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ABSTRACT

Banana (Musa cavendish) is a fruit that takes place in Ecuador and a part of its production is being rejected. For this
reason this project is focused on the usage of this resource in order to obtain glucose syrup from its starch by an
enzymatic pathway. Previous to hydrolysis the substrate needs to be prepared using a process of washing and drying
of banana fruits. Hydrolysis was made in two stages. For the first hydrolysis a-amylase from Bacillus
amyloliquefaciens was used; which allowed to degrade starch to dextrins. In this stage some tests were made to
calculate the optimal time for the hydrolysis, which was of 2 hours. Also, dextrins obtained were analyzed by gel
permeation chromatography, obtaining dextrins of 9, 10 and 11 glucose units. In the second stage amyloglucosidase
from Aspergillus niger was used. In this stage an experimental design was performed; such design was completely at
random with factorial model of 32, corresponding to the combination of time and amount of enzyme, with two
repetitions. The studied variables were yield and crystallinity. The recommended treatment was of 1,5 milliliters of
enzyme and 14 hours of hydrolysis. Treatment that corresponds to a glucose yield of 90,14%.

*Corresponding author: stalin.santacruz@gmail.com

RESUMEN

El banano (Musa cavendish) es una fruta que se produce en el Ecuador y una parte de su produccién esta siendo
desechada. Por lo que en este trabajo se estudid la utilizacion de este recurso para la conversion de su almidon en
jarabe de glucosa, por medio enzimatico. Previo a la hidrélisis se prepard un sustrato mediante lavado y secado. El
proceso de hidrolisis se realizdo en dos etapas. En la primera se utilizd o-amilasa proveniente de Bacillus
amyloliquefaciens; la cual permitié degradar el almidon hasta dextrinas. En esta etapa se realizaron pruebas para
calcular el tiempo optimo de hidrolisis, el cual fue de 2 horas. También se analizaron las dextrinas obtenidas de la
hidrélisis mediante cromatografia de permeacion en gel, siendo estas de 9, 10 y 11 unidades de glucosa. En la
segunda etapa del proceso se utilizé amiloglucosidasa proveniente de Aspergillus niger. En esta etapa se realizé un
disefio experimental completamente al azar con modelo factorial de 32 correspondiente a la combinacion de tiempo y
cantidad de enzima, con dos repeticiones. Las variables estudiadas fueron rendimiento y cristalinidad. El tratamiento
recomendado fue de 1,5 ml de enzima y 14 horas de hidrélisis. Tratamiento que corresponde a un rendimiento de
glucosa del 90,14%.

INTRODUCCION

El banano es una fruta originaria de Asia la cual actualmente tiene gran capacidad de produccion en paises Sur y
Centro Americanos. Los principales paises productores de banano son Ecuador, Costa Rica, Filipinas y Colombia.
Siendo Ecuador un pais lider en las exportaciones de banano en el mundo, logrando un nivel de participacion de
alrededor de 30% frente al total de los paises exportadores y con una exportacion de 425 400 toneladas mensuales.
Lo cual convierte al banano en fuente basica del desarrollo econdmico en el pais (1). El maiz, el trigo y la papa son
las principales fuentes de almidon usadas para propdsitos industriales en el mundo (especialmente para las industrias
de azlicar y alcohol) (2). Siendo el banano un recurso de facil acceso en nuestro pais, el almidon obtenido a partir de
éste lo convierte en una alternativa mas para ser usada en la industria. A pesar de que el banano es usado para la
exportacion, hay una parte de éste que no retne los requisitos minimos para ser empacado y exportado,
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convirtiéndose en fruta de desecho. El banano de desecho con el cual se trabaja en este proyecto, presenta defectos
graves o moderados (cicatrices, dafio por insectos, dedos cortos, dedos deformes, lesiones por procesos, etc.) y se
obtiene del saneamiento en la seleccion de las calidades mercadeables. La mayoria de esta fruta es destinada para el
consumo fresco en los mercados locales y como fuente de materia prima en la industria. El porcentaje de la fruta
desechada por la seleccion depende de operaciones de cultivo, cuidados de la cosecha, condicion ecoldgica
imperante, y exigencias del mercado. Este porcentaje puede variar entre un 5 y 10 por ciento del total de fruta
procesada (Soto, 1992), siendo alrededor de 510 000 toneladas anuales (1). El almidén es un carbohidrato que posee
dos polisacaridos, la amilosa y la amilopectina. El primero se forma de largas cadenas lineales de entre 200 y 2 500
unidades de glucosa y pesos moleculares de hasta un millon. Las cadenas lineales se forman de enlaces a-(1,4). Por
su parte la amilopectina contiene ramificaciones, con la forma molecular similar a un arbol cuyas ramas se unen por
enlaces a-(1,6) localizados cada 15-25 unidades lineales de glucosa. El peso molecular de la amilopectina es muy
alto ya que algunas fracciones llegan a alcanzar hasta 200 millones de daltones. Generalmente los almidones tienen
entre 17-27% de amilosa (3). Los jarabes de glucosa son producto de la hidrolisis del almidén y todos estos son
mezclas de polimeros de D-glucosa. Los jarabes de glucosa se usan de acuerdo a sus diversas concentraciones en
varias industrias tales como: panaderia, confiteria, procesado de frutas, alimentos compuestos, bebidas alcohdlicas,
miscelaneos, bebidas frias, etc. (2). Las reacciones para obtener jarabe de glucosa a partir del almidon pueden ser:
Hidrolisis acida o hidrolisis enzimatica. La hidrolisis enzimatica en los ultimos afios ha desplazado a la hidrodlisis
acida, debido a que se dispone de nuevas enzimas. La mayor parte de procesos que realizan hidrolisis de almidon
usan proceso enzimatico. Esto se debe a las ventajas que ofrece el mismo, como lo es el control de la formacion de
productos no deseables. Entre las enzimas que se usan para la hidrolisis del almidén se tienen la a-amilasa (o 1,4-D-
Glucano-hidrolasa) que hidroliza los enlaces glucosidicos a-1,4 de los polisacaridos que poseen 3 o mas unidades de
D-glucosa. El ataque se hace en forma no selectiva tipo endégeno sobre varios puntos de la cadena simultaneamente,
generando polimeros de 3 o mas unidades de glucosa (3). La amiloglucosidasa es una exohidrolasa (ataca la tltima
union glucosidica del extremo no reductor) también conocida como glucoamilasa, que hidroliza los enlaces
glucosidicos a-1,4 y a-1,6 de la amilosa y la amilopectina (4). En el Ecuador, segun datos del Banco Central (5) no
existe una produccion nacional capaz de satisfacer la demanda requerida de glucosa, forzandose a importar ésta de
diversas partes del mundo. En consecuencia la investigacion de nuevos recursos para la extraccion de derivados del
almidén, como lo es el jarabe de glucosa, es una necesidad prioritaria. Por las razones antes expuestas el presente
trabajo tiene como objetivo la utilizacion de los excedentes de exportacion del banano (Musa cavendish) para la
obtencion de un producto de valor agregado como es el jarabe de glucosa.

SECCION EXPERIMENTAL
MATERIALES
El banano utilizado fue de la variedad Musa cavendish fue comprado en el sector Tumbaco de la ciudad de Quito. El

estado de maduracion de este fue verde, en escala de 1 y 2 de acuerdo a Soto (6).
Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico.

METODOS
Seleccion del banano

Con el objeto de conocer el estado de maduracion optimo del banano a utilizar se realiz6 una prueba de
almacenamiento a 38°C por 13 dias durante los cuales se midieron los grados Brix de la fruta.

Andlisis proximal

Analisis de proteina por el método Kjeldahl (7), Determinaciéon de humedad (7), Determinacion de ceniza (7),
Determinacion de grasa (7), Determinacion de carbohidratos por diferencia.

Preparacion del sustrato

El banano se pelo manualmente y se coloco en agua potable en proporcion (1:1) con acido citrico al 0,3%, para

luego proceder a desintegrarlo con una licuadora industrial a velocidad maxima. Al banano desintegrado se mezclo
con agua potable en proporcion (1:1) reposando hasta que los solidos insolubles sedimentaran, eliminandose el
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sobrenadante. Se realizaron alrededor de 6 lavados con agua potable, dejando reposar de 9 a 15 horas entre lavado y
lavado. Luego de los procesos de lavado, el material sedimentado fue centrifugado por 10 minutos a 1 000 x g
(centrifuga de piso GP8, Centra). El sedimento de la centrifuga se llevd a un secador de bandejas a 45°C por
alrededor de 48 horas. El sustrato ya seco fue molido en un molino (4E Grinding mill) y almacenado en bolsas
plasticas para posteriores analisis.

Solubilizacion del almidon

Previo a la hidrélisis, una solucion de sustrato en agua al 5% se calentd hasta llegar a una temperatura de 8§2°C con
agitacion constante. Posteriormente se someti6 a calentamiento en autoclave por 5 minutos, con el fin de alcanzar
una mayor solubilizacion del almidén, y por ende facilitar la accion de las enzimas (3).

Hidrolisis de almidon

El proceso de hidrodlisis se basoé en Schenck y Hebeda (2). Para la primera parte de este proceso se reguld el pH de
500 ml de la solucién de sustrato al 5% hasta alcanzar el valor de 5,5, luego de lo cual se llevo la suspension a 82°C
con agitacion constante. Una vez alcanzada esa temperatura, se sometio a calentamiento adicional con un autoclave
por 5 minutos. Luego de ello la solucion se llevo a una temperatura de 85°C, adicionandose 11 pl de a-amilasa
(Bacillus amyloliquefaciens, 250 U/g, Sigma) y manteniendo con agitacion a dicha temperatura por un tiempo de dos
horas. El producto de la primera hidrélisis fue centrifugado por 15 minutos a 1 000 x g (centrifuga de piso GPS,
Centra) recolectandose el sobrenadante. A este se le ajusto el pH a 4,4 con HCI 0,5N previo al calentamiento hasta
60°C. Seguidamente se agregd 1mL de amiloglucosidasa (Aspergillus niger, 300 U/ml, Sigma) y se dejo incubar con
agitacion constante durante 14 horas. La solucion obtenida se concentré mediante evaporacion hasta llegar a una
concentracion de 50°Brix.

Cuantificacion de almidon

La cuantificacion de almidon en el sustrato se la realizé de acuerdo a Goii y col. (8). Se pesaron 50 mg de sustrato
en tubos de capacidad de 10ml. Se afiadieron 3ml de agua destilada y 3ml de KOH 4M. Posteriormente la solucion
se mezclo y agitd vigorosamente a temperatura ambiente durante 30 minutos. Transcurrido ese tiempo se afiadieron
aproximadamente 5,5 ml de HC1 2M y 3ml de tampoén acetato sodico 0,4M, ajustandose el pH a 4,75. A la solucion
obtenida se le adicionaron 60 ul de amiloglucosidasa y se incubd a 60°C por 45minutos en bafio maria con agitacion.
Luego de la incubacion se centrifugd por 15 minutos a 1 000 x g. El precipitado se lavo con 10 ml de agua destilada
y se repitid la centrifugacion por dos ocasiones. Los sobrenadantes recogidos se aforaron a un volumen de 100 ml.
Para la determinacion de glucosa en la solucion obtenida se realizd6 una curva patréon mediante el empleo de
estandares obtenidos a partir de la mezcla de solucion de glucosa, glucosa oxidasa-peroxidasa (GOD) y agua
destilada. Se midi6 la absorbancia a 500 nm y con este dato se procedié a usar la Ecuacion 1 para la determinacion
de almidon en el sustrato.

ghicosa (ﬁ-}x Volumen x Mhuclén x 100 0.9

HoAlnatdbn tetal-—— i B de resTe Feve (TR

Ecuacion 1. Determinacion de porcentaje de almidon total

Indice de absorcion de iodo

Durante la hidrélisis con a-amilasa se tomaron muestras cada 30 minutos para determinar el progreso de la misma.
Para determinar la presencia de almidon durante la hidrélisis se procedié de acuerdo a Zossi y col. (9). De cada una
de las muestras tomadas cada 30 minutos se tomo 1 ml, al cual se le agregé 1ml de solucion de iodo (6 g KI+5 g1,
por cada 100 ml agua destilada) y 1ml de agua destilada. A la solucion resultante se le midio su absorbancia a 635
nm.

Andlisis de cromatografia de permeacion en gel
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La determinacion del peso molecular se realizé de acuerdo a Biliaderis y col. (10). Se empled una columna de 1,17
m de largo y 1 cm de didmetro empacada con Sepharosa CL-6B (Sigma). La fase movil fue KOH 0,25M con un
flujo de 21 ml/h. Se inyectaron Sml de muestra al 1,25% (p/v) y se recogieron alicuotas cada 15 minutos durante 8
horas. La determinacion de carbohidratos en las fracciones se realizo de acuerdo al método de Fenol-Acido Sulfurico
de Dubois (11). El grado de polimerizacion de las dextrinas presentes en las fracciones colectadas se determiné
mediante el uso de estandares de maltosa y maltoheptaosa.

Disernio Experimental

El disefio experimental empleado para la hidrolisis con amiloglucosidasa fue completamente al azar con modelo
factorial de 32 correspondiente a la combinacion de dos factores (tiempo y cantidad de enzima) con tres niveles cada
uno y con dos repeticiones. Las variables estudiadas fueron rendimiento y cristalinidad.

Los datos testados fueron analizados mediante analisis de varianza (ANOVA) y las medias testadas mediante la

prueba de Tukey al 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion del banano

Se encontr6 que el estado de madurez del banano debe encontrarse en un grado maximo de 2 (2) para que su
contenido de almidon sea elevado. Esto corresponde a un banano que tiene como maximo 1,2 grados Brix (Tabla 1).

Tabla 1. Determinacion del indice de maduracién mediante los grados Brix de banano

Dias Brix
Dia 1l * 1,2
Dia 2 1,2
Dia 3 1,2
Dia 6 1,2
Dia 7 1,4
Dia 8 1,7
Dia 9 22
Dia 13 7.4

*banano de estado de madurez 2
Andalisis del sustrato y del banano

El sustrato y el banano presentaron variaciones en su composicidon como se muestra en las Tablas 2 y 3
respectivamente. Se puede observar que los valores de ceniza del sustrato son bastante bajos en relacion al banano
que no ha sido sometido a procesos de lavado. En cuanto a la proteina, grasa y carbohidratos existe una variacion
entre sustrato y banano que puede deberse a pérdidas por los lavados en la preparacion del sustrato. En relacion a los
carbohidratos, la disminucion de los mismos en el sustrato puede deberse a pérdidas de azlicares durante el lavado.
Cabe anotar que el contenido de almidon en el sustrato fue de 70,00 g/100g.

Tabla 2. Composicion del banano* (base seca)

Constituyente 9/100g
Grasa 1,92
Cenizas 3,76
Proteina 5
CHO (Diferencia) 89,30

*Humedad de 74 g/100g

Tabla 3. Composicion del sustrato* (base seca)

| Constituyente | g/100g |
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Grasa 0,53
Cenizas 0,30
Proteina 1,39
CHO (Diferencia) 84,07
Almidon 70,00

*Humedad de 13,71 g/100g

Solubilizacion del almidon

Durante el proceso de elaboracién de jarabe de glucosa se emplea un proceso de solubilizacion adicional con
autoclave con el objeto de garantizar una mayor solubilizacion del almidon, haciéndolo susceptible al ataque
enzimatico para la formacion de glucosa (12).

Cuantificacion del Almidon

Siguiendo el procedimiento de Goiii y col. (8) se grafico la curva patrén y por regresion lineal se obtuvo los mg de
glucosa para la muestra de sustrato analizada. Con los mg de glucosa y usando la ecuacion 1 se determino el
porcentaje de almidon en el sustrato. El cual fue del 70%, el cual es muy similar a valores reportados en bibliografia

(13).
Reaccion de hidrolisis con a-amilasa

Los resultados del indice de absorcion de iodo (Figura 1) muestran que la absorbancia de las muestras sometidas a
hidroélisis con a-amilasa permanecen constantes hasta 60 minutos después de haber iniciado la misma, luego de lo
cual la absorbancia desciende hasta llegar a un valor asintético a los 120 minutos de iniciada la reaccion. La menor
absorbancia del producto hidrolizado refleja la menor presencia de almidon debido a que este ha sido degradado
dando como resultado la formacién de dextrinas. El valor asintotico de absorbancia a los 120 minutos indica que es
el tiempo en el cual la mayor parte del almidon habra sido hidrolizado a dextrinas por accion de la a- amilasa.

3 40— _
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2.4 A
2.2 \
2 \
18 \
16 N\
1.4 L\
1.2
1
0.8
0.6
0.4
0.2
0
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0 30 60 90 120 150 180
Tiempo (minutos)

Figura 1. Absorbancia a A =635 nm del complejo almidén-yodo de muestras de banano verde sometidas a hidrdlisis con a-
amilasa

Cromatografia de permeacion en gel

La muestra resultante del tiempo 6ptimo de la hidrolisis con a-amilasa, esto es 120 minutos, fue evaluada mediante
cromatografia de permeacion en gel con el objeto de ver el tamafio de las dextrinas resultantes de la hidrdlisis. La
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Figura 2 muestra 3 picos claramente identificados que eluyeron a los tiempos de 150, 180 y 225 minutos. Estos picos
corresponden a dextrinas de 11, 10 y 9 unidades de glucosa, respectivamente.
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Figura 2. Absorbancia (2= 492 nm) de almidon de banano verde hidrolizado vs tiempo de elucion analizados por cromatografia
de permeacion en gel con Sepharose CL-6B

Reaccion de hidrolisis con amiloglucosidasa

El tiempo de hidrélisis se determind en base a varios autores que recomiendan un tiempo entre 14 y 20 horas. Se
realizaron pruebas usando 1ml de enzima a estos dos tiempos y sus resultados no variaron. Por lo tanto se
examinaron tiempos de hasta 14 horas conjuntamente con la variacion de la cantidad de amiloglucosidasa como se

muestra en la Tabla 5.

Tabla 4. Tiempos y cantidades de enzima empleadas para la hidrélisis de dextrinas a jarabe de glucosa

Tratamientos Tiempo (horas) y Cantidad de enzima amiloglucosidasa (Aspergillus niger,
Sigma)
Tl 2 horas de hidr6lisis + 0,5 ml de enzima
T2 2 horas de hidr6lisis + 1 ml de enzima
T3 2 horas de hidrolisis + 1,5 ml de enzima
T4 8 horas de hidrolisis + 0,5 ml de enzima
TS5 8 horas de hidrolisis + 1 ml de enzima
T6 8 horas de hidrélisis + 1,5 ml de enzima
T7 14 horas de hidrolisis + 0,5 ml de enzima
T8 14 horas de hidrolisis + 1 ml de enzima
T9 14 horas de hidrolisis + 1,5 ml de enzima

La cristalinidad del jarabe de glucosa al 50% se midi6 mediante absorbancia a 520 nm, mientras que la
cuantificacion de glucosa (rendimiento) se evaludé mediante el método de Fehling respecto a azlicares (14).

De acuerdo al analisis de varianza (ANOVA) los resultados para la cristalinidad se muestran en la Tabla 6 donde se
acepto la hipotesis nula para tratamientos y en la que no existe diferencia entre tratamientos. Aunque el tratamiento
que presentd una mayor aceptacion de acuerdo a la Tabla 7 fue el nimero 1, ya que presentd una menor absorbancia
y por lo tanto una menor coloracidn para el jarabe de glucosa

Tabla 5. Resumen del analisis de Varianza de la cristalinidad de los tratamientos

FV SC GL CM Fo Valor F Significancia
Cantidad de enzima (C) 0,0348 2 0,0174 4,4070 4,26 S
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Tiempo (T) 0,0009 2 0,0004 0,1176 4,26 NS
CxT 0,0149 4 0,0037 1 3,63 NS
Tratamientos (t) 0,0507 8 0,0063 1,6040 3,23 NS
Error 0,0356 9 0,0039

Total 0,0863 17

NS = No significativo al 5% de probabilidad por la prueba F.
S = Significativo al 5% de probabilidad por la prueba F.

Tabla 6. Absorbancias (A=520 nm) de jarabe de glucosa en varios tratamientos.

Tratamientos Absorbancia
Tl 2,711
T7 2,748
T4 2,755
T2 2,793
T8 2,796
T6 2,811
T9 2,817
T5 2,84
T3 2,904

En lo que respecta al rendimiento de glucosa, el analisis de varianza (ANOVA) que se muestra en la Tabla 8
establecid que si existia diferencia significativa entre los tratamientos, anulando la hipdtesis nula. Utilizando la
prueba de Tukey al 5% se fijo la diferencia existente entre medias como se muestra en la Tabla 9. No existiendo
diferencia significativa entre los tratamientos 2, 3, 5, 6, 7, 8 y 9 pero si de todos estos con correspondientes al
tratamiento 1. Los tratamientos 2, 3, 5, 6, 8 y 9 difieren estadisticamente del tratamiento 4. Los tratamientos 1 y 4 no
presentan diferencia significativa entre ellos. Analizando estos resultados el tratamiento recomendado seria el T9 con
un rendimiento del 90,14% glucosa respecto al almidon presente en el sustrato.

Tabla 7. Resumen del andlisis de Varianza (ANOVA) del rendimiento de los tratamientos

FV SC GL CM Fo Fc Significancia
Cantidad de enzima (C) 387,5286 2 193,7643 36,7297 4,26 S

Tiempo (T) 207,0342 2 103,5171 19,6226 4,26 S

CxT 26,9895 4 6,7473 1,2790 3,63 NS
Tratamientos (t) 621,5524 8 77,6940 14,7276 3,23 S

Error 47,4786 9 5,2754

Total 669,031 17

NS = No significativo al 5% de probabilidad por la prueba F.
S = Significativo al 5% de probabilidad por la prueba F.

Tabla 8. Rendimientos del jarabe de glucosa y prueba de Tukey (5%) de 9 tratamientos bajo diferentes combinaciones de
ami |Og|UCOSidaS Yy tiempo de hidrolisis. * aMedias seguidas por las mismas letras no difieren entre si al 5% de probabilidad por la prueba de Tukey.

Tratamientos Rendimiento (% promedio)* Tratamientos Rendimiento (% promedio)*
T1 70,705 ¢ T2 83,755a
T4 74,515 c/b T5 84,195 a
T7 82,765 b/a T6 84,775 a
T3 83,345 a T8 88,75 a
T9 90,145 a
CONCLUSIONES

De acuerdo a los datos obtenidos en este trabajo se concluye que la materia prima, banano Musa cavendish, es un
buen recurso para la obtencion de jarabe de glucosa con rendimientos del proceso de 90,14% respecto al almidon
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presente en el banano. Con el objeto de mejorar la calidad del jarabe obtenido se deberia emplear un proceso de
decoloracion con carbon activado u otro.
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