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1. Resumen

En la actualidad se requiere de un buen manejo de los recursos naturales, en esto se
incluye el aprovechamiento de desechos agricolas para la obtencion o elaboracion de
productos para la utilizacion de este material y beneficiarnos para evitar mayor
contaminacion. Esta forma de reciclaje puede presentar beneficios sociales y ambientales

tanto para nuestro pais como para el mundo.

El banano de sobreproduccién o de desecho es un material que no cumple con los
requerimientos para su exportacion, en Guatemala la produccion de banano se ha
incrementado y es una de las fuentes importantes de ingresos por exportacion para el pais,
por lo que sus desechos tienden a tener gran impacto ambiental por la cantidad descartada y
esto hace necesario encontrar alternativas para su utilizaciéon y poder aprovechar este

recurso en vez de tirarlo a la basura.

En este trabajo se realizd una extraccion de almidon del banano de sobreproduccion
(verde) y posteriormente se sintetizé glucosa por medio de hidrélisis enzimatica utilizando
la enzima alfa-amilasa en una solucion buffer de fosfatos, a una temperatura de 40°C por 8
horas, luego de la hidrélisis se inactivd a la enzima a 80°C por 5 minutos. La glucosa
resultante se encontraba en solucion por lo que se le realizaron las respectivas pruebas de la
USP XXXII para glucosa liquida, también se le realizaron las pruebas de caracteristicas

fisicas a la glucosa liquida segtin la Farmacopea Espaiola.

La glucosa obtenida tuvo un porcentaje de rendimiento de las muestras que presentaron
un promedio de 33.4811% para las 5 muestras evaluadas, y en las pruebas de la farmacopea
no cumplieron en los residuos de ignicidn, acidez y agua por lo que no es adecuada para su

uso en la elaboracion de productos farmacéuticos.



2. Introduccién

El banano es uno de los alimentos de primera necesidad mds importantes en las zonas
tropicales y su produccion para la venta en mercados locales es, junto con la produccion
lechera y la horticultura, una de las pocas actividades que proporciona a las unidades

familiares ingresos regulares durante todo el afio (Arias, et al., 2004).

El banano en Guatemala, Honduras y Panama contribuye de forma fundamental a las
economias de estos paises y es una importante fuente de ingresos de exportacion y de
empleo. El banano en Guatemala es la tercera fuente en importancia de ingresos

procedentes de la exportacion agricola, después del café y el azlicar (Arias, et al., 2004).

Para el consumo diario principalmente se utiliza el banano maduro (de color amarillo),
para exportar generalmente se utiliza el banano en estado inmaduro (de color verde),
cuando en las empacadoras no se llenan los requisitos de exportacion, el banano se queda
para consumo local, este es llamado “banano de rechazo” o “banano de sobreproduccion”,

y por lo general se encuentra en un estado inmaduro.

En el banano inmaduro o verde, se encuentra una mayor concentracion de almidon, que
en el banano maduro, por ello en esa etapa se da el momento 6ptimo para la extraccion de
almidén. Con este almidon disponible se puede obtener glucosa por medio de hidrdlisis
enzimatica. La cual puede ser utilizada a nivel industrial, en la fabricacion de productos

farmacéuticos.

En el trabajo presentado a continuacion, se considerd importante establecer si podria
tener una mayor utilidad el almidon de banano verde por lo que se le realizé una sintesis de
glucosa, con la finalidad de poder evaluar la glucosa segun los ensayos descritos en la
Farmacopea USP XXXII, para verificar si se puede utilizar para hacer preparados

farmacéuticos.



3. Antecedentes

Las plantaciones de banano, ocupan un lugar importante en la historia de Guatemala,
especialmente por el establecimiento de la United Fruit Company, compafiia transnacional
norteamericana que ocupaba para su produccidon grandes extensiones de tierra, ejercidé un
poder econdmico y politico muy grande en el pais y a lo largo de Centroamérica hasta

Colombia (Nuiiez, 2003).

El banano en Guatemala, Honduras y Panama contribuye de forma fundamental a las
economias de estos paises y es una importante fuente de ingresos de exportacion y de
empleo. No obstante, la produccion global en estos paises se mantuvo relativamente
estancada en los ultimos 15 afios (1985-2000) debido a la influencia perjudicial de
fenomenos relacionados con la climatologia, desacuerdos industriales, enfermedades de los

cultivos, el aumento de los costos de produccion y la depresion de los precios del banano

(Arias, et al., 2004).

Las plantaciones de banano se ubican en la costa atlantica y son visitadas por pasajeros
que arriban en cruceros a Puerto Santo Tomés de Castilla, ademas de otras plantaciones que

se encuentran en la costa sur del pais (ASOPTUR).

Grafica No. 1 Guatemala, Honduras y Panama: produccion de banano 1980-2002
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Gréfica No. 2 Guatemala: superficie plantada de banano y productividad 1985-2000
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Cuadro No. 1 Guatemala, Honduras y Panama: exportaciones segun destino

(toneladas y porcentaje)

1988-1990 | (%) 1998-2000 | (%)
Estados Unidos 1 032 985 48 1102 846 58
Canada 53 509 2 39319 2
Unién Europea 833 485 39 615713 33
Otros Europa occidental 75 184 4 20 607 1
Europa oriental 1 949 0 4 065 0
Ex URSS 1 564 0 13 050 0
América del Sur 108 614 5 110018 6
Oriente Medio 37222 1 16 609 0
Total 2144 513 1 922 226

Fuente: FAO

El banano en Guatemala es la tercera fuente en importancia de ingresos procedentes de
la exportacion agricola, después del café y el azlicar. Las exportaciones de banano se han

incrementado de forma constante a un ritmo del 5,4 por ciento anual desde los afos sesenta,



pero la mayor parte del aumento se produjo en los noventa. Las perspectivas de expansion
futura de la produccion y las exportaciones de banano son confusas. Los obstaculos mas
importantes para el aumento de la produccion y las exportaciones son el transporte y la
infraestructura de las comunicaciones, que no esta previsto mejorar en este decenio debido

al bajo rendimiento de la economia (Arias, et al., 2004).

Grafica No. 3 Guatemala: exportaciones de banano 1980-2000
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3.1 Composicion quimica y valor nutricional del banano

La composicion quimica del banano varia con el tipo de cultivar y el estado de
madurez. Uno de los principales carbohidratos que constituye el banano verde es el
almidon; sin embargo cuando la fruta madura y se vuelve amarilla, el almidon se
hidroliza y forma sacarosa, razén por la cual el banano maduro es mas dulce. En el
banano, los granulos de almidén se encuentran en el interior de las células que
constituyen la pulpa, las cuales se ubican principalmente en la parte central y a todo
lo largo del fruto. Estas células se unen con otras por medio de sustancias pécticas,

polimeros que las rodean proporcionandoles rigidez y textura; por consiguiente, los



granulos de almidon se encuentran rodeados o atrapados por estos polimeros, lo cual
dificulta su extraccion (Bonilla, et al., 2001).

El banano estd compuesto por una gran cantidad de nutrimentos; contiene una
pequena cantidad de aceite, el cual no sufre cambio alguno durante la maduracion.
Es una fuente de calcio y hierro, ademds de ser rico en potasio, sodio, magnesio y

fosforo (Cuadro 2). Inclusive la cascara es una fuente potencial de pectina (ANON,

2002).

Cuadro No. 2 Composicion quimica de la pulpa de banano verde en base fresca

Nutriente en 100 g de pulpa Cantidad
Energia (Calorias) 110.00
Humedad (g) 69.00
Proteina (g) 1.40
Grasa (g) 0.20
Carbohidratos totales (g) 28.70
Fibra (g) 0.70
Ceniza (g) 0.90
Ca (mg) 8.00
P (mg) 17.00
Fe (mg) 0.80
Vitamina A (mcg) 45.00

Fuente: INCAP (1996), adaptado por el autor.

3.2 Almidon

El almidén es el segundo carbohidrato mas abundante en la naturaleza,
solamente superado por la celulosa. Se puede encontrar en hojas verdes, tallos,
semillas o frutos. Las caracteristicas fisicas, quimicas, funcionales y nutricionales
del almidon lo diferencian del resto de los carbohidratos. Se considera la reserva de
alimento predominante en plantas y provee del 70 al 80% de las calorias
consumidas por los humanos a nivel mundial; ademds se considera entre los
carbohidratos mas digeribles (Whistler y BeMiller, 1997). El hombre ha encontrado
muchas aplicaciones para el almidon, extendiendo su disefio original como fuente

de energia (Aranal, 1999).



El almidon es una mezcla de dos sustancias: amilosa, un polisacarido
esencialmente lineal, y amilopectina, un polisacdrido con una estructura muy
ramificada. Las dos formas de almidon son polimeros de a-D-Glucosa. Los
almidones naturales contienen 10-20% de amilosa y 80-90% de amilopectina. La
amilosa forma una dispersion coloidal en agua caliente que ayuda a espesar caldos o

salsas, mientras que la amilopectina es completamente insoluble (Primo, 1996).

Las moléculas de amilosa consisten tipicamente de 200 a 20,000 unidades de
glucosa que se despliegan en forma de hélix como consecuencia de los dngulos en

los enlaces entre las moléculas de glucosa (Primo, 1996).
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Figura No. I Amilosa

La amilopectina se distingue de la amilosa por ser muy ramificada. Cadenas
laterales cortas conteniendo aproximadamente 30 unidades de glucosa se unen con
enlaces al—6 cada veinte o treinta unidades de glucosa a lo largo de las cadenas
principales. Las moléculas de amilopectina pueden contener hasta dos millones de

unidades de glucosa (Primo, 1996).

Dentro de los posibles del almidon hidrolizado enzimaticamente para producir
glucosa se encuentran: Pueden obtener jarabes de diferente composicion y
propiedades fisicas. Los jarabes se utilizan en una variedad de alimentos tales como
gaseosas, dulces, productos horneados, helados, salsas, alimentos para bebés, frutas

enlatadas, conservas, etc. (Carrera, 2002).
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Figura No. 2 Amilopectina

3.3 Glucosa

La glucosa es un monosacérido con formula molecular C¢H,0¢, la misma que
la fructosa pero con diferente posicion relativa de los grupos -OH y O=. Es una
hexosa, es decir, que contiene 6 atomos de carbono, y es una aldosa, esto es, el
grupo carbonilo estd en el extremo de la molécula (Devlin, 2006).

Todas las frutas naturales tienen cierta cantidad de glucosa (a menudo con
fructosa), que puede ser extraida y concentrada para hacer un azlcar alternativo.
Pero a nivel industrial, tanto la glucosa liquida (jarabe de glucosa) como la dextrosa
(glucosa en polvo) se obtienen a partir de la hidrolisis enzimatica de almidon de
cereales (generalmente trigo o maiz) (Saldarriaga, 1982).

La glucosa, libre o combinada, es el compuesto organico mas abundante de la
naturaleza. Es la fuente primaria de sintesis de energia de las células, mediante sus
oxidacion catabdlica, y es el componente principal de polimeros de importancia
estructural como la celulosa y de polimeros de almacenamiento energético como el

almidon y el glucogeno (Saldarriaga, 1982).

3.4 Polifenol Oxidasa
La polifenol oxidasa (PPO por sus siglas en inglés) es una metaloenzima que
actiia durante el procesamiento y la senescencia de frutas y vegetales, catalizando

dos tipos de reacciones que usan oxigeno molecular como agente oxidante: la orto-



hidroxilacion de monofenoles para producir orto-difenoles y la posterior oxidacion

de orto-difenoles a ortoquinonas (Mayer, 2006).

Estas especies producidas son altamente reactivas e inestables y pueden
reaccionar con grupos amino y tiol de aminoacidos libres y proteinas mediante
mecanismos no enzimaticos, o reaccionar covalentemente con otros compuestos
fenolicos para formar diferentes pigmentos, ocasionando asi el efecto conocido

como pardeamiento enzimatico (Prota, 1988).

La reaccion general sugiere que el enzima cataliza la formacion de quinonas
altamente reactivas que reaccionan con grupos amino o sulfhidrilo de proteinas.
Estas reacciones generan cambios en las caracteristicas fisicas, quimicas y
nutricionales del alimento. Las quinonas también pueden conducir a la
polimerizacion y a reacciones de condensacion entre proteinas y polifenoles,
produciendo como consecuencia pigmentos de color café, proceso que va en

detrimento del perfil nutricional del alimento (Eskin, 1990).

Este fenomeno causa deterioro en las caracteristicas organolépticas de los
productos, disminuye su valor proteico y afecta las propiedades benéficas asociadas
a los compuestos fenolicos, causando grandes pérdidas econdmicas en la industria
de frutas y vegetales. Dado el impacto negativo de ésta reaccion para la industria
alimenticia, los PPO son ampliamente estudiados, sin embargo su funcion en

muchos vegetales no ha sido totalmente resuelta (Lee, Whitaker, 1995).

3.5 Banano de Rechazo o de Sobreproduccién

El banano de exportaciéon se somete a un proceso de control de calidad
intensivo, para que llegue a su destino en el estado de madurez acertado y libre de
manchas, suciedades y cicatrices de maltrato. De acuerdo con la causa de rechazo,
la fruta se clasifica en boleja, rechazo en empacadora y rechazo en puerto (Bello, et

al., 1999).
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Cuando las expectativas de demanda de banano de exportacion no se cumplen
en el tiempo estipulado, el momento de corte de los racimos se supera y no permite
que sean aprovechados para exportaciones futuras. Esta fruta queda disponible en
los campos y es la denominada boleja, la cual se estima entre un 5% y 10% de la

produccion de exportacion anual (Bello, et al., 1999).

En la etapa de seleccidon y empaque, se presentan rechazos en las operaciones de
desgaje y desmane. En la primera se inspeccionan las dimensiones de la fruta, y en
la segunda, las condiciones de la cascara. De este modo, el rechazo de empacadora

resulta de la exigencia de calidad estipulada por las comercializadoras de banano.

En las terminales portuarias, previamente al embarque del banano, se realiza un
ultimo control de calidad, para desechar la fruta que pudo maltratarse en el
transporte desde las plantaciones a la terminal. El rechazo en puerto es minimo

(Bello, et al., 1999).

3.5.1 Aplicacidon del banano de rechazo
Las distintas partes de la planta, tanto del banano verde como del maduro,
tienen diversos usos como alimento para humanos y ganado, asi como en la
industria no alimentaria y como fuente de sustancias con propiedades
medicinales. Las hojas de la planta de banano se usan para tamales, techos,
sombra y fibra; los tallos se usan para alimentacion de ganado y como fibra; y

la cascara de banano para compost y fibra (ANON, 2002).

3.6 Hidrdlisis Enzimatica
Hidrdlisis enzimética se entiende por una hidrélisis que se produce mediante un
grupo de enzimas llamadas hidrolasas. Estas enzimas ejercen un efecto catalitico
hidrolizante, es decir, producen la ruptura de enlaces por agua segin: H-OH + R-R’
— R-H + R’-OH. Se nombran mediante el nombre del sustrato seguido de la palabra

hidrolasa, y cuando la enzima es especifica para separar un grupo en particular, éste
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puede utilizarse como prefijo. En algunos casos este grupo puede ser transferido por
la enzima a otras moléculas y se considera la hidrélisis misma como una

transferencia del grupo al agua (Martonosi, vol 3 y 4).

3.6.1 Hidrolisis Enzimatica de Polisacaridos.

Se necesitan mas de 10 unidades de azlicar y a veces hasta miles de
unidades para formar los polisacéaridos. El almidon es la principal reserva de
energia de las hortalizas de raiz y los cereales. Estd formado por largas
cadenas de glucosa en forma de granulos, cuyo tamano y forma varian segin
el vegetal del que forma parte. Los polisacaridos se pueden clasificar en:

1. Homopolisacéridos: un mismo constituyente en toda la cadena Ej. Almidon,
glucogeno, celulosa, inulina
2. Heteropolisacaridos: Diferentes componentes en la cadena Ej. Heparina,

acido hialurénico, condroitinas (Universidad de Guayaquil).

3.6.2 Alfa Amilasa (Amilasas).

Las amilasas son enzimas dependientes de cloruro, completamente
afuncionales en ausencia de iones de cloruro. Actian a lo largo de cualquier
punto de la cadena de los carbohidratos, descomponiéndolos en dextrina desde
la amilopectina. Dado que puede actuar en cualquier punto de la cadena es mas

rapida que la -amylasa (Anthea, et al., 1993).

e Origen de alfa-amilasa: Fungico (Aspergillus oryzae), bacteriano (B.
stearothermophilus, B. subtilis), de cereales y del pancreas.

e Origen de beta-amilasa: cereales, soya y camote.

La enzima alfa-amilasa se encuentra en poca cantidad en el trigo y abunda
mas en aquel que ha sido parcialmente germinado. La beta-amilasa, por el
contrario, se encuentra en gran cantidad en este cereal.

La alfa-amilasa cataliza la hidrélisis de la cadena lineal (amilosa) y la

ramificada (amilopectina) del almidon, rompiendo enlaces 1,4 interiores
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(endoamilasa) para formar una mezcla de dextrinas; por ello se la conoce como
enzima dextrinogénica (mezcla de amilodextrina, eritrodextrina, acrodextrina y

maltodextrina) con poca produccion de maltosa (Universidad de Chile).

Por su accidn, la alfa-amilasa provee de fragmentos menores que pueden ser
utilizados por la enzima beta-amilasa. La enzima alfa-amilasa requiere de un
activador como, por ¢j., cloruro de sodio. Es sensible a una acidez elevada y se
vuelve inactiva a pH 3,3 o a pH menor a 0°C por 15 min. El pH 6ptimo de
accion estd dentro del rango 5-7, siendo de 6,5 para la alfa-amilasa bacteriana y
pancreatica. La enzima es resistente al calor, pues a 70°C conserva un 70% de

su actividad. Acttia sobre almidones crudos y gelatinizados.

La alfa-amilasa de origen fangico (como es la que se obtiene por
crecimiento del micelio del Aspergillus oryzae en fermentadores de cultivo
sumergido que permiten una agitacion y una aereacion intensas), aunque puede
ser menos potente que la de bacterias o de cereales, se puede obtener con baja
actividad de proteasa (desdobladora del gluten) y de maltasa, conservandose asi

la maltosa, esencial para la fermentacion (Universidad de Chile).

La alfa-amilasa de origen bacteriano es mas estable al calor que la de hongos
y de cereales, de manera que no se inactiva totalmente en el horno panificador.
Por este motivo, su adicion debe ser bastante cuidadosa para evitar una
sobreproducciéon de dextrina residual y con ello una miga gomosa y pegajosa.
Por otra parte, una actividad residual de la alfa-amilasa bacteriana en el pan
tiene la ventaja de suministrarle una mejor conservacion, al restringir durante el
almacenamiento del pan la retrogradacion de su almidén, causante del
envejecimiento. Al sustituir la adicion, de la amilasa por extracto, jarabe o
harina malteados, debe tenerse presente la relativa termo-resistencia de su alfa-
amilana y su considerable actividad proteolitica, cuyas desventajas se han

sefialado anteriormente (Universidad de Chile).
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Acciones: Como es sabido, el almidon esta formado por la fraccion amilosa de
cadena recta de moléculas de glucosa unidas por enlaces glucosidicos alfa-1,4;
en tanto que la fraccion amilopectina, ademas de la cadena recta, presenta

ramificaciones con enlaces glucosidicos 1,6 (Universidad de Chile).

Aplicaciones: El uso de la alfa-amilasa para mejorar el valor panificador de
harinas se basa en el hecho de que un adecuado y mantenido desprendimiento
de anhidrido carbénico depende de la cantidad de maltosa y glucosa
fermentescibles que estén presentes en la masa, y cuya formacién depende, a su
vez, de la accidn sincronizada de la alfa- y la beta-amilasa; en mejor forma que
por adicion de extracto de malta usado también para este objeto. Mientras los
cereales germinados contienen ambas enzimas, muchas harinas de trigo son
deficientes en alfa-amilasa, siendo entonces conveniente su adicion

(Universidad de Chile).

3.6.3 Glucoamilasas

La glucoamilasa es una enzima clasificada como exohidrolasa, debido a que
se adhiere primariamente al enlace alfa(1,4), exclusivamente en las puntas no
reducidas de la glucosa y de los fragmentos provenientes de la hidrélisis por la
alfa-amilasa (Beynumvan, 1985).

En relaciéon con las enzimas industriales la glucoamilasa es relativamente
nueva, por lo que su uso no se ha expandido (Beynumvan, 1985).

Debido a que su especificida y su produccién de glucosa es mas grande
comparada con la hidrdlisis acida, fue rapidamente adoptada la la produccion

de jarabes de glucosa (Beynumvan, 1985).

La glucoamilasa es producida por un gran nimero de hongos y algunas
especies de animales, sin embargo, solo aquellos provenientes de Aspergillus sp

y Rhizopus sp son de importancia comercial.
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La glucoamilasa proveminete de Aspergillus sp (especificamente Aspergillus
niger) es la enzima de eleccion para procesos industriales en los Estados

Unidos Americanos (Beynumvan, 1985).

El hongo Aspergillus niger produce dos importantes isoenzimas de
glucoamilasa, y es comun encontrar ambas en preparaciones comerciales

(Beynumvan, 1985).

3.6.4 Enzimas Desramificantes
Para la hidrolisis de enlaces a(1-6) glucosidicos se utilizan enzimas
desramificantes como la isoamilasa y la polulanasa. La isoamilasa es obtenida
principalmente de Pseudomona sp; la polulanasa se obtiene a partir de
Klebsiella aerogenes; esta ultima usada comercialmente para incrementar el

producto en la manufactura de dextrosa cristalina (Quintana, 1990).

La desramificacion de estas dos enzimas incrementa el porcentaje de glucosa

producido durante la hidrolisis efectuada por la amiloglucosidasa.

La accidon combinada de una o-amilasa y una (a(1-6)-glucosidasa) puede,
por lo tanto, degradar completamente la amilopectina a glucosa y maltosa (Gil,

1992).
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4. Justificacion

Debido a que el banano de sobreproduccion o de rechazo, es un material que muchas
industrias descartan, o que se utiliza para la alimentacion de animales, se le puede dar un
uso mas adecuado, por su alto contenido en almidon. Es aprovechable para la extraccion
del almidon ya que en la fase inmadura del banano se encuentra en mayor concentracion,

puesto que el banano de rechazo se encuentra en esta fase de inmadurez.

Durante décadas, Guatemala ha tenido la superficie plantada mas estable de todos los
paises exportadores de banano de América Latina. La superficie plantada durante las
ultimas cuatro décadas se han mantenido casi constante en 20, 000 hectareas y la

productividad de las tierras ha aumentado marginalmente (Arias, et al., 2004).

La sintesis de glucosa a partir del almidon de banano de sobreproduccion puede ser una
fuente de materia prima en la elaboracién de medicamentos, ya sea como principio activo,

preservante o vehiculo, segun el estado en el cual se encuentra (liquido o s6lido).

La extraccion de almidén de esta fruta inmadura es muy viable debido a que tiene un
bajo costo y es sencilla, por lo que la glucosa sintetizada también tendria un costo menor, y
si llega a cumplir con los estdndares establecidos segun los ensayos descritos en la
Farmacopea USP XXXII, seria una materia prima de bajo costo y de buena calidad, lo que
seria muy factible para su uso en las industrias en la elaboracion de medicamentos y
alimentos que utilicen glucosa dentro de los ingredientes, ya que esta farmacopea no
presenta especificaciones de caracteristicas fisicas de glucosa liquida se hace necesario el
uso de la Farmacopea Espafiola Tercera Edicion que si cuenta con esta informacion para

hacer una evaluacion mas completa de la glucosa obtenida.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo General
5.1.1  Extraer la glucosa, a partir de banano de sobreproduccion, para su evaluacion
segun los ensayos de la Farmacopea USP XXXII, y verificar si se puede utilizar como

materia prima en la fabricaciéon de medicamentos.

5.2 Objetivos Especificos
5.2.1 Extraer el almidén de banano de sobreproduccién a nivel de laboratorio y

evaluar su rendimiento en la extraccion de glucosa.

5.2.2 Determinar las caracteristicas fisicas de la glucosa extraida, a partir del almidon

de banano de sobreproduccion.

5.2.3 Evaluar las caracteristicas quimicas segin los ensayos establecidos en la

Farmacopea USP XXXII.

5.2.4  Evaluar las caracteristicas fisicas de la glucosa liquida segun los parametros

establecidos en la Farmacopea Espafiola Tercera Edicion.
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6. Hipotesis

La glucosa obtenida a partir de la sintesis del almidén de banano de sobreproduccion,
cumple con los ensayos descritos en la Farmacopea USP XXXII y las pruebas de
caracteristicas fisicas de la Farmacopea Espafiola Tercera Edicion, por lo que se puede

utilizar como materia prima en la fabricacion o elaboracion de medicamentos.



7. Materiales y Métodos

7.1. Universo

Banano de desecho a de la Finca Santo Tomas, Puerto Barrios, Izabal

7.1.1 Muestra

18

3 Kilogramos de bananos de rechazo de la Finca Santo Tomas, Puerto Barrios,

Izabal.

7.2 Materiales
7.2.1 Equipo

Centrifugadora.

Estufa

Campana de Extraccion
Horno

Mufla

Balanza semi analitica

7.2.2 Reactivos

Bisulfito de Sodio

Buffer de fosfatos de sodio 0.2 M
Buffer de fosfatos de sodio 0.1 M
Acido clorhidrico 0.5 N, 6.0 N
Enzima Amiloglucosidasa.
Tartrato Cuprico alcalino SR
Fenolftaleina SR

Hidréxido de Sodio 0.10 N, 4.0 N
Almidén SR

Yodo 0.10 N

Cloruro cobaltoso



e Sulfato cuproso

e Hidréxido de sodio

e Acido Nitrico

e Acido clorhidrico

e Solucién Estandar de Arsénico
e Cloruro estafoso

¢ Dictililditiocarbamanto
e Tioacetamida SR

e Acido citrico

e Acido acético 1.0N

e Nitrato de plata

e Cloruro de Bario

e Hidroxido de Amonio 6.0 N

7.2.3 Cristaleria e Instrumentos
e 5 Beakers de 1000 ml
e Papel pH
e 2 Varillas de Agitacion
e 15 Tubos de ensayo
e 4 Probeta de 25 ml
e 4 Erlenmeyer
e 5 Beaker de 250 ml
e Papel filtro
e 2 Vidrios de Reloj

e Pinzas
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7.3 Método

7.3.1 Extraccion de Almidon de Banano
1 kg de banano (de rechazo), se licuan con buffer de fosfato de sodio al 0.2
M, tween 20 al 3% y Polivinilpirrolidina (PVP) al 6% por 5 minutos, luego se
pasa por los diferentes mesh en el motor universal, posteriormente se elimina el
sobrenadante y se filtra con una manta, y la solucion resultante se diluye en
agua destilada, en la cual queda el almiddon, posteriormente se le realizan
lavados con agua destilada para eliminar los restos del buffer para eliminar la

enzima PPO.

7.3.2 Sintesis de Glucosa a partir de AlImidén de Banano

Hidrdlisis enzimatica: Utilizar solucion de amilasa al 1% que se prepara de

la siguiente forma: Macerar 0.1g de alfa-amilasa en 10 ml de buffer de fosfatos
de sodio y cloruro de sodio a pH de 6.8.

Solucién de amilasa diluida. Diluir la solucion de amilasa para una dilucion
1:25.

Solucion de almidon al 1.5%. 1.5g de almidon calentar 40ml de Buffer de
fosfato de sodio y cloruro de sodio a pH de 6.8. Calentar a ebullicién pro 1 min
y después enfrialo a temperatura ambiente (25°C).

A la solucion de almidon al 1.5% hidrolizar con la solucion de amilasa
diluida a 40°C por 8 horas. Luego calentar la solucion a 80°C, por 5 minutos

para inactivar a la enzima alfa amilasa. Filtrar la solucion resultante.

7.3.3 Pruebas para la Glucosa segun USP XXXII
Glucosa Liquida
6.3.3.1 Identificacion—Agregar algunas gotas de una solucion (1 en 20) a 5
mL de tartrato clprico alcalino SR caliente: se forma un copioso precipitado

ojo de 6xido cuproso (diferenciacion de la sacarosa).
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7.3.3.2 Acidez—A una solucion de 5.0 g en 15 mL de agua, agregar 5 gotas de
fenolftaleina SR: no se requieren mas de 0.60 mL de hidréxido de sodio 0,10N

para producir un color rosado.

7.3.3.3 Agua, Método h<921>la: no mas de 21.0%, determinado en una
muestra de 100 mg.

M¢étodo de agua <921> la. Reactivo—Preparar el Reactivo de Karl Fischer
como se indica a continuacion: Agregar 125 g de yodo a una solucidon que
contenga 670 mL de metanol y 170 mL de piridina y enfriar. Colocar 100 mL
de piridina en una probeta graduada de 250 mL y, manteniendo la piridina fria
en un bafio de hielo, introducir didxido de azufre seco hasta alcanzar un
volumen de 200 mL. Agregar lentamente esta solucion, agitando, a la mezcla de
yodo enfriada. Agitar para disolver el yodo, transferir la solucion al aparato y
dejar en reposo la solucion durante la noche antes de estandarizar. Un mL de
esta solucion recién preparada equivale aproximadamente a 5 mg de agua.
Preparacion de Prueba—A menos que se especifique algo diferente en la
monografia individual, utilizar una cantidad pesada o medida con exactitud de
la muestra que se estd analizando con un contenido de agua estimado de 10 a
250 mg.

Procedimiento—A menos que se especifique algo diferente, transferir de 35 a
40 mL de metanol o de otro disolvente adecuado al vaso de volumetria y
valorar con el Reactivo hasta el punto final electrométrico o visual para
consumir la humedad que pudiera estar presente. (No tener en cuenta este
volumen consumido, ya que no se utiliza en los célculos). Agregar rapidamente
la Preparacion de Prueba, mezclar y volver a valorar volumétricamente con el
Reactivo hasta el punto final electrométrico o visual. Calcular el contenido de
agua de la muestra tomada, en mg, por la formula: SF, en donde S es el
volumen, en mL, del Reactivo consumido en la segunda volumetria; y F es el

factor de equivalencia de agua del Reactivo.
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7.3.3.4 Residuo de incineracion h<281>I: no mas de 0.5%.

7.3.3.5

7.3.3.6

e M¢étodo <281>I Procedimiento—Incinerar un crisol adecuado (por ejemplo
de silice, platino, cuarzo o porcelana) a 600+508 durante 30 minutos, enfriar el
crisol en un desecador (gel de silice u otro desecante adecuado) y pesarlo con
exactitud. Pesar con exactitud 1 a 2 g de la sustancia o la cantidad que se
especifica en la monografia individual, en el crisol.

Humedecer la muestra con una pequeia cantidad (generalmente 1 mL) de acido
sulfurico y luego calentar suavemente a una temperatura tan baja como sea
posible hasta que la sustancia se carbonice totalmente. Enfriar; y luego, a
menos que se indique algo diferente en la monografia individual, humedecer el
residuo con una pequefia cantidad (generalmente 1 mL) de acido sulfurico;
calentar suavemente hasta que no se generen humos blancos e incinerar a
600+508 , a menos que se especifique otra temperatura en la monografia
individual, hasta que el residuo este completamente incinerado. Asegurarse,
durante todo el procedimiento, de que no se produzcan llamas en ningun
momento. Enfriar el crisol en un desecador (gel de silice u otro desecante

adecuado), pesar con exactitud y calcular el porcentaje del residuo.

Sulfito—Disolver 5 g en 50 mL de agua, agregar 0.2 mL de yodo 0.1 N; luego

agregar 0.5 mL de almidon SR: se produce un color azul.

Metales pesados h<231>—Mezclar 2.0 g con agua para obtener 25 mL: el
limite es 0.001%.

e Método <231>I: Solucion Amortiguadora de Acetato de pH 3.5—Disolver
25.0 g de acetato de amonio en 25 mL de agua y agregar 38.0 mL de acido
clorhidrico 6N. Ajustar, si fuera necesario, con hidréxido de amonio 6N o 4cido
clorhidrico 6N hasta un pH de 3.5; diluir con agua hasta 100 mL y mezclar.

e Preparacion Estdndar—Pipetear 2 mL de la Solucion Estandar de Plomo
(20 mg de Pb), transferir a un tubo de comparacion de color de 50 mL y diluir
con agua hasta 25 mL. Usando un medidor de pH o un papel indicador de pH

de intervalo corto como indicador externo, ajustar con acido acético 1IN o
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hidréxido de amonio 6N hasta un pH entre 3.0 y 4.0; diluir con agua hasta 40
mL y mezclar.

e Preparacion de Prueba—En un tubo de comparacion de color de 50 mL,
colocar 25 mL de la soluciéon preparada para la prueba seglin se indica en la
monografia individual; o usando el volumen de acido indicado, cuando se
especifica en la monografia individual, disolver y diluir con agua hasta 25 mL
la cantidad, en gramos, de la sustancia a analizar, segin se calcula, por la
férmula: 2.0/(1000L).

En donde L es el limite de Metales pesados, expresado como porcentaje.
Usando un medidor de pH o un papel indicador de pH de intervalo corto como
indicador externo, ajustar con acido acético 1N o hidroxido de amonio 6N hasta
un pH entre 3.0 y 4.0, diluir con agua hasta 40 mL y mezclar.

e Preparacion Control—En un tercer tubo de comparacion de color de 50 mL,
colocar 25 mL de una solucién preparada segun se indica en la Preparacion de
Prueba y agregar 2.0 mL de la Solucion Estandar de Plomo. Usando un medidor
de pH o un papel indicador de pH de intervalo corto como indicador externo,
ajustar con acido acético 1N o hidréxido de amonio 6N hasta un pH entre 3.0 y
4.0; diluir con agua hasta 40 mL y mezclar.

e Procedimiento—A cada uno de los tres tubos que contengan la Preparacion
Estandar, la Preparacion de Prueba, y la Preparacion Control, agregar 2 mL de

la Solucion Amortiguadora de Acetato de pH 3.5; luego agregar 1.2 mL de

tioacetamida—glicerina basica SR, diluir con agua hasta 50 mL, mezclar, dejar

en reposo durante 2 minutos y observar hacia abajo sobre una superficie blanca:
el color de la solucion de la Preparacion de Prueba no es mas oscuro que el de
la solucion de la Preparacion Estandar y el color de la solucion de la
Preparacion Control es igual o mas oscuro que el color de la solucion de la

Preparacion Estandar.

7.3.3.7 Almidon—Disolver 5 g en 50 mL de agua, mantener la solucion en ebullicion
durante 1 minuto, enfriar y agregar 0.2 mL de yodo 0.1 N: no se produce color

azul. (USP 32,2007)
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7.3.4 Caracteristicas Fisicas de la Glucosa Liquida.
Liquido viscoso, limpido, incoloro a pardo, miscible con agua. Puede
solidificarse parcial o totalmente a temperatura ambiente y se licua de nuevo

por calentamiento a 50 °C. (Farmacopea Espaiiola, 2004)

ANALISIS ESTADISTICO

1.- Evaluar el proceso de extraccion de almidon por medio de su rendimiento en glucosa
(%).

Numero de repeticiones: 10 extracciones y mediciones de glucosa de cada una.

Analisis: Promedio, desviacién estandar y coeficiente de variacion del porcentaje de
glucosa.

2.- Evaluacion de las caracteristicas Fisicas.

3.- Evaluacion de las caracteristicas Quimicas.

Los resultados de los ensayos se clasifican segun los resultados de la USP XXX en:
“Cumple” y “No Cumple” (lo que indica que es un ensayo binomial).

Numero de repeticiones: 10.

Segun la tabla de la distribucion binomial para un nivel de significancia o =0.05yn=15

(minimo).

Anélisis: Para cada ensayo es prueba de hipotesis binomial.
Ho: P <0.5 (no cumple)

Ha: P> 0.5 (si cumple)

Donde P = probabilidad de éxito 6 cumplimiento.

Sin = 10, para rechazar Ho se espera que como minimo cumplan 9.

Para poder establecer que la glucosa extraida cumple en los ensayos, todos los analisis

deben rendir satisfactoriamente la prueba de hipdtesis anterior.
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8. Resultados

Las pruebas de caracteristicas fisicas para la Glucosa Liquida en la Farmacopea
Espafiola, 3ra. Edicion, consistian en los parametros de; liquido viscoso, limpido, incoloro a
pardo, miscible con agua, en las cuales los resultados pueden ser: Si cumple/No cumple.
Las 5 muestras evaluadas en el proceso experimental dieron como resultado el
cumplimiento significativo de estos parametros (p = 0.0313) ya que si presentaban las

caracteristicas fisicas requeridas pudiéndose observar estos resultados en la Tabla No. 1.

Tabla No. 1 Resultados de las pruebas de Caracteristicas Fisicas para Glucosa
Liquida (Si Cumple/No Cumple).

Caracteristicas Liquido viscoso
Limpido
Incoloro a pardo
Miscible con agua

Muestra 1 Si cumple
Muestra 2 Si cumple
Muestra 3 Si cumple
Muestra 4 Si cumple
Muestra 5 Si cumple

Fuente: Datos experimentales

Los porcentajes de rendimiento de la glucosa se calcularon a partir de 9.0g de almidon
de banano de sobreproduccion iniciales ya que solo se contaba con la cantidad de enzima
para hidrolizar 9.0g de almidon, que eran 6ml de solucién de enzima concentrada al 1%
(ver Anexos-calculos). Al finalizar la hidrélisis se realizaron los calculos dando como
resultado diferentes cantidades (en gramos) de glucosa resultante en la solucion que
tuvieron un promedio de 3.0133g, y posterior se calculd el porcentaje de rendimiento el
cual tuvo un promedio de 33.4811% para las 5 muestras lo cual se puede observar

detalladamente en la Tabla No. 2.
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Tabla No. 2 Resultados del porcentaje de rendimiento de glucosa de las muestras.

Muestra 1 g iniciales de almidén g resultantes de % de rendimiento
para la hidrdlisis glucosa

Muestra 1 90¢g 2.6723 g 29.6922 %
Muestra 2 90¢g 3.2838 g 36.4867 %
Muestra 3 90¢g 29749 g 33.0544 %
Muestra 4 9.0¢g 2.8267 g 31.4078 %
Muestra 5 9.0¢g 3.3088 g 36.7644 %
Promedio 3.0133 33.4811
Desviacion 0.2798 3.4662
Estandar

Coeficiente de 0.1044
Variacion 10.44%

Fuente: Datos experimentales.

Las pruebas que presenta la Farmacopea USP XXXII para glucosa liquida incluye las
pruebas de Identificacion, Agua, Acidez, Residuo de Incineracion, Sulfitos, Metales
Pesados y Almidon, los resultados de estas pruebas se presentan como: Si cumple/No
cumple. Las 5 muestras evaluadas en este proceso experimental dieron diferentes
resultados en las pruebas ya que no todas cumplieron con los pardmetros especificados por
la Farmacopea (ver Tabla No. 3). En las pruebas de identificacion, residuo de incineracion,
sulfitos, metales pesados y almidon las 5 muestras cumplieron con los requerimientos de
las pruebas. Para el ensayo de acidez las 5 muestras no cumplieron con la especificacion ya
que sobrepasaron con los mililitros utilizados de NaOH 0.1N para la neutralizacion de la
solucioén los cuales eran 0.6ml y todas muestras dieron cantidades mayores (ver tabla No. 9
en Anexos). Para la prueba de agua solo la muestra No. 1 no cumpli6 con los
requerimientos ya que contaba con un porcentaje mayor (30%) al permitido por la
especificacion (21%) y las demas muestras si cumplieron con el porcentaje (ver Tabla No.
11 en Anexos). En la prueba de Residuo de Incineracion las muestras de 1 a la 4 si cumplen
con las especificaciones pero la muestra No. 5 no cumple con las especificaciones ya que
sobrepasa con la cantidad de residuos esperados que son 0.5% y la muestra presentd un

0.56% (ver tabla No. 13 en Anexos).



Resultados de las Pruebas de Glucosa Liquida segun USP XXXI1

Tabla No. 3 Resultados de las pruebas para la Glucosa Liquida segun USP XXXI1 de las 5 muestras a evaluar.
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RESULTADOS: Si Cumple/ No Cumple Prueba
PRUEBA Especificacion segun USP XXXII Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5 bln(opTlal
Identificacion | Se forma un copioso precipitado | Sicumple | Sicumple | Sicumple | Sicumple Si cumple 0.0313
rojo de 6xido cuproso.
Acidez No se requieren mas de 0.60 ml | No cumple | No cumple | No cumple | No cumple | No cumple > 0.9688
de hidroxido de sodio 0.10N
para producir un color rosado.
Agua No mas de 21.0%, determinado | No cumple | Sicumple | Sicumple | Sicumple Si cumple 0.1875
en una muestra de 100 mg.
Residuo de | No mas de 0.5%. Sicumple | Sicumple | Sicumple | Sicumple | No cumple 0.1875
Incineracion
Sulfito Se produce un color azul. Sicumple | Sicumple | Sicumple | Sicumple Si cumple 0.0313
Metales El color de la soluciéon de la | Sicumple | Sicumple | Sicumple | Sicumple Si cumple 0.0313
Pesados Preparacion de Prueba no es mas
oscuro que el de la sol. de la
Preparacion estandar y el color
de la Preparacion Control es
igual o mas oscuro que el color
de la sol. de la Preparacion
estandar.
Almidoén No debe cambiar a color azul. Sicumple | Sicumple | Sicumple | Sicumple Si cumple 0.0313

Fuente: Datos experimentales.
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66 9

La prueba binomial se interpreta con base al valor “p”, en los casos de si cumplimiento
se puede decir que fue significativo (p = 0.0313), en los demas el valos p > 0.05 significa

no cumplimiento.

La especificacion de la prueba de acidez es: No utilizar mas de 0.6ml de NaOH 0.IN
para la neutralizacion de la solucidn, pero en las muestras trabajadas la cantidad de NaOH
0.1N utilizado para la neutralizacion sobrepas6 el limite permitido obteniendo un promedio

de 23.30ml (ver Tabla No. 4)

Tabla No. 4 Mililitros utilizados de NaOH 0.1N para la neutralizacién en la prueba de
Acidez.

Muestras Cantidad de NaOH 0.1N utilizado en la
neutralizacion
Promedio 23.30 ml
Desviacion Estandar 3.61

Fuente: Datos experimentales. Ampliacion de la informacion en tabla No. 9 de Anexos.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

La glucosa liquida puede ser utilizada tanto como vehiculo como materia prima en la
elaboracion de productos farmacéuticos, y ya que estos productos estan destinados para la
mejora de la salud del ser humano se debe contar con una buena calidad de los materiales a
utilizar por lo que se hace necesario que todos tengan una certificacion de calidad, las
pruebas mas aceptadas en Guatemala son las pruebas de la Farmacopea Estadounidense
USP, pero ya que estas no incluian las pruebas de caracteristicas fisicas que debe tener la
glucosa liquida se utilizo las especificaciones de la Farmacopea Espafiola, Tercera Edicion,

para hacer mas completa la evaluacion de la glucosa a evaluar.

Para la extraccion de almidon de banano de sobreproduccion, se utilizaron 9 bananos,
con la finalidad de obtener una pequena cantidad de almidon ya que no se cont6 con una
cantidad mayor de la enzima alfa amilasa para hidrolizar, y segun lo calculado (ver
Anexos-céalculos) se utilizaria 9.0g de almidon. Para esta extraccion se utilizé una mezcla
de buffer de fosfatos 0.2M, Polivinilpirrolidona y Tween 20 para extraerlo y poder eliminar
a la enzima polifenol oxidasa y asi obtener un almidon blanco, se licuaron los bananos en
trozos con la mezcla y al compuesto obtenido se le hizo pasar por los diferentes mesh en el
motor universal para disminuir el tamafio de la particula y dejar solo el almidon,
posteriormente se le realizaron lavados con agua desmineralizada para eliminar
contaminantes del almidon obtenido y asi dejarlo limpio para poder hidrolizarlo y que la
enzima no dafiara el almidon resultante al tornarlo de color negro ya que la funcion de esa
enzima es de dar esa coloracion a las frutas en combinacion con el oxigeno, luego la mezcla

se guardo en refrigeracion para evitar que se dafiara por altas temperaturas.

La hidro6lisis enzimatica con alfa amilasa fue realizada en Buffer de fosfatos 0.1mol/L y
Cloruro de sodio 0.05mol/L, alcanzando una solucién al 1%, luego se llevaba a una
dilucién 1:25, para poder ser utilizada en la hidroélisis, y se realizé una solucion de almidon
al 1.5% con una mezcla igual a la de la enzima (Buffer de fosfatos 0.1mol/L y Cloruro de

sodio 0.05mol/L), posteriormente se llevé a ebullicion por 1 minuto y se enfrio a
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temperatura ambiente. El almidén se llevo a ebullicion para que con el calor las particulas

de almidon se hincharan y se puedan hidrolizar con mayor facilidad.

Al obtener la solucion de almidén al 1.5% y la solucion de alfa amilasa diluida, se
procedié con la hidrolisis, esta se realizd mezclando ambas soluciones, la cantidad se
calcul6 segtn los 0.3g de la enzima alfa-amilasa liofilizada disponible, como se contaron
con 30ml de solucidon de enzima concentrada y se obtuvieron 750ml de solucion diluida de
alfa-amilasa, por lo que estaban disponibles 150ml de solucioén para la hidrolisis de las 5
muestras, y se necesitaron 240ml de solucion de almidon al 1.5% con 9.0g de almidon
experimental (Ver Anexos, calculos) y se calentd a 40°C por 8 horas en un horno. Con esto
se favoreci6 a la hidrdlisis, ya que la temperatura de la enzima para realizar hidrolisis es la
mencionada. Luego del tiempo de calentamiento se llevd a temperatura ambiente y se
procedio a filtrar para eliminar residuos de proteinas o almidon no hidrolizado para que no
interfiriera con las pruebas posteriores que se le realizarian. Esta solucion filtrada se calentd
a 80°C por 3 minutos para inactivar a la enzima por calor ya que no era termorresistente (lo
que significa que no resiste temperaturas mayores a 40°C). Al obtener la glucosa resultante

de la hidrolisis enzimatica se guardaron las muestras en el congelador.

Las muestras obtenidas de la hidroélisis enzimatica por enzima alfa-amilasa a partir del
almidon de banano de desecho presentaron buenas caracteristicas fisicas porque eran
transparentes, limpidas e inodoras las cuales cumplian con los requisitos de la glucosa

liquida (ver Tabla No.1) segun la Farmacopea Espafiola Tercera Edicion.

El porcentaje de rendimiento de glucosa a partir del almidon de banano verde fue de
33.4811% en promedio (ver Tabla No.2), esto pudo deberse a que se dio una hidrdlisis
parcial por la enzima alfa-amilsa, porque luego de la sintesis de glucosa a partir del almidén
de banano en las muestras se presentaba un precipitado de color blanco que fue filtrado
para evitar residuos contaminantes en las soluciones, y este precipitado pudo ser almidon de
cadena larga que no fue hidrolizado por la enzima, ya que en la prueba de almidon (ver
Tabla No. 3), todas las muestras cumplian con la ausencia de este compuesto en la solucion

por lo que todo el almidon resultante se quedo en el papel filtro, al igual otros compuestos
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como proteinas, cenizas, vitaminas, entre otros estan presentes en el almidon. Se debe
considerar que en la extraccion de almidon de banano estos compuestos no pudieron ser
eliminados y pudieron ser compuestos que le dieron mayor peso al almidén y que no sufren
hidrdlisis a través de la alfa-amilasa y pudieron precipitar por calor y por el buffer en el que
estaban contenidos, teniéndose una menor cantidad de almidon para hidrolizar, este
precipitado fue eliminado por filtracion. El porcentaje de glucosa es bueno (33.4811% en
promedio), ya que no es bajo y se puede decir que la hidrolisis fue efectiva, ya que rompid
un gran porcentaje de las cadenas alfa 1,4 del almidon, aunque se hubiera obtenido un
mayor porcentaje de rendimiento al haber utilizado una diluciéon mayor de la enzima

(mayor a la dilucion 1:25).

Ya que los resultados de las pruebas de la Farmacopea son: cumple/no cumple, el
ensayo es binomial por lo que se permitia un minimo de 5 muestras para las pruebas y todas
debian cumplir con los requisitos para que la hipétesis fuera aprobada, se realizoé el minimo
de muestra porque no se disponia de enzima como para obtener 10 muestras que fue lo

recomendado.

Las pruebas de la farmacopea USP XXXII que se le realizaron a las muestras obtuvieron
diferentes resultados ya que no todas cumplieron con los requisitos. En la prueba de
Identificacion se puede observar (ver Tabla No. 3) que todas las muestras cumplen con los
requisitos lo que indica que si contienen glucosa en la solucion evaluada. Para la prueba
de acidez segun la especificacion (ver Tabla No.3) no se deben utilizar mas de 0.6ml de
NaOH 0.1N por lo que las muestras no cumplen con lo requerido ya que todas utilizaron
mayor cantidad para neutralizar la muestra (ver Tabla No.3 y 4), esto nos indican que las
muestras se encuentran mas acidas de lo que se requiere y puede ser debido a que la
glucosa no se encontraba en agua sino en la solucion de buffer de fosfatos que estos se
encontraban a un pH de 6.8 esto pudo afectar en la acidez de la solucién final y que no se
procedid a neutralizar la solucion lo que pudo afectar los resultados de esta prueba, otra
causa puede ser que esta prueba no fue realizada inmediatamente después de la hidrélisis
enzimdtica sino que las muestras se congelaron luego de su obtencion para evitar su

descomposicion y fueron evaluadas luego de 4 meses lo cual pudo provocar un proceso de
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fermentacion de glucosa a alcohol dando una mayor acidez a la solucion, y con estos
resultados las muestras no cumplen con esta prueba. La acidez no pudo corregirse ya que
las pruebas ya se habian realizado con la solucién de glucosa liquida obtenida con el buffer
y luego de las pruebas ya no quedaba mayor cantidad de la solucidon para neutralizar y

repetirlas con la solucion ya neutra.

Los resultados de la prueba de agua en la cual (especificacion: no mas del 21%) las
muestras de la 2 a la 4 si cumplen con la especificacion pero la muestra 1 posee 30% de
Agua por lo que no cumple con lo requerido (ver Tabla No. 6), que puede deberse a que
estaba mas diluida que las demas muestras por lo que no puede utilizarse como materia
prima en productos farmacéuticos, asi también la solucion no podria utilizarse ya que no se
encontraba disuelta solo en agua sino en Buffer de fosfatos 0.1mol/L y Cloruro de sodio
0.05mol/L y no se encontraba en pH neutro (pH 7) sino que se encontraba a un pH mas

bajo de 6.8.

En la prueba de residuos de incineracion no todas las muestras cumplieron con las
especificaciones como la muestra 5 (ver Tabla No.3 y 7), ya que sobrepaso el limite de
residuos esperados en las muestras que era de 0.5%, que nos indica que la muestra podia
contener contaminantes que pudieran agregar peso a la muestra, entre los residuos que la
solucion podia contener se pudieron presentar proteinas que no fueron extraidas al
momento de filtrar la muestra o almidones de cadena larga que la enzima no pudo cortar
para formar azucares pero en muy baja proporcidon ya que en la prueba de almidén esta
muestra si cumple con las especificaciones (ver Tabla No.3) , las demas muestras si
cumplieron con la especificacion de residuos por lo que si contenian sélidos disueltos en la

cantidad permitida.

Las muestras evaluadas no presentaron ningun contaminante por metales pesados como
el Mercurio, Plomo, entre otros, ya que todas las muestras cumplieron con la especificacion
de la prueba de Metales Pesados (ver Tabla No.3), con lo que se puede tener seguridad de

que estas muestras no poseen compuestos altamente dafiinos para el ser humano y que todas
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las sustancias utilizadas tanto para el proceso de extraccion del almidon de banano como

para la hidrolisis enzimatica se encontraban libres de estos contaminantes.

Si durante la hidrolisis no se hubiera llevado a cabo la ruptura de todas las cadenas de
almidon, este hubiera quedado en la solucion como un contaminante aunque pudo haberse
eliminado durante el proceso de filtrado, pero hubiera sido un factor que no hubiera
permitido el cumplimiento con la prueba de Almidon, debido a que se observa
cualitativamente si hay presencia de almidon en las muestras de glucosa liquida, y todas las
muestras cumplieron con la especificacion (ver Tabla No.3), por lo que se puede aseverar
que la hidrolisis, fue completa y se obtuvieron unicamente azucares en las diferentes

soluciones.

Por los resultados presentados de las muestras a las diferentes pruebas la glucosa liquida
obtenida en el proceso experimental, no se pueden utilizar para la elaboracién de productos
farmacéuticos ya que no cumplen con todos los requerimientos, y para ser aprobado deben
cumplir con todas las pruebas sin excepcion ya que si esto no sucede se pone en riesgo la
vida de las personas a las cuales van dirigidos los productos farmacéuticos, o que pueden

dar lugar a contaminacién a los productos elaborados con estas materias primas.
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10. CONCLUSIONES

En el presente estudio se establecid que si es factible sintetizar glucosa a

partir del almidén de banano.

El porcentaje de glucosa sintetizado a partir del almidon de banano de
sobreproduccion obtuvo un promedio de 33.48% al utilizar la enzima alfa-
amilasa en dilucidon 1:25 para realizar la hidrdlisis, por lo que si puede
obtenerse un alto porcentaje de rendimiento con respecto a una baja

concentracion de enzima.

Las caracteristicas fisicas de la glucosa sintetizada a partir del almidon de
banano de sobreproduccion cumplieron con los requisitos segin la
Farmacopea Espanola 3ra. Ed., ya que la solucion resultante de todas las

muestras fueron incoloras, inodoras, limpidas y transparentes.

La glucosa liquida obtenida en el proceso experimental no cumplioé con todas
las pruebas de las Farmacopea USP XXXII (Acidez, Agua, Residuos por
Incineracion) por lo que no puede ser utilizado como materia prima o vehiculo en

productos farmacéuticos.
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11. RECOMENDACIONES

11.1 Realizar un estudio para evaluar glucosa liquida proveniente de diferentes

11.2

almidones como de arroz, papa, yuca, etc., y evaluar si la glucosa puede ser
utilizada para alimentos o en otros productos, a dicho estudio también se le
recomienda evaluar sintesis de glucosa a partir de almidon utilizando otro
tipo de enzimas como las de la familia de amiloglucosidasas para y asi

comparar la calidad de la glucosa obtenida y porcentajes de rendimiento.

Llevar a cabo un proceso de hidrolisis enzimdtica de almidon de banano
utilizando una cantidad mayor a 9 bananos, y asi verificar si se obtiene una
mayor cantidad de glucosa que pueda ser utilizada para otro tipo de

productos diferentes a los medicamentos.
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Tabla No. 5 Peso de los bananos de sobreproduccion para realizar las extracciones de

almidon.

Peso de los bananos en gramos para las 5 extracciones

Extraccion 1

Extraccion 2

Extraccion 3

Extraccion 4

Extraccion 5

38.08 57.65 39.37 44.84 52.83
37.81 50.06 31.67 39.63 49.97
41.86 44.37 41.73 46.68 50.91
46.14 38.07 41.97 44.60 49.92
45.43 38.19 41.48 46.32 53.92
42.62 41.28 46.90 37.17 48.70
47.80 52.96 41.52 47.24 51.08
40.64 53.69 46.21 45.68 50.13
39.60 48.57 31.85 39.47 55.63

Fuente: Datos Experimentales.

Resultados de Cada Prueba de la Farmacopea USP XXXI1 para Glucosa

Liquida en las 5 muestras experimentales.

Tabla No. 6 Resultados de las pruebas de Caracteristicas Fisicas para Glucosa

Liquida (Si Cumple/No Cumple).

Caracteristica Liquido Limpido * Incoloro a Miscible con
VisSCoso * pardo * agua *

Muestra 1 Si cumple Si cumple Si cumple Si cumple
Muestra 2 Si cumple Si cumple Si cumple Si cumple
Muestra 3 Si cumple Si cumple Si cumple Si cumple
Muestra 4 Si cumple Si cumple Si cumple Si cumple
Muestra 5 Si cumple Si cumple Si cumple Si cumple
*p=0.0313.

Fuente: Datos experimentales
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Tabla No. 7 Resultados de la prueba de Identificacion.

IDENTIFICACION Si Cumple * No Cumple
Especificacion: Se forma un
copioso precipitado rojo de 6xido
CUproso.
Muestra 1 X
Muestra 2 X
Muestra 3 X
Muestra 4 X
Muestra 5 X
*p=0.0313.

Fuente: Datos experimentales.

Tabla No. 8 Resultados de la prueba de Acidez.

ACIDEZ Si Cumple | No Cumple *
Especificacion: No se requieren mas de 0.60
ml de hidroxido de sodio 0.10N para producir
un color rosado.

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

Muestra 4

IR I B

Muestra 5

*p>0.9688.
Fuente: Datos experimentales.

Tabla No. 9 Mililitros utilizados de NaOH 0.1N para la neutralizacion en la prueba de
Acidez.

MUESTRA Cantidad de NaOH 0.1N utilizado en la neutralizacion
Muestra 1 18.9 ml
Muestra 2 26.8 ml
Muestra 3 21.1 ml
Muestra 4 28.3 ml
Muestra 5 21.4 ml
Promedio 23.30
Desviacién Estandar 3.61

Fuente: Datos experimentales.




Tabla No. 10 Resultados de la prueba de Agua
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ara las muestras.

AGUA
Especificacion: No mas de 21.0%,
determinado en una muestra de 100 mg.

Si Cumple *

No Cumple

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

Muestra 4

Muestra 5

XL R XX

*p=0.0313.

Fuente: Datos experimentales.

Tabla No. 11 Cantidad en mililitros de reactivo consumido para la prueba de agua y
el porcentaje de agua en las muestras.

Muestra ml utilizados de reactivo % de agua
Muestra 1 6ml 30%
Muestra 2 4ml 20%
Muestra 3 4ml 20%
Muestra 4 4ml 20%
Muestra 5 3ml 15%
Promedio 4.2 21

Desviaciéon Estandar 0.98 49

Fuente: Datos experimentales

Tabla No. 12 Resultados de la prueba de Residuo de Incineracion a las muestras

Residuo de Incineracion Si Cumple
Especificacion: No mas de 0.5%.

No Cumple *

Muestra 1

X

Muestra 2

Muestra 3

Muestra 4

X
X
X

Muestra 5

*p=0.1875.

Fuente: Datos experimentales.



Tabla No. 13 Porcentaje de Residuo de Incineracion para las muestras.
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MUESTRA % de residuo
Muestra 1 0.45%
Muestra 2 0.49%
Muestra 3 0.47%
Muestra 4 0.42%
Muestra 5 0.56%
Promedio 0.478
Desviacion Estandar 0.047
Fuente: Datos experimentales
Tabla No. 14 Resultado de la prueba de Sulfito.
SULFITO Si Cumple * No Cumple
Especificacion: Se produce un
color azul.
Muestra 1 X
Muestra 2 X
Muestra 3 X
Muestra 4 X
Muestra 5 X
*p=0.0313.
Fuente: Datos experimentales.
Tabla No. 15 Resultados de la prueba de Metales Pesados
METALES PESADOS Si Cumple * No Cumple

Especificacion: El color de la solucion de la
Preparacion de Prueba no es més oscuro que el de la
sol. de la Preparacion estdndar y el color de la
Preparacion Control es igual o mas oscuro que el
color de la sol. de la Preparacion estandar..

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

Muestra 4

Muestra 5

I ] B

*p=0.0313.
Fuente: Datos experimentales.



Tabla No. 16 Resultados de la prueba de Almidén

color azul.

ALMIDON

Especificacion: No debe cambiar a

Si Cumple *

No Cumple

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

Muestra 4

Muestra 5

IR IR I

*p=0.0313.

Fuente: Datos experimentales.
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CALCULOS

Extraccion de AlImidén de Banano de Sobreproduccion

Solucidn para la extraccion de almidon de banano de sobreproduccion

Buffer de Fosfatos 0.2M:

A: NaH,PO4= Disolver 27.6g en Agua destilada hasta 1 L.

B: Na,HPO, . 2H,0 = 35.6 g en Agua destilada hasta 1 L.

195 ml de solucion A + 305 ml de solucién B y agregar 500 ml de Agua destilada para 1L.

PVP: utilizar un 6% = 6g * 1000ml = 60g.
100ml 1L
Tween 20: utilizar un 3% = 3ml *1000ml = 30ml.
100ml 1L

Hidrolisis Enzimatica con la enzima Alfa-Amilasa
Solucién de amilasa al 1%. Macerar 0.1g de enzima alfa-amilasa en 10 ml de buffer de
Fosfato de Sodio y Cloruro de Sodio.

e Para hacer 1000ml de la solucion
Buffer de Fosfatos 0.1 mol/L:
Fosfato monobésico: NaH,POy: Peso: 120g/mol
120g*0.1mol* 1L  * 1000 ml =129
mol 1L 1000ml

Fosfato dibasico: Na,HPO4: Peso: 178g/mol
178 g*0.1mol * 1L  * 1000 ml =17.8g
mol 1L 1000ml

NaCl 0.05 mol/L: Peso: 58.45g/mol
5845¢*0.05mol* 1L * 1000 ml=2.9g
mol 1L 1000ml

Se realizaron las diluciones 1:25, por lo que es 1 ml de la soluciéon concentrada de enzima
en 25 ml de la solucion de Buffer de fosfatos + Cloruro de Sodio. Y para realizar las 5
hidrolisis de Almidon se utilizaron 0.3g de enzima dando como resultado 30 ml de solucién
concentrada y 750 ml de solucion diluida.

0.1 g — 10 ml de Buffer de Fosfatos 0.1M + NaCl 0.05M = Solucion Concentrada
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1 ml de sol. concentrada — 25 ml de Buffer de Fosfatos 0.1M + NaCl 0.05M = Solucién
diluida.

30 ml de Sol concentrada dieron como resultado 750 ml de solucién diluida por los 0.3g de
enzima utilizados.

Luego de hacer la solucion de almidon al 1%

Solucién de almidon al 1.5%.
Utilizar la misma solucion de Buffer de Fosfatos y Cloruro de Sodio para la enzima.
Se realizaron pruebas en las que se podia utilizar y se pudo determinar que se podia utilizar
1.5g de almidén en 40ml de Buffer de Fosfatos 0.1M + NaCl 0.05M. por lo que para 240ml
de Buffer se necesitaban 9.0g de almidon.
g de almidon a utilizar: 1.5 g de almidéon * 240ml de sol. = 9.0 g.

40 ml de sol.

Ya que para 40 ml de solucion de almidon al 1.5% se necesitan 25ml de solucion de enzima
diluida.
25ml de sol de enzima * 240 ml de sol de almidén = 150 ml de sol. de enzima
40 ml de sol. de almidén
Solucion final: 390 ml

Gramos de glucosa resultante a partir de la hidrolisis enzimatica de almidon.
Se calcula la concentracion por peso especifico a 25°C en un volumen de 25ml.
Peso del picnometro vacio: 27.7806g

Peso del picndmetro con Agua: 37.9419¢g

Formula: Peso del picndmetro con Agua — Peso del picndmetro vacio = Peso 1
Peso del picndmetro con muestra — Peso del picnometro vacio Peso 2

Peso 2 — Peso 1 = g resultantes en la muestra.

Muestra 1:
Peso del picndmetro con muestra: 38.1132¢g

37.9419g —27.7806g = 10.1613 = 10.3326 —10.1613 =0.1713g en 25 ml
38.1132g —27.7806g 10.3326

Para los 390ml = 0.1713¢g * 390ml = 2.6723g en la solucion total
25ml
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Muestra 2:
Peso del picndmetro con muestra: 38.1524¢g

37.9419g — 27.7806g = 10.1613 = 10.3718 — 10.1613 = 0.2105g en 25ml de solucién.
38.1524g — 27.7806g  10.3718

Para los 390ml = 0.2105g * 390ml = 3.2838g en la solucién total
25ml

Muestra 3:
Peso del picndmetro con muestra: 38.1325¢g

37.9419g — 27.7806g = 10.1613 = 10.3520 — 10.1613 = 0.1907g en 25m! de solucién.
38.1325g — 27.7806g  10.3520

Para los 390ml = 0.1907g * 390ml = 2.9749¢ en la solucién total
25ml

Muestra 4:
Peso del picndmetro con muestra: 38.1231¢g

37.9419g — 27.7806g = 10.1613 = 10.3425 - 10.1613 = 0.1812g en 25ml de la solucion.
38.1231g - 27.7806g  10.3425

Para los 390ml = 0.1812g * 390ml = 2.8267g en la solucién total
25ml

Muestra 5:
Peso del picndmetro con muestra: 38.1540g

37.9419g — 27.7806g = 10.1613 = 10.3734 - 10.1613 = 0.2121g en 25ml de la solucion.
38.1540g — 27.7806g 10.3734

Para los 390ml = 0.2121¢g * 390ml = 3.3088g en la solucion total
25ml
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Porcentaje de Rendimiento de Glucosa resultante de la Hidrolisis a partir del
Almidon de Banano de Sobreproduccién
9.0g de almidon — 100%

g resultantes — X%

Formula: g resultantes * 100% = X%
9.0g de almidén

Muestra 1:
Xi:2.67232 * 100% = 29.6922%
9.0g

Muestra 2:
X5: 3.2838g * 100% = 36.4867%
9.0g

Muestra 3:
X3:2.9749g * 100% = 33.0544%
9.0g

Muestra 4:
X4: 2.8267g * 100% = 31.4078%
9.0g

Muestra 5:
Xs5:3.3088g * 100% = 36.7644%
9.0g

Pruebas USP XXXII:

Agua:

Formula: SF, donde S es la cantidad en mililitros utilizada del Reactivo consumido en la
segunda volumetria; y F es el factor de equivalencia de agua del Reactivo. El factor de
equivalencia es de 5 mg.

Muestral: 6ml utilizados de Reactivo
SF: (6) * (5)=30

Muestra 2: 4ml utilizados de Reactivo
SF: (4) * (5) =20



Muestra 3: 4ml utilizados de Reactivo
SF: (4) * (5)=20

Muestra4: 4ml utilizados de Reactivo
SF: (4) * (5)=20

Muestras: 3ml utilizados de Reactivo
SF: (3) *(5)=15

Residuo de Incineracion:

Formula: Peso del crisol con las cenizas — Peso del crisol vacio * 100 = Residuos

Peso de la muestra

Muestra 1

Peso del crisol: 41.5146¢g

Peso de la muestra: 1g

Peso resultante (crisol + muestra): 41.5146g + 1g = 42.5126¢g
Peso final del crisol + muestra incinerada: 41.5191g

Residuos resultantes: 41.5191g —41.5146¢ * 100 = 0.45%
lg

Muestra 2:

Peso del crisol: 40.6330g

Peso de la muestra: 1g

Peso resultante (crisol + muestra): 40.6330g + 1g = 41.6330g
Peso final del crisol + muestra incinerada: 40.6379g

Residuos resultantes: 40.6379g —41.6330¢ * 100 = 0.49%
lg

Muestra 3:

Peso del crisol: 35.3164¢g

Peso de la muestra: 1g

Peso resultante (crisol + muestra): 35.3164g + 1g =36.3164¢g
Peso final del crisol + muestra incinerada: 35.3211g

Residuos resultantes: 35.3211g —35.3164¢ * 100 =0.47%
lg
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Muestra 4:

Peso del crisol: 33.9022¢g

Peso de la muestra: 1g

Peso resultante (crisol + muestra): 33.9022g + 1g = 34.9022¢g
Peso final del crisol + muestra incinerada: 33.9064g

Residuos resultantes: 33.9064g —33.9022¢ * 100 = 0.42%
lg

Muestra 5:

Peso del crisol: 43.4217¢

Peso de la muestra: 1g

Peso resultante (crisol + muestra): 43.4217g + 1g =44.4217¢g
Peso final del crisol + muestra incinerada: 43.4273g

Residuos resultantes: 43.4273¢g —43.4217¢ * 100 = 0.56%
lg

Metales Pesados

Cantidad de muestra para analizar por la férmula: 2.0/(1000L)

Donde L es el limite especifico para cada muestra: 0.001% para glucosa liquida
2.0/(1000L) = 2.0/ (1000 * 0.001%) = 2g de muestra para analizar.
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