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Resumen

El almidén es el componente mas importante en la produccién de etanol a partir de granos,
como el maiz, debido a que es el determinante del rendimiento del proceso. Por este motivo se
investigaron técnicas de cuantificacion de almidon, se ensayaron y se analizaron los resultados
obtenidos. Se emplearon técnicas oficiales de la Association of Official Analytical Chemists
(AOACQC), las cuales emplean hidrdlisis acida y cuantificacion por gravimetria o titulacién, como asi
también un método enziméatico con cuantificacién espectrofotométrica. Los resultados asi
obtenidos fueron comparados con los generados por el método de determinacion de almidén por
la técnica polarimétrica de Ewers modificada, norma IRAM15859, realizada por un laboratorio
privado.

Del andlisis de los resultados obtenidos en las actividades desarrolladas se concluye que el
método que menor error presenta es el de polarimetria, para el cual se necesita equipamiento no
disponible en todos los laboratorios. El método de hidrdlisis acida de la AOAC utiliza materiales y
reactivos simples, dando resultados confiables, pero tiene como desventaja la prolongada
duracion del ensayo. La hidrdlisis enzimatica es mas rapida, pero los reactivos son costosos y la
repetibilidad de los resultados no esta asegurada.

PALABRAS CLAVES: cuantificacion de almidon, hidrélisis acida, hidrélisis enzimatica, técnica
polarimétrica de Ewers modificada.

1. Introduccién

1.1. Maiz

La produccion de bioetanol ha tenido un crecimiento importante en los Gltimos afios, siendo la
principal materia prima el maiz, y presenta buenas proyecciones a futuro. Esto se debe a su
disponibilidad, como asi también al elevado rendimiento que presenta frente a otros cereales (K.A.
Jacques, 2003).

El grano de maiz tiene 3 componentes principales almidén, proteina y aceite, los cuales estan
contenidos en tres estructuras: el germen (embrién), el endospermo y el pericarpio (figura 1). Los
componentes principales se encuentran distribuidos en cada estructura en diferentes
proporciones, las cuales se muestran en la tabla 1, como asi también la composicién del grano de
maiz entero, siendo el componente mas importante el almidon (Alvarez, 2006).
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Figura 1: Partes del grano de maiz (Alvarez, 2006)



Tabla 1: Composicién de grano de maiz dentado y de sus partes.

% del grano entero en Composicion de las partes del grano

BS en BS (%)
Almidon Grasa Proteina
Germen Rango 10,5-13,1 5,1-10,0 31,1-38,9 17,3-20,2
Promedio 11,5 8,3 34,4 18,5
Endospermo Rango  80,30-83,5 89,9-88,9 0,7-1,1 6,7-11,1
Promedio 82,3 86,6 0,86 8,6
Pericarpio Rango 4,4-6,2 3,5-10,4 0,7-1,2 2,9-3,9
Promedio 53 7,3 0,98 3,5
Grano Rango - 67,8-74,0 3,98-5,8 8,1-11.,8
Entero Promedio 100 72,4 4.7 9,6

FUENTE: (BeMiller & Whistler, 2009)

1.2.  Almidén

El almidén, por sus caracteristicas nutricionales y sus mdultiples aplicaciones en la industria, es
el carbohidrato mas importante. Es un polisacarido vegetal que se encuentra presente
principalmente en los granos de cereales, tubérculos, frutas y varias legumbres. Estan formados
por dos tipos de moléculas, amilosa y amilopectina, ambos son polimeros de unidades a D-
glucosa (Alvarez, 2006).

CHyOH CH,OH aCH;OH

.si"zouu GC‘:—I;OHO CH:OHO o »_l'<jl—o - 34?—0 .
(G g gy Sy e e g
HONH DY 28 S\ A — O R A CH,O0H
H OH EI-I (I)H " E-[ %)H u/H o ul u 0 H
«E QOBH Hl O H H O
b
H OH H H
Figura 2: Estructura de amilosa (Tester R. Figura 3: Estructura de amilopectina
F., 2004) (Tester R. F., 2004)

Los métodos utilizados para la determinacion cuantitativa de almidén consisten basicamente
de dos etapas, hidrdlisis de almidén a glucosa y cuantificaciobn de la misma. Las técnicas
analiticas oficiales de la AOAC constan de una hidrélisis acida y formacién de éxido de cobre (1),
medido luego por gravimetria o titulacion (AOAC, 1988). Otro método analizado es el basado en el
Kit Sigma-Aldrich que involucra las etapas de hidrélisis enzimatica y posterior cuantificacién por
colorimetria. Los resultados obtenidos mediante las técnicas antes mencionadas, fueron
comparados con los generados por el método de polarimetria, determinacién realizada en un
laboratorio privado, el cual da resultados en base seca, por lo que fue necesario realizar
determinaciones de humedad a las muestras analizadas.

2. Materiales y Métodos

2.1. Reactivos

Para las técnicas de la AOAC se emplearon &cido clorhidrico y tartrato de sodio y potasio
grado ACS, Anedra Argentina, hidréxido de sodio, permanganato de potasio, sulfato férrico
amonio, oxalato de sodio y o-fenantrolina grado ACS, Cicarelli Argentina, sulfato de cobre grado
Pro-analisis, Cicarelli Argentina, Celite Hyflo Super-Cel, Celite. Mientras que para el método
enzimatico se emplearon los reactivos incluidos en el kit de determinacion de almidoén, a-amilasa,
almidén de maiz, glucosa oxidasa/peroxidasa, o-dianisidina, glucosa, Sigma-Aldrich, Estados
Unidos.



2.2. Muestras

Se utilizaron muestras de maiz dentado provenientes de la region centro-sur de la provincia de
Cérdoba.

2.3. Equipos

En las determinaciones se emplearon molino Arcano, agitador magnético, balanza Analitica
OHAUS, bomba de vacio Arcano, filtros Gooch, bafio termostatizado, Espectrofotémetro UV-Vis
MetroLab 1700, estufa de secado con corriente de aire y desecador.

2.4. Técnicas analiticas de la AOAC

Se utilizé la técnica 920.44 para la hidrolisis acida del almidon y la 906.03 para la precipitacion
y cuantificacion del 6xido de cobre (AOAC, 1988).

Para la determinacion se emplearon 5 g de muestra molida. Se ensayaron los métodos de
hidrdlisis acida indirecta (muestras con calcio) y directa (muestras sin calcio), cuya diferencia entre
ambas es el tratamiento de la muestra con &cido clorhidrico diluido o agua destilada,
respectivamente, determinandose que el método directo es el correcto para las muestras en
andlisis. Posteriormente se filtrd y lavd la muestra tratada, recuperandose el residuo insoluble, al
cual se le agreg6 20 ml de &cido clorhidrico, 6=1,125 g/ml, 200 ml de agua destilada y se calenté
durante 2,5 h en un balén provisto de condensador para evitar la evaporacion. A continuacién se
enfrié y neutralizé con hidréxido de sodio en perlas, se transfirié a un matraz de 250 ml, se enrasoé
con agua destilada y se filtré. A 25 ml del liquido obtenido se le agregaron iguales volimenes de
tartrato alcalino, sulfato de cobre (preparados segun el método 923.09, (AOAC, 1988)) y agua
destilada, dando un volumen final de 100 ml. Se procedi6 a calentar cuidadosamente esta
solucion durante 4 minutos, seguidos de 2 minutos de ebullicion, tiempos que debieron respetarse
de manera rigurosa. En caliente se filtr6 mediante un filtro Gooch, previamente preparado con un
lecho de diatomea, secado a estufa a 100°C, hasta peso constante. Luego del filtrar la totalidad de
la muestra se lavé con agua, a 60°C, y con alcohol etilico, para acelerar el proceso posterior de
secado. Se seco en estufa a 100°C hasta peso constante, luego se peso y el contenido de 6xido
de cobre (1), se leyé en la tabla contenida en el apartado 940.39 (AOAC, 1988), para convertirlo en
glucosa y posteriormente en almidén.

2.5. Método de hidrdlisis enzimatica, Sigma

El procedimiento fue realizado de acuerdo a lo indicado en el kit de determinacion de almidén
STA20 de Sigma- Aldrich, Inc. (Sigma)

La muestra debidé ser finamente molida, lo cual se realizé con molino de laboratorio y luego con
mortero, no llegando a obtenerse la granulometria indicada en el procedimiento. Se ensayaron los
pre-tratamientos para muestras que contuviesen glucosa o maltodextrina y/o almidon resistente,
concluyéndose que los mismos no eran necesarios para las muestras en analisis.

Al no ser necesarios pre-tratamientos, el analisis comenzé con la digestion del almidén. Se
pes6 10 mg de muestra, a la cual se le agregé 0,2 ml de etanol 80%, se mezcl6 y agregd 3 ml de
agua y 0,02 ml de a-amilasa, se agité e incub6 5 minutos en bafio de agua hirviente. Luego se
enfrié a temperatura ambiente y se llevo el volumen a 10 ml con agua destilada. Se tom6 1 ml de
esta solucion, a la cual se le agreg6é 1 ml de la solucién de almidén provista por el kit, se mezclé e
incubé 15 minutos en bafio de agua a 60°C con agitacion. Se tomo6 1 mly se lo enraso a 10 ml con
agua.

La siguiente etapa fue la determinacion de la glucosa, para la cual se tomé 1 ml de la solucion
obtenida al final de la digestion del almidén, se le agreg6 2 ml de reactivo de glucosa, se mezclé e
incub6 exactamente 60 minutos (tiempo corregido de acuerdo a la granulometria de la muestra).
La reaccion se frend con 2 ml de acido sulfdrico 12N, se mezcld y midié la absorbancia a 540 nm.
La técnica requiere un blanco de reaccion, el cual consiste en un analisis en paralelo sin muestra.

La curva de calibracion se realizd analizando cantidades conocidas del almidon de maiz de
referencia, con el procedimiento descripto anteriormente, con la Unica diferencia que aqui se
incubo6 30 minutos, ya que la granulometria era optima.



2.6. Método polarimétrico Ewers

Este ensayo fue realizado por un laboratorio privado, y corresponde a una determinacion
oficial. EI método comprende una doble determinacion. En la primera, la muestra se traté en
caliente mediante &cido clorhidrico diluido. Previa evacuacioén y filtracion, se midié mediante un
polarimetro el poder rotatorio de la solucion. Esta etapa permiti6 determinar el contenido en
almidon y sus productos de degradacion de alto peso molecular. En un segundo paso, la muestra
se extrajo con etanol al 40%. Tras la acidificacion del filtrado con &cido clorhidrico, evacuacién y
filtracién, se midio el poder rotatorio en las mismas condiciones que en la primera determinacion.
Mediante esta determinacién se eliminan los productos que interfieren en la primera lectura
(FEDNA, 2000).

2.7. Humedad

Se secaron capsulas de vidrio a 130°C hasta peso constante, en ellas se pesaron muestras de
aproximadamente 1g, se llevo el producto a 130°C bajo presion atmosférica normal, durante una
hora y media, continuando el tratamiento hasta peso constante (Panreac Quimica S.A., 2006). La
determinacion se realizé por duplicado.

2.8. Andlisis de datos

El analisis de datos se llevo a cabo utilizando el programa StatGraphics Centurion.

3. Resultados y Discusion

Para la realizacion de las técnicas seleccionadas, fueron necesarias algunas modificaciones
ylo pruebas para asegurar la correcta eleccién. Los métodos de la AOAC presentan diversas
opciones para cuantificar el 6xido de cobre (I), de las cuales se probaron titulacion y gravimetria,
resultando mas conveniente esta Ultima. Para la titulacion era necesario disolver el precipitado de
oxido cobre (I), generandose en este paso pérdida de muestra. Ademas se remplazé el lecho
filtrante dado en la técnica, debido a su demostrada toxicidad.

En relacion a la determinacion por hidrélisis enzimatica, se probaron los tratamientos sugeridos
por el kit de determinacion de almidén de Sigma-Aldrich, para muestras con glucosa,
maltodextrina y/o almidén resistente, determinandose que para los maices en analisis no fueron
necesarios. Debido a las dificultades para lograr la granulometria indicada en el procedimiento, se
ensayaron tiempos de digestibn mas prolongados, verificAndose la necesidad de incubar la
muestra durante 60 minutos, no 30 minutos cémo se especifica en el procedimiento. Para la
interpretacion de los resultados debi6 elaborarse una curva de calibracion, analizando almidén de
maiz de referencia.

Las determinaciones por el método polarimétrico se encargd a un laboratorio privado y no
presentaron mayores dificultades.

Las comparaciones que a continuacion se analizan, fueron realizadas con los datos de almidén
en base seca.

Se analizaron 26 muestras mediante las técnicas de la AOAC por duplicados, en algunos
casos por el mismo analista y en otros por diferentes, razén por la cual se consideré en primer
lugar la influencia de estos en la obtencién de resultados, mediante el andlisis de muestras
pareadas. Se concluyd que los duplicados, realizados por el mismo analista o distintos, son
estadisticamente iguales, pudiendo promediarse para ser comparados luego con los resultados de
los demas métodos.

El método enzimatico se realizd6 a 6 muestras por duplicados. De los datos obtenidos sélo se
analizaron aquellos cuya diferencia entre duplicados fue menor al 5%, descartandose 2 muestras
con diferencias superiores al 14%.

La comparacion entre métodos fue realizada tomandolos de a dos, mediante el andlisis de
muestras pareadas. La distribucion de las diferencias entre los resultados del método de la AOAC
con la polarimétrica es sesgada, mostrando una tendencia de este Ultimo a dar valores superiores
a los obtenidos por el método analitico, con una mayor frecuencia la diferencia entre 1,8% y 2,1%.



Cuando se analizaron los resultados del equipo de polarimetria versus el método enzimatico la
curva de densidad de diferencias se mostré sesgada, significando que el método enzimatico dio
valores mayores para idénticas muestras. Mediante los ensayos realizados se comprob6 ademas
gue este método presenta también el inconveniente de la falta de repetibilidad de los resultados,
siendo una de las probables causas la minima cantidad de muestra con la que se trabajo, y los
errores que esto conlleva. Cabe destacar que la cantidad de muestras analizadas con el kit Sigma
es significativamente menor que con los otros métodos.

Al compararse los métodos de hidrélisis acida e hidrélisis enzimatica, en este caso también se
observa que los valores obtenidos mediante el Gltimo método son significativamente mayores.

Finalmente se analizaron los tres métodos simultaneamente, obteniéndose los valores
estadisticos mostrados en la Tabla 2. Aqui puede observarse que la menor desviacion estandar y
coeficiente de variacion los presenta el método de polarimetria, teniendo la hidrélisis acida valores
levemente superiores.

Tabla 2: Resumen estadistico de los métodos analizados

Coeficiente

Muestras Promedio Desviacion de Minimo Maximo Rango
analizadas (%) Estandar Variacién (%) (%) (%)
Hidrdlisis 26 68,73 1,44 2,09% 66,10 71,44 5,34
acida
Polarimetria 26 71,01 1,24 1,75% 66,60 72,60 6,00
Hidrolisis 4 72,95 3,54 4,86% 68,49 77,13 8,64
enzimética

Al realizar la grafica de dispersion de los datos obtenidos mediante los tres métodos (Figura
4), puede concluirse que el método polarimétrico presenta la menor desviacion, siendo esta
levemente superior para la hidroélisis acida. La diferencia entre los valores obtenidos mediante los
métodos antes mencionados es del -2,6%, tomando como referencia el método polarimétrico,
siendo esta variacion independiente del contenido de almidon. El método de hidrélisis enzimética
presenta mayor desviacién, con tendencia a valores superiores.

Dispersion segun método de andlisis
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Figura 4: Gréafico de dispersion segun el método de andlisis.



4. Conclusiones

La puesta a punto del método de hidrdlisis acida de la AOAC no fue simple. Se cambié el lecho
filtrante, debiendo encontrarse uno que funcionara adecuadamente y no fuese nocivo para los
analistas y/o el medio ambiente. Los materiales necesarios para el desarrollo de la técnica son
comunes y estan disponibles en la mayoria de los laboratorios. Los reactivos necesarios tampoco
llevaron mayores complicaciones. La cuantificacion de 6xido de cobre () puede realizarse de
diversas maneras, se ensayaron titulacion y gravimetria, para determinar que esta Ultima era
menos laboriosa y mas precisa. Como cualquier técnica analitica, los resultados dependen de la
habilidad del analista, en algunos casos debieron realizarse mas de 2 ensayos para obtener datos
confiables. Para completar esta técnica, al igual que la hidrélisis enzimética, fue necesaria la
determinacién de la humedad de la muestra. La hidrélisis es un proceso que requiere mucho
tiempo, mas aun la acida, motivo por el cual la técnica de la AOAC es prolongada y requiere
muchos materiales.

El método enzimatico es mas rapido que la hidrélisis acida, requiere de espectrofotbmetro, y
los reactivos incluidos en el Kit de determinacion de almidon de Sigma, los cuales son costosos. Al
utilizarse pequefas cantidades de muestra puede inferirse en importantes errores de muestreo y
pesada principalmente.

Si se comparan las medias obtenidas con el valor promedio de almidén en maiz, 72,4% en
base seca, la menor diferencia la presenta el método de hidrélisis enzimatica, pero la desviacion
estandar es elevada, razén por la cual se elige como mas preciso la determinacién polarimétrica.
Si se cuenta con el polarimetro, esta técnica es la recomendada, ademas de ser oficial y estar
certificada. En laboratorios que no cuenten con el equipo antes mencionado se recomienda utilizar
la técnica de hidrélisis acida, cuantificando por gravimetria, ya que la desviaciéon estandar y el
error no son aceptables.
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