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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue determinar la capacidad predictiva de los modelos de Pilosof y Exponencial,
para describir la cinética de absorcidn de agua de tejidos de mandioca macerados con el extracto enzimatico de
Wickerhamomycesanomalus.

Los tejidos de mandioca fueron macerados en frascos erlenmeyers, a 45 °C, en agitador rotatorio (190 rpm), durante
1, 2y 4 h, utilizando diferentes diluciones del extracto enzimatico. El tejido macerado fuefiltrado y secado.Se obtuvo
un buen ajuste de los datos experimentales a los modelos de absorcion de agua evaluados.

El mayor valor de C_, (concentracion de agua en el equilibrio) se obtuvo a tiempos de maceracion de 1 h, utilizando
extracto enzimatico sin diluir, con un menor dafo celular respecto a los tratamientos efectuados a mayores
tiempos. Al aumentar el tiempo del tratamiento enzimatico, la constante de velocidad de absorcién de agua (K)
fue mayor, pero C_, disminuyo.
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Abstract

The objective of the present work was to determine the predictive ability of Pilosof and exponential
models to describe water absorption kinetics of cassava tissues macerated with the enzymatic extract of
Wickerhamomycesanomalus.

Cassava tissues were macerated in Erlenmeyers flasks at 45 °C, on a rotator shaker (190 rpm), during 1,2 and
4 h, with different extract enzymatic dilutions. Macerated cassava tissues were filtered and dried. A good fit
of the experimental data to water absorption models evaluated was obtained. The highest value of C__ (water
concentration at equilibrium) was reached at 1 h of maceration, using undiluted enzymatic extract, with a lower
cell damage respect to longer treatments. At higher enzymatic treatment times, water absorption rate constant

(K) increased, but C_, decreased.

Keywords: Polygalacturonase; Maceration; Cassava, Water absorption; Kinetic.

Introduccion

Las enzimas pécticas son las responsables de la degra-
dacion de las sustancias pécticas presentes en la laminilla
media y en la pared celular primaria de las plantas supe-
riores. Algunas pectinasas (denominadas PPasas, protopec-
tinasas) tienen la capacidad de liberar sustancias pécticas
cementantes de la pared celular de las plantas, produciendo
la maceracion de los tejidos vegetales [1]. La maceracion
es un proceso a través del cual los tejidos organizados de
los vegetales, se transforman en una suspension de células

intactas, manteniendo de esta manera las propiedades
nutritivas del alimento [2].

El puré de mandioca deshidratado es un producto
obtenido a partir de raices de mandioca (Manihotesculen-
taCrantz), mediante un proceso tecnologico en la Provincia
de Misiones, Argentina. Su produccion se realiza mediante
procesos de secado y molienda, los cuales ocasionan una
gran ruptura celular [3]. Esta ruptura celular conduce a la
pérdida de la integridad del tejido vegetal y se ve reflejada
en la disminucion de la capacidad de retencion de agua del
producto rehidratado [4, 5]. En algunos casos, la determi-
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nacion de la velocidad de rehidratacion sirve como medida
de la calidad del producto [6].

En un intento de simplificar el modelado del proceso
de adsorcion de agua se han formuladodiversos modelos
empiricos como el modelo propuesto por Pilosof y col.,
1985 [7], y el modelo Exponencial, como herramientas de
analisis precisas para la prediccion y la optimizacion de la
cinética de rehidratacion.

Una levadura pectinolitica fue aislada de frutas citricas
en la Provincia de Misiones, Argentina e identificada como
Wickerhamomycesanomalus, reclasificacion de la especie
Pichiaanomala[8]. Esta levadura, al crecer en un medio
compuesto por Yeast Nitrogen Base, glucosa y pectina de
citrus, produce una endo-poligalacturonasa con capacidad
macerante de tejidos vegetales (papa, mandioca, zanahoria)
[9]. La maceracion de tejidos de mandioca mediante el
uso de enzimas pécticas, constituye una alternativa para
la produccion de puré de mandioca deshidratado, este
método mejoraria las propiedades nutritivas y funcionales
del producto al evitar el dafo celular.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la capaci-
dad predictiva de los modelos de Pilosof y Exponencial, para
describir la cinética de absorcion de agua de tejidos de man-
dioca macerados con el extracto enzimatico de W. anomalus.

Materiales y métodos

Microorganismo: W. anomalus, levadura aislada de cascaras
de frutas citricas en la provincia de Misiones, Argentina[8§].

Medios de cultivos

Medio de conservacion: Extracto de levadura (Sigma
Chemical Co., St. Louis, Mo, EE.UU.), 5 g/L; triptona
(Difco-Becton Dickinson & Co., Sparks, MD, EE.UU.), 5
g/L; glucosa (Britania, Buenos Aires, Argentina), 10 g/L;
agar (Britania), 15 g/L; pH 5.0.

YNB medio: Base nitrogenada de levadura (YNB,
Difco), 6.7 g/L; glucosa (Britania), 5 g/L; pectina de citrus
(Parafarm, Buenos Aires, Argentina), 5 g/L; pH, 5.0.

Pectina de citricos se lavo con una (v/v) de etanol-HCl
(0,05 N) en solucién 70% para eliminar los azlcares
solubles [10].

Todos los componentes del medio fueron esterilizados a
1 atm, durante 15 min, excepto en el caso de la solucion de
YNB, la que se esterilizé en forma separada por filtracion
a través de un filtro de celulosa de (0.22 pm, Sartorius).

Produccion del extracto enzimatico

Inoculo: A partir de cultivos jovenes (24 h) de la leva-
dura desarrollada en estrias de medio de conservacion, se
efectuaron diluciones decimales, de tal modo de ajustar
la concentracion celular a una Densidad Optica de 0,96,
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medidos en un espectrofotdmetro a 620 nm.

Fermentacion: Se inocularon frascos Erlenmeyers de
500 ml, los que contenian 95 ml del medio de fermenta-
cién, con 5 ml del indculo. Los mismos se incubaron a
30°C en bafio termostatizado rotatorio a 180 rpm hasta
10 h. Las muestras se centrifugaron, a 2350 x g durante
10 min at 5 °C para remover las células de levadura. Los
sobrenadantes, denominados extractos enzimaticos (EE),
se mantuvierona —18 °C hasta su utilizacion como fuente
de enzima extracelular[8].

Maceracion de tejidos de mandioca con el EE de W.
anomalus

La mandioca utilizada fue pelada y lavada con agua
destilada. Posteriormente, se cortaron cilindros de 3 mm
de didmetro y 4 mm de espesor con un sacabocado de
laboratorio. El tejido de mandioca 3 g fue colocado in-
mediatamente después de obtenido en frascos Erlenmeyrs
de 125 ml, a cada uno de los cuales se le agregd 3 ml del
EE (51 UE/ml), sin diluir o dilucion %2 y 27 ml de buffer
acetato de sodio/acido acético (BAc) 0,2 M, pH 5,0. Los
frascos se incubaron en bafio termostatizado rotatorio a 190
rpm, a diferentes tiempos (1 h, 2 hy 4 h) y a la temperatura
de maxima estabilidad de la enzima (45 °C). El tejido de
mandioca macerado (TMM) fue filtrado con tela de mu-
selina y luego secado en camara de vacio a 40 °C hasta
peso constante. En todos los casos se realizaron blancos
colocando 3 ml de BAc en lugar de la enzima.

Los tratamientos aplicados fueron:

A: Tejido de mandioca + buffer (Blanco).

B: Maceracion con el EE sin diluir, 1 h.

C: Maceracion con el EE sin diluir, 2 h.

D: Maceracion con el EE dilucion %2 en BAc, 2 h.

E: Maceracion con el EE sin diluir, 4 h.

F: Maceracion con el EE dilucion %2 en BAc, 4 h.

Cada una de las experiencias se realizaron por triplica-
do y se tomaron para los calculos los valores promedios.

Una vez seleccionado el tratamiento de maceracion
mas adecuado, se incluyd una etapa de coccion, en la cual
los TMM fueron sometidos a bafio maria durante 3 min y
luego la muestra fue secada en camara de vacio a 40 °C
hasta peso constante.

Cinética de rehidratacion: modelos matematicos

Entre los modelos mas utilizados en la cinética de
absorcion de agua, podemos mencionar el propuesto por
Pilosof y col., 1985[7], este modelo con la finalidad de
describir la cinética de absorcion de agua de alimentos en
polvos, propone la ecuacion de dos parametros:

_Qot

= 1
B+t ™

q
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q: cantidad de agua absorbida en el tiempo t.

Q: méaxima capacidad de absorcion de agua

B: tiempo en que se absorbi6 la mitad de la maxima
capacidad de absorcion (Q/2).

Diferenciando la ec. 1 respecto del tiempo, la velocidad
de absorcion de agua:
dg 1

2
i BO (0-9) 2)

Esta ecuacidn es similar a una ecuacion cinética de
segundo orden donde la constante es:

K =(BQ)" (3)

La velocidad inicial de absorcion viene dada por la ec.1,
haciendo t = 0.
R, = 4
0= 5 “4)
El otro modelo a aplicar es el Exponencial, que tiene
la siguiente expresion

C, =C,.(1—exp ™) (5)

Co: contenido de agua en el equilibrio a tiempo t, g de
agua/g de puré seco.

C_: contenido de agua en el equilibrio a tiempo infinito,
g de agua/g de puré seco. y

K:constante de velocidad de absorcion de agua, min .

t: tiempo de absorcion de agua, min.

Los pardmetros cinéticos C_ y K se obtuvieron a partir
de los datos experimentales mediante regresion no lineal.

La bondad de ajuste de los modelos se evalu6 con
los parametros R? (coeficiente de determinacion), RMSE
(raiz cuadrada del error medio cuadratico), MBE (error de
desvio medio) y E % (error porcentual promedio) dado por
las ecuaciones:

0.5

P (6)

RMSE=| =%, —
n
Z(Ccal _Cexp n
MBE= i=l (7)
n
2 |(Coy —Cop)u

E%= = Cern 00 ®)

n
c_,: valor calculado; c__: valor experimental
cal exp
n: numero de determinaciones

Un buen ajuste es indicado por valores pequefios de
RMSE y MBE, R>> 0,85 y E% < 10% [11].

El software estadistico utilizado fue Statgraphics Plus
para DOS, version 7.0 (Manugistics, Inc., USA). Las gra-
ficas en la Figura 2 se elabor6 con el software GraphPad
Prism, version 5.04 para Windows (GraphPad Software,
Inc., La Jolla, CA, USA).

Resultados y discusion

Cinética de absorcion de agua de tejidos de mandioca
macerados: Modelo Exponencial y de Pilosof.

El analisis de varianza (ANOVA) mostré que hubo di-
ferencia significativa (p < 0,05) en los valores de absorcion
de agua de los TMM, sometidos a los distintos tratamientos
de maceracion (A, B, C, D, E, F).

Los resultados de las distintas experiencias se mo-
delaron a través de las ecuaciones dadas por el modelo
Exponencial (ec. 5). Los valores obtenidos por regresion
no lineal de los parametros del modelo Exponencial se
exponen en la Tabla 1. También se presenta la bondad del
ajuste de este modelo a los datos experimentales.

Tabla 1: Parametros cinéticosy de la bondad de ajuste del modelo Expo-
nencial en relacion a los tratamientos aplicados (TA).

Bondad de ajuste

TA C., K R
RMSE MBE E%
A 36,4180;: 386,2;1 0,86 0,45 0,013 13,32
8 46,2086;f Oégzvi 0,96 0,27 0,006 8,51
¢ %)',Z)iaf 4’08, 25| osa 023 | -00m 9.52
P égz; 752?5 0,92 0,27 -0,007 9,57
£ zdiitf 7'0225 0,95 017 0,005 787
F 20',%(2: Sb?igdi 0,97 013 0,0071 5,25

Los valores de C_y K son promedios de tres repeticiones = error estandar.C_: contenido de
agua en el equilibrio a tiempo infinito. K: constante de velocidad de absorcién de agua. R%
coeficiente de determinacion. RMSE: raiz cuadrada del error medio cuadratico. MBE: error de
desvio medio. E %: error porcentual promedio.

Distintos superindices en la misma columna indica que existen diferencias significativas
(p<0,05). TA: tratamientos aplicados.

El analisis de varianza (ANOVA) de los valores de
C_ y K, mostraron que existen diferencias significativas
(p<0,05) entre el blanco (A) y los tratamientos C, D, E y
F, con respecto al tratamiento B. Entre los tratamientos
C, D, E y F, el ANOVA mostré que la concentracion del
EE y el tiempo de maceracion no presentaron diferencias
significativas (p > 0,05) (Tabla 1).

Si se comparan los valores obtenidos de C_ (concen-
tracion de agua en el equilibrio) se observa en la Tabla 1,
que a tiempos de maceracion de 1 h (tratamiento B), el
valor obtenido de C_ es el mas elevado. A menor tiempo
de maceracion, se produce menor dafio celular lo que fa-
vorece la entrada de agua durante el proceso de absorcion
(mayor valor de C_). Cuanto més dafiada se encuentra la
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estructura celular del tejido vegetal, aumenta la posibilidad
de ausencia de vias para la entrada de agua, con espacios
intercelulares menos definidos que restringen la difusion
de la misma.

En la Tabla 1 también se observa que al aumentar el
tiempo del tratamiento enzimatico, la constante de velo-
cidad de absorcion de agua (K) fue mayor, pero la cantidad
de agua en el equilibrio menor.

En la Tabla 2 se presentan los valores de los parametros
obtenidos por regresion no lineal del modelo cinético
propuesto por Pilosofy col.,1985 [7] (ecuacién 1) junto a
la bondad de ajuste.

Los ANOVAS sobre los valores de Q, B, K y Ro mos-
traron que hubo diferencias significativas (p<0,05) entre
los distintos tratamientos aplicados.

Tabla 2: Parametros cinéticosy de la bondad de ajuste del modelo de
Pilosof en relacion a los distintos tratamientos aplicados (TA).

Q B K R,
Bondad de
TA| (g agua/g (gdepuré | (gde | Re ajuste
de puré (min) seco/g de | agua/g de
seco) agua-min) | puré-min)

RMSE| MBE | E %

A |3,45+0,09%| 0,203 + 0,05* | 1,65 + 0,52% | 20,0 + 5,12 |0,89| 0,6 | 0,06 10,6

B |4,57 +0,03°| 1,640 + 0,06° | 0,13 + 0,52*¢|2,79 + 0,09°(0,99| 0,1 | 0,01 | 3,6

C |2,78 £ 0,050,138 + 0,022¢| 2,72 + 0,44% | 20,8 + 2,4% |0,96| 0,5 | 0,01 | 8,6

D |2,71£0,05¢|0,098 + 0,01%¢| 3,95+ 0,67¢ | 28,7+ 3,7 (0,94| 0,4 [-0,005(7,7

E |2,39 £0,049(0,096 + 0,01 | 4,43 +0,63¢ | 25,1+ 2,72 |0,97| 0,1 | 0,01 | 4,9

F |2,45+0,03%( 0,087 +0,01¢ | 4,81+ 0,55 | 28,7+2,3% |0,98| 0,1 | 0,01 | 6,1

Los valores de Q, B, K'y R, son promedios de tres repeticiones + error estandar.Q: capacidad de
absorcion de agua. B: tiempo en que es absorbida la mitad de la capacidad total de absorcion
(Q/2). K: constante de velocidad. R;: velocidad de absorcion de agua inicial. R? coeficiente de
determinacion. RMSE: raiz cuadrada del error medio cuadratico. MBE: error de desvio medio. E %:
error porcentual promedio.

Distintos superindices en la misma columna indica que existen diferencias significativas (p<0,05).
TA se denomina a los diferentes tratamientos aplicados.

Para la velocidad de absorcion de agua inicial (R ), se
realizaron las pruebas de rangos multiples, encontrandose
que no hay diferencia significativa entre los tratamientos
C, D, E, F y el blanco (A), pero todos los tratamientos
presentaron diferencias significativas con el tratamiento B.

En este modelo de Pilosof'y col., 1985 [7], los valores
de la capacidad de absorcion de agua fueron similares al
modelo exponencial discutido anteriormente.

Cinética de absorcién de agua de tejidos de mandioca
macerados con y sin coccién

En base a los resultados obtenidos en la etapa anterior,
donde el tratamientos de maceracion con el EE sin diluir
por 1 h (B) absorbio mayor cantidad de agua, tejido de
mandioca se tratdé enzimaticamente utilizando el mismo
procedimiento pero en esta oportunidad, se realizé una coc-
cion posterior por 3 minutos (B1), los resultados obtenidos
ajustaron a los dos modelos Exponencial y Pilosof’y col.,
1985 [7].
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El ANOVA sobre los valores de absorcion de agua (Q)
de las muestras Al y B1, mostr6 que existen diferencias
significativas entre ambos (p<0,05). El valor de Q para
la muestra B1 fue de 5,23 + 0,13, este resultadofue 15%
mayor que la muestra B (Tabla 2) con el mismo tratamiento
enzimatico pero sin coccion.

En este tratamiento donde existe un calentamiento pos-
terior a la maceracion, existe una pre-gelatinizacion, donde
el orden molecular dentro de los granulos es destruido
gradual e irreversiblemente y absorben mayor cantidad de
agua que en los otros tratamientos donde no hay coccidon
posterior. Colonna y col., 1987 [12] reportaron que en
almidones pre-gelatinizados donde no se aplica ninguna
fuerza de corte a los granulos hinchados, ocurre apenas
una lixiviacion parcial de la amilosa, los componentes del
almidon se degradan levemente y probablemente siguen
enlazados dentro de una matriz continua. Asi, estos pro-
ductos presentan una alta accesibilidad al agua.

En la pre-gelatinizacion se ocasiona cambios marcados
en las estructuras, los cuales se manifestaron como la
pérdida de la integridad granular, debido a que los compo-
nentes del almidon pueden haberse degradado dando como
resultado un aumento en la absorcion de agua. Podemos
concluir que los mayores valores de Q para la maceracion
enzimatica son por un tiempo de 1 hora seguida de una
coccion. En trabajos anteriores se reportd que la capacidad
de absorcion de agua del puré de mandioca obtenido de
manera mecanica por un proceso tecnolégico en planta
piloto por la Cooperativa Agricola e Industrial San Alber-
to, Ltda., ubicada en Puerto Rico, Misiones, Argentina,
absorbe mayor cantidad de agua en el equilibrio, que el
puré de mandioca obtenido enzimaticamente, dentro de los
parametros estudiados. Este valor de Q es de 7,64 g agua/g
de puré seco [3], mientras que en el presente trabajo se
reportan valores del orden de 5,23 g agua/g de macerado
de mandioca seco.

conclusiones

Se logrd un buen ajuste de los datos experimentales
a los dos modelos evaluados (Exponencial y de Pilosof).

El analisis de varianza mostré que hubo diferencia
significativa en los valores de absorcion de agua entre las
muestras de mandioca sometidas a los distintos tratamien-
tos de maceracion.

El valor de C_ (concentracion de agua en el equilibrio)
obtenido por regresion no lineal de los parametros del mo-
delo Exponencial, mostraron que a tiempos de maceracion
de 1 h y utilizando un EE sin diluir, se obtuvo el mayor
valor, observandose un menor dafio celular respecto a los
tratamientos efectuados a mayores tiempos. Al aumentar
el tiempo del tratamiento enzimatico, la constante de
velocidad de absorcion de agua (K) fue mayor, pero la
cantidad de agua en el equilibrio menor (C ). En base a
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los resultados obtenidos se pudo concluir que el mejor
tratamiento enzimatico aplicado a los tejidos de mandioca
fue utilizando un EE sin diluir, durante un tiempo de 1 h.Al
realizar comparaciones entre las experiencias de macerados
con coccion y sin cocciodn, se concluyd que al haber un
calentamiento posterior, el almiddn existente en la raiz,
sufre una pre-gelatinizacion y esto da como resultado una
mayor absorcion de agua.
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