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) Caracterizaciéon morfoldégica y contenido de almiddén resistente y disponible en bananos
(Musa sapientum) exportables del Ecuador

PALABRAS CLAVE RESUMEN

Introduccion: La investigacion tuvo como objetivo fundamental, la caracterizacion morfoldgica

Banano; del almidén nativo de banano (Musa sapientum), contenido en almidén resistente (AR) y dispo-

nible (AD), de las variedades de banano de exportacién: Cavendish (AC), Filipino (AF), Orito (AO)

y Valery (AV).

Almidon digestible. Material y Métodos: Se determiné tamafio y forma del granulo de almidén a través de micros-
copia electrénica de barrido. La cuantificacién del AR por medicién de su fraccién no hidroliza-
da, luego de un ataque de pepsina, y para la fraccion del AD un ataque de amilasa pancredtica
a la fraccién no hidrolizada. Se midié la absorbancia de las dos soluciones de AR y AD a 510nm
contra el blanco del reactivo.

Resultados: El tamafio de los grdnulos de almidén de: AF, AV y AC fueron en promedio 28pum y
para el AO, de 35pm aproximadamente. La forma que predominé fue la oval esférica. El conte-
nido de ARy AD estuvo en el rango de 49 a 58,5% y de 41 a 50%, respectivamente.

Almidodn resistente;

Conclusiones: El almidén resistente, andlogo de la fibra y atil en la nutricién humana, se
presentd en valores importantes en las muestras de las diferentes variedades de banano ex-
portable del Ecuador, alrededor del 54%. Segun los resultados, el almidén de banano de las
variedades estudiadas puede ser incorporado en la elaboracion de alimentos que demanden
caracteristicas funcionales, principalmente por su alto contenido en almidén resistente.
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ABSTRACT

Introduction: The research was fundamental objective, the morphological characterization of
native starch banana (Musa sapientum), resistant starch content (AR) and available (AD), the
export banana varieties: Cavendish (AC), Filipino (AF), Orito (AO) and Valery (AV).

Material and Methods: Size and shape of the starch granule was determined by scanning electron
microscopy. The quantification of AR by measuring its non-hydrolyzed fraction after an attack by
pepsin, and for the fraction of AD pancreatic amylase attack on the non-hydrolyzed fraction.
The absorbance of the two solutions of AR and AD to 510nm against the reagent blank was
measured.

Results: The size of the starch granules: AF, AV and AC were on average 28pum and the AO, of
approximately 35um. The predominant form was the oval ball. The contents of AR and AD ranged
from 49 to 58.5% and from 41 to 50% respectively.

Conclusions: The resistant starch, fiber and analogue useful in human nutrition, appeared in
important values in samples of different varieties of exportable bananas from Ecuador, about
54%. According to the results, the banana starch varieties analized, can be incorporated into food
processing demanding functional characteristics, mainly because of its high content of resistant
starch.
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‘ INTRODUCCION

La necesidad del aprovechamiento integral de los recursos
existentes en cada regién conduce al estudio exhaustivo de
los mismos, como es el caso particular del banano (Musa
sapientum). Ecuador es uno de los mayores productores y
exportadores de banano a nivel mundial®. Trabajos de in-
vestigacion han reportado que el banano tiene un elevado
potencial de utilizacion, debido a su alto contenido de almi-
dén y aceptables niveles de proteina?3. Estructuralmente, el
almidén estd constituido de dos polisacaridos, la amilosa y
la amilopectina. La amilosa es un polimero lineal de unida-
des de glucosa, unidas por enlaces a[1-4], en el cual algunos
enlaces a[1-6] pueden estar presentes. Esta molécula no es
soluble en agua, pero puede formar micelas hidratadas por
su capacidad para enlazar moléculas vecinas por puentes de

hidrégeno y generar una estructura helicoidal que es capaz
de desarrollar un color azul por la formacién de un complejo
con el yodo*; mientras que la amilopectina es un polimero
ramificado de unidades de glucosa unidas de 94 a 96% por
enlaces a[1-4] y de 4 a 6% con uniones a[1-6]. Dichas rami-
ficaciones se localizan, aproximadamente, entre 15 a 25 uni-
dades de glucosa. La amilopectina es parcialmente soluble
en agua caliente y en presencia de yodo produce un color
rojizo violeta®.

Desde el aspecto nutricional, el almidén se divide en dos
fracciones, almidén digestible (AD) y almidén resistente
(AR), este Ultimo de mayor interés por ser considerado como
analogo de fibra®. El AR se puede definir como la cantidad
total de almidén y de sus productos de degradacién, resis-
tentes a la digestion en el intestino delgado de individuos
sanos’.
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El presente trabajo tuvo como objetivo fundamental deter-
minar la morfologia del granulo de almidén nativo de ba-
nano (Musa sapientum), fraccién resistente y digestible, y su
potencial incorporacion en la elaboracion de alimentos que
demanden de caracteristicas funcionales. Las variedades de
banano de exportacién estudiadas fueron: Cavendish (AC),
Filipino (AF), Orito (AO) y Valery (AV).

‘ MATERIAL Y METODOS

La determinacion de las caracteristicas morfolégicas del
granulo de almidén, se realizé en el laboratorio de Nutricion
de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, México,
en el periodo enero—febrero 2015. El contenido en AR y AD
del almidén nativo de banano (Musa sapientum) exportable
del Ecuador se cuantificé en los laboratorios de la Unidad de
Ciencias Quimicas y la Salud, de la Universidad Técnica de
Machala, Ecuador, en el periodo febrero—abril 2015.

Tamafo y forma de los granulos de almidén

Para evaluar la forma y tamafio del grdnulo de almidén na-
tivo de banano (Musa sapientum) inmaduro se utilizé un mi-
croscopio electrénico de barrido de alto vacio, con alcance
de 300000 magnificaciones, resolucién de 30Kv, equipo con
un detector de energia dispersiva de rayos X.

Determinacion de AR y AD

Descripcion del método: Las muestras se incuban en bafio
de agua sacudiendo con a-amilasa pancredtica y amiloglu-
cosidasa (AMG) por 16 horas a 37°C; durante el proceso el
almidén no resistente es solubilizado e hidrolizado a D-glu-
cosa por la acciéon combinada de las dos enzimas. La reac-
cién es terminada por la adicién de un volumen igual de eta-
nol o alcohol industrial (IMS, etanol desnaturalizado) y el AR
se recupera como en el residido de centrifugacién. Después
esto se lava dos veces por suspension acuosa IMS o etanol
(50% v/v), sequido de centrifugacion. Se extrae liquido libre
por decantacion. AR en el residuo precipitado se disuelven
en 2M KOH agitando vigorosamente en un bafio de agua
helada sobre un agitador magnético.

Esta solucion se neutraliza con tampon de acetato y el al-
midon se hidroliza cuantitativamente a glucosa con AMG. D-
glucosa se mide con el reactivo de glucosa oxidasa/peroxi-
dasa (GOPOD), y ésta es una medida de contenido de AR en
la muestra. El AD se determina por juntar el sobrenadante
original y los lavados, ajustar el volumen a 100mL y medir
el contenido de D-glucosa con GOPOD. La cuantificacion del
almidén resistente se hizo por medicién de la fraccién no hi-
drolizada, con un ataque de pepsina, simulando condiciones

estomacales y luego sometiendo esta fraccién al ataque de
la amilasa pancredtica®. El almidén digestible a través de un
ataque amilolitico® y almiddn total como la suma del almi-
dén digestible y resistente.

Aplicabilidad y precision: El método es aplicable a muestras
que contengan mds de 2% m/m de AR. Con dichas mues-
tras, se obtienen rutinariamente los errores estandar de
+5%. Se obtienen mayores errores para muestras con AR
contenidos <2% m/m.

Obtencion de muestra de almidon: El almiddn se obtuvo del
banano inmaduro (Musa sapientum) de las variedades Filipi-
no, Valery, Cavendish y Orito, los cuales fueron proporciona-
dos por el programa bananero de la Universidad Técnica de
Machala, El Oro (Ecuador). Los cultivares fueron cosechados
en temporada seca, a 4m sobre el nivel del mar, una hu-
medad relativa de 75% y temperatura promedio de 28°C. El
método de obtencion de almidén® consistié en pesar lotes
entre 100 y 150kg del fruto, se separé la cdscara y se corta-
ron rodajas de 1cm. Después, el fruto se colocé dentro de un
contenedor con dcido citrico al 0,3%. Se realizé6 una molien-
da en himedo, se cribé sucesivamente en mallas de: 0,841;
0,420; 0,149 y 0,074mm. En cada malla, el residuo se lavd
hasta que el liquido de salida no tuviera residuo aparente
de almidén. La suspension obtenida se separd por precipi-
tacién del almidén; luego de decantado se secé por medio
de una estufa entre 48 y 50°C durante 48h y finalmente se
pulverizé el almidén en un molino de martillo. El contenido
de humedad del almidon se determind por AOAC, método
925.10%.

Hidrolisis y solubilizacion del AD: Consistié en: i) pesar
exactamente una muestra de 105mg de almidén de banano
directamente en un tubo de tapén de rosca (tubo de cultivo
Corning; 16x125mm); ii) afadir 4,0mL de a-amilasa pan-
credtica (10mg/mL) que contiene AMG (3U/mL); iii) tapar los
tubos firmemente, mezclar en un vértex y adjuntarlos hori-
zontalmente en un bafio de agua con agitacién y alinear en
la direccion del movimiento; iv) incubar los tubos a 37°C con
agitacién continua (200 golpes/min), exactamente durante
16h; v) retirar los tubos del bafio y quitar el exceso de agua
superficial con toalla de papel; vi) retirar los tapones de tubo
y tratar los contenidos con 4,0mL de etanol (99%v/v) o IMS
(99%v/v) con agitacidn vigorosa en un vértex; vii) centrifu-
gar los tubos a 3000rpm aproximadamente, durante 10min
(sin tapa); viii) decantar cuidadosamente el sobrenadante y
resuspender el pellet en 2mL de etanol al 50% o el 50% IMS
con agitaciéon vigorosa en un vortex; ix) afiadir otros 6mL
de 50% IMS, mezclar los tubos y centrifugar nuevamente
a 3000rpm durante 10min; x) decantar el sobrenadante y
repetir una vez mas este paso suspension y centrifugacion;
y xi) decantar el sobrenadante e invertir los tubos sobre un
papel absorbente para drenar el exceso de liquido.
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Medicion del AR: Consistid en afiadir un agitador magnético
y 2mL de 2M KOH a cada tubo con los resuspendidos pellets
(para disolver el AR removiendo durante aproximadamente
20min en un bafio de hielo/agua mediante el agitador magné-
tico). Se afiadieron 8mL de tampén de acetato de sodio de 1,2M
(pH 3,8) a cada tubo con el agitador magnético. Inmediatamen-
te se afiadi6 0,1mL de AMG (solucién 1; 3300 U/mL), mezclan-
do bien y colocando los tubos en un bafio de agua a 50°C.
Seguidamente se incubaron los tubos, durante 30min, con
la mezcla intermitente en un vértex. Se transfiri6 el contenido
del tubo cuantitativamente a un matraz aforado de 100 mL.
A continuacion, se ajustd a 100mL con agua destilada y se
mezcl6 bien para pasar a centrifugar una parte alicuota de
la solucién a 3000rpm durante 10min. Inmediatamente se
transfirieron alicuotas de 0,2mL (por duplicado) del diluido
en tubos de ensayo de vidrio (16x100mm); se afiaden 3,0mL
de reactivo de GOPOD y se incuba a 50°C durante 20min.
Por Gltimo se mide la absorbancia de la solucién a 510nm
contra el blanco del reactivo.

Medicion del AD: Se debe combinar las soluciones sobrena-
dantes obtenidas por centrifugacién de la incubacién inicial
con los sobrenadantes obtenidos de los siguientes 2 lavados
etanol de 50% (hidrolisis del AD). Se ajusta el volumen con
tampoén de acetato de sodio 100mM (pH 4,5) en un matraz

aforado de 100mL. Se mezcla bien y se incuban alicuotas de
0,1mL de esta solucién (por duplicado) con 10pL de la solu-
cion diluida de AMG (300U/mL) en 100mM sodio maleato de
tampodn (pH 6,0 durante 20min a 50°C.). Se afiaden 3,0mL
de reactivo de GOPOD y se incuban los tubos por un adicio-
nal de 20min a 50°C. Por dltimo se mide la absorbancia a
510nm contra un blanco del reactivo y se calcula el conteni-
do de almiddn no resistente. El contenido de almidén total
es la suma de almiddn resistente y el almidén digestible.

Los resultados fueron procesados utilizando el paque-
te estadistico SPSS versién 19.0. Se calculé el analisis de
varianza y prueba post hoc por el método de Tukey. Todas
las corridas experimentales fueron realizadas por triplicado,
sefialando los valores de significancia p<0,05 (X/DS, n=3).

‘ RESULTADOS

Los granulos de almiddn de las diferentes variedades de ba-
nano presentaron una superficie lisa, de forma ovoide y en
algunos casos redondos (Figura 1). El tamafio de los almido-
nes de AF, AV y AC fueron en promedio 28um y para el AO,
de 35pm, aproximadamente (Tabla 1).

seleccionadas.

Cavendish

Figura 1. Microfotografia de los granulos de almidén de banano inmaduro (Musa sapientum) de las cuatro variedades
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-

Tabla 1. Tamafio promedio y forma de los granulos de almidén de banano.
Muestra  Tamaio (pm)* Forma

AF 25.1° Oval - esférico
(1,8)

AV 30,2° Oval - esférico
(2,4)

AC 2512 Oval - esférico
(0,7)

AO 35,12 Oval - esférico
(3,0)

/

* pm micrémetros x 2000 aproximaciones.

AF: almidén de banano variedad Filipino; AC: almidén de banano variedad Cavendish; AO: almidén de banano variedad Orito;

AV: almidén de banano variedad Valery.

Los valores informados corresponden a la media y la desviacién estandar (n=3).

Valores medios en la misma columna con letra distinta son significativamente diferentes (p <0,05).

La Tabla 2 muestra que en todos los almidones nativos es-
tudiados su contenido en almidén resistente y digestible

estuvo en los rangos de 49,33 a 58,57% y de 41 a 50%, res-
pectivamente.

-

Tabla 2. Contenido de almidon resistente y digestible.

Variedad ;| Almidon resistente | Almidon digestible
AF 56,842 43,16°
(1,78) (313)
AV 58,57 41,430
(3,94) (3,56)
AC 49,33° 50,67°
(2,07) (4,34)
AO 52,81° 47,19°
(2,66) (331)

~

/

AF: almidén de banano variedad Filipino; AC: almidén de banano variedad Cavendish; AO: almidén de banano variedad Orito;

AV: almid6n de banano variedad Valery.

Los valores informados corresponden a la media y la desviacion estandar (n=3).

Valores medios en la misma columna con letra distinta son significativamente diferentes (p<0,05).
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‘ DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las caracteristicas morfoldgicas de los almidones de dife-
rentes origenes varian con el genotipo y las practicas de cul-
tivo. La variacion en el tamafo y la forma de los granulos es
atribuida al origen biolégico' y es comin su empleo para su
identificacion.

Como se aprecia en la Figura 1, la forma de los granulos de
almidén en todos los casos fue similar, con predominio de la
forma ovalada y superficie alisada. No obstante, existieron
ciertas diferencias en cuanto a las dimensiones: la variedad
Cavendish present6 grdnulos homogéneos de menor tama-
fio; de manera similar ocurrié con la variedad Filipino; mien-
tras que las variedades Orito y Valery presentaron granulos
de mayor tamafio, sin embargo existi6 presencia de granu-
los pequefios, mostrando mayor variabilidad. Al comparar
con otras fuentes de almidén, los tamafos de estas varieda-
des se encuentran en el mismo intervalo que el almidén de
trigo®?, de 22 a 55pm. Esta condicién favorecera la homoge-
neidad granular de las harinas compuestas, que con estos
almidones se pretenda elaborar alimentos farindceos.

Al iniciar el proceso de secado del almidén, es frecuente que
exista un exceso de agua que puede contribuir a la gelatini-
zacion irreversible, contribuyendo al aumento de almidones
resistentes. Por esa razén, en la presente investigacién se
tuvo precaucion de mantener temperaturas inferiores a los
60°C. Los grdnulos de almidén nativo son capaces de ab-
sorber agua hasta el 30% de su masa cuando se remojan??,
debido a Ia existencia de casi un 50% de almidon digestible
en todos los almidones de frutas; ello indica la presencia
de granulos capaces de absorber agua, sin llegar a gelatini-
zar e incrementar asi su susceptibilidad al ataque enzima-
tico. La muestra de almidén nativo no se debera someter
a ningln proceso que modifique su estabilidad™. Bajo esta
premisa, los resultados son mas reales porque la accion
enzimatica (amilolisis) ocurre en condiciones a las cuales
el almidén no se ha gelatinizado por el propio disefio del
método analitico®. Los valores de AR y AD concuerdan®® y di-
fieren con otros autores?. La diferencia, a favor del presente
trabajo, se podria deber a que las otras investigaciones no
detallan la temporada de cosecha, época seca o lluviosa, te-
rraza climdtica del cultivo o variedad de la Musaceae, entre
otros factores. En nuestro caso se cosechdé en temporada
seca, a 4m sobre el nivel del mar, con una humedad relativa
de 75%, temperatura promedio de 28°Cy cultivares de Musa
sapientum.

Se puede concluir que los granulos de almidén de banano
inmaduro exportable del Ecuador, de las variedades Filipi-
no, Valery, Cavendish y Orito, presentaron una misma for-
ma oval esférica, con tamafios que van desde las 25 a las

35 micras. El almiddn resistente, andlogo de la fibra y Gtil
en la nutricion humana, presenta valores importantes en la
muestras de las diferentes variedades de banano, alrededor
de 54%. Segun los resultados obtenidos, el almidén de ba-
nano de las variedades estudiadas puede ser incorporado
en la elaboracién de alimentos, como matriz o insumo, que
demanden de caracteristicas funcionales.
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