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Resumen

Introduccion: Una de las aplicaciones més eviden-
te de la practica biotecnolégica en la bioindustria
es el proceso fermentativo con organismos como
los hongos y las bacterias, los cuales a partir de un
sustrato organico, obtienen la energia necesaria
para su crecimiento y desarrollo. Durante el meca-
nismo cinético de crecimiento e inhibicién celular,
uso de sustrato y mantenimiento, se da simulta-
neamente la formacidn de productos metabdlicos
de desecho de gran importancia industrial. Objeti-
vo: Determinar la eficacia del método de extraccion
en seco con esporas del hongo Rizhopus sp., en la
remocion de los taninos presentes en el banano
de rechazo (boleja). Materiales y métodos: la re-
mocion de taninos del banano verde de rechazo se
hizo mediante un proceso fermentativo en estado
solido con esporas de Rizhopus sp, en un
fermentador a escala de laboratorio, que
cercanamente simulara las condiciones biol4gi-
cas, fisicas, quimicas, térmicas y dindmicas del
proceso a escala piloto. El analisis cualitativo de
taninos se efectu6 mediante el uso de cartas
colorimétricas que se detallan en la literatura. El
analisis cuantitativo, se realiz6 mediante
espectofotometria ultravioleta, visible donde las
muestras fueron leidas a 700 nm y su absorbancia
referida a 4cido tanico. Resultados: El coeficiente
de correlacion lineal obtenido para la curva tiempo
vs concentracion para el banano verde sin cascara
fue de -0.9962, para el banano verde con cascara
de -0.9997 y para la cascara de banano verde de
-0.9982. Conclusion: La extraccion en seco de los
taninos presentes en la boleja es un método eficaz.

Palabras clave: Banano verde. Boleja. Extraccion de
taninos. Fermentacion en estado solido. Rhizopus sp.

Abstract

Introduction: On of the most evident applications of
biotechnological practices in bioindustry is the fer-
mentation process with organisms like funguses
and bacteria. They obtain the energy they need to
grow and develop themselves from an organic sub-
tract. During the kinetic mechanism of cellular growth
and inhibition, use of subtract and maintenance,
metabolic products of waste are produced simulta-
neously, and they are very important for industry.
Objective: To determine the efficacy of the dry ex-
traction method with spores of the Rizhopus sp fun-
gus en the removal of tannins from green rejected
bananas (boleja). Materials and methods: The tan-
nin removal was made by a fermentation process in
solid state with Rizhopus sp, in a laboratory scale
fermentator that simulated the biological, physical,
chemical, thermic and dynamic conditions of the
process at a pilot scale. The qualitative analysis was
made by the use of colorimetric charts, as shown in
detail in the literature. The quantitative analysis was
made by the ultraviolet espectrophotometry, visible
where the samples were read at 700 nm and their
absorbance referred to tannic acid. Results: The
coefficient of lineal correlation obtained for the curve
time vs concentration for the green banana with no
peel was -0.9962, for the green bananas with their
peels, was -0.9997 and for the peel of green ba-
nanawas -0.9982 .Conclusion: The dry extraction of
tannins present in the green rejected bananas is an
effective method.

Key words; Green banana. Boleja. Tannin extaction.
Extraction in a solid state. Rhizopus sp.
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Introduccién

Se estima que de un 10 a un 20% del total de
fruta que se produce en las zonas bananeras de
Uraba (Antioquia) es de rechazo.!

El banano verde de rechazo (boleja) puede ser
aprovechado en la alimentacién animal, si se in-
crementa su contenido de proteinas disponible y
se disminuye el contenido de taninos, ya que
posee un bajo contenido en fibra y proteinay un
alto contenido en taninos. 22

El desarrollo de la biologia molecular y de la
ingenieria genética, los recientes y acelerados
avances cientificos y tecnolégicos de la
biotecnologia y las necesidades actuales:
proteccion del medio ambiente, nuevas formas
de energia, aseguramiento de los recursos
alimenticios y la biologizacion de la industria
guimica, han hecho que en el siglo XXI se dé una
nueva revolucion industrial, la era bioindustrial.

Una de las aplicaciones mas evidente de la
practica biotecnoldgica en la bioindustria es el
proceso fermentativo con organismos como los
hongos y las bacterias, los cuales a partir de un
sustrato organico, obtienen la energia necesaria
para su crecimiento y desarrollo. Durante el
mecanismo cinético de crecimiento e inhibicién
celular, uso de sustrato y mantenimiento, se da
simultaneamente la formacién de productos
metabdlicos de desecho de gran importancia in-
dustrial.

La fermentacion es la base de cualquier proceso
biologico, por ello, el manejo estricto de las vari-
ables que en ella intervienen, constituye una
herramienta necesaria para obtener los resultados
esperados.

El presente articulo pretende dar a conocer los
resultados obtenidos en la disminucion del
contenido de taninos del banano verde de
rechazo, por medio de la extraccion en seco con
Rhizopus sp., dandole asi continuidad a la primera
fase del proyecto de investigacion: “Extraccién
de taninos presentes en el banano verde”4, en la
gue se reportaron los resultados obtenidos en la
disminucién del contenido de taninos de la boleja,
por medio de la extraccion con solventes.

Materiales y métodos
Extraccién en seco de taninos

Se construyé un sistema a escala laboratorio
para llevar a cabo el proceso de fermentacién en
estado sélido, que cercanamente simulara las
condiciones fisicas, térmicas, biologicas y
quimicas del fermentador a escala piloto.

El sistema de fermentacion estuvo compuesto
por una caja en madera con ocho compar-
timientos de igual capacidad (31 x 19 x 10 cm?)
y unatapa provista de una malla con diametro de
abertura de 1 mm para controlar la aireacion al
interior del fermentador. Las condiciones
bioldgicas, fisicas, quimicas, térmicas y
dindmicas del proceso de fermentacién en estado
s6lido a escala laboratorio pueden ser observadas
en latabla 1.

Se especificaron tres materias primas: banano
verde sin cascara, banano verde con cascaray
cascara del banano verde.

Cada materia prima se sometié a un andlisis
previo tanto cualitativo como cuantitativo de
contenido de taninos, utilizando cartas colorimé-
tricas y espectrofotometria ultravioleta-visible.

Se establecio la cantidad 50.00 g, como la
medida de masa para almacenar en cada uno de
los compartimentos de la caja de extraccion, es
decir, que se completaron ocho muestreos por
cada tipo de materia prima.

Durante cada corrida experimental, siete de los
ocho compartimientos de la caja de extraccion,
se inocularon paralelamente con las esporas del
Rhizopus sp., procurando mantener constante la
masa de esporas empleada, Wespors =0.0080g . El
compartimiento que no se inoculé con las esporas
del hongo, fue usado como un blanco. (Figura 1)

Una vez realizada la inoculacién, se encendio el
sistema de aireacion por un periodo continuo de
cuatro horas, pasado este tiempo se apago.
Luego se continud la fermentacién por espacio
de veinte horas sin aireacion.
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Tabla 1. Condiciones biolégicas, fisica, quimicas, térmicas y dinamicas
del proceso de fermentacion en estado solido a escala laboratorio

Denominacién

Descripcion

Condicion termodinamica del aire de salida de la
caja de fermentacion.

Caracteristicas de la fuente de energia y materia
prima.

Fuente de energia y materia prima.

Masa promedio de esporas alimentado a cada com-
partimiento.

Masa total promedio presente en cada comparti-
miento del fermentador, al comienzo del proceso.

Método para la eliminacién del calor metabdlico

Microorganismo

Periodo total de fermentacion
Régimen laminar

Empeller

Temperatura promedio de operacion
Otros

Saturado
Masa solida, porosa, humeda pero sin agua libre.

Banano verde de rechazo (boleja)
W = 0.0080g

esporas

= 50.0080g

esporas+muestra

Aireacion forzada con ayuda de un ventilador de
hélice (54W), manipulando el flujo de aire que se
fuerza a través del sustrato, sin manipular su hu-
medad.

Esporas del Rhizopus sp susceptibles de reprodu-
cirse.

192 horas

Ng.<10

Paleta plana de dos hojas
[18;21.1]°C

¢ Concentracion homogénea del sustrato.

¢ Pérdidas minimas de masa y energia por acu-
mulacion de aire en la camara de fermentacion.

* Acumulaciéon minima de aire en la camara de fer-
mentacion.

Tabla 2. Tipo y cantidad de materia prima por cada muestreo

Muestra Tipo de materia Cantidad en gramos / Nimero de muestreos
prima muestreo
A Banano verde sin 50.00 g 8
cascara
B Banano verde con 50.00 g 8
céscara
Céscara del 50.00 g 8

banano verde

10
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COMPARTIMIENTO | COMPARTIMIENTO
1 2

COMPARTIMIENTO | COMPARTIMIENTO
3 4

COMPARTIMIENTO | COMPARTIMIENTO
5 6

COMPARTIMIENTO | COMPARTIMIENTO
7 8

Compartimiento

esporas del hongo

alimentado con materia prima y

Compartimiento
Unicamente

alimentado con materia prima

Figura 1. Esquema de inoculacién con las esporas del Rhizopus sp.

Después de veinticuatro horas de fermentacion,
cuatro con aireacién y veinte sin aireacion, se
determind la concentracién de taninos en cada
uno de los comportamientos, empleando el
método que se basa en la reaccién de los
compuestos fendlicos con el reactivo de Folin
(tungsto-fosfomolibdico; carbonato de sodio al 20
%), el cual produce un complejo de color azul,
cuya extincion es medida a 700 nm, determi-
nando el contenido total de fenoles. Posterior-
mente se utiliza una solucion de gelatina al 25 %
para garantizar el secuestro de los taninos,
obteniéndose de la diferencia de ambas
determinaciones el porcentaje de taninos
reportados como 4cido tanico.®

Durante la fermentacién se control6 la temperatura
y se monitorearon la humedad y el cambio en la
biomasa del microorganismo.

Comentarios

« Elandlisis previo de contenido de taninos, se
hace para verificar su presencia en la muestra
y comparar la cantidad presente de los mismos
en la materia prima antes de iniciar el proceso
fermentativo, versus la cantidad de taninos que
se mide al final del proceso fermentativo.

» La caracterizacion cualitativa de taninos se
hace con base en la tabla colorimétrica:

Tabla 3. Carta colorimétrica para la identificacion de taninos

Color Contenido Tipo detanino
Amarillo Baja o nulo contenido de taninos --
Azul oscuro Contenido medio de taninos Taninos pirogélicos

Verde oscuro

Alto contenido de taninos

(taninos hidrosolubles)

Taninos concentrados

» Lafuente de energia y materia prima del pro-
ceso de fermentacion en estado sélido debe
ser porosa para facilitar el intercambio gaseoso.

» Laaireacion del sustrato es estrictamente ne-
cesaria para el abastecimiento de oxigeno y
la extraccion de CO, y otros gases.

» Durante la fermentacién en sustrato soélido, se
genera una gran cantidad de calor metabdlico
que eleva considerablemente la temperatura
del sustrato e inhibe el crecimiento de la
biomasa, haciendo entonces necesario elimi-
nar este exceso de calor para mantener latem-
peratura en los valores deseados tanto para

1
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este crecimiento como para la formacién de
los metabolitos deseados. Dentro de los mé-
todos de eliminacion del calor, se encuentra
el de la aireacion forzada con sus multiples
variantes: (1) mediante flujo constante de aire
y controlando la humedad de éste; (2) mediante
flujo de aire variable, preferentemente seco, para
aumentar su capacidad evaporadoray (3) me-
diante la manipulacién, tanto del flujo como
de la humedad del aire.

Evolucién de la concentraciéon de taninos

La extraccion de taninos se midié por el cambio
de la concentracién en el tiempo, utilizando la
espectrofotometria ultravioleta-visible donde las
muestras fueron leidas a 700 nm y su absorbancia

referida a &cido tanico. Con los datos obtenidos
se construyeron curvas de tiempo contra con-
centracién y se efectud un analisis de regresién
lineal, calculando el coeficiente de Pearson (r).

Resultados

Andlisis preliminar cualitativo y cuantitativo
de taninos.

Analisis cualitativo

En la tabla 4 se aprecia el resultado del estudio
colorimétrico cualitativo de taninos al que se
sometieron los tres tipos de materia prima antes
de iniciar el proceso fermentativo, revel6 diferentes
tonalidades del verde y del azul en las muestras.

Tabla 4. Resultados del estudio colorimétrico cualitativo
de cada materia prima antes de la extraccion

Tipo de materia prima

Color obtenido

Contenido

Banano verde sin cascara
Banano verde con cascara

Cascara del banano verde

Azul
Verde oscuro
Verde

Contenido medio de taninos
Alto contenido de taninos

Alto contenido de taninos

Andlisis cuantitativo

El pardmetro evaluado en el estudio colorimétrico
cuantitativo de taninos al que se sometieron los
tres tipos de materia prima antes de iniciar el

proceso fermentativo, fue el grado de asociacion
lineal entre las variables: absorbancia, A, y
volumen, mililitros, obteniéndose los resultados
gque se muestran en la tabla 5:

Tabla 5. Coeficientes de correlacion para las curvas de calibracion*
por materia prima antes de la extraccién

Tipo de muestra Banano verde sin

Banano verde con Céascara del banano

Curvade calibracion cascara cascara verde
Muestra sin gelatina 0.9977 0.9999 0.9686
Muestra con gelatina al 25% 0.9999 0.9996 0.9961

* Curva de calibracion del acido tanico: A=0.0443+ 0.0114 (A: absorbancia, C:concentracion, ppm), a un coeficiente

de correlacién lineal r entre 0.9945 y 09983.

Resultados de la evolucién de la concentra-
cion de taninos en el tiempo

Analisis cualitativo
El resultado del estudio colorimétrico cualitativo
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de taninos al que se sometieron los tres tipos
de materia prima después de la extraccion, reveld
diferentes tonalidades del amarillo y del azul en
las muestras, segun se aprecia en la tabla 6:



Tabla 6. Resultados del estudio colorimétrico cualitativo
de cada materia prima después de la extraccion

Tipo de materia prima

Color obtenido

Contenido

Banano verde sin cascara
Banano verde con cascara

Cascara del banano verde

Amarillo
Amarillo azulado

Amarillo azulado

Bajo o nulo contenido de taninos
Bajo o nulo contenido de taninos

Bajo o nulo contenido de taninos

Analisis cuantitativo

El parametro evaluado en el estudio colorimétrico
cuantitativo de taninos al que se sometieron los
tres (3) tipos de materia prima después de la

extraccion, fue el grado de asociacién lineal en-
tre las variables: tiempo, horas, vs. concentra-
cion de taninos, %masa, obteniéndose los
resultados que se muestran en la tabla 7:

Tabla 7. Resultados la evolucién de la concentracion de taninos en el tiempo

Tipo de materia prima

Banano verde
sin cascara

Cascara del
banano verde

Banano verde
con céascara

Coeficiente de correlacién
paralacurva: Concentracion
de taninos, %masa, Vs.
Tiempo, horas.

- 0.9962

- 0.9997 - 0.9982

Discusién

El resultado del andlisis colorimétrico efectuado
a las materias primas antes del proceso de
extraccion con esporas del hongo Rhizopus sp,
confirma las caracteristicas fendlicas de los
compuestos en ellos contenidos y su particula-
ridad como taninos, debido a la ausencia de los
colores azul oscuro y verde oscuro en las mues-
tras en las que se inocularon con el hongo.

El hecho de que los taninos no figuren en las
muestras de banano verde sin cascara, banano
verde con cascara y cascara de banano verde,
en las que se inocularon las esporas del Rhizo-
pus sp., determina la especificidad de este hongo
para extraer de manera selectiva los compuestos
tanicos.

Las curvas de calibracién en el rango de las
concentraciones examinadas, demostraron ser
lineales por tener coeficientes de correlacién
mayores a 0.9000. Ademas es claro que el méto-
do espectofotométrico, utilizado en la cuantifica-
cion de los taninos es selectivo, preciso, exacto

y menos engorroso que un analisis por valoracién
volumétrica.

Los valores — 0.9962, — 0.9997 y — 0.9982
obtenidos para el coeficiente de correlacion lin-
eal de Pearson, correspondientes a las curvas:
tiempo vs. concentracion de taninos, para el
banano verde sin cascara, el banano verde con
cascara y la cascara de banano verde,
respectivamente, indican que existe un buen grado
de asociacion lineal entre estas dos variables
numeéricas, aunque inversa, es decir, que a
medida que el tiempo transcurria la cantidad de
taninos presentes en la materia prima disminuia.

Simultaneamente con la disminucion de la
cantidad de taninos presentes en la materia prima,
se observaron incrementos significativamente
positivos en la cantidad de biomasa del Rhizo-
pus sp. en las materias primas inoculadas con
las esporas del hongo.

Reuniendo todas las evidencias cualitativas y
cuantitativas encontradas durante cada corrida
experimental, podemos afirmar que el método de
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extraccién en seco con esporas del hongo Rhizo-
pus sp. es eficaz en la remocion de taninos.

1.
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