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EVALUACION DE DOS SISTEMAS Determinaddn de la composicddn fisico-quimicay dela
ENHM&-“COS COMO FUENTE DE dlgﬁhhll!dﬂd in vitro de dos variedades de frijol
comiin Phaseolus vulgaris L. Estimacion del contenido
INVERTASA PARA ELABORAR JARABE e B e e
RICO EN FRUCTOSA A PARTIR DE
BANANO El propésito de este estudio fue determinar, mediante
un estudio de digestibilidad in vitro, la porcién indigerible
presente en dos variedades de frijol comin Phaseolus
vilgaris L. consumidas en Costa Rica y cuantificar en dicha
porcidn, dos de los principales polisacaridos no almidonosos
causantes de flatulencia: pectina y celulosa. Se
determinaron ademds, las principales caracteristicas .....
fues g 131

Inddenda de Listeria monocytogenes encamarin
fresco (Penaeus brevirostris, Solenocera agassizi y
S. florea) que se expenden en el Area Metropolitana

de San José

Se analizaron 130 muestras de camardn pequefio (Penasus
brevirostris, Sofenocera agassizi y 5. florea), provenientes de
26 expendios (5 de cada uno en diferentes oportunidades)
localizados en el Area Metropolitana de San José, con el fin de
establecer la presencia de Listeria monocytogenes vy Listeria
spp. Trece de los lugares de venta estaban localizados en el
Mercado Central o sus alrededores y 13 en el resto del drea,
Se encontrd L. monocytogenes en 85 de las muestras
(65,4%) y 96 presentaron Listeria spp. (73,8%).

futn g )

Composicion quimice- nutricional de "snacks"
procesados en Costa Rica

Se determing la composicion nutricional de “snacks” o
bocadilles producidos en Costa Rica a fin de contar con
informacion sobre la composicion de alimentos nacionales.
Se selecclonaron 19 productos, con base en su disponibilidad
en el mercado v el volumen de produccion. La compaosicion
proximal se determind mediante los métodos oficiales del
AQAC. La energia se estimd con bomba calorimetrica y la
fibra dietética por el método gravimétrico enzimatico de Lee.
Se aplico la t de Student para comparar la composician de
los “snacks” extruidos con queso y sin queso. El valor
energético de los “snacks” oscild entre 519 v 718 keal/100g

(2180 y 3005 k)/100g). b 8D

Compaosicién de alimentos en Costa Rica:
un diagnostico

Se efectud un diagnostico en las instituciones
nacionales que generan y utilizan los datos sobre la
composicidn quimica de los alimentos con el propdsito
de identificar los alimentos analizados, los métodos
analiticas, los usos y las limitaciones de las tablas de
composicion de alimentos, Para la recoleccion de los
datos se enviaron 60 formularios estructurados, |os cuales
cse distribuyeron a informantes de 46 instituciones,

obteniéndose un 67% de respuesta.
feer pip 26)
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EVALUACION DE DOS SISTEMAS ENZIMATICOS COMO FUENTE DE
INVERTASA PARA ELABORAR JARABE RICO
EN FRUCTOSA A PARTIR DE BANANO

———— e —
Ana Ruth BONILLA-LEIVA*®, Alan GONZALEZ-CARVAJAL™**

ABSTRACT

EVALUATION OF TWO INVERTASE SOURCES
TO ELABORATE HIGH FRUCTOSE BANANA
SYRUP

The objective of this study was to evaluate the
production of high fructose syrup from ripe banana fruit
using two sources of enzymes; immobilized banana pulp
and a commercial microbial enzyme.

Banana juice was produced from ripe bananas and
used as the source of sucrose for the study. The banana
pulp was Immobilized in a calcium alginate matrix. The
effect of Tris-HCI buffer solution was evaluated. Several
CaCl, concentrations (2,4,6,8,10%) were tested as
hardening solutions. Hydrolysis of sucrose was followed
during 24 h at 37 °C using the best system evaluated.
Evaluation of the commercial enzyme was performed at
three different temperatures (25, 37 and 60°C). Different
systems of purification {centrifugation and treating with
activated charcoal, magnesium oxide, calcium oxide,
anionic polyacrylamide and ionic resins) were tested.
The effect of the purification treatments on the sugars
concentration was evaluated. The hydrolyzed juice was
concentrated under vacuum at 55°C to yield 70°Brix.

The use of Tris-HCI buffer solution did not show any
effect on the hydrolysis rate (p=0,01). There was no
significant difference (p>0,01) in system stability among
any of the five CaCl, solutions. The 2% CaCl, system
was used continuously for 20 days without any physical
disintegration and for 25 days without loss of activity.
The complete hydrolysis of sucrose took 18 h of
incubation using the banana immobilized system and
1hat 60°C using the commercial microbial enzyme,
A clear juice was obtained after the purification
treatment with calcium oxide, anionic polyacrylamide
and ionic resins, however the total sugar concentration
was reduced by 17% after the purification treatment.
After the concentration procass the resulting syrup had
a sugar composition of 48,9% fructose, 45,0% glucose
and 6,1% sucrose.
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RESUMEN

El abjetivo de este estudio fue evaluar la produccion
de jarabe rico en fructosa a partir de banano maduro
utilizando dos fuentes de invertasa: la pulpa del banano
inmovilizada y una enzima comercial de origen
microbianc. Se elabord jugo a partir de banano maduro,
el cual se usd como fuente de sacarosa en todo el
estudio. La pulpa de banano se inmovilizd en una matriz
de alginato de caldo. Se evalud el efecto de la disolucidn
amortiguadora de Tris-HCl sobre la actividad del sistema
enzimatico y de diferentes concentraciones de CaCl,
(2,4,6,8,10%) sobre la estabilidad del alginato formado.
La hidrdlisis de la sacarosa utilizando el sistema
resultante fue estudiada por 24 h a 37°C y utilizando la
enzima comercial de origen microbiano se evalud a tres
diferentes temperaturas (25, 37 y 60°C) por 2 h. Se
evaluaron diferentes sistemas de purificacidn
(centrifugacidn y tratamiento con carbén activado, dxido
de magnesio, dxido de calcio, poliacrilamida anidnica y
resinas de intercambio idnico). Se determing el efecto
de los tratamientos de purificacion sobre la
concentracion de azicares. El jugo hidrolizado se
cancentrd al vacio a 55°2C, hasta 70°Brix.

Se establecid que Ia eliminacidn de la disolucidn de
Tris-HCl durante Ia inmovilizacidn no afectd (p=>0,01)
la actividad enzimatica. El sistema mantuvo su integridad
fisica y actividad enzimatica por 25 dias al utilizar Cacl,
al 2% como agente gelificante (p=0,01). La hidrdlisis
completa de la sacarosa se llevd a cabo en 18 h al utilizar
pulpa de banano inmovilizada (2% CaCl, y sin Tris-HCl)
¥ 1 h con invertasa de origen microbiano a 60°C. Se
logrd obtener un jugo claro y brillante con el tratamiento
con oxido de calcio, poliacrilamida anidnica y resinas
de intercambio idnico; pero la purificacidn produjo una
pérdida de 17% de azlicares totales. Al concentrarse
el jugo se obtuvo un jarabe con 48,9% fructosa, 45.0%
glucasa y 6,1% sacarosa,
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INTRODUCCION

A pesar de que la actividad bananera constituye una de
las operaciones agricolas mas importantes y tecnificadas
del mundo, presenta grandes cantidades de excedentes no
utilizados que los paises exportadores no pueden valorizar
en un alto porcentaje (UPEB, 1994; Araya, et a/, 1995). Por
ello, la valorizacion de estos tonelajes, preferiblemente en
productos de adecuado valor agregado constituye una
preccupacion constante para los paises productores.

Los jarabes ricos en fructosa (llamados también jarabes
de isoglucosa) abtenidos a partir de almiddn se han utilizado
comercialmente en los Estados Unidos desde el afio 1967 y
a partir de entonces su uso en la industria alimentaria ha
aumentado drasticamente. La combinacién de dulzor y
funcionalidad de los carbohidratos presentes en estos
jarabes ha hecho que los jarabes ricos en fructosa sean
muy usados en diferentes alimentos y bebidas (Higley &
White, 1991; Hebeda, R, 1993). Una de las caracteristicas
mas importantes de estos jarabes es su dulzor, asi la
isoglucosa 42 es tan dulce como la sacarosa {Schwartz,
1990).

Varias investigaciones (Van Wyk ef a/,, 1978; Chacdn,
1994; Molina, 1993) indican la posibilidad de obtener jarabe
rico en fructosa a partir de la pulpa de banano verde, que
contiene entre 20-25% de almiddn, La pulpa madura cuya
concentracion de azlcares es de 20-25% también ha sido
evaluada como fuente de jarabe rico en fructosa (Palmer,
1971; Van Wyk et al, 1978; Gous, et al, 1987).

Debido a la presencia de varias enzimas en la pulpa de
banano, durante el proceso de maduracidn se llevan a cabo
dos procesos bioquimicos; la hidrdlisis del almidén yla
acumulacion de aziicares (Glass & Rand, 1982: Garcia &
Lajolo, 1988; Sum et al, 1980; Terra et al, 1983). La
conversion rapida y eficiente del almidén en sacarosa,
glucosa y fructosa hacen del banano una fuente ideal de
enzimas. Sin embargo existen factores que interfieren tales
como taninos, sustancias pecticas y polifencioxidasas (Dong
& Su, 1972). Dicha interferencia puede ser eliminada
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utilizando las enzimas del banano inmovilizadas (Glass &
Rand, 1982; Bonilla & Rand, 1992; Bonilla & Lois, 1992). La
posibilidad de utilizar el banano tanto como materia prima
para la produccion de azicares, como de fuente enzimatica,
puede ser de gran potencial industrial.

El objetivo de este proyecto fue analizar la posibilidad
de producir jarabe rico en fructosa, o isoglucosa, a partir
de banane y evaluar la utilizacién de pulpa de banano
inmovilizada y una enzima comercial de origen microbiano
como fuentes de invertasa.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion del jugo de banano

Se elabord jugo de banano seglin el pracedimiento
descrito por Viquez et a/. (1981). Se utilizaron bananos
maduros que se encontraban en el grado 7 de |a escala
de maduracion (Chacén et al, 1987). Se eliminaron
los bananos que no cumplieron con ese grado de
madurez y los que presentaron dafios mecanicos y
senales de contaminacion microbiana.

La fruta seleccionada se lavo con agua fria para
remover |as impurezas externas (tierra o particulas
adheridas). Los bananos se escaldaron durante 10 min
en agua hirviendo. Luego se removid la cascara
manualmente y se molieron en un moline de martillos,
utilizando una malla de 0,125 pulg, para obtener una
pulpa gruesa,

La pulpa se enfrid hasta una temperatura
aproximada de 38°C y se le adiciond la enzima Pectinex
Ultra 5P-L a una concentracion de 0.025% p/p. Se
mantuvo entre 35y 40°C por 40 min. El jugo se extrajo
utilizando una prensa hidraulica a una presién entre 5
y 10 Ib/plg>.

El jugo se pasteurizé a 72°C per 15 min. Se
almacend en congelacion para llevar a cabo la hidrdlisis
enzimatica posteriormente.
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Inmovilizacién de la pulpa de banano

La pulpa de banano, grado de madurez 6 (Chacén
et al, 1987), se inmovilizé en alginato de calcio en forma
de perlas. Para esto |a pulpa se homogeneizd en una
disclucién de alginato de sodio al 2% preparado en
disolucién amortiguadora de Tris-HCI 0,25 M, pH 7,5. La
mezcla se hizo gotear (con una bomba peristaltica) en
una disolucion de CaCl, al 10%, preparada en disolucion
amortiguadora de Tris-HCI 0,05 M con pH 7,5.

Tambien se elaboraron perlas sustituyendo la
disolucion amortiguadora Tris-HC| por agua y utilizando
diferentes concentraciones de CaCl . (2,4, 6,8, 10 %).

El efecto de los diferentes métodos de inmovilizacion
de |a pulpa de banano sobre la hidrdlisis de Ia sacarosa
se evalud incubando en todos los casos 40,0 g de perlas
en sendos erlenmeyers con 40,0 mL de jugo a 37°C,
durante 4 h. Al finalizar el periodo se tomd una alicuota
de 1,00 mL y se determind la concentracidn de aziicares.
Alas 24 h de incubacion se retird el jugo para determinar
los residuos provenientes de la desintegracion de las
perlas, lo cual se hizo centrifugando a 11410 x g durante
10 min y pesando los residuns obtenidos. Esta
evaluacion se llevo a cabo durante 25 dias, en los cuales
diariamente las perlas se incubaron en nuevas muestras
de jugo.

5e estudid el sistema durante 24 h incubando
muestras de 5,0 g de pulpa inmovilizada de banano
elaborada con agua y precipitada en disclucidn de Cacl,
al 2% con 5,00 mL de jugo de banano sin centrifugar.
Se tomaron muestras cada 2 h y se analizé la
concentracion de aziicares.

Hidrdlisis de la sacarosa del jugo de banano

utilizando invertasa comercial de origen
microbiano

Se utilizé invertasa comercial NOVQ. Se incubaron
muestras de 50 mL de jugo, con 0,03 mg de enzima por miL
de jugo. La hidrdlisis se llevo a cabo a 25, 37 y 60°C. Se
tomaron muestras cada media hora y se determing la
concentracion de aziicares.

Determinacion de la concentracién de
azdcares

La concentracidn de azlcares se analizd por medio de
Cromatografia de Alta Presién (HPLC). Se utilizé una
columna para carbohidratos Alitech 700 CH {300 mm x
6,5 mm), y un detector de indice de refraccion diferencial
(Shimadzu DCL-6A). La concentracién se determind por
medio de dreas con un integrador Shimadzu C-R3A. Las
condiciones de trabajo fueron: fase moévil agua; flujo
1 mL/min; temperatura 65°C. Las muestras se filtraron
utilizando un filtro microporo de 0,45 mm antes de ser
inyectadas en el cromatdgrafo.

Estudio de diferentes mecanismos de
purificacidn

Una vez realizada la hidrdlisis de la sacarosa presente
en el jugo, este se sometié a diferentes tratamientos de
purificacion:

1. Centrifugacion y tratamiento con carbon activado: el
jarabe se centrifugd a 2000 rpm por 10 min y se filtrd
al vacio sobre una capa de celite, luego se agregd
carbon activado y se calentd a 80°C por 30 min. Al
finalizar este tiempo se filtré nuevamente sobre una
capa de celite para eliminar el carbon.

2. Tratamiento con éxido de magnesio: en este caso se
agrego una lechada de Gxido de magnesio a la muestra
de jarabe hasta alcanzar un pH de 9. Posteriormente
se calentd a 90°C y se filtro el jarabe al vacio sobre
una capa de celite. Se adicioné H, PO, hasta un pH de
7.0, se calento a ebullicion y se centrifugé a 2000 rpm
por 10 min eliminando los sélidos.

3. Tratamiento con dxido de calcio: al jarabe se le agregd
una lechada de éxido de calcio hasta obtener un pH
entre 7,2 y 8,3, luego se calentd el jugo hasta alcanzar
la temperatura de ebullicién durante un pequefio iempo
y s dejo enfriar. Posteriormente se centrifugd e jarabe
a 2000 rpm por 10 min y se elimind la fase sdlida.
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4, Tratamiento con dxido de calcio y poliacrilamida aniénica:
se realizd el proceso descrito en el punto 3.
Seguidamente se agregd la poliacrilamida para obtener
una concentracién de 1-3 ppm, se calentd a 80°Cy se
filtrd el jarabe al vacio sobre una capa de celite.

5. Tratamiento con dxido de calcio, poliacrilamida anidnica
(floculante) y resinas de intercambio ionico: en este caso
se realizd el mismo procedimiento del punto 4.
Posteriormente se calentd el jarabe a 45°C y se hizo
pasar a través de las resinas de intercambio idnico,
primero por la resina catiénica y luego por la resina
anionica.

Una vez establecido el mejor tratamiento de purificacion
se determind la concentracion de azicares antes y después
de la purificacion.

Concentracion del jarabe

Fl jugo hidrolizado se concentré enun rotavapora  48°C
y 55°C hasta 70°Brix. Se determind la humedad, y la
concentracion de azlicares.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 ilustra la produccion de glucosa y fructosa
utilizando en un caso la disolucién amortiguadora Tris-
HCI, durante la inmovilizacion y en el otro caso
sustituyendo esta disolucion por agua. No hubo diferencia
(p = 0,01) en cuanto al uso de solucion amortiguadora o
agua. Como resultado el resto del estudio se llevo a cabo
utilizando agua para homogeneizar la pulpa de banano.
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Figura 1. Concentracion de glucosa y fructosa

después de 4 h de hidrdlisis enzimatica a 37 °C

utilizando pulpa de banano inmaovilizada con agua
o disolucion amortiguadora Tris-HCL. Las perlas
fueron reutilizadas por 25 dias.

En estudios previos en los que se utilizd la pulpa de
banano inmovilizada como fuente enzimatica se usd una
disolucion de CaCl, al 10% (Glass & Rand, 1982; Bonilla &
Rand, 1992; Bonilla & Lois, 1992). Este estudio permitid
establecer que se puede utilizar concentraciones menores
al 10% de CaCl, sin que haya deterioro en la integridad
fisica de Ias perlas ya que no hubo diferencias (p>0,01) en
cuanto al residuo desprendido después de 24 h de incubacion
al utilizar las diferentes concentraciones de CaCl, (Fig.2).
Como puede también observarse en dicha figura durante
los primeros 2 dias hubo un pequenio residuo después de
24 h de incubacidn (1,62%), el cual se redujo a
aproximadamente 0,2% a partir del tercer dia y se mantuvo
constante hasta finalizar el periodo de 20 dias. Tampoco
se encontraron diferencias, segin se puede observar en la
Figura 3, en cuanto a la hidrolisis de sacarosa (p=0,01).
Debido a esto se continud utilizando Cadl, al 2%. Las Figuras
1y 3 indican que el sistema se puede usar continuamente
por 25 dias, sin que haya pérdida de actividad enzimatica.
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Figura 2: Efecto de las diferentes concentraciones
de CaCl, sobre la integridad fisica de las perfas.
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Figura 3. Efecto de la concentracién de CaCl,
en la hidrolisis de sacarosa después de 4 h de
incubacion a 37°C. La pulpa de banano
inmovilizada fue reutilizada por 25 dias.

En la Figura 4 se puede observar, que utilizando
la pulpa de banano inmovilizada, aproximadamente
se necesitan 18 h para la hidrdlisis completa de la
sacarosa. También se puede ver que la concentracion
de fructosa obtenida es mayor que la de glucosa.

% azucar
R A A

Figura 4. Cambio de concentracién de los
azucares presentes en el jugo de banano
durante 24 h de incubacion a 37°C, utilizando
la pulpa de banano inmovilizada como fuente
de invertasa.

La hidrdlisis con invertasa comercial, de origen
microblano, resultd ser mucho més eficente que 1 hidndlisis
conla pulpa de banano inmovilizada. La Figura 5 muestra
que a las temperaturas estudiadas la sacarosa se hidroliza
casi completamente en 2 h. Ademas, se observa que 60°C
€s 1a temperatura mas adecuada, ya que en una hora se
ha llevado a cabo Ia hidrdlisis de la sacarosa presente en
el jugo de banano. La Figura 6 muestra la hidrdlisis de
5acarosa y la formacion de glucosa y fructosa utilizando
invertasa comercial de origen microbiano.
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Figura 5. Hidrolisis de la sacarosa del jugo a
diferentes temperaturas utilizando invertasa
comercial.
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Figura 6. Hidrblisis de la sacarosa del jugo
a 60°C utilizando invertasa comercial.

El tratamiento de purificacion por medio de
centrifugacion y carbon activado elimind ciertas
impurezas, lograndose un jarabe mas claro,
pero al concentrarlo tomé un color café, Al
utilizar oxido de magnesio se obtuvo un jarabe
claro y con un color café menos intenso. El
tratamiento con dxido de calcio y poliacrilamida
anionica, dio mejores resultados. Sin embargo
el tratamiento con dxido de calcio, poliacrilamida
anidnica y resinas de intercambio idnico fue el
que produjo un jarabe claro, brillante y cristalino.
Mo obstante al purificar e jarabe hay una pérdida
en la concentracion de azlcares totales de 17%.

El jarabe concentrado a 70 °Brix, presenta
en base seca 45,0% de glucosa, 48,9% de
fructosa y 6,1 % de sacarosa. Los resultados
obtenidos muestran que es posible obtener
jarabe rico en fructosa a partir de banano con
una composicion de azicares similar al jarabe
de maiz Isoglucosa 42 (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Caracteristicas del jarabe de
Esogl’uma de banano y un jarabe tipico de
maiz, Isoglucosa 42

Jarsba da banans Sarsben o madis®

ne=s snplocoss 43

Caracteristica promedio DE
sdidaos (%) o0 1.8 7l
cenizas (&) 27 61 003
pH 4.5 03 34
Perfil de carbohidratos (% ba)

fructzsa 489 1.2 Az
oo 450 2.4 =
SRR 61 0 .
cligotic irdos . . 6
“Fusnte: hegkd of &, 19,
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