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RESUMEN

Se desarrollé un método potenciométrico para
determinar azUcares reductores, que evita el uso
del tradicional indicador azul de metileno. Un
diseno factorial 2x3 fue wuna herramienta
fundamental para comprobar la concordancia
entre los métodos, demostrandose no diferencia
estadistica en la deteccion del punto de
equivalencia con o sin indicador, bajo las
condiciones ensayadas.

En la segunda parte del trabajo, se estableci6 una
metodologia sencilla, al alcance de laboratorios
no sofisticados, para determinar los indices de
solubilidad y de absorcién de agua de almidones
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agrios de yuca. El estudio permiti¢ identificar
fuentes de wvariacidon (volumen de vaciado,
velocidad y tiempo de centrifugado vy
temperatura del agua de solubilizacién) que
pueden causar reproducibilidades menores a las
esperadas. El método puede potencialmente
convertirse en una herramienta de control de
calidad.

Palabras claves: azUcares reductores,
potenciometria, absorcién y solubilidad en agua
de almidones, almidones agrios de yuca, andlisis
de alimentos.

ABSTRACT

A potentiometric method to determine reducing
sugars, avoiding the use of the traditional
methylene blue indicator, was developed. A
factorial design 2x3 was instrumental to assess
the difference between these methods; it
showed that there is no significant difference in
the equivalence point detection with or without
indicator, under the experimental conditions.

For the second part, a simple method, tailored to
non sophisticated laboratories, was developed to
determine water absorption and water solubility
indexes for cassava sour starches. The study
allowed to identify sources of variation (pouring
volume, centrifuge speed and time, and water
temperature for starch solubility) that can cause
lower reproducibility than expected. The
procedure has the potential to become a quality
control tool.

Key Words: Reducing Sudars - Potenciometric
Analysis, Water Solubility - Cassava Sour Starch,
Food Analysis.

1. INTRODUCCION

Los monosacaridos con grupo carbonilo libre,
reducen el Cu’" del reactivo de Fehling, lo cual ha
originado una técnica muy utilizada
cuali/cuantitativamente para determinar azlcares
reductores. La solucion alcalina de CuS0, en

buffer de tartrato sédico-potasico, es reducida™ a
Cu’ para formar éxido cuproso de color rojo
ladrillo. EI mecanismo basico consiste en la
transformacion del grupo carbonilo libre (oxidable
por oxigeno y otros oxidantes) en enediol por
accion del calor y la solucién alcalina®”.

Los monosacaridos son aldehidos y cetonas
alifaticas polihidroxiladas™ llamados aldosas vy
cetosas™”. Los hemiacetales ciclicos de estas
especies y sus formas de cadena abierta
abundan en alimentos y en soluciones en
equilibrio. Sise usa la reduccién de Cu™* a Cu” por
estos aziicares®” y el cambio de potencial en su
punto de equivalencia®™, se eliminaria la
necesidad de un indicador. El problema principal
del método tradicional de Lane-Eynon es detectar
el punto final del precipitado rojo ladrillo en un
medio con indicador de color azul oscuro
profundo. For lo tanto, la primera parte de este
trabajo tuvo el objetivo de desarrollar un método
potenciométrico para determinar azucares
reductores.

De otro lado, no se ha estandarizado una técnica
confiable para medir solubilidad y absorcién de
agua por almidones en general"”, a pesar que su
principio es simple. Es importante determinar
estas caracteristicas, pues el almidon agrio de
yuca es el Unico almiddn que se esponja, gracias
al proceso de fermentacion al que es sometido en
las rallanderias. Luego, se requiere desarrollar un
método confiable para medir estas propiedades,
especialmente a bajas temperaturas, por la
importancia de los almidones agrios en la
industria alimentaria y por la posibilidad de
correlacionar estas medidas con otras
propiedades reolégicas y de procesamiento de
estos ingredientes. Asi, se adelanté un ensayo
primero en el CIAT, Cali y luego se probd en dos
laboratorios diferentes bajo distintas condiciones.
El objetivo de esta parte del trabajo fue desarrollar
un método para determinar los indices de
solubilidad (ISA) y de absorcién de agua (IAA) en
almidones agrios de yuca.
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2. TEORIA Y METODOLOGIA

Diseno experimental y procedimientos. Se
utilizé un disefo experimental factorial 2x3 con
una serie de soluciones de sacarosa patréon
(concentraciones de 0.15, 0.20 y 0,25 %p/v),
cony sin indicador (azul de metileno) en la prueba
potenciométrica®”. La unidad experimental fue
la mezcla reactiva (5 ml Fehling A + 5 ml Fehling B
+ 7 ml agua destilada + volumen inicial de
sacarosa O solucién problema, segun los
protocolos). La variable de respuesta fue el voltaje
(mV) de la mezcla, medido con un multimetro
digital (Techman, resolucién 100 uV), un
electrodo de plata cloruro de plata (referencia) y
un electrodo (de trabajo) de alambre de platino. La
variable sustituta fue el volumen del titulante y las
variables explicatorias fueron el tiempo de
reaccion, la temperatura de ebullicion y la
concentraciéon, ante posibles variaciones del
modelo propuesto. La precision de |la
concentracién calculada por el método
potenciométrico propuesto se compard con el
método volumeétrico tradicional de LaneEynon
(usado como control).

La determinacion de ISA e IAA para almidones
agrios de yuca se apoyd en la prueba de medias
pareadas para evaluar las hipétesis planteadas.
Los indices se determinaron dispersando 1.25 g
de almidén (en base seca) (proveniente de seis
fuentes), a temperatura constante (60°C),
velocidad y tiempo de centrifugado constantes
(4800 rpm, 30 min) y agitacion manual cada 10
min durante el calentamiento. Primero se
analizaron 6 muestras de almiddn agrio de yuca y
luego 10.

La reproducibilidad vy repetitividad del
método>'¥, se determinaron usando tres
observaciones para cada muestra durante cuatro
dias. Las variables de respuesta fueron el ISA y el

IAA, segun las ecuaciones:

ISA = 100 (Pso.x Ve)/(Pus Voss)
IAA = P /Ps

(ecuacion 1)
(ecuacion 2)

Ingenieria

Donde: P.,: peso del material soluble; V.: vol.
sobrenadante de agua antes del centrifugado;
P.s: PESO Mmuestra seca; V. Vol. agua observado
después del centrifugado; P..: peso del gel
formado. Las variables explicatorias de las
fuentes de variaciéon fueron la agitacion de la
suspensién almidén-agua durante el
calentamiento y la forma de separacion
sobrenadante/gel inmediatamente después de la
centrifugaciéon; la homogeneidad de |Ia
temperatura de los 30 ml de agua destilada
respecto a la temperatura del bano y el tiempo de
centrifugacion de la suspensién aguaalmidon. El
paquete SAS (SAS Institute, Cary, South Carolina,
USA) fue usado para el andlisis estadistico.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Potenciometria de azlcares reductores. Se
hicieron titulaciones previas de concentraciones
de sacarosa patron (0.15, 0.20, 0.25 %p/v) por el
método de LaneEynon para determinar los
volumenes estandar en el punto de equivalencia.
Se midi6 el voltaje en dicho punto, bajo
condiciones similares a las empleadas en el
método tradicional.

Se tomaron voltajes en triplicado para cada uno
de los seis tratamientos; se eliminaron
tendencias en la respuesta, aleatorizando los
tratamientos y las observaciones individuales, ya
que éstas no fueron posibles en el mismo dia. Los
promedios de tres observaciones hechas en dos
dias diferentes para tres concentraciones de
sacarosa en ausencia y presencia de indicador, se
muestran en la Tabla 1. El andlisis de varianza
(Anova) de estos datos se aprecian en la Tabla 2.

La Tabla 2 muestra que la suma de cuadrados***?
de los tratamientos es mayor que la del error,
indicando que el modelo es bueno, pues la
variabilidad medida se debe a los efectos que
estan bajo control experimental. La prueba de
significancia de Fisher demostré que la respuesta
del instrumento no estaba influenciada por la
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combinacién de los dos factores que se estaban
considerando y por el contrario, cada uno ejerce
su influencia de manera independiente. El
indicador no influyd de manera significativa y por
tanto, el experimento se puede llevar a cabo en
Su ausencia, pues ésta no incidié en la respuesta.
El coeficiente de variacion para el modelo fue de
5.74, lo que permitié reafirmar que el modelo
estuvo bien controlado y que el aporte de la
variacion es minima. La media general de
respuesta fue 0.4732 V.

Presencia de Concentracion de la Solucién

Indicador de sacarosa patron (%p/v)
0.15 0.20 0.25
. 0.4713 0.5203 0.46453
sin 0.5093  0.4516 0.5086
con 0.4460 0.4810 0.4590
0.4336 0.4946 0.4393

Tabla 1. Datos promedios para la determinaciéon de
azlcares reductores por potenciometria (en Voltios)

La Tabla 3 resume la estadistica basica de las
observaciones individuales a cada concentracion.
Se detalla el volumen del punto de equivalencia
obtenido por el método de LaneEynon, al cual se
le midié la respuesta (en V) por el método
propuesto. Esta tabla evidencié la similitud en los
voltajes obtenidos por ambos métodos; por lo
que se concluye que en ensayos bajo estas
condiciones, los azUcares reductores se pueden
determinar por potenciometria como alternativa
al método volumétrico.

Indices de solubilidad y de absorcién de agua
en almidones agrios de yuca. El grafico 1
muestra el material soluble medido en 10 ml de
sobrenadante utilizados para hallar el ISA (ec. 1)
en las seis muestras de almidén provistas (A a F
corresponden a las muestras especificadas en las
Tablas 4 y 5). Se observa que el dia 2 (D2)
presentd los valores mas bajos en los 4 dias para

todas las muestras incluidas en el ensayo, hecho
aparentemente aleatorio.

Se observé que la muestra de almidén agrio que
poseia la mayor cantidad de material soluble; en
este caso, el andlisis estadistico demostré que
sélo E (almidén R. Cobo) poseia una diferencia
significativa respecto a las otras muestras. Este
hecho abre la posibilidad de investigar su relacién
con otras propiedades del almidén agrio,
probablemente de caracter bioquimico, para
justificar esta observacion. Los coeficientes de
variacion de la Tabla 4 mostraron drandes
diferencias en todas las muestra de almidén agrio
de yuca, lo cual plantea que hay factores que
alteran el control del procedimiento.

El grafico 2 muestra valores del peso del gel
(medida del IAA, ver ec. 2) para las seis muestras
de almiddn agrio de yuca tomadas durante cinco
dias. Se destaca la muestra E (R. Cobo) que
significativamente (prueba t para pares de
medias) absorbe mayor cantidad de agua. Los
coeficientes de variacion del IAA de las muestras
presentaron valores en su mayoria menores a
10%, lo que se explica porque esta respuesta es
la razén entre dos variables sujetas a menor
incertidumbre.

Fuente de Variacién S5 10 MS’x 10° DFS  Fo? Pr>F Fa
Indicador 2.462 2.462 1 334 0.1175 59
Concentracion 1.130 0.565 2 0.77 0505 5.1
Interaccion 1.482 0.741 2 1 0.4204 5.1
Error 4.426 0.737 6

Total 95.018 11

a: suma de cuadrados (Sum of Squares); b: medida de cuadrados (Mean Square);
c: grados de libertad (degrees of freedom); d: prueba de significancia, F de Fischer.

Tabla 2. Anova del disefo factorial 2x3 para la
titulaciéon potenciométrica de azlicares reductores
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Grafico 1. Ensayo de solubilidad para seis muestras
de Almidén agrio de yuca
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Grafico 2. Peso de geles para seis muestras
de Almidén agrio de yuca

n=3; x: media; S:

Tabla 4.

desviacién estandar; C.\/: Coeficiente de variacion

Estadisticos del indice de solubilidad
en agua de muestras de almidén agrio de yuca
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Concent Vol. Sin indicador Con indicador indice de ab on d
(%p/v) M) D 1 Diaz Dia 1 iz Muestra ndice de absorcion de agua
Dia 1 Dia2 Dia 3 Dia 4
X 0.471 0.509 0.446 0.434 = 353 s 80
0.15 38.4 S 0017 0015 0015 0023 , X 651 o1l 5.19 206
v 36 30 33 53 San Antonio S 0.17 1 0.20 .
- : : v 26 3.0 3.8 45
X  0.520 8322 0.481 83(9)2 X 734 4.13 7.14 6.89
0.20 26.0 cSv 0.010 000 2.242 o Jorge Irne s 061 0.14 1.62 0.24
V18 : : : 83 553 227 34
X 0dos 9909 0507 9450 X 1361 985 1500 1337
0.25 22.8 CSV 0.001 8-8 (1)i027 6-3 Todo Yuca S 1.22 1.04 0.29 0.43
03 ' ‘ ' v 90 105 2.2 5.2
n=3; x: media; S: desviacién estandar; C.V.: Coeficiente de variacion X 8.72 4.40 7.47 7.67
Tabla 3. Estadisticos de la titulacién potenciométrica La Agustina S 0091 0.09 0.16 0.24
(V) de azlcares reductores en el punto de equivalencia v 105 1.9 2.2 3.1
e X 1507 1064 14335 1344
Muestra Indice de solubilidad en agua R. Cobo S 0.04 0.73 0.28 0.57
Dia 1 Dia2 Dia 3 Dia 4 V03 6.9 1.9 4.3
X 182 0.49 1.13 1.66 X 827 4.61 7.18 7.64
San Antonio S 0.07 0.03 0.03 0.025 Rio Sucio 5 046 0.12 0.59 033
Qv 37 5.2 29 15.1 &V 56 2.6 83 4.3
X 2.29 0.70 1.57 1.90 n=3; X: media; S: desviacion estandar; C.\V.: Coeficiente de variacion
Jorge Irne S . 0.05 0.12 0.08 - T —
g v 8 (2)1 6.8 75 a4 Tabla 5. Estadisticos del indice de absorcion de agua
- : ' ' : de muestras de almidén agrio de yuca
X 558 167 3.55 4.84 9 y
Todo Yuca S 1.75 0.88 0.44 0.44
v 313 52.7 126 9.1
x 295 08 190 228 El método mostrado deja sentadas las bases para
La Agustina S 0.23 0.03 0.15 0.06 ) o P
o 80 34 29 56 mejorar la reproducibilidad y asi disponer de un
X 956 1294 1349 1134 método sencillo que tenda un soporte estadistico
R. Cobo 5 113 451 0.95 2.2l robusto para determinar ISA e I|AA. Estas
v L8 2462 83 191"110 determinaciones son muy importantes, porque
X . : . . .
Rio Sucio s 015 0.20 137 0.89 se pueden eventualmente correlacionar con
v 50 33 19.2 8.0 propiedades como poder de panificacion y otros

reolégicos de almidones
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4. CONCLUSIONES

1. El andlisis potenciométrico de azucares
reductores mostré que no hay diferencia
estadistica en la determinacién del punto de
equivalencia en ausencia de indicador, bajo
las condiciones ensayadas.

2. El diseno factorial 2x3 fue una herramienta
fundamental para comprobar la concordancia
entre los métodos volumétrico vy
potenciomeétrico.

3. El método potenciométrico planteado
establece las bases para eliminar el uso de
indicador en la determinacién de azlcares
reductores.

4. Se definié una metodolodia para determinar los
indices de solubilidad y de absorcién de agua
de almidones agrios de yuca al alcance de
cualquier laboratorio, que luego de refinarla
permitira utilizarla como criterio de calidad
para la seleccion de almidones agrios.

5. Este estudio preliminar permiti¢ identificar
algunas fuentes de variacién (volumen de
vaciado, velocidad y tiempo de centrifugado vy
temperatura del agua de solubilizacién) que
ocasionaron una reproducibilidad menor a la
esperada y deben ser reconsideradas para
validar el método.
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