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Resumen— EI granulo de almidén esta constituido por dos macromoléculas: amilosa y amilopectina. En este trabajo se desarrolld una
técnica para la cuantificacion de la primera, basado en la formacion del complejo amilosa/triyoduro y la deteccion amperométrica de la
cupla formada por este Gltimo y el ion ioduro. Se comprob6 que, cuando el almidén fue disuelto en una solucién acuosa de KOH 0,5 M
a 50 - 60 °C, los resultados fueron imprecisos. El tiempo éptimo de disolucién del almiddn fue de 1 h, con tratamientos méas prolongados
no se obtuvieron mejores resultados. Se ensayaron varios métodos de método de ajuste para las curvas de titulacion experimentales,
siendo la sigmoidea la que brind6 la mejor regresion. Para asistir al calculo final se desarrollé un programa en lenguaje C#. Los
resultados fueron promisorios, por ejemplo: para almidén de quinoa se obtuvo un valor de 13,7+0,5%, obteniéndose 13,3+1,5% por el
método enzimatico de referencia; para el de arroz se obtuvo 20,740,4%, siendo el resultado por via enzimatica de 20%. Para maiz,
mandioca y arroz se obtuvieron valores de 16,9%, 13,2% y 20,7%, resultados coherentes con los esperables segun sus origenes
boténicos. EI método resulté sencillo y facil de instrumentar, no requiriendo de equipamiento complejo o de dificil adquisicion, ademéas
todos los célculos se pudieron automatizar mediante el software antes mencionado.

Palabras clave— Amperometria, Titulacion, Amilosa, lodo, Programacion.

Abstract— The starch granule consists of two macromolecules: amylose and amylopectin. In this work a technique was developed for
the quantification of the first, based on the formation of the amylose / triiodide complex and the amperometric detection of the couple
formed by the latter and the iodide ion. It was found that when the starch was dissolved in an alkaline medium at 50 — 60 °C, the results
were imprecise. The optimum time of dissolution of the starch was 1 h, with longer treatments no better results were obtained. Several
methods of adjustment method were tested for the experimental titration curves, being the sigmoid one providing the best regression. To
assist in the final calculation, a program was developed in C # language. The results were promising: the values obtained were close to
those from the enzymatic method of reference, for example: for quinoa starch a value of 13.7 + 0.5% was obtained, while the reference
enzymatic method gave 13.3 + 1.5%; for rice, the value 20.7 + 0.4% compares with the enzymatic giving 20%. For maize, cassava and
rice, values of 16.9%, 13.2% and 20.7% were obtained, results consistent with those expected according to their botanical origins. The
method is simple and easy to implement, not requiring complex equipments, in addition all calculations could be automated using the
aforementioned software

Keywords— Amperometry, Tritation, Amilose, lodine, Programming.

lineal que presenta una estructura helicoidal y puede llegar
. a estar constituida por entre 1000 y 10000 monémeros de
INTRODUCCION glucosa (Copeland, 2009). La amilopectina, en cambio,

I almidon es la principal sustancia de reserva en cereales ~ Posee una estructura ramificada que recuerda a un arbol y

como el maiz, el trigo y el arroz; y en tubérculos como SUs ramas (Calandri, 2015) En las harinas el almidén
la papa, la batata y la mandioca. En los cereales y en influye significativamente en propiedades como la
pseudocereales, como la quinoa y el amaranto, pueden absorcion de agua, la viscosidad y el comportamiento
representar entre el 60 y 70% de los sélidos de esas semillas ~ reologico de productos como el pan, las pastas, los postres
(Steffolani et al., 2013; Calandri, 2015). Se trata de una Y muchos otros productos alimenticios que contienen
macromolécula compuesta por dos polisacaridos, amilosay ~ harinas o almidones (Rosin et al., 2002; Lindeboom et al.,
amilopectina, ambos constituidos por mondémeros de 2005; Copeland et al., 2009). Al ser una molécula lineal y
glucosa, que se unen a través de enlaces glicosidicos al-4 ~ Mas pequefia, la amilosa es mas soluble que la amilopectina
(Dergal, 2006A). Los almidones provenientes de distintos Y tiene a segregarse del granulo y cristalizar (retrogradado)
origenes botanicos se diferencian por la relacion entre  (Whistler y Daniel, 1993). Al ser mas soluble es también

ambos polimeros naturales. La amilosa es un polimero ~ Mas digerible por parte del tracto gastrointestinal, pero su
tendencia a cristalizar la hace responsable de fenémenos no

deseados, como el endurecimiento del pan (staling) (Dergal,
2006B). Tales fenémenos hacen necesario el conocer la
proporcion en la que se encuentra en el almidén (Copeland,

2009).
Direccion de contacto: Federico E. Benelli, Chacabuco 439, X5000 ALN.  El procedimiento clasico para establecer el contenido de
Tel: 0351-153500802, fedebenelli@outlook.com amilosa en almidones, por su solubilizacion diferencial en

butanol, es tedioso y poco preciso (McCready y Hassid,
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DETERMINACION DE AMILOSA EN ALMIDONES MEDIANTE EL METODO AMPEROMETRICO.

1943). Maés recientemente el método de la concavalina A, si
bien es mas preciso, sigue resultando laborioso (Gibson et
al., 1997). Las técnicas quimiométricas requieren de una
extensa parametrizacion a fin de alcanzar la precision y
exactitud requeridas (Kaufman et al., 2015; Wang et al.,
2011; Sené et al., 1997). También se han utilizado otros
procedimientos, como los basados en la calorimetria
diferencial y en la separacion por exclusion de tamafio
(Zhu, 2012), o en la resonancia magnética (Tizzotti et al.,
2011), pero todos ellos requieren de una instrumentacién no
siempre accesible. EI método aqui desarrollado es una
mejora de aquel propuesto por Larson et al. (1953) y se
asemeja al potenciométrico, propuesto por Duan et al.
(2012), pero las curvas que se obtienen aqui son de mas
facil tratamiento.

La amilosa presente en el almidén tiene la propiedad de
formar un complejo de inclusién con triyoduro, el cual
posee un intenso color azul (Séne, Thévenot y Prioul,
1997). Los iones yoduro y triyoduro forman una cupla
rédox, los primeros se oxidan en el anodo, mientras el
triyoduro se reduce en el catodo, generando una corriente
eléctrica medible y proporcional a los electrolitos en la
solucion.

El método aqui descripto se basa en la medicion de la
corriente generada por dicha cupla (Vincent y Ward, 1969).

En el presente trabajo se describe un método mejorado para
la determinacion de amilosa de diversos origenes boténicos,
mediante el método amperométrico. Se discuten tanto los
aspectos experimentales de preparacion y ejecucion de la
medida como asi también, los detalles del programa
desarrollado para una mejor determinacion del punto final
de la medicién.

MATERIALES Y METODOS

Almidones

Se emplearon almidones de maiz, arroz y mandioca,
adquiridos en comercios locales y almidon de quinoa,
obtenido en la planta piloto del Instituto de Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos (ICTA) de la FCEFyN. Los
contenidos de amilosa para almidén de quinoa fueron
medidos enzimaticamente con anterioridad (Cervilla et al.,
2015)

Reactivos

KOH en escamas, HCI concentrado y Kl y K105 s6lidos;
todos de calidad analitica.

Instrumentos

Para la titulacion se utilizd una microbureta 5:0,01mL y
un equipo que consta de un circuito como el que se presenta
en la Fig. 1, provisto de un par de electrodos de platino y
alimentado por una bateria de 1,5V Para las mediciones se
utiliz6 un voltimetro el cual tiene una sensibilidad de 1 mV.

Titulacion

Se pesan aproximadamente 35 mg de almidon, se
colocan en un beaker de 100 mL y se agregan 10,0 mL de
KOH 0,5 M, con agitacion constante durante una hora, para
solubilizar la amilosa presente en el almidén. A
continuacion, se agregan 5 mL de KI 0,5 M, 10,0 mL de
HCI 1,0 M y 15,0 mL de agua destilada. Se comienza la
titulacion agregando 0,2 mL, del titulante, se esperan 30
segundos, se registra el voltaje y se continGa de ese modo
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hasta haber adicionado 1 mL, luego se prosigue con
adiciones de 0,15 mL hasta un volumen total de 3,1 mL.

Célculos

La curva de voltaje vs volumen de titulante fue ajustada
mediante una sigmoidea, utilizandose el método del error
minimo. El punto equivalente de la titulacion se obtuvo
hallando la interseccion entre la recta tangente en el punto
de inflexion de la sigmoidea y la recta de valor constante
equivalente al promedio de las cuatro mediciones iniciales.

0.1MQ

b
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T

Fig. 1. Circuito utilizado. a. electrodos de medicion. b. resistencias de
valor fijo. c. milivoltimetro. d. fuente de corriente continua.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la presente determinacion amperométrica el almidéon
se dispersa en condiciones alcalinas para solubilizar la
amilosa, luego se acidifica y se agrega un exceso de
yoduro, tituldndose con yodato. El contacto de estos dos
Gltimos reactivos libera triyoduro (Ec. 3) y, aunque |, esta
en exceso, el triyoduro estd inhibido de actuar en la cupla
rédox I5/I" debido al complejo que forma con la amilosa
(Fig. 2) y, en consecuencia, la corriente entre los electrodos
permaneceré constante, mientras subsista esta situacién. En
cuanto toda la amilosa sea saturada con 15, este comenzara
a exceder y se observara un incremento en la corriente entre
electrodos.

Reaccién catodica:
I3 +2e” - 31~ (8]
Reaccidn anddica:
3T > I3 + 2e” 2
Ecuacion general:
6HCl+ K103 + 8KI 2 313 +3K* 4+ 6KCl+ 3H,0 (3)

El circuito mostrado en la Fig. 1 aplica un potencial
constante de 0,2 V entre los electrodos de platino,
suficientemente bajo como para evitar la electrélisis, pero
que permite la circulacion de corriente cuando se establece
una cupla redox entre dichos electrodos. La corriente que se
genera es del orden del microamperio, magnitud que no es
medible con precision en un multimetro convencional. Por
ese motivo se decidié medir la caida de tension en una de
las resistencias del circuito, como se indica en la Fig. 1. El
valor medido supera los 1000 mV, medible con precision
suficiente en un multimetro convencional.
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Un aspecto importante es la disolucién de la amilosa.
Esta molécula constituye el granulo de almiddn, en una
estructura que recuerda a una cebolla y sus capas (Fig. 3).

RARARA
MEETRY

Fig. 2. Reaccion entre triyoduro y amilosa.

Zona cristalina
(amilopectina)

Zona amorfa
(amilosa)

Fig. 3. Granulo de almidén.
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Fig. 5. Curva de titulacion tras dilucion de 60 minutos.

En una dispersion acuosa la amilosa, mas pequefia que la
amilopectina y de cadena lineal, tiende a escapar del
granulo para disolverse en el agua. Es fundamental que esto
suceda, a fin de que el triyoduro entre en contacto y se
acompleje con la amilosa, pero la disolucion no es
inmediata y resulté necesario, en una primera instancia,
determinar el tiempo de contacto, previo al comienzo de la
titulacién. Como podemos ver en las Fig. 4, 5y 6, a los 30
minutos de agitacion la curva ascendente muestra poco
ajuste en la regresion y una pendiente que es casi la mitad
de la obtenida con una 1 hora de agitacion. Entre 1 y 2
horas no se observan diferencias significativas que
justifiquen prolongar el tratamiento, por lo tanto, 1 hora de
agitacion a temperatura ambiente resulta suficiente.
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Fig. 4. Curva de titulacién tras dilucién de 30 minutos.
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Fig. 6. Curva de titulacion tras dilucion de 120 minutos.

Dado que la temperatura incrementa no so6lo la
solubilidad, sino también la velocidad a la que se produce,
se realizo la disolucion de la muestra, mediante agitacion
durante 1h en bafio térmico a 50 °C, por duplicado. En la
Fig. 7 se presentan las dos curvas resultantes del ensayo.
Surge de ellas que no hay un claro cambio de pendiente,
como si se observan en las curvas de las Fig. 4, 5 y 6.
Aunque las muestras se dejaron enfriar hasta temperatura
ambiente antes de la titulacién, la temperatura elevada
produjo cambios irreversibles en las estructuras de las
macromoléculas que afectaron la formacién del complejo.
Esos cambios seguramente se relacionan  con
modificaciones en la amilopectina, su solubilizacion e
hidratacion por efecto de la alta temperatura, lo que
redunda en una interaccion diferente con el triyoduro.
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Fig. 7. Efecto de la temperatura. (+) original (x) duplicado

El punto final de la titulacion se encuentra en la
interseccion entre las curvas anterior y posterior a la
saturacion de la amilosa. Inicialmente los resultados se
obtenian a través de regresiones lineales, eligiendo
anteriores y posteriores al cambio de pendiente y ajustando
separadamente. Este método presentaba dificultades, ya que
el resultado dependia de qué datos se tenian en cuenta y
cuales se desechaban. Fue necesario establecer un método
que nos brinde el mejor ajuste para las curvas, con todos los
valores obtenidos, en particular, aquellos posteriores a la
saturacion de la amilosa, donde se observan las mayores
variaciones en el voltaje. La curva sigmoidea brind6 el
mejor ajuste, hallandose el punto final como interseccion
entre la recta paralela a abscisas que pasa por los primeros
puntos de la curva y la tangente al punto de inflexién, en la
zona de maxima pendiente (ver Fig. 8); la expresion de la
sigmoidea se muestra en la Ec. (4).

mV=d—([%ib) (4)

Dénde:

mV: Potencial medido en milivoltios.

V: Volumen de titulante utilizado, en mL.
a, b, c y d: Coeficientes de la curva.

Para asistir al calculo, se desarroll6 un programa escrito
en lenguaje C#, usando como base la version més
simplificada de optimizacidn no lineal, utilizando el método
de gradiente decreciente (Lasdon et al, 1974). Se trata de un
algoritmo que minimiza funciones: dada una funcion,
definida por un conjunto inicial de parametros, se realizan
calculos iterativos que desplazan ese conjunto hacia valores
que minimizan esa funcion, dando pasos en el sentido
opuesto a la funcion gradiente valuada en esos parametros.

BENELLI et al.

al ()] [o2}
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Voltaje (mV)
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Fig. 8. Curva de titulacion utilizando curva sigmoidea, junto a recta
paralela a abscisas y recta tangente en punto de inflexion

Los calculos que se realizan son los siguientes:
Xy = Xi —aVf(Xy) (%)

Donde:

X: Vector de parametros de la ecuacion.

i: Namero de iteracién.

o: Paso de la iteracion.

Vf: Gradiente de la funcién objetivo a minimizar.

Para esto se consider6 como funcién objetivo la
sumatoria de los errores cuadrados del modelo matematico
implementado:

Fop;(X) = X7, (Vi = £i(X))° 6)
Donde:

Fapj: Funcion objetivo.

X: Vector de parametros a determinar.

V;: Medicion i.

fi(X): Modelo matematico i, valuado en (X).

En la Figura 9 se muestra un ejemplo grafico del
funcionamiento del algoritmo; cada punto sobre la
superficie es una iteracion del programa. Se puede observar
que el algoritmo funciona de manera analoga al descenso de
una particula por una pendiente, hasta llegar al punto de
menor altura.
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Fig. 9. Ejemplo de funcién multivariable.

Finalmente, para el calculo del contenido de amilosa, se
debe tener presente la estequiometria de la reaccién de
formacion del triyoduro (Ec. 2), asi como la afinidad de
este Ultimo por la amilosa (Schoch, 1964). En la Ecuacién
(5) muestra todos los pardametros para el calculo:

VXCXzZXPMX100
OGpAm = LXEXZXPMX100 (5)

mXAl gm

Donde V y C representan el volumen y concentracion del
titulante, respectivamente, z=3 ya que por cada mol de
iodato consumido se liberan 3 de iodo (Ec. 3), PM es el
peso molecular del 1, (254), m es la masa de almidén
utilizada y Al representa la afinidad de la amilosa. En la
Tabla 1 se observa que este valor depende del origen de la
amilosa.

En la Fig. 11 se muestran las curvas obtenidas para todas

las muestras analizadas y en la Tabla 2 se detallan los
valores de volumen de titulante obtenidos.

REVISTA
FCEFYN
TABLA 1. Afinidades de la amilosa de diversas fuentes.

Origen botanico Alp?
Amilosa de papa’ 19,9

Amilosa de maiz* 19
Amilosa de mandioca® 18,6
Amilosa de trigo* 19,9
Amilosa de arroz? 17,6
Promedio® 19,35
Desv. Std. 0,66

Notas:
Schoch, T. J. (1964).

2Hamori, E., & Kallay, M. C. (1972).
3Se calculé excluyendo el valor para arroz

Todos los calculos previamente mostrados se
implementaron con el software desarrollado, con el fin de
automatizar los calculos y agilizar la operacién. EI mismo
puede aplicarse a cualquier tipo de titulacién que presente
una curva de ese formato. Como puede apreciarse en la Fig.
10, el error cuadrado cae exponencialmente con el nimero
de iteraciones que el programa realiza. Si bien se utilizé la
version mas simple del algoritmo del gradiente decreciente,
el mismo bast6 para obtener excelsos resultados en el ajuste
de los parametros.

El cédigo fuente del programa puede obtenerse a través
del link citado en bibliografia (Benelli, 2017).

5000

4000 -

3000 -

Error Cuadrado

2000 A

1000 -

r o T T T

-15 15 45 75
NUmero de iteracion

Fig. 10. Error cuadrado en funcion del namero de iteracion.

19



DETERMINACION DE AMILOSA EN ALMIDONES MEDIANTE EL METODO AMPEROMETRICO. BENELLI et al.

53

Almiddn de Quinoa

57

Almidoén de maiz

Potencial medido (mV-1400mV)

Potencial medido (mV-1400mV)

39
0 1 2
37 Volumen de titulante (mL)
0 1 2
Volumen de titulante (mL)
50

Almidén de arroz .

55
Almidon patrén de arroz

a1
o

Potencial medido (mV-1400mV)

ey
al

0 1 2
Volumen de titulante (mL)

N
o

Potencial medido (mV-1400mV)

35
67

Almidén de Mandioca

30

0 1 2 3 4
Volumen de titulante (mL)

Fig. 11. Curvas de muestras analizadas.

Potencial medido (mV-1400mV)

En la Tabla 3 se presentan los valores de amilosa, medidos
en almidones de maiz, mandioca, arroz y quinoa. Un grupo
fue determinado utilizando la afinidad promedio de la Tabla
0 1 2 1, que excluye la afinidad especifica de la amilosa de arroz,

Volumen de titulante (mL) por ser significativamente mas baja que las del resto. Entre
paréntesis, se dan los resultados calculados a partir de las
afinidades especificas.
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TABLA 2. Volimenes de solucién titulante obtenidos.

Almidén Masa (mg) Volumen de titulante (mL)
35,6 15
Maiz 36,2 15
34,5 14
36,5 13
Arroz 35,4 14
36,6 1,2
36,2 12
Mandioca 36,1 1,2
36,3 1,2
36,2 12
Quinoa 36,1 1,3
36,3 13
29,7 14

Patrén de Arroz

30,7 1,4

TABLA 3. Determinaciones de amilosa en almidones.

Origen del Almidén Porcentaje de Desviacion
amilosa’ Estandar
Maiz 16,6° (16,9 0,5
Mandioca 12,6° (13,2%) 0,2
Arroz 14,2 (15,6™) 0,6
Patron de Arroz 18,8° (20,7 04
Patrén de Arroz 20,0%?
(enziméatico)
Quinoa 13,8° 0,5
Quinoa (enzimatica) 13,33 15

Notas:

*Los valores entre paréntesis se calcularon con las afinidades individuales dadas en tabla
1.

2Megazyme International Ireland, 2015.[14]
SCervilla et al., 2015

“Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05). Test: LSD
Fisher, Alfa=0,05 DMS=1,61642

Como podemos apreciar alli, la mayor diferencia surge en
el almidon de arroz. Si tomamos como referencia el valor
obtenido por el método enzimatico, el resultado calculado
con la afinidad especifica de la amilosa de arroz parece mas
préximo, pero sin dudas que, para mejores resultados es
necesario establecer valores més fiables de la afinidad. Una
t de Student, aplicada a los valores medios y desviaciones
estandar para amilosa de quinoa, obtenidos por este método
y el enzimtico, arroj6 que no habia diferencias
significativas entre ellos (p>0,05). El principal propésito de
este trabajo fue mostrar que es posible medir la amilosa del
almidén, un procedimiento cuidado para la preparacion y
titulacion de la muestra y el auxilio de un software
apropiado para hallar el punto final de la titulacion. No
obstante, seria necesario profundizar el estudio, a través de
la medicién en almidones de origenes botanicos diversos y

REVISTA
FCEF v N
composicién conocida por métodos de referencia, para

poder universalizar su utilizacion.

CONCLUSIONES

Los datos expuestos muestran una muy buena
correlacién con los obtenidos por el método enzimatico,
actualmente considerado como de referencia.

Por su simpleza y rapidez de aplicacion, este método
resulta muy apropiado para la realizaciéon de una gran
cantidad de determinaciones en poco tiempo, quedando el
método enzimatico como una referencia para la
contrastacion, a fin de wvalidar el procedimiento
amperométrico.

La implementacion de un software capaz de automatizar
los calculos facilita la operacion y abre puertas a la
automatizacion total del mecanismo de titulacion.
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