @ [Oligosacaridos] %
1 0 12,26 £ 0.03
2 30 24,45 + 0.03
3 60 73,61 £ 0.03
4 90 89,78 £ 0.03

En esta primera etapa del proceso de hidrdlisis (licuefaccion), la enzima a -
amilasa que es una endoamilasa, cataliza la reaccién de hidrdlisis de la cadena
lineal (amilosa) y la ramificada (amilopectina) del almidén, rompiendo enlaces 1,4
interiores para formar una mezcla de dextrinas lineales y ramificadas
(oligosacaridos) como productos. Por tanto en la tabla 10 se puede observar que
la muestra 4 presenta mayor concentracion de oligosacaridos 89,78 % dentro del
intervalo de tiempo de reaccion tomado (90 minutos) al tratar el almidén con la

enzima alfa amilasa (BAN 480L).

Tabla 11. Concentracion de glucosa (%) de muestras obtenidas durante el proceso de
hidrdlisis de almidén de yuca (Manihot esculenta) tratado con la enzima DEXTROZYME

DX 1.5x
Muestra Tiempo (horas) [Glucosa] %
5 0 30,52 £ 0.03
6 13 25,97 £ 0.03
7 15 24,45 + 0.05
8 18 24,45 + 0.08
9 21 27,49 £ 0.10
10 24 25,97 £ 0.03
11 37 38,13 + 0.05
12 39 53,30 £ 0.10
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13 42 38,16 £ 0.03

14 45 38,16 + 0.03
15 48 51,84 £ 0.06
16 61 38,16 + 0.06
17 63 35,06 + 0.03
18 66 56,40 + 0.05
19 69 57,86 £ 0.03
20 72 95,90 + 0.06

Con respecto a los resultados obtenidos en la sacarificacion (tabla 11) empleando
la enzima dextrozyme DX 1.5x (exoamilasa), la cual se encarga de hidrolizar los
enlaces alfa 1-4 y 1-6 del almidén dando como producto final glucosa. La muestra
20 presenta mayor concentracion de este monosacarido 95.90% en comparacion
con las otras muestras, lo que indica que la mayor actividad de la enzima se logra
en un tiempo de 72 horas, dentro del intervalo de tiempo tomado para la

incubacion.

Cabe resaltar que el objetivo de la sacarificacion es convertir la solucion licuada
de la etapa anterior a D-glucosa en rendimientos tan altos como sea posible, por
tanto la enzima dextrozyme DX 1.5x requiere la accion anticipada de la enzima a-
amilasa para poder catalizar con mayor eficiencia. En otras palabras cuando la
enzima alfa amilasa actia sobre el almidon (polisacarido) obtenemos productos
de condensacion de 2 a 10 monosacaridos mas conocidos como oligosacaridos y
a la enzima amiloglucosidasa le es mas facil romper las cadenas de

oligosacaridos para obtener como producto final glucosa.
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9.4. Determinacion del DE (Equivalente de Dextrosa) en el Jarabe de

Glucosa

El contenido de dextrosa correspondiente a la ultima muestra tomada del proceso
de hidrdlisis de almidén de yuca (Manihot esculenta) fue DE = 72.7 £ 0.2, lo que

nos indica que el jarabe obtenido es del tipo Ill, es decir de alta conversion
(DE > 55), dentro de la clasificacion de jarabes de glucosa segun su equivalente
de dextrosa. (Ruiz, M., 2009), (Vidal, C.R, 2010).

9.5. Identificacion Estructural del Producto Final de la Hidrdlisis

Enziméatica por RMN

Los espectros se registraron en un equipo Brucker 300 MHz, se emple6é D,0

(agua deuterada) como disolvente y se trabajé a una temperatura de 20 ° C.

Se realizaron espectros de Resonancia Magnética Nuclear *H y *C a una
muestra de glucosa p.a. (pureza 99.9%) y al producto final (muestra 20) obtenido
a las 72 horas del proceso de hidroélisis enzimatica de almidén de yuca (Figura
22, 23,24y 25).
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Figura 22. Espectro *H — RMN Glucosa p.a. 99.9%, marca Biopack (D,0, 300 MHz)
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En la Figura 22 esta representado el espectro de RMN de *H de la glucosa p.a.
empleando D,O como disolvente. El proceso de intercambio que convierte OH en
OD también da lugar a HDO responsable del singlete intenso a 4.67 ppm, cabe
indicar que este pico no proviene de la glucosa. Las dos sefiales observadas a
campos bajos corresponden a los protones de los grupos C-H del carbono
anomeérico, ya que dicho carbono esta unido a dos &tomos de oxigeno, su protén
estarqd mas desapantallado con respecto al resto de los grupos C-H. El protén del
anomero a da lugar a un doblete a 5.045 ppm y el proton del anbmero b aparece
a 4.46 ppm (doblete). Dichas sefales aparecen como dobletes ya que cada uno

de los protones anoméricos tiene un proton vecino.

En la Figura 23, correspondiente al espectro de RMN de *3C de la glucosa p.a. se
observa 12 picos, esto debido a que, en una solucion de glucosa se encuentra en

equilibrio tanto el anébmero a como el anémero b.

La tabla 12 muestra los valores de desplazamiento quimico asignado a cada
sefial presente en el espectro RMN de '3C, estos resultados son acorde a los
reportados en bibliografia (www.omicronbio.com), verificando de esta manera que

dichas sefiales corresponden a la molécula de glucosa.

Tabla 12. Asignamiento de las sefiales del espectro **C — RMN de la glucosa p.a.

ASIGNAMIENTO
a - Piranosa b - Piranosa
d (ppm) d (ppm)
o - -
C2 71.38 C2 74.03
i < I
C4 69.54 C4 69.50
c N - I
C6 60.48 C6 60.65
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Figura 24. Espectro *H — RMN Muestra 20 (DO, 300 MHz)
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Comparando los espectros de *H — RMN Figura 22 y 24, se observa que la

muestra 20 presenta las dos sefiales caracteristicas de la molécula de glucosa

situadas a campos bajos, el doblete correspondiente al proton del anémero a a

5.065 ppm y el doblete correspondiente al protén del anémero b a 4.48 ppm.

Los desplazamientos quimicos de las sefiales presentes en el espectro de °C —

RMN correspondientes a la muestra 20 (Figura 25) coinciden con los resultados
obtenidos en la Figura 23. (Tabla 13).

Tabla 13. Asignamiento de las sefiales del espectro de *C — RMN de la muestra 20.

ASIGNAMIENTO

a - Piranosa b - Piranosa
d (ppm) d (ppm) d (ppm) d (ppm)
Glucosa p.a. = Muestra 20 Glucosa p.a.  Muestra 20

< IR - N
C2 71.38 71.46 C2 74.03 74.44
< N - N
C4 69.54 69.83 C4 69.50 69.22
c NN - N
C6 60.48 60.36 C6 60.65 60.60

Por lo tanto, todo lo analizado anteriormente nos indica que efectivamente en el

producto final de la hidrdlisis de almidon de yuca empleando enzimas se llego a

obtener glucosa.
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CAPITULO X

10. CONCLUSION

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo se plantea las

siguientes conclusiones:

Se logro evaluar la efectividad de las enzimas utilizadas en la hidrdlisis de
almidén de yuca, empleando el método polarimétrico, determinando asi la
concentracion de azucares en las diferentes muestras obtenidas durante el

proceso.

Las condiciones experimentales de operacion para el proceso de hidrélisis
enzimatica de almidon de yuca (Manihot esculenta), fueron llevadas a cabo
a una temperatura de 70°C, pH 6.0 y tiempo de reaccion 90 minutos para la
enzima BAN 480L y de 60-62°C, pH 4.02 — 4.05 y tiempo de incubacion 72

horas para la enzima Dextrozyme DX 1.5x.

La enzimas BAN 480L y Dextrozyme DX 1.5x hidrolizan efectivamente las
cadenas de almidon de yuca bajo las condiciones de pH y temperatura

establecidas por Novo Nordisk, comprobadas y ajustadas en este trabajo.
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Los resultados obtenidos empleando el método polarimétrico indica que en

la etapa “licuefaccion” la muestra 4 presenta mayor concentracion de
Oligosacaridos = 89,78 * 0.03 %. Con respecto a la segunda etapa
“sacarificacion” la muestra 20 presenta mayor concentracion de glucosa
95,90 = 0.06 %, lo que indica que la mayor actividad de dicha enzima se

logra en un tiempo de incubacion igual a 72 horas.

Se comprob6 que la enzima Dextrozyme DX 1.5x cataliza con mayor
eficiencia el almidén cuando en el proceso de hidrdlisis esta presente la

accion anticipada de la enzima a-amilasa (BAN 480 L)

Se obtuvo un jarabe de glucosa de alta conversion con un DE = 72.7 £ 0.2,

valor que nos indica que se trata de un jarabe del tipo Il (DE > 55) dentro

de la clasificacion de jarabes de glucosa segun se equivalente de dextrosa.

El uso del método DNS (4cido 3,5 dinitrosalicilico) aunque es un método
cuantitativo de extrema sensibilidad, no es recomendable para procesos a
nivel industrial ya que las concentraciones de glucosa que se puede llegar
a determinar estan dentro de un rango de 0.02% a 0.14%. Ademas de su
elevado grado de toxicidad y al aumento del precio de los insumos

afectando econdmicamente la produccion.

En trabajos realizados a nivel industrial, es aconsejable utilizar el método
polarimétrico, esto debido a que es una forma simple, precisa, no
destructiva que nos ayuda a cuantificar glucosa dentro de un rango de
0.1% hasta 80%, a través de la medicion de rotacién Optica de compuestos

gue posean carbono quiral, tal es el caso de éstos azucares.
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