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RESUMEN

Este trabajo el desarrollo de un método de laboratorio de cuantificacion de almidon
extraido de la cascara de musa sppgue sea economicamente factible, efectivo y facilmente
reproducible. La extraccion se trabajé dentro de distintos pardmetros de pH, temperatura,
tiempo y tratamiento de la materia prima, asegurando la recuperacién mas alta comparada
con valores tedricos de cantidad de almidon en la céscara de musa spp. La relevancia del
estudio se basa en dar uso a desechos de la mayor industria agricola del Ecuador, generando
productos con valor agregado y aportando hacia la disminucion del consumo local de
plasticos derivados del petroleo. El almidon de extraccion fue modificado para cumplir con
los requerimientos para su cuantificacién, el método no se ajusté a éste tipo de almiddn, sin
embargo, para almidones nativos si es aplicable. La recuperacién en masa mas eficiente se

obtiene cuando se realiza un secado de las cascaras de platano verde, previo a la extraccion.



ABSTRACT

This investigation presents the development of an economically viable, effective
and easy method for the quantification of starch extracted from the peel of Musa spp.
The extraction was controlled using different parameters such as pH, temperature, time
and pretreatment of the raw material. This was done to obtain the highest yield of
starch recovered. The peel of Musa spp is one of the biggest wastes of the agroindustry
of Ecuador giving this study great importance. The goal is to obtain a product of added
value from the extracted starch. Starch can be used as substitute for petroleum made
plastics, which will in turn minimize their local consumption.The starch recovered from
the extraction process was modified to meet the requirements for its quantification.The
method of quantification worked for native starch but did not work for modified
samples. The most efficient recovery process of starch was achieved from dried peels.
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1.1.Plasticos

Los plasticos tienen una amplia aplicacién tanto industrial como del dia a dia, se
han convertido en un producto de uso diario y cotidiano, de bajo costo para el
consumidor. Los plasticos son materiales producidos a partir de derivados del petréleo
tales como la nafta o el gas natural [1]. Entre los afios 1976 y el 2012 la produccion
mundial de petréleo incrementd en 14%. Si bien en los dltimos afios se ha visto un
crecimiento relativamente pequeiio de aproximadamente 3% anual, la cantidad
producida es de casi 300 millones de toneladas al afio [2]. En el Ecuador durante el afio
2014 hubo un incremento en produccion del 11%, correspondiente a un total de 382 000

toneladas de plastico [3].

Con el aumento en produccién y consumo de plasticos, la contaminacion
relacionada a estos también ha ido en aumento. Uno de los principales problemases que
usan como materia prima el petréleo, el cual es un combustible fosil no renovable, y su
obtencién y procesamiento es altamente contaminante [4].  Las principales
consecuencias negativas de la produccion de plasticos, desde la extraccion de su materia
prima hasta su desecho, son: deforestacion para creacion de infraestructura de los pozos
petroleros; dafio al suelo, agua y atmdsfera por emisiones no controladas o derrames;
erosion del suelo; generacion de gases invernadero, y la acumulacion de desechos en
suelos y agua [5].Una vez desechados, los restos del plasticopasan por un proceso de
degradacidon prolongadodependiendo del tipo de plastico, tarda entre 100 y 1000 afios en
descomponerse,generando una acumulacion de desechos que no se ha podido controlar

de forma eficaz [6].

Para disminuir los efectos adversos que ocasiona la industria petrolera se busca

fuentes de energias alternativas que sean renovables y causen un menor impacto



medioambiental. De la misma manera, se buscan métodos alternativos de manufactura
de plasticos, o la creacion de materiales que tengan caracteristicas similares y usen

materias primas renovables [7].

1.2.Bioplasticos

La produccion de bioplasticos es una prometedora alternativa a la industria de
plasticos actual. Para que un material sea considerado un bioplastico debe cumplir al
menos una de estas dos caracteristicas:estar hechos a partir de biomasa, o ser
biodegradables [8]. El término biomasa se refiere a cualquier material o fuente
energética que provenga de origen organico [9]. Se pueden dividir a los bioplasticos en
tres categorias: primero estdn aquellos hechos a base de biomasa que no son
biodegradables o son parcialmente biodegradables; el segundo grupo es de los
bioplasticos que son hechos a base de biomasa y también son biodegradables y,por
ultimo, estan aquellos que son hechos a base de combustibles fdsiles, pero son

completamente biodegradables [10].

Es posible afirmar que todos los plasticos existentes actualmente son
degradables a partir del hecho de que se pueden romper en pedazos mas pequefos;
incluso hasta llegan a tamafios microscopicos y, sin embargo, nunca desaparecen
completamente [11].En contraste, los plasticos biodegradables son aquellos que pueden
ser degradados en un periodo corto por microrganismos que los convierte en materiales
utiles para su medio: didxido de carbono, metano, agua biomasa y algunos compuestos
inorganicos [10]. Los bioplasticos se estan convirtiendo en una alternativa para obtener
productos con caracteristicas similares o inclusive mejores a la de los plasticos
convencionales. Una de las mayores ventajas de la produccion de bioplasticos frente a

la produccion de plasticos es la disminucion de la huella de carbono del proceso, debido



a que los biopléasticos no usan combustibles fosiles como materia prima [12]. Dada la
facilidad de degradacion de los bioplasticos y su uso en aumento,estos permitiran que
haya una menor acumulacion de desechos permanentes en el medio ambiente. Su
produccidn aumenta de manera acelerada; para el afio 2012 se estima que se produjeron

300 millones de toneladas de bioplasticos mundialmente [13].

1.3.Platano Verde

La produccién de platano verde (Musa spp) es una de las agroindustrias de mayor
importancia dentro del Ecuador, con una produccion anual de aproximadamente 560 mil
toneladas. Consecuentemente la industria del platano genera 7 millones de toneladas de
desechos por afio, los mismos que consisten principalmente de tallos y céscaras, los
cudles en su mayoria contienen celulosa, lignina, almidon, hemicelulosa y pectina [14]
[15]. Actualmente, estos desechos se usan como material para abono de tierra y no
tienen ningan fin como producto con valor agregado que pueda servir dentro del
mercado. La céscara del platano verde estd compuesta de aproximadamente 12% en
masa de almidon, que puede ser usado como materia prima para la creacion de

biopléasticos [16].

1.4.Métodos de extraccion de almidon

La extraccion de almiddn de distintos vegetales y tubérculos se ha realizado desde
hace muchos afios y, los métodos de extraccion se han ido modificando hasta lograr
extracciones eficientes que puedan ser aplicadas a nivel industrial. Solamente a partir
del almidén extraido de la papa, se obtienen alrededor de 3 millones de toneladas
anualmente [17]. Existen varias investigaciones enfocadas en extraer almidén de la
fruta del platano verde, pero muy pocas sobre laextracciéna partir la cascara, por

ejemplo, existe un estudio que se enfoca en la extraccion de almidon de la pulpa del
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platano Dominico Harton, donde realizan dos tipos de extracciones en himedo y en
seco, siguiendo procesos similares para ambas y obteniendo resultados distintos [18].
Para poder realizar la extraccion en seco es importante considerar el contenido de

humedad del platano verde, que es de alrededor del 83% en masa [19].

1.5. Métodos de cuantificacién de almidén

Existen distintos métodos cualitativos para poder determinar si una muestra contiene
o no almidon. Esto se basa principalmente en el complejo lugol-amilosa creado cuando
se agrega solucién de lugol(0.5 g de yoduro de potasio y 1 g de yodo en 100 ml de agua
destilada); a una muestra de almidén diluida [20].Con el fin de contar con un método
cuantitativo muchos estudios se han dedicado a usar la relacion entre el yodo y el
almidén como un método colorimétrico que puede ser leido en un espectrofotometro en
una longitud de onda de 620 nm, sin embargo, son estudios antiguos y poco precisos
[21]. En el intento por mejorar éste tipo de método, varios investigadores hanagregado
al almidon componentes como hidroxido de sodio y &cido clorhidrico, entre otros, antes
de afiadir el lugol [22]. Una vez realizada ésta mezcla, debe existir algin tipo de
estandar que permita compara los resultados de las muestras con concentraciones de
almidon ya conocidas. Para poder obtener ésta relacion, se debe hacer referencia a la ley
de Beer, la cual describe la relacion entre la capacidad de absorcion de un compuesto en
solucion y la concentracion presente del mismo. La ley de Beer permite tener una
relacion linear entre ambos, lo que provee una curva de calibracién estandar para los
procedimientos que midan la capacidad de absorcion de sus muestras [23]. Todos estos
métodos han demostrado ser poco precisos y complicados para aplicar de manera
estandarizada. Es por éste motivo, que en los Ultimos afios se han creado Kits

enzimaticos para tener una determinacién mas exacta de almidon [24].
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1.6.0bjetivos

Esta investigacion tiene como objetivos principales el desarrollar un método de
cuantificacion del almidon extraido que sea de bajo costo, efectivo, y facilmente

reproducible,y maximizar la extraccion de almidon de las cascaras de Musa spp.

Para poder cumplir el primer objetivo, se deberd calibrar el método de
cuantificacion, blanquear el almidon de extraccién, y verificar el método mediante
comparacion con un método estandarizado. La maximizacion de la extraccién se
lograra al preparar la muestra para asegurar una extraccion sencilla y eficiente del
almidén; se debera determinar las condiciones Optimas de tipo de muestra, pH,

temperatura, y tiempo para la extraccion de almidon.
2. Método Experimental
2.1.Materiales, Equipos y Reactivos

Para el proceso de secado se usa una estufa marca Precision. Los platanos se
obtienende un mismo proveedor,procurando mantener uniformidad. Se usa una balanza

Ohauspara el pesado de todos los materiales.

Para el proceso de molienda se usa unmolino Thomas Scientific existente en el
laboratorio de Ingenieria Quimica. Para la etapa de tamizado se usa el tamiz marca
Automation.Como equipo de agitacion se usa una manta de agitacion y calentamiento
de Fisher Scientific, termometro para controlar la temperatura y papeles indicadores de
pH. Para el proceso de filtraciéon se usa una malla denylon con poros que permiten el

paso del almiddn y otras particulas pequefias. Para el secado eficiente de las muestras
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de extraccion se usa vidrios de reloj.En el proceso de cuantificacion se utiliza el
espectrofotometro marca Spectronic 20D+ y el polarimetro Linos. Para las mediciones

del kit enzimatico se uso el espectrofotdmetro UV Visible.

En los procesos de extraccion, clarificacion, y cuantificacidon se usan soluciones
de NaOH y HCI 0.1 M para la extraccion y 0.4 M para la clarificacion. Para el altimo
paso de la clarificacion se usa hipoclorito de sodio al 5.35%. Para el proceso de
cuantificacion se utilizauna solucién de Lugol que consta de 0.5g de yoduro de potasio

con 1 g de yoduro, disueltos en 100mL de agua destilada.
2.2. Método de Preparacion de Muestras

En la figura 1 se presenta un diagrama de bloques que ilustra el método para

cada tipo de muestra, el mismo que se detalla a continuacion.

Desechos

Muestras secas
Secado }—-’m’—‘ Tamizado }—I

Molienda | Extraccion

Cascaras '—* Cortado

Filtracion
Muestras frescas

AGENTES ACTIVANTES —
HIPOCLORITO —*

Blanqueamiento

Secado

LUGOL — | Cuantificacion

Figura 1. Método experimental
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2.2.1.Muestras secas

2.2.1.1. Secado

El proceso de secado de la céscara de platano debe asegurar una méxima
disminucion de contenido de humedad sin dafiar la materia prima, un consumo
moderado de energia, y material final que sea facilmente manipulable para las
consiguientes partes del proceso. Para poder determinar las condiciones dptimas, se
trabaja dentro de ciertos rangos con cada variable experimental. En el caso de la
temperatura se usa temperaturas de 60,70 y 90°C. El tiempo de secado varia entre 6,7 y
8 horas. El tipo de corte que se realiza a las cascaras previo al secado puede ser
longitudinal, transversal, o una mezcla de ambos tipos de corte. Finalmente,se debe
probar el secado condistintas cantidadesde cada muestra (100, 200 y 300 gramos). En

las siguientes tablas se presentan los parametros para el secado.

Tabla 1.Disefio de experimentos de secado con distintas temperaturas.

Tiempo [h] 6 7 8
60 60 60
Temperatura
70 70 70
[°C]
90 90 90
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Tabla 2. Disefio de experimentos de secado con distintos tipos de corte.

Tiempo [h] 6 7 8

Longitudinal | Longitudinal | Longitudinal

Corte Transversal Transversal Transversal

Mixto Mixto Mixto

Tabla 3. Disefio de experimentos de secado con distintas cantidades de muestra.

Tiempo [h] 6 7 8

100 100 100

Cantidad [g] | 200 200 200

300 300 300

2.2.1.2. Molienda y Tamizado

Para el proceso de molienda se trabaja con un molino Thomas Scientific
3383esté equipado con tamices con aperturas de 2, 4, y 6 um. El objetivo de la molienda
es que las céscaras ya secas puedan ser molidas hasta llegar todas a un tamafio de
particula que favorezca una extraccion eficiente. Para poder determinar las condiciones
Optimas se realizaron pruebas con cada tamiz e incluso sin el uso de uno. La molienda

no genera un tamafio de particula homogéneo por lo quees necesario una etapa de
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tamizado. EIl tamizado dptimodebe asegurar que la mayor parte del material tenga un

tamano de particula menor a 2 milimetros.

2.2.2. Método muestras frescas

Para la obtencion de una pulpa a partir de las cascaras de platano frescas, éstas

deben molerse en himedo. La cantidad de agua en relacién a la masa total aplicada en

éste estudio es de aproximadamente 4:1.

2.2.3. Extraccién

El procedimiento de extraccion del almidédn es el mismo, tanto para muestras de

cascara fresca, asi como para muestras de cascara secadas.Se realiza la extraccion bajo

las siguientes variables y en los siguientes rangos para optimizar al maximo el proceso:

tiempo de agitacion 10, 20 y 30 minutos; pH que sea en su condicion inicial, neutro,

acido y basico; temperatura 15, 25 y 45°C. Al finalizar la extraccion se filtrael material

y el almidon precipitaen el agua de filtrado. Se deja en reposo durante 24 horas para

retirar el agua, y el almidon extraido pasa a un proceso de secado.

En la tabla 4 se presenta el disefio de experimentos usado para los distintos parametros

de extraccion.

Tabla 4. Pardmetros de extraccion, con tiempo como variable de comparacion.

Tiempo [min] 10 20 30 Tiempo [min] 10 20 30
Temperatura 15 15 15 inicial (5) | inicial (5) | inicial (5)
pH
[°C] 25 25 25 3 3 3
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45 45 45 7 7

2.2.3.1. Analisis del contenido de almiddn

Se probaron distintos métodos de cuantificacidn del almidén en las muestras extraidas.

1. Polarimetro

En este proceso se uso el metodo INEN 524 del afio 1981, ver anexo 1 [25].

2. Espectrofotémetro

Para que este método tenga un funcionamiento correcto se debeblanquear la
muestra obtenida de la extraccion. Indistintamente del método de blanqueamiento, se
realiza una disolucion de cada muestra de 1:10 o 1:20, de acuerdo a la curva de
calibracion utilizada. Se agregan 1 o 2 gotas de la solucién de lugol e inmediatamente
se realiza la lectura en el espectrofotometro en una longitud de onda de 620 nM. A

continuacion, se presentan los distintos métodos de blanqueamientos probados.

Blanqueamiento

a. Agentes activantes: hipoclorito, peréxido, &cido acético, acido fosférico

y alcohol etilico. Se usa 5 mL de cada reactivo en una cantidad
aproximada de 1 g de muestra. Se deja reposar durante 24 horas y se

pasa al proceso de lavado del reactivo. Finalmente, se agrega hipoclorito
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de sodio, dejando en reposo durante 2 horas. Nuevamente, se lava la
muestra y se deja secar el sedimento.

b. Modificacion del pH: Se realiza una dilucién en relacion de 1:5 muestra

en agua destilada. Se agrega NaOH 0.4M hasta llegar a un pH de 9 y
posteriormente HCI 0.4M hasta llegar a pH neutro. Se agrega hipoclorito

de sodio y se pasa al proceso de decantacion y finalmente secado.

3. Kitenzimético

Se realizan pruebas en condiciones Optimas de extraccion con el kit enzimatico
de la empresa alemana R-Biopharm, ENZYTECH Starch. El kit funciona con método

UV, una longitud de onda de 340nm, y un volumen de muestra de 2.320mL.

El principio bajo el cual funciona el kit es el siguiente:

Almidon + (n-1) H20 — Amiloglucosidasa(AGS) —n D-glucosa
D-Glucosa + ATP— Hexocinasa— G-6-P + ADP

G-6-P + NADP+ G6P-DH— 6-PG + NADPH + H*

Para la preparacion de muestra se uso entre 70 microgramos y 1 gramo de almidon. El
kit consta de tres reactivos que ayudan al funcionamiento enzimatico correcto. Ver

anexo 2 para referencia del procedimiento exacto.

3. Resultados

3.1. Resultados extraccién en seco

3.1.1. Secado, molienda y tamizado
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La primera variable con la que se trabajo fue el tiempo de secado a 90°C, usando

100 g de muestra y corte longitudinal. La seleccion de éstas variables fue aleatoria. En

la figura 2 se presentan los resultados de pérdida de humedad de las cascaras después de

diferentes tiempos de secado.

100
90
80
70
60
50
40
30

Pérdida de Humedad [%]

20
10

0 - T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Figura 2. Efecto del tiempo en el secado de las cascaras de Musa spp.

Tiempo [horas]

22 horas
8 horas
7 horas

6 horas

La figura indica que a partir las 7 horas no hay un cambio de mas del 0.3% en

masa de pérdida de humedad. Se trabajé hasta un tiempo de 22 horas para poder

asegurar éste resultado. A partir de ésta informacion se determind que el tiempo éptimo

de secado que a ser usado como variable independiente es de 7 horas.Los resultados

obtenidos para las demas variables se presentan a continuacion.

la grafica para una cantidad de 100 gramos de muestra.

En la figura 3 se tiene
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Longitudinal
Mixto
Transversal

Tipo de Corte

Temperatura [°C]

Figura 3. Efecto de las distintas variables de secado en una muestra de 100 gramos.

Para una cantidad de 200 gramos de muestra se presentan los resultados en la figura 4.

90
80
70
60
50 ~
40 +
30 ~
20 ~
10 1

Longitudinal
Mixto
Transversal

Pérdida de humedad [%)]

Tipo de Corte

60 70 90
Temperatura [°C]

Figura 4. Efecto de las distintas variables de secado en una muestra de 200 gramos.

Como ultima variable de cantidad se tiene la figura 5 la cual representa los resultados

para una muestra de 300 gramos.
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90
80
70 1
60
50 +
40 ~
30 1
20 1
10 ~

Longitudinal
Mixto
Transversal

Pérdida de humedad [%)]

Tipo de corte

60 70 90
Temperatura [°C]

Figura 5. Efecto de las distintas variables de secado en una muestra de 300 gramos.

Finalmente, en la tabla 5 se presentan las condiciones para un secado que tenga
una pérdida de humedad de alrededor del 87% en masa, que es el valor maximo que se
obtuvo de pérdida en 7 horas y el valor mas aproximado a contenido de humedad

encontrado en la literatura.

Las graficas muestran la tendencia a tener una menor pérdida de humedad al
trabajar con una cantidad mayor de muestra. Consecuentemente, se seleccionan como
condiciones Optimas un peso de muestra de 100 gramos, temperatura de secado de

90°C, corte longitudinal y un tiempo de secado de 7 horas.

Tabla 5. Condiciones optimas para el secado de las cascaras de musa spp.

Variable C(,’”d_'CIOH
Optima
Temperatura [°C] 90

Tipo de corte Longitudinal
Cantidad de muestra 100

[a]
Tiempo [h] 7




21

Una vez concluido el secado, se procedio al proceso de molienda. Primero se
realiza sin tamizpara obtener una primera disminucion de tamario de particula. Se molid
nuevamente el material pasado con un tamiz de tamafio 2.0 um, obteniendo asi la mayor
reduccion de tamafio.El proceso de molienda tiene un porcentaje de pérdida de masa de
aproximadamente el 5,74% debido a la funcionalidad del equipo. Para el tamizado se
procede a eliminar solamente el material que queda en la malla de 2 mm. Después de
retirar éste material se tiene una pérdida del 18% en masa adicional a la pérdida
ocasionada por el proceso de molienda.Estos valores indican que al finalizar el proceso
de molienda y tamizado existe una pérdida total del 23,31% en masa en relacion con la

cantidad de material que se inicia después del proceso de secado.

3.1.2.Método de cuantificacion Amilosa

Polarimetro

Se realizd una curva de calibracion usando almidon comercial de maiz. Se
usaron concentraciones desde 0.5% hasta 3%; las concentraciones de 0.5, 1, 1.5, 2y 2.5
estaban por debajo del rango de deteccion del polarimetro, por lo que se incluyeron en
la grafica con un valor de lectura de 0. A partir de la concentracion del 3% se obtiene
una medida de rotacion. En la figura 6 se presentan los resultados de la curva de

calibracioén.
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Grado de rotacion [°)
N w =y u (3] ~/ co [e)
o o [w] [w] [=] o o o
1 | | | 1 1 1 1

[y
o
Il

o

v v v T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Concentracion [%)]

Figura 6. Curva de calibracion polarimetro.

La muestra al final del proceso de extraccidntiene un color oscuro por lo que el
polarimetro no pudo hacer una lectura. No es posible modificar el proceso de
preparacion de muestra debido a que el método INEN 524 es muy especifico
[25].Considerando al tipo de muestra con el que se debe trabajar, el método de
cuantificacion del polarimetro no es un método viable para el almidon extraido de la

cascara de platano verde.

Espectrofotdmetro

El funcionamiento del espectrofotometro estd basadoen la lectura del color
formado por la reaccién dellugol con almidon. Mas especificamente el yodo forma un
complejo al entrar en contacto con la amilosa loque resulta en una coloracion azul. Para
poder verificar el funcionamiento, se realizaron seis curvas de calibracion: una usando
almidon de maiz con dilucion de 1:10, otra usando almidén de maiz con dilucién de
1:20, dos mas con almidén de yuca, con diluciones de 1:10 y 1:20 y dos con almidon
puro con las mismas diluciones. En la figura 7 se presenta la curva de calibracion con

almidon de maiz en una dilucion de 1:20.
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o
co
]
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Figura 7. Curva de calibracion para el espectrofotémetro usando almidén de maiz,

dilucion 1:20.

Esta curva se seleccion6 como guia para las lecturas de resultados debido a que tuvo el

mejor ajuste con un R?de 0.9975.

Agentes activantes

El &cido fosférico fue el reactivo activante que logré que las muestras fueran
reactivas al agregar hipoclorito, logrando asi un blanqueamiento efectivo. Los reactivos
activantes restantes no lograron hacer que las muestras fueran reactivas, inclusoal

aumentar el tiempo de residencia.

Acido Fosforico

En algunas muestras el blanqueamiento fue suficiente para poder realizar la
cuantificacion, sin embargo, no eran resultados replicables. Algunas muestras se
tornaban amarillas al finalizar el tiempo de secado posterior al blanqueamiento, lo que
alteraba las lecturas de absorbancia. La adicion de &cido fosférico logré que el

hipoclorito blanqueara las muestras, pero estas no mantenian el color requerido al llegar
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a su estado final excluyendo a este como un método viable de blanqueamiento para

cuantificacion.

Modificacion del pH

La modificacion de pH presentdé mejores resultados como activante de las
muestras en comparacion al acido fosforico. Se uso hipoclorito al 5.25% para el
blanqueamiento final. En un inicio, se lavaba el hipoclorito y filtraba la muestra, lo que
ocasionaba una pérdida de masa de mas del 70%,haciendo al método poco eficiente.
Para mejorar el rendimiento se realiz6 una dilucién del hipoclorito de sodio con agua y
se dejo decantar la muestra durante 24 horas. Una vez separado el almidon del agua se

dejo secar nuevamente.
3.1.3. Recuperacion en masa de almidon extraido

La recuperacion de almidon en masa se comparé con el valor tedrico de
contenido de almidon de las cascaras de platano verde encontrado en la literatura que es
del 12% en masa.En base a esto se compararon los dos métodos de preparacién de

muestra.
Extraccion en cascaras frescas

La figura 8representa la recuperacion de almidén en masa usando distintos valores de

pH durante la extraccion.

Recuperacion en masa [%]

Tiempo [min]
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Figura 8. Eficiencia de recuperacion en masa para extracciones con distintos

pH.(Cascaras frescas).

La recuperacion mas alta es de 10,83% en masa, en un pH de 5, que es el valor
de pH que tienen las muestras sin ninguna alteracién. El tiempo de agitacion que
permitié una mayor recuperacion fue 20 minutos; esto se puede deber a que un mayor

tiempo de residencia en agitacion podria estar dafiando a la molécula del almidon.

Para las extracciones a distintas temperaturas se obtuvieron los resultados presentados

en la figura 9.

Recuperacion en masa [%)]

Temperatura [°C]

20
30

Tiempo [min]
Figura 9. Eficiencia de recuperacion en masa para extracciones en distintas

temperaturas. (Céscaras frescas).

La recuperacion mas alta se obtuvo a 22°C en un tiempo de 30 minutos, lo que difiere
con los resultados obtenidos previamente. Esto se puede deber a problemas o
limitaciones en el método de extraccion que se mencionaradn posteriormente en la

seccion de conclusiones y recomendaciones.

Extraccién en muestras secas
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En la figura 10 se presentan los resultados usando distintos valores de pH como variable

principal durante la extraccion.

=
o N

Recuperacion en masa [%]
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20
30
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Figura 10. Eficiencia de recuperacion en masa para extracciones con distintos pH.

(Céscaras secas).

Con una recuperacion de almidon del 12.33%, se tiene mejores resultados en un pH de 9

durante 20 minutos de agitacion. En la figura 11 podemos ver los resultados con

extracciones a distintas temperaturas.
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Figura 11. Eficiencia de recuperacion en masa para extracciones en distintas

temperaturas. (Cascaras secas).

El mayor porcentaje de recuperacion fue de 12%en masa a 20°C y durante 20 minutos

de agitacion con pH inicial.

La mayor recuperacion de almidénse obtuvo al realizar secado de las cascaras
previamente a la extraccion. Las posibles diferencias entre los distintos métodos de
extraccion presentan una gran limitacién en el método experimental. La relevancia
estadistica y diferencia entre las muestras en triplicado, que no es significante, se
muestran en el anexo 3. La extraccion es realizada manualmente, lo que implica que,si
bien se usa cantidades de agua ya determinadas, la presion ejercida sobre la pulpa varia
entre cada experimento lo que puede cambiar los resultados obtenidos, depende del
experimentador cuantas veces y de qué manera se realice el filtrado del material.Esto
disminuye la reproducibilidad del método pero, aun asi, hay tendencias que se pueden

determinar a partir de éstos resultados.

3.1.4. Cuantificacion de amilosa

Para poder determinar el contenido de almidén de acuerdo a la curva de
calibracion se realiz6 una dilucion de 1:20 al almidén de extraccion. La lectura salio del
rango de deteccién del espectrofotdmetro por lo que se diluy6 a una concentracién de
1:100. Con ésta dilucion se pudo obtener lecturas de absorbancia dentro del rango del
equipo. Algunas muestrasdieron lecturas de absorbancia semejantes entre cada
repeticién, sin embargo, en la mayoria de resultados no hay tendencias. Se esperaba
que todas las repeticiones tuvieran un valor de absorbancia similar, lo que significaba un

contenido de amilosa determinado para un método de extraccion especifico.
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Debido a la falta de concordancia entre los resultados de absorbancia se sometio
al almidon comercial, usado para la curva de calibracion, al mismo tratamiento que se
usé para blanquear las muestras. Al medir la absorbancia después de agregar lugol, los
resultados no concordaron con aquellos obtenidos en la curva de calibracion. La lectura
de absorbancia para una concentracion de 1%, con una dilucion de 1:100, fue de 1.7.
Comparando este valor con el valor de almidon sin alterar en una dilucion de 1:20 que
fue de 0.2, posiblemente las alteraciones realizadas al almidon nativo afectan la

metodologia de cuantificacion.

Se realizd una investigacion literaria para entender las posibles razones por las
que el métodono funciond apropiadamente con las muestras de almidon de extraccion
modificado. Segun el estudio de propiedades del almidén modificado, por Lawal
Olayide, éste presenta un contenido menor de amilosa en un 2%, comparado con el
almidon nativo [26]. Esta disminucion de contenido de amilosa se puede deber al
método usado para el blanqueamiento de las muestras. EI cambio en pH, que es la
primera modificacion del almidon, rompe la molécula del almidén permitiendo que los
grupos hidroxilo sean mas reactivos [27]. Al agregar el hipoclorito a las muestras que
son reactivas, se forman mas grupos carboxilo y carbonilo, como indicado por el estudio
del Dr. Tanuja Srivastava. En éste estudio se muestran resultados que indican que hay
una mayor concentracion de grupos carbonilo y carboxilo al oxidar las muestras con
hipoclorito. Existe una relacion directamente proporcional entre la concentracion del

hipoclorito usado y el aumento en grupos carbonilo y carboxilo [28].

Los resultados de éstas investigaciones permiten realizar una comparacion con
los resultados presentados en éste trabajo. Debido al uso de hipoclorito con una
concentracion aproximada del 5%, hay una generacién de grupos carbonilo y carboxilo,

por lo que el empleo del lugol como método para cuantificacion no es confiable. Los



29

grupos carbonilo reaccionan con el yodo al ser tratados con hidroxido de sodio
formando un complejo color cafe [29]. El lugol puede tener una reaccion cruzada con
los grupos carbonilo, generando un cambio en color lo que podria explicar el aumento
en medida de absorbancia leido por el espectrofotometro. La necesidad de realizar una
dilucion 5 veces la necesitada para la curva de calibracion, indica un aumento en
absorbancia muy grande por lo que no se puede explicar solamente con la reaccion
cruzada. Se debe considerar que, al modificar el almidon con cambio de pH, existe un
rompimiento de la molécula de amilosa, dando una mayor area superficial de contacto
para que el lugol genere una mayor cantidad de enlaces, resultando en un aumento aun

mas radical en la absorbancia de las muestras.

La tabla de todos los resultados de cuantificacion se encuentra en el anexo 4.

3.1.5. Kit Enzimatico

El uso del kit estaba planeado como confirmacion de la precision del método de
cuantificacion desarrollado. Debido a los problemas con los resultados del método la
comparacion no tendra resultados positivos. Se usaron dos muestras como referencia

para poder verificar si el almidén modificado es cuantificable con un kit enzimatico.

La ecuacion utilizada para calcular la concentracion existente en las muestras es:

c

Contenidogimiaon = Poso muestra x 100 [ECU&Ciénl]
Donde:
c=0.5969*AA [0 almidon/L  solucion  de
muestra]

AA= (A2-Ar)muestra — (A2-Ay1)
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Los resultados para el método del kit en la muestra 1, con un método de
extraccion a temperatura ambiente y un pH de 7, indicaron que tiene un contenido de
almidén de del 98.33% £0.5. Se realizaron tres repeticiones de lectura, la segunda
presentd una diferencia muy grande entre las otras dos lecturas. Por ésta razon se
eliming éste valor para los calculos finales. En la segunda muestra probada, con... se
obtuvo un contenido de almidon de 88.18%+0.5. Esta recuperacion es menor que la
primera muestra lo que resulta en un método de extraccion menos eficiente, aun asi,
tiene un contenido de almidon muy alto. Para ver la tabla con los célculos y resultados

individuales de cada prueba, referirse al anexo 5.

La razén por la que el kit permitid tener los resultados de lectura del contenido
de almidon en la muestra es debido a que la accion enzimatica se da en el enlace
glucdsido. Dicho enlace no se rompe ni se altera en el momento de modificacion del
almidén. La enzima rompe éste enlace formando monosacaridos, esto permite leer el
contenido de glucosa en la muestra [29]. La figura 12 muestra el mecanismo de ruptura

de un polisacarido a un monosacarido, llamado hidrolisis.

HO

Disacarido monosacarido monosacarido

Figura 12. Hidrolisis de un polisacarido [30]

El proceso de hidrolisis consta de dos etapas, la licuefaccién y la sacarificacion,
cada etapa necesita una enzima para poder ser llevada a cabo, la alfa amilasa y
glucoamilasa respectivamente. En el Kit estos dos compuestos estan dentro de una

misma enzima la “Amyloglucosidasa” que es un producto patentado. La enzima forma
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adenosin di fosfato (ADP) y glucosa 6 fosfato que, de acuerdo a las ecuaciones
presentadas en el método del Kkit, forman nicotinamida adenina di nucleotido fosfato
(NADPH). La NADPH es una coenzima la cual, al ser leido por el espectrofotometro,
determina el contenido final de glucosa. La relacién glucosa- almidon es directamente
proporcional, es por esto que al romper el almidon en glucosa se puede determinar el

contenido neto de almidén en la muestra.

4. Conclusiones y Recomendaciones

Este proyecto de investigacion tenia como objetivo desarrollar un método para la
cuantificacion del almidén extraido de la cascara de platano verde, una de las
agroindustrias mas importantes en el Ecuador. La cuantificacion se realiz6 a muestras
que fueron sometidas a distintos métodos de extraccion del y de ésta manera determinar
el método mas eficiente basandose en los resultados de balance de masa final. La
cuantificacion debia incluir la masa total recuperada, la amilosa presente en la muestra 'y
por diferencia la amilopectina. Para poder determinar si los resultados obtenidos son
reales y que el método funciona, se usé un kit enzimatico que permitié determinar el

contenido de almiddn en las muestras y de ésta manera tener datos para la comparacion.

El método de cuantificacion que presentd mejores resultados fue aquel basado en
el complejo formado por la amilosa y una solucién de lugol. Se realizaron seis curvas
de calibracion distintas, presentadas en el anexo 5, en las cuales hubo un ajuste con R?
mayor a 0.9. Considerando que se usaron tres tipos distintos de almidon; puro, de maiz
y de yuca, y que todas las curvas tuvieron ajustes similares se pudo continuar con el

analisis de las muestras de almiddn extraidas de las cascaras de platano verde.
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Se realiz6 un tratamiento previo al almidon extraido, en el cual se blanquearon
las muestras. Como se menciono previamente, este blanqueamiento era necesario para
poder obtener lecturas del almidon en el espectrofotometro. El blanqueamiento mas
eficiente fue el que se obtuvo al realizar un cambio de pH a bésico y posteriormente
bajarlo a pH neutro. Esto permitio tener moléculas més reactivas, que al ser tratadas
con hipoclorito fueron blanqueadas. Si bien el método modifica al almidon éste aun se
puede usar en la produccién de bioplasticos, objetivo final del proyecto. La
modificacion del almidon interfiere con el método cuantitativo, la oxidacion genera
grupos carbonilos que forman una reaccion cruzada con el lugol. Esto da una lectura de
absorbancia mucho mas alta de la que deberia obtenerse en realidad. Debido a esto, el

método no es replicable ni eficiente especificamente en el caso del almidon modificado.

Para poder mejorar éste procedimiento se recomienda realizar el mismo
tratamiento de blanqueamiento con ciertas modificaciones. La cantidad de grupos
carbonilo formados depende de la concentracion del hipoclorito por lo que se
recomienda usar una concentracion de hipoclorito menor a 1%. En el presente estudio
se realiz6 un tratamiento a ciertas muestras con hipoclorito menos concentrado, sin
embargo, estas no mostraron un blanqueamiento suficiente. Es recomendable usar el
hipoclorito diluido y aumentar el tiempo de residencia de las muestras en el mismo.
También es recomendable verificar los efectos del tiempo durante el cual se realiza el
cambio de pH. En éste método se realizd el cambio de manera inmediata, pero se
podria analizar el efecto del tiempo durante el cual se deja a la muestra en un pH acido.
Esto ayudaria a determinar el verdadero efecto de la reaccion de modificacion sobre las

muestras.

El kit enzimatico muestra resultados positivos en cuanto a la extraccion. El

porcentaje de contenido de almidon en la primera muestra es del 98% en masa. Esto es
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un indicador de que el método de extraccion es muy eficiente, sin embargo, se debe
realizar una comparacion entre todas las muestras extraidas con distintos métodos para
poder determinar cual es el método de mayor eficiencia. Para poder tener resultados
certeros, es de alta importancia el poder mejorar el método de cuantificacion y adaptarlo
al tipo de almidon que se tiene después de la modificacion. Una prueba que se
recomienda realizar, es determinar el contenido de almidon con el kit enzimatico en el
almidén comercial y asi comparar los resultados obtenidos con las curvas de

calibracion.

Los resultados de recuperacion en masa total si pudieron ser analizados. La
mayor eficiencia de recuperacién de almidon después de la extraccion se determind
comparando con la cantidad tedrica de almidon contenido en la cascara de platano
verde. La preparacion de la materia prima demostré ser un punto importante para
mejorar la cantidad de almiddn extraido. Existe un mayor rendimiento en masa cuando
se realiza un secado a las céscaras.El secado tiene una mayor pérdida de humedad
cuando se trabaja con muestras de 100 gramos, 7 horas de secado a 90°C y con un corte
longitudinal. EI mayor rendimiento en masa fue de 12% y se obtuvo en un tiempo de 20
minutos de agitacion a 15°C, con pH neutro. Esta misma muestra fue medida mediante
el kit enzimatico, dando un contenido de almidon de casi el 100%, lo que indica que

éste método de extraccién es muy eficiente.

Para poder tener resultados méas confiables se recomienda estandarizar mas el
procedimiento. Es recomendable buscar mallas especificas para permitir el paso
solamente del almiddn e intentar tener un proceso con mayor grado de automatizacion.
El método actual, si bien es adecuado para un primer estudio, tiene mucho espacio para

error humano. De igual manera, se recomienda un estudio que cruce todas las variables,
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incluyendo temperatura y pH, para poder tener un andlisis mas profundo de todas las

opciones posibles para la extraccion.
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ANEXO 1: Norma INEN 0524
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is the right of all humans to know and speak the laws that govern them,

NTE INEN 0524 (1981) (Spanish): Harinas de
origaen wegetal. Determinacidn del almidén
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1. 08J ETO
1.1 Esta norma astablece al matodo para ceterminar el contenido de aimicon en harinas de orlgen vegetal.
2. TERMINOLOGIA

21 Almidon. Polisacirido de ongen vegstal, consldersde como & principsl constituysnts enegstico da ks
abmenios.

3. RESUMEN

31 Bl conlenkde o8 almidon S8 &xes 08 URd Muesira Oe harna de onigen vegetal por kavado con agua y
clorune de calcio; hacss a3 1eciuras comespondientas uSando & polarimstno o Sacarimetro.

4. INSTRUMENTAL

4.1 Mortero de porceiana.
4.2 Tamiz 148 wn (ver INEN 154).

4.3 Tubos de canfrifugs, de 50 cm”, de fondo redonda y borde an la boca.

4.4 Canfrifugs.

4.5 Probets graduzcs, oe 230 cm’.

4.8 Matraz Edenmeyer. de 250 o'

4.7 Flancha de calenfamisnio, con reguiador de temperatura.

4.8 Taiad metilica con asoesio.

4.8 Matraz aforado, de 100 o™

4.10 Embuda scanalado con paped filtro, wathman Moo 1.2 o filtro de vidrio poroso o embudo Bpo Hirsch,
411 Tubes de podarizaciin, de 100 o de 200 mm de longitud.

412 Polanimsits 0 ScAnmetn.

413 Fusnts 08 IUZ monochmiatica o Nitro para obisnsr WZ monocromatica



7.6 Coloc:
de calent
a 17 minu
particulas

T.T Enfria
v transferi

T.8 Lavar
da en una

7.9 Agitar
chando lo

T10 Llen:
metro y o
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5 REACTIVOS
51 Soiuion af 33% de clomro 0 calcin. DISOlVEr 0DS panes oe clomm o8 calto exahidratado (Ca Cl,
B8Hz) en una pare Os GOUA desNIGOA y GjUStar 4 una osnsiiad de 1,30 & 20°C. Alalinizar muy ligeraments

mediane la adiclon o2 una soleclon 0,1 N de hiondxido de sodio, en pressncia oel Indicador d2 Tenolfta-
lelna.

5.2 Solugion &i 8,6% de acido acético,

5.3 Akcohol etfico al 8% d = 0,88 a 20T,

&. PREPARACION DE LA MUESTRA

8.1 Las muestras para & ensayo deben estar acondiclonadas en reciplenies harméficos, Bmplos, secos (vi-
drio, plastico u ofro material inoddable), completaments llenos para evitar gue 58 formen espacios de alre.

8.2 La cantidad de muestra de la harina de origen vwegetal exiralda dantro de un lode dstemminado debs ser
reprasentativa y no debe sxponarsa al alle mucho Bempo.

6.3 58 homogeniza ka musstra Imviriendo varlas veces & reciplents que la contians.
7. PROCEDIMIENTO
7.1 La geterminacion debs realizarse por dUpScHOe S00Te |2 MESMa MUestra prepareda

7.2 La musstra de harina de origen vegetal, puvenzada inaments, &5 pasada a traves de un tamiz oe absmu-
14 comespondients a 149 wm.

7.3 Pesar, con aproximacson al 0.1 mg, 2 g 4 2,5 g de musstra y ransherr al tubo de la cenirifuga de 50 cm’;
afimdlr 10 cm” de &ber para remover la grasa, luego 10 cm” oo alcohol de 628% y aghar culdadoss-
maante con una wanlls de vidro.

7.4 Colocar el tubo y su contsnido en k. centrifuga v cantrfugar por 0os minutos (sl no 52 dispone de cen-
trifuga, lavar ka musstra de hamna colocindola s0bre un papsl R0, USANGO UN CONG O8 plabing y ligera suc-
c30n). Decantar el solvents y, =l 85 necesarlo, repetlr & lavado hasta que e hayan usado 60 om® del liquics
lavasor, agitando cada vez que sed posible.

7.5 Agitar el reskiuo con 10 om® de agua cestllada y transfenr & matraz Enenmeyss o3 230 cm’. S8 18-
mina ssta transferencla usando para sl lavado un total de 80 cm’ o2 la solucson de clomro de calclo qus
contenga Zem” de Scido acstico al 0,8%:; colocar la varlla ds vidrhe en ol matraz Erlenmeyer.



Anexo 2: Método kit enzimético, ENZYTEC Starch
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ENZYTEC™ Starch Code N"E1268
Update: 31.01.2011 Page 12
LV method for approx. 32 assays For in witro use only

Store between +2 and +8T

The method ks contained Inthe Dutch, Gaman, Swiss food lawes. Recommended e. g. by AL, MEBAK. Standamdizad by DIM, NEM.

Principle

Starch + [i-1) 0 ——— Amyloglucosidase (AGS) —— N D-glucose
D-Eucose + AT Hewnkinase . 6P +ADP

P+ HADRE' . CERDH — 6P+ HADPH = H'

[Foef.: Beuger, H-0 {1554) Im Methods of Ercymatic Analysis (Sergreyer, HUU., &) 3rd e, vol. Vi, pp. 2-10; 'Veriag Chemie Weinheim, Deesfieid ! Florida, Bassl.

Assay performance

Wavelengtic 340 nm [NADPH), €= 6.3 1 xmmal” xom’

Light path: 1.0 cm jglass oF piastic cuvetias)

Temperature: +55 o +60T (Incubation|
mmﬁcﬂwm:m:én:.

Assayvolume:  2320mi

Measurement agairst alr or agairst waber

Sample solutior: 12 to 70 pg stanch In 0100 to 1.000 mi sampie solution, resp. 0100 to 0200 mi when analyzing DMSO contalning
‘solutiors.

Reagents

# AGE: Lyophilzats wil citrate bufer, pH approe. 4.6, approx 56 U amyloglucositase (for stabilfy see pack [abel). DISsoive contents of bottia
# AGS with 7 ml redist. waier. The solutlon ks stable for & weelks at +2 o +8T, resp. for 3 monthe a1 -15 bo 251,

#1:  Powder mixture with tnethanolamine busTer, pH approe. 7.5, appros. 50 Mg MADP, 3ppima. 190 mg ATP, magnesium sutate (for sEhilly

ENZYTEC™ Starch Code N"E1268
Update: 31.01.2011 Page2/z
Calculation

AA = [Ar— Al jearps, e st wmey — (2 A0 fiurk sy

Co= (W MW x AR e300 x v x 1000) [g starch] sample solution]

©= (2220 K 1621 XAA)/ (E.3 % 1.00 0100 x 1000) = 0.5963 x & & [g starchi sampls solution]

If the sampie Nas been dilted duRng Preparaton, Multiply e Fesult with dliution factor F.

When analyzing sampies which are welghed oul for sample preparation, calcuiats the contant from the amount welghss

[y o) — - _C-mMM_ x 100 I9"||I|9]
W rrie [ 1N Q1 SN SOILTION]
Sanp4e preparation

. Solubllse Rarch with DAMSO and HCE Accurately waigh 100 mag io 1 g of the hamogenized samgie (comtaining approe:. 70 mig anch) Info a
100 mi-Erlenmeyer flask; add 20 mil DMSO and 5 mil HC (8 M) In the case of fat contalning samples, resp. 5 mi HCI (3 M) and 20 mi DMS0
In the case of fa-fres samgies; close the fiask and Incubats I @ shaking waber-oath 31 55-50°C for 30 (nomnally) to &0 min in the case of
mmm;ummwemﬂmrgmtnmmw add approw. 50 mil redist. wates; adjust pH to 4 to S {not
FIEH' addng NaZH (S M), transfer the matena Ilai Irio 3 100 mi-volumetnc flask (inse with water), 21l up to the mark and
e stand for @ few minutes and take the sampie tog of e soiution by means of a ppeﬂ:e.

2 Mmmnnmmmnmmmm1D|:-rr'|g1n|g|:-1‘mrumgenm!dsan'ple[mainlngq:pm:."l}mgslammlnh:la

mmmammammmm.e g. 40 % wiv)c slir at noom temperature for approa. 20 min, cenirifuge, remove
add 10 mi B3 {approx. 10 % mém), & at +60 T In 3 water bah Tor 50 min; fransfe r the matenal quantitailvedy Into 3

m{:-mnezer finse the cemfuge tube with redst. water and fransfer fo the beaker 39ain (100% of Te sample Must be TarefTed); adjust
pH 1o 4 %o & (not higher') by adding Ma0H (5 M, transter the material quanifiativety Into a 100 mi~volumetnic Nask (rnse the beaker with
water and fransfer again), Tl up 1o the mark and mbc ket stand fior 3 Tew minuies and Eke the sampie solution Trom the fof of the solution by
meares of 3 piston-iype
Mote: mmmmmmmumm add 10 mi ethanol (36 % wv) 10 approx. 1 g sample, sir and centrifge; decant
the emanol and continue 35 desorioed above.

3. Deferminafion of "Qucass SyLp”™ e g in ful juices: Accurab=ly weigh 100 mg fo 1 g of the homogenized sampie [cotaining approx
100 mg D-glucose + "gluctse syTup”) Into @ volumedric Niask; Ml up to the mark with redis. water, mix and filter. Perform the analysks with
sAMpIE biank assay and sampke assay (Incubate 20 min & +20 1o +25T)L

4. Deformynation of dextring in hesr- Use the sampie directiy for the 3853y perfm analysls with sample blank and sample assay.

Assay characteristics

. Specfcly.  AGS hydrolyzes 0-1.4- and o-1,6-glucosidc bonds Independent on the molecular weight (amylose, amylopectin, giycogen,
dexdrin, maitcess, maltoiriose, efe). A lmited diVerentiabion Is only possibie durng sample preparation by washing with
ethianolwater mistures. In the analysls of pure starch results of 95 % calculated on the oy mass have o espected.

2. Sensmhays 3 my starchl (&A= 0.010; v = 0L200 mi; W = 2. 320 mil)
Defectan Imit & myg stamhl (A = DLO20; v = DL200 mi; W = 2320 mil)
Lineariy: from 1.2 ug stamhiassay [¥ = DL200 mi; W = 2320 mi)
v 70 pg sarchiassay (v = D100 mi;, W = 2320 /mi)
5. Precislon: AA = +-0.010 to 0I5 absorbance units
CV = approec 1102 %
Pork sausage; ¥= 13g100g r= O170g9M00g s(r =-+-0.060 g'100g
R= 027 gH0g &(f)=-+-0.077g100g
Childrer’s nusks:  ¥x=-43.591009 r=- 233g91A00g s -+-0.82 910049
R= &42gM00g s(R)=+-2597 gi100q

I

6. Technica! infbrmation;

6.1 D-Glucoss canndt be calculaied fom the sample blank becauss | contains also D-plucose from sucrose, laciose and maliose Iberated
during sampie preparation with DMS0 and HOl. A separate sample preparation ks necassary.

6.2 If the sample cortains malinse, the sampie has bo be washed with ethanol'water mbtures omeratse a part of manose will be found In the
sample biank and the rest In the sampie 3ssay because mahiose s only partaly hydniyzed durng sampie preparation with DMSOHCL.
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Anexo 3: Gréficas recuperacion en masa de extraccion con desviacion estandar
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Figura 13. Recuperacion a pH 3 en muestras frescas
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Figura 14. Recuperacion a pH 5 en muestras frescas
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Figura 15. Recuperacion a pH 7 en muestras frescas
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Figura 16. Recuperacion a pH 9 en muestras frescas
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Figura 17. Recuperacion a temperatura de extraccion de 15°C en muestras frescas
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Figura 18. Recuperacion a temperatura de extraccion de 15°C en muestras frescas
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Figura 19. Recuperacion a pH 3 en muestras secas
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Figura 20. Recuperacion a pH 5 en muestras secas
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Figura 21. Recuperacion a pH 7 en muestras secas
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Figura 22. Recuperacion a pH 9 en muestras secas
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Figura 23. Recuperacion a temperatura de extraccion de 15°C en muestras secas
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Figura 24. Recuperacion a temperatura de extraccion de 15°C en muestras secas
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Anexo 4: Tablas de resultados de cuantificacion

Muestras frescas

Tabla 6. Resultados de cuantificacion de la extraccion con distintos pH en cascaras frescas.

Masa Blanqueamiento| Pérdida Absorbancia | Recuperacidon masa | Blanqueamiento Pérdida Absorbancia| Masa  Blanqueamientd Pérdida [|Absorbancia
Tiempo 10 10 10 10 20 20 20 20 30 30 30 30
[min]/ph

0,50 0,30 0,20 0,47 0,30 0,00 0,30 0,00 0,60 0,30 0,30 1,90
3 0,60 0,40 0,20 1,93 0,60 0,30 0,30 1,32 0,90 0,60 0,30 1,52
0,60 0,30 0,30 0,00 0,70 0,00 0,70 0,00 0,80 0,70 0,10 0,00
Promedio 4,36 0,33 0,23 0,80 4,10 0,10 0,43 0,00 5,90 0,53 0,23 0,00
Desv.0Estandar] 0,06 0,06 0,06 1,01 0,21 0,17 0,23 0,00 0,15 0,21 0,12 0,00
0,80 0,20 0,60 0,25 1,50 1,00 0,50 1,09 1,40 0,00 1,40 0,00
5 (inicial) 1,10 0,90 0,20 1,83 1,10 0,40 0,12 1,61 1,20 0,00 1,20 0,00
0,60 0,40 0,20 0,00 1,40 1,20 0,20 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00
Promedio 6,41 0,50 0,33 0,70 10,26 0,87 0,27 0,90 9,23 0,00 1,20 0,00
Desv.Estandar 0,25 0,36 0,23 0,00 0,21 0,42 0,20 0,82 0,20 0,00 0,20 0,00
0,20 0,20 0,00 0,00 0,10 0,10 0,00 0,00 0,30 0,30 0,00 0,00
7 0,20 0,20 0,00 0,00 0,40 0,20 0,20 1,92 0,70 0,50 0,20 1,58
0,40 0,30 0,10 0,00 0,30 0,20 0,10 0,00 0,50 0,40 0,10 0,00
Promedio 2,05 0,23 0,03 0,00 2,05 0,17 0,10 0,64 3,85 0,40 0,10 0,00
Desv.Estandar 0,12 0,06 0,06 0,00 0,15 0,06 0,10 1,11 0,20 0,10 0,10 0,00
1,10 0,80 0,30 1,27 2,00 1,10 0,90 0,25 0,90 0,70 0,20 1,29
9 1,80 1,10 0,70 0,96 1,70 1,20 0,50 1,66 1,40 0,60 0,80 1,11
1,60 0,00 1,60 0,00 1,50 0,00 1,50 0,00 1,30 0,00 1,30 0,00
Promedio 10,71 0,63 0,87 0,74 10,83 0,77 0,97 0,64 7,06 0,43 0,77 0,80
Desv.Estandar 0,36 0,57 0,67 0,66 0,25 0,67 0,50 0,90 0,26 0,38 0,55 0,70
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Tabla 7. Resultados de cuantificacion de la extraccion con distintas temperaturas en cascaras frescas.

49

T[°C] Masa anqueamien| Pérdida Absorbancia Amilosa Masa anqueamien| Pérdida |[Absorbancia| Amilosa Masa anqueamien| Pérdida [Absorbancia] Amilosa

TiempoO[min}/ 10 10 10 10 10 20 20 20 20 20 30 30 30 30 30
15 0,60 0,60 0,00 0,43 0,00 0,30 0,20 0,10 1,93 0,00 0,20 0,20 0,00 0,00 0,00

0 0,60 0,60 0,00 1,47 0,00 0,20 0,20 0,00 0,00 0,00 0,30 0,20 0,10 0,44 0,00

0 2,40 2,10 0,30 1,01 0,00 0,40 0,20 0,20 1,52 0,00 0,60 0,40 0,20 0,76 0,00
Promedio 9,23 1,10 0,10 0,97 0,00 2,31 0,20 0,10 1,15 0,00 2,82 0,27 0,10 0,40 0,00
Desv.OEstandar 1,04 0,87 0,17 0,52 0,00 0,10 0,00 0,10 1,02 0,00 0,21 0,12 0,10 0,38 0,00
25 0,80 0,20 0,60 0,25 0,00 1,50 1,00 0,50 1,09 0,00 1,90 0,00 1,90 0,00 0,00

0 1,10 0,90 0,20 1,83 0,00 0,52 0,40 0,12 1,61 0,00 1,20 0,00 1,20 0,00 0,00

0 0,60 0,40 0,20 0,00 0,00 1,40 1,20 0,20 0,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00
Promedio 6,41 0,50 0,33 0,70 0,00 8,77 0,87 0,27 0,90 0,00 10,51 0,00 1,37 0,00 0,00
Desv.OEstandar 0,25 0,36 0,23 0,99 0,00 0,54 0,42 0,20 0,82 0,00 0,47 0,00 0,47 0,00 0,00
45 1,20 0,60 0,60 0,00 0,80 0,30 0,50 0,00 0,00 1,00 0,70 0,30 1,05 0,00

0 1,00 0,70 0,30 0,80 0,00 1,10 1,90 -0,80 0,00 0,00 1,20 0,60 0,60 0,91 0,00

0 0,60 0,60 0,00 1,05 0,00 1,30 0,40 0,90 0,41 0,00 1,40 0,90 0,50 0,73 0,00
Promedio 7,18 0,63 0,30 0,62 0,00 8,21 0,87 0,20 0,14 0,00 9,23 0,73 0,47 0,90 0,00
Desv.OEstandar 0,31 0,06 0,30 0,55 0,00 0,25 0,90 0,89 0,24 0,00 0,20 0,15 0,15 0,16 0,00




Tabla 8. Resultados de cuantificacion de la extraccion con distintos pH en céscaras secas.
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pH Masa Blanqueamiento| Pérdida Absorbancia Amilosa Recup masa| Blanqueamiento Pérdida Absorbancial] Amilosa Masa Blanqueamientq Pérdida [Absorbanciafmilopecting
Tiempo 10 10 10 10 10 20 20 20 20 20 30 30 30 30 30

[min]/ph

2,00 1,40 0,60 0,80 0,00 3,30 2,00 1,30 0,86 0,00 2,50 1,40 1,10 0,00 0,00

3 2,40 0,00 2,40 0,00 0,00 1,60 1,30 0,30 1,20 0,00 3,40 0,90 2,50 0,21 0,00

2,10 0,00 2,10 0,00 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 0,00 3,00 0,00 3,00 0,00 0,00

Promedio 8,67 0,00 8,67 0,00 0,00 9,20 1,10 1,20 0,00 0,00 11,87 0,77 2,20 0,00 0,00

Desv. Estandar 0,21 0,81 0,96 0,00 0,00 0,89 1,01 0,85 0,00 0,00 0,45 0,71 0,98 0,00 0,00

2,20 1,70 0,50 1,52 0,00 3,80 3,50 0,30 1,31 0,00 2,30 1,90 0,40 0,00 0,00

5 (inicial) 3,50 1,90 1,60 0,54 0,00 2,30 1,70 0,60 0,83 0,00 2,20 0,80 1,40 0,82 0,00

2,00 0,00 2,00 0,00 0,00 1,70 1,20 0,50 0,14 0,00 3,00 2,80 0,20 1,32 0,00

Promedio 10,27 1,20 1,37 0,00 0,00 10,40 2,13 0,47 0,76 0,00 10,00 1,83 0,67 0,00 0,00

Desv. Estandar 0,81 1,04 0,78 0,00 0,00 1,08 1,21 0,15 0,59 0,00 0,44 1,00 0,64 0,00 0,00

2,70 2,00 0,70 1,34 0,00 3,80 2,50 1,30 1,26 0,00 1,90 0,00 1,90 0,00 0,00

7 1,90 1,30 0,60 1,14 0,00 2,10 1,60 0,50 1,13 0,00 2,10 0,00 2,10 0,00 0,00

2,40 1,90 0,50 0,00 0,00 2,30 0,00 2,30 0,00 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 0,00

Promedio 9,33 1,73 0,60 0,00 0,00 10,93 1,37 1,37 0,80 0,00 8,00 0,00 2,00 0,00 0,00

Desv. Estandar 0,40 0,38 0,10 0,00 0,00 0,93 1,27 0,90 0,69 0,00 0,10 0,00 0,10 0,00 0,00

1,80 1,20 0,60 0,00 0,00 1,50 1,10 0,40 0,37 0,00 3,60 3,30 0,30 1,23 0,00

9 1,50 0,00 1,50 0,00 0,00 2,10 1,50 0,60 1,72 0,00 3,15 2,50 0,65 0,00 0,00

1,60 0,00 1,60 0,00 0,00 1,40 0,00 1,40 0,00 0,00 2,50 0,00 2,50 0,00 0,00

Promedio 6,53 0,40 1,23 0,00 0,00 6,67 0,87 0,80 0,70 0,00 12,33 1,93 1,15 0,41 0,00

Desv. Estandar 0,15 0,69 0,55 0,00 0,00 0,38 0,78 0,53 0,90 0,00 0,55 1,72 1,18 0,71 0,00




Tabla 9. Resultados de cuantificacion de la extraccion con distintas temperaturas en cascaras frescas
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T[°C] Masa |anqueamien| Pérdida Absorbancia Amilosa Masa |anqueamien| Pérdida |Absorbancia| Amilosa Masa fanqueamien| Pérdida |Absorbancial Amilosa
T'e:"m 10 10 10 10 10 20 20 20 20 20 30 30 30 30 30

15 2,60 0,00 2,60 0,00 0,00 3,90 0,53 3,37 0,48 0,00 2,90 2,20 0,70 0,00 0,00

0 1,30 0,70 0,60 0,00 0,00 2,60 0,00 2,60 0,00 0,00 1,70 0,00 1,70 1,88 0,00

0 1,50 0,00 1,50 0,00 0,00 2,50 0,00 2,50 0,00 0,00 1,50 0,00 1,50 0,00 0,00
Promedio 7,20 0,23 1,57 0,00 0,00 12,00 0,18 2,82 0,16 0,00 8,13 0,73 1,30 0,94 0,00
Desv. Estandar 0,70 0,40 1,00 0,00 0,00 0,78 0,31 0,48 0,28 0,00 0,76 1,27 0,53 1,33 0,00
25 2,20 1,70 0,50 1,52 0,00 4,10 3,30 0,80 0,00 0,00 2,30 0,00 2,30 0,00 0,00

0 3,50 1,90 1,60 0,54 0,00 2,30 1,70 0,60 0,00 0,00 2,20 0,00 2,20 0,00 0,00

0 2,60 0,00 0,00 0,00 0,00 1,70 0,00 1,70 0,00 0,00 3,00 0,00 3,00 0,00 0,00
Promedio 2,77 0,00 0,00 0,00 0,00 2,70 1,67 1,03 0,00 0,00 2,50 0,00 2,50 0,00 0,00
Desv. Estandar 0,67 0,00 0,00 0,00 0,00 1,25 1,65 0,59 0,00 0,00 0,44 0,00 0,44 0,00 0,00
45 2,50 0,00 0,00 0,00 0,00 2,00 0,97 1,03 1,85 0,00 2,90 2,30 0,60 0,90 0,00

0 2,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,50 0,00 1,50 0,00 0,00 2,40 0,00 2,40 0,00 0,00

0 2,10 0,00 0,00 0,00 0,00 1,80 0,00 1,80 0,00 0,00 2,60 0,00 2,60 0,00 0,00
Promedio 8,80 0,00 0,00 0,00 0,00 7,07 0,32 1,44 0,62 0,00 10,53 0,77 1,87 0,30 0,00
Desv. Estandar 0,26 0,00 0,00 0,00 0,00 0,25 0,56 0,39 1,07 0,00 0,25 1,33 1,10 0,52 0,00




Anexo 5: Resultados Kit Enzimatico

Tabla 10. Célculos y contenido de almiddn usando el kit enzimatico muestra 1.

Muestra 1: 15°C, 20 min, pH neutro

Prueba 1 3 Promedio Desv. Estandar
Blanco 1 0,188 0,189 0,189 0,001
Muestra 1 0,194 0,198 0,196 0,003
Blanco 2 0,313 0,304 0,309 0,006
Muestra 2 1,708 1,714 1,711 0,004
deltaA 1,389 1,401 1,395 0,008
c 0,829 0,836 0,833 0,005
Contenido Almidén| 97,909 98,755 98,332 0,598

Tabla 11. Célculos y contenido de almiddén usando el kit enziméatico muestra 2

Muestra 2: 25°C, 30 min, pH 9

Prueba 1 3 Promedio | Desv. Estandar
Blanco 1 0,188 0,189 0,189 0,001
Muestra 1 0,194 0,198 0,196 0,003
Blanco 2 0,313 0,304 0,309 0,006
Muestra 2 1,708 1,714 1,711 0,004
deltaA 1,389 1,401 1,395 0,008
c 0,829 0,836 0,833 0,005
Contenido Almidén| 87,809 88,568 98,332 0,536




