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RESUMEN

El almidén es una fuente esencial de energia para muchos organismos incluido el ser
humano. Una fraccion del almidén, denominada almidon resistente (AR), ha recibido
atencién especial debido a sus efectos benéficos a la salud parecidos a los de la fibra
dietética. El objetivo de este estudio fue establecer las condiciones 6ptimas de
preparacion de almidén resistente retrogradado (AR lll) a partir de almidon nativo de
Vicia faba L. mediante la aplicacion de tratamientos térmico-enzimaticos a fin de
evaluar sus propiedades fisicoquimicas y nutrimentales. Se determin6 la composicion
quimica de los almidones nativos (AN) mediante andlisis quimico proximal (AQP) y el
contenido de amilosa se calcul6 mediante la absorcidn de yodo. Se desramificaron
almidones de haba (Vicia faba L.) con 6, 12 y 18 unidades de pululanasa (EC 3.2.1.41)
por gramo de almidon (U/g) durante 0-27 horas y se evalluo su rendimiento y contenido
de AR. Para evaluar el efecto de la temperatura y el tiempo de almacenamiento en la
cantidad de AR se almacenaron las muestras (desramificadas con 12 U/g durante 12
horas) a -30, 2 y 20°C durante 1-6 dias. Después de obtener las condiciones 6ptimas
de preparacion de AR, se trataron almidones de haba, frijol y maiz y se compararon
tanto su contenido de AR como sus propiedades. La morfologia de las muestras
obtenidas se analiz6 por microscopia electronica de barrido (MEB) y el grado de
desramificacion (GD) mediante reaccion con el acido dinitrosalicilico (DNS). Se
determind el contenido de AR, almidon digerible (AD) y almidon total (AT) en las
muestras nativas y tratadas, asi como su digestibilidad in vitro. El andlisis estadistico
incluy6 analisis de la varianza (ANOVA) y prueba de rango multiple de Duncan. Se
consideré un valor de p < 0.05 para establecer diferencias significativas. Para evaluar
la relacion entre el GD y el contenido de AR se calculé el coeficiente de correlacion de
Pearson (se considerd un nivel de relacion significativo cuando el valor de r > 0.7). La
evaluacion quimica del AN de haba arrojo valores del 93.03 + 0.07%, 29.20 + 0.38% y
70.78 £ 0.00% para carbohidratos, amilosa y amilopectina, respectivamente. Se
obtuvieron las mayores cantidades de AR de haba empleando: 18 U/g de pululanasa
durante 27 horas de desramificacion (77.12 + 0.51%) y 6 dias de almacenamiento
(60.26 + 0.04%) a 20°C (53.77 £ 0.13%). Los porcentajes de AR fueron mayores en el
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haba (64.88 = 0.02) y el frijol (64.84 + 0.13) y estadisticamente menores (p < 0.05) en
el maiz (58.44 + 0.27). Mediante MEB se pudieron observar cambios en la estructura
granular después de hidrolizar y almacenar (retrogradar) los almidones de los tres
especimenes. Se encontré una correlacion lineal positiva entre el GD y el AR de las
muestras de haba, la cual fue mayor al emplear 18 U/g de pululanasa (r = 0.949, p =
0.001). Después de los tratamientos, el AD y el AR de haba se modificaron
significativamente (p < 0.05) de 77.42 + 0.05% y 22.67 + 0.29% a 35.21 + 0.26% vy
64.88 + 0.02%, respectivamente. En las muestras de frijol y maiz se observaron
tendencias similares. En el haba, la digestibilidad in vitro mostré diferencias
significativas (p < 0.05) entre AN y AR en la concentracion de equilibrio (C«) (92.66 +
2.00% y 84.91 *+ 0.92%, respectivamente), pero no asi en el indice de hidrolisis (IH) y
la estimacion del indice glicémico (IGe). Las mayores diferencias en el IH y en el I1Ge
de las muestras nativas y tratadas se observaron en el maiz. Las condiciones 6ptimas
de preparacion de AR de haba fueron 18 U/g, 27 horas de incubacién y 3 dias de
almacenamiento a temperatura de refrigeracion (2°C), obteniendo un producto 6ptimo
conel 77.12 + 0.51% de AR.

Palabras clave: haba, almidon resistente, retrogradacion, tratamiento térmico-

enzimatico, pululanasa I.
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SUMMARY

Starch is an essential source of energy for many organisms including humans. A
fraction of starch, called resistant starch (RS), has received special attention because
of its like-dietary fiber beneficial health effects. The aim of this study was to establish
optimum conditions for retrograded resistant starch (RS Ill) preparation from native
Vicia faba L. starch by the application of thermal and enzymatic treatments to evaluate
their physicochemical and nutritional properties. The chemical composition of native
starches (NS) was determined by proximate chemical analysis (PCA) and the amylose
content was calculated by iodine uptake. Fava bean (Vicia faba L.) starches were
debranched with 6, 12 and 18 units of pullulanase (EC 3.2.1.41) per gram of starch
(U/g) for 0-27 hours and their yield and RS content were assessed. To evaluate the
effect of temperature and storage time on RS amount, samples (debranched with 12
U/g for 12 hours) were stored at -30, 2 y 20° C for 1-6 days. After obtaining the optimum
conditions of RS Il preparation, fava bean, kidney bean and maize starches were
treated and both RS content and properties were compared. Morphology of samples
obtained was analyzed by scanning electron microscopy (SEM) and debranching
degree (DD) was calculated by reaction with dinitrosalicylic acid (DNS). Fractions RS,
digestible starch (DS) and total starch (TS) contents were determined in native and
treated samples, as well as their in vitro digestibility. Statistical analysis included
analysis of variance (ANOVA) and Duncan's multiple range test. A p value < 0.05 was
considered to establish significant differences. To evaluate the relation between DD
and RS content, a Pearson's correlation coefficient was calculated (a degree of
significant correlation was considered when r value > 0.7). Chemical evaluation of fava
bean native starch yielded percentages of 93.03 + 0.07%, 29.20 = 0.38% and 70.78 *
0.00% for carbohydrates, amylose, and amylopectin, respectively. The highest
amounts of fava bean RS were obtained using 18 U/g of pullulanase for 27 hours of
debranching (77.12 + 0.51%) and 6 days of storage (60.26 + 0.04%) at 20 ° C (53.77
+ 0.13%). Percentages of RS were higher in fava bean (64.88 + 0.02) and kidney bean
(64.84 = 0.13) and statistically lower (p < 0.05) in maize samples (58.44 + 0.27). By
SEM, changes in granular structure were observed after hydrolyzing and storing

(retrograding) starches of three specimens. A positive linear correlation was found
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between DD and RS fava bean content, which was stronger when using 18 U/g of
pullulanase (r = 0.949, p = 0.001). After treatments, fava bean DS and RS were
significantly (p < 0.05) modified from 77.42 + 0.05% and 22.67 + 0.29% to 35.21 +
0.26% and 64.88 £ 0.02%, respectively. Kidney bean and maize starches showed
similar trends. Fava bean samples in vitro digestibility showed significant differences in
equilibrium concentration (C-) (92.66 £ 2.00 and 84.91 £ 0.92, respectively) between
native and resistant starches but hydrolysis index (HI) and glycemic index estimation
(Gle) showed no changes. The greatest differences in HI and Gle between native and
treated samples were observed in maize starches. Optimal conditions for fava bean RS
preparation were pululanasa treatment with 18 U/g for 27 hours and 3 days storage at
refrigeration temperature (2°C), resulting in RS content of 77.12 + 0.51% in the

optimum product.

Key words: fava bean, resistant starch, retrogradation, thermo-enzymatic treatment,

pullulanase 1.



1. INTRODUCCION

Las leguminosas como el haba (Vicia faba L.) ocupan un lugar importante en las dietas
de los paises tercermundistas (Sandhu y Lim, 2008). En México, varias han sido las
investigaciones cientificas en torno al estudio del haba y la caracterizacion morfolégica
de las especies endémicas de la region, entre las cuales destaca la realizada por el
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).
Desde el punto de vista botanico y nutrimental, el haba presenta caracteristicas
similares a la familia de las leguminosas. Morfolégicamente, el haba es un fruto
dicotiledéneo y dehiscente constituido por una vaina que contiene de 4 a 5 semillas.
Nutrimentalmente, el haba contiene alrededor del 20% de proteinas y presenta un perfil
de aminoacidos esenciales mejor balanceado en comparacion con los cereales,
aunque se encuentra limitada en aminoacidos azufrados; sin embargo, presenta una
menor biodisponibilidad de sus proteinas. Ademas, contiene en promedio el 50% de
carbohidratos, siendo el principal componente de estos el almidon, con un 99%. El
aporte de vitaminas hidrosolubles también es significativo sobre todo el de acido fdlico.
Asimismo, en cuanto al aporte de micronutrientes destacan el zinc y el hierro. (Guillon

y Champ, 2002; Rebello, Greenway y Finley, 2014)

El almiddn, el principal componente del haba, se encuentra en forma de granulos los
cuales se caracterizan por tener un tamafio que oscila entre 1-100 pum. Dichos
granulos, poseen una geometria eliptica, ovalada o poligonal, y presentan buena
capacidad de absorcién de agua y estabilidad a la retrogradacion. Una fraccion del
almidon presente en los alimentos, denominada almidén resistente (AR), ha recibido
particular interés en los ultimos afios. Este tipo de almidén se caracteriza por ser
indigerible para los humanos, es decir, no es hidrolizado por las enzimas digestivas,
por lo que su bioaccesibilidad es baja o nula. Debido a esta caracteristica, se le han
atribuido ciertos efectos benéficos a la salud tales como atenuar la hiperglicemia en
pacientes diabéticos, tener cierta incidencia en el metabolismo lipidico, mejorar la
salud del epitelio intestinal debido a la fermentacién del AR por la microbiota en el
intestino grueso, ademas de incrementar la absorcién de algunos minerales esenciales
como el Cinc (Zn), Hierro (Fe) y Cobre (Cu) (Klosterbuer, Thomas y Slavin, 2012; Maki



et al., 2012). Por otro lado, al ser considerado parte de la fibra dietética (Guo et al.,
2017), el AR también tiene accion prebidtica (promueve el crecimiento de las
bifidobacterias presentes en el colon) (Nugent, 2005), con lo cual podria disminuir los
sintomas de la enfermedad inflamatoria intestinal (Fabbri, Schacht y Crosby, 2016).
Debido a estos efectos fisiologicos, la utilizacion de este componente como ingrediente
funcional en la industria alimentaria ha llamado la atencion de los investigadores

(Miranda-Villa, Marrugo-Ligardo y Montero-Castillo, 2013).

El AR especialmente puede ofrecer ventajas a consumidores que presentan trastornos
metabdlicos como la diabetes mellitus (DM). Este estado patolégico se caracteriza por
mantener elevadas concentraciones de glucosa en el torrente sanguineo por tiempos
prolongados (Hussain, Claussen, Ramachandran y Williams, 2007). No obstante,
debido a la compleja patogénesis de la enfermedad, los mecanismos especificos que
la causan no han sido del todo esclarecidos (Hussain et al., 2007). A pesar de esto,
los reportes cientificos sugieren que las complicaciones de la diabetes pudieran
producirse debido al desequilibrio entre la formacion de radicales libres y la capacidad
antioxidante endégena del organismo (Chun-Kuang, Shi-Hong, Wen-Chi y Hsing-
Hsien, 2007; Cuerda et al., 2011). Por otro lado, aunque el nimero de farmacos
disponibles para el tratamiento de la DM ha ido en aumento, el control de esta
enfermedad a nivel poblacional no ha mejorado (Zhou, Wang, Ren, Wang y Blanchard,
2015). Puesto que los alimentos ricos en almidén son la principal fuente de energia en
nuestra dieta, la produccion de alimentos amilaceos mas saludables que proporcionen
efectos funcionales al consumidor parece ser una opcion viable al tratamiento de la
DM y otras enfermedades (Lilia-Baby, Suman, Krishnan e Indira, 2016). En este
contexto, el disefio de estrategias alternativas a los farmacos actuales se ha vuelto de
gran interés para organismos internacionales como la Organizacion Panamericana de
salud (OPS), la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y algunas compafias
farmacéuticas y alimentarias que buscan mejorar la calidad de vida de las personas
con DM. Por ello, la investigacion de las condiciones Optimas de preparacion de AR a
partir de habay el estudio de sus propiedades fisicas, quimicas y nutrimentales puede
contribuir al desarrollo de productos no farmacoldgicos con implicaciones terapéuticas

en la diabetes y otras enfermedades metabdlicas relacionadas.



2. MARCO TEORICO
2.1.Propiedades morfoldgicas y quimicas del haba
2.1.1. Morfologia

Vicia faba L. es una planta trepadora herbacea, anual, de tallos semi-erectos, que se
cultiva en muchas partes del mundo y es consumida popularmente en Sudameérica.
Debe su nombre a la familia de las fabaceas, de la cual es la especie tipo. Tiene porte
recto y erguido, con tallos fuertes y angulosos de hasta 1.6 metros de altura. Muestra
hojas alternas, paripinnadas y compuestas, con foliolos anchos de forma oval-
redondeada, color verde oscuro y sin zarcillos (Duc, 1997; Giménez et al., 2013).

Su fruto es una legumbre, posee consistencia carnosa y una vaina alargada de longitud
variable entre 10 y 30 cm; tiene un tabique esponjoso con una especie de pelo afelpado
o falso tabique entre las semillas. Dentro de esta vaina se ubican las semillas puestas
en fila. La vaina, de color verde en estado inmaduro, se oscurece y se vuelve
pubescente al secarse. El nUmero de granos en el interior de la misma varian entre 2
y 9 (figura 1). Las semillas son oblongas, de tamafio mas o menos grande,
dependiendo de la variedad, y de color verde amarillento, que luego, al sobremadurar,
se vuelve bronceado. También hay variedades de grano negruzco y morado. El peso
de una semilla es de uno a dos gramos. En Vicia faba var. equina, las semillas son de
tamafo mediano y chatas, pesando entre 0,7 y 1,1 g. Las vainas por lo general son
moderadamente dehiscentes.

Figura 1. Vaina y semillas de Vicia faba L.



2.1.2. Composicion quimica

Las leguminosas suscitan un gran interés desde el punto de vista nutricional debido a
la presencia simultanea de proteina y almidén en proporciones adecuadas, asi como
por su rigueza en vitaminas y microelementos. Su composicidon quimica varia en
funcion del método de cultivo, la localizacibn geogréfica y las condiciones de
desarrollo. El par de cotiledones que forman a cada semilla posee mas del 90% de las
proteinas, carbohidratos, lipidos y minerales, mientras que la testa contiene la mayoria
de la fibra (10%) y de los taninos (Goyoaga, 2005). La composicion quimica del haba
ha sido analizada tanto en la semilla completa como en cada una de sus partes

constituyentes.

El haba presenta alrededor de un 25-30% de proteina bruta y las principales fracciones
proteicas son las albuminas y globulinas. Las globulinas estan constituidas por dos
fracciones: legumina y vicilina; estas proteinas de reserva se encuentran dentro de los
cuerpos proteicos en una proporcion de aproximadamente un 60%. Otra fraccion
proteica de reserva son las albuminas (20%), que tienen un elevado numero de
aminoacidos azufrados, y en esta fraccion se incluyen la mayoria de los enzimas de la
semilla. En menor proporcion se encuentran las glutelinas (15%), localizadas
principalmente en la testa, y las prolaminas, que apenas representan un 5% (Goyoaga,
2005).

En el caso de los hidratos de carbono, su contenido puede variar de 50 a 60%, y en
los granos inmaduros puede ubicarse en un rango del 4 al 12%, dependiendo de su
grado de madurez y manejo del cultivo. En el grano seco, el principal tipo de
carbohidrato presente es el almidon (55%), seguido por la xilosa (4.7%), la celulosa
(5%) y los azlcares parcialmente solubles en etanol (monosacaridos como la glucosa
y disacéaridos). El haba tiene el 10% de sacarosa, 0.3% de rafinosa, 1.7% de
estaquinosa, 2.5% de verbascosa y unicamente el 0.1% de ajugosa (Lopez, 2011). La
composicion quimica promedio de las semillas de haba secas y crudas se describe

mas detalladamente en la tabla 1.



Tabla 1. Composicion quimica de las semillas de haba crudas
Nutrimentos? Contenido® Minerales Contenido Vitaminas Contenido

Agua 10.98 g Calcio 103 mg C 1.4 mg
Energia 341 Kcal Hierro 6.70 mg Tiamina 0.555mg
Proteina 26.12 g Magnesio 192 mg Riboflavina 0.333 mg
Lipidos 1.53¢ Fosforo 421 mg Niacina 2.832 mg
Carbohidratos* 58.29 g Potasio 1062 mg B6 0.366 mg
Fibra total 259 Sodio 13 mg Folato 423 ug
Azlcares 5.70 ¢ Zinc 3.14 mg B12 0.00 ug
Cobre 0.824 mg Retinol 0 ug
Manganeso 1.626 mg B-Caroteno 32 ug
Selenio 8.2 ug A 53 Ul
E 0.05 mg
D (D2+D3) 0.0 ug
K 9.0 ug

Fuente: United States Department of Agriculture (USDA), 2016.

a Los valores nutrimentales y los pesos corresponden a la porcién comestible de semillas maduras
de haba crudas.

b Contenido promedio por cada 100 g.

*Obtenidos por diferencia.

2.2.Propiedades fisicoquimicas del almidén

2.2.1. Granulos de almidoén

El almidén se encuentra contenido en forma de granulos al interior de la estructura
morfologica de los granos incluyendo al haba, cuya forma, tamafio y composicion
quimica son caracteristicos de cada especie. Es el principal polisacarido de
almacenamiento de plantas y constituye una fuente de energia esencial para muchos
organismos, especialmente el hombre (Miranda-Villa et al., 2013). El tamafio de los
granulos estd comprendido entre 1 y 100 um (Zia, Zia, Zuber, Kamal y Aslam, 2015).
El tamafio de particula y las caracteristicas estructurales del granulo en cada especie
son factores que afectan las propiedades funcionales del almidén. Los granulos de
almiddn extraidos de los granos presentan una apariencia blanquizca y son insolubles
en agua fria. El granulo de almidén estd constituido fisicamente por un material
heterogéneo de laminas amorfas y cristalinas distribuidas de manera radial y alterna
(figura 2). Mientras que las regiones cristalinas estan constituidas primordialmente por
amilopectina y dichas regiones se encuentran plegadas como dobles hélices, las
moléculas de amilosa constituyen primordialmente las zonas o laminas amorfas. La

cristalinidad presente en los granulos es producida por el ordenamiento y ramificacion



de las cadenas de amilopectina. Los granulos de almidon céreo, es decir, los que no
poseen amilosa, presentan un grado de cristalinidad parecido al de los almidones
normales. La disposicion radial y ordenada de las laminas que constituyen al almidon
resulta evidente al producirse un fenomeno 6ptico denominado cruz de malta (o cruz
de polarizacion), como resultado de la observacion de los granulos bajo un microscopio
de luz polarizada colocando los polarizadores a 90° entre si. El centro de la cruz que
se forma corresponde al hilum, el centro de crecimiento del granulo (Karkalas y Qi,
2004; Lindeboom, Chang y Tyler, 2004; Tester, Wang y White, 1994).

Lamina amorfa

Lamina Cristalina

C)

Figura 2. Diagrama de la estructura laminar del granulo de almiddn. a) Laminas concéntricas de anillos
microcristalinos separadas por anillos amorfos; b) Esquema de las regiones amorfas y cristalinas; c)
Estructuras de dobles hélices adyacentes formadas por cadenas de amilopectina que dan lugar a
laminas cristalinas. Los puntos de ramificacion constituyen las regiones amorfas. Fuente: Tester et al.,
2004.

2.2.2. Composicién quimica del almidén

El almidén esta constituido por dos homopolimeros, amilosa y amilopectina (Ahmed y
Urooj, 2008; Hoover, Hughes, Chung y Liu, 2010). Aunque dichos polimeros estan
formados por la unién de un solo monémero (glucosa), su organizacion estructural es
diferente. La amilosa es un polimero predominantemente lineal, unido por enlaces a-
1,4 (figura 3a), el cual se puede cuantificar mediante un reactivo stock de yodo. Esta
técnica se basa en la capacidad que tiene la molécula de amilosa para atrapar en su
interior al yodo, dando como resultado un color azul intenso que es cuantificable
espectrofotométricamente (figura 4). La amilopectina, por su parte, es un polimero
ramificado con uniones a-1,4 y a-1,6 (figura 3b) (Zhu, 2014). De estos dos

componentes, el principal constituyente del almidon es la amilopectina, y el contenido



de estos dos polimeros en el granulo depende, por supuesto, del origen botanico
(Raigond, Ezekiel y Raigond, 2014; Sharma, Sing-Yadav y Rikita, 2008).
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Figura 3. a) Molécula lineal de amilosa, unida por enlaces O-glucosidicos a-1,4; b) Molécula
ramificada de amilopectina, unida por enlaces O-glucosidicos a-1,4 y a-1,6. Fuente: Zia et al., 2015.

Figura 4. Captacion de yodo por la molécula de amilosa. Fuente: Zemedelec 21, 2017.
2.2.3. Propiedades tecnofuncionales del almidén

Las propiedades tecnofuncionales del almidén estan en parte condicionadas por las
caracteristicas fisicas y estructurales del almidén. Estudios relacionados con las
propiedades funcionales de almidones de fuentes alternativas muestran que los
almidones presentan caracteristicas tales como: claridad, capacidad de retencién de

7



agua, viscosidad, gelatinizacion, retrogradacién y estabilidad al congelamiento y
deshielo; propiedades importantes para la industria alimentaria. La relacion
amilosa/amilopectina es un aspecto importante de considerar con respecto a la
funcionalidad del almidon, ya que estos biopolimeros tienen la capacidad de modificar
la textura y consistencia de los alimentos (Bello-Pérez y Paredes-Lépez, 1996; Wang
y White, 1994).

2.2.3.1. Gelatinizacion

Cuando se calientan en presencia de agua, los granulos de almidon se hidratan, se
hinchan y se transforman en una pasta. La estructura del granulo colapsa debido a la
fusion de cristales y a la ruptura de enlaces de hidrégeno. Estos cambios se denominan
colectivamente gelatinizacion del almidén y se acompafan de la pérdida de
birrefringencia caracteristica de los granulos intactos (figura 5) (Wang, Copeland, Niu
y Wang, 2015).

2.2.3.2. Retrogradacién

Cuando se calienta el almidén en presencia de agua y subsecuentemente se enfria,
las cadenas de amilosa y amilopectina se pueden reasociar en una estructura
ordenada diferente a la original, a este proceso se le conoce como retrogradacion o
recristalizacion. La retrogradacion del almidén eventualmente se acomparfa de una
serie de cambios fisicos como incremento de la viscosidad, formacién de geles,
exudacion de agua etc. Esta retrogradacion no se ve favorecida cuando las cadenas
de los polisacaridos que conforman al granulo de almidén son demasiado largas o
demasiado cortas. La retrogradacion es un proceso continuo, que inicialmente implica
una recristalizacion rapida de moléculas de amilosa seguido por una lenta
recristalizacion de moléculas de amilopectina. La retrogradacion de la amilosa
determina la dureza inicial de un gel de almidén y la viscosidad y digestibilidad de los
alimentos procesados. El desarrollo a largo plazo de la estructura del gel y la
cristalinidad del almidon procesado, que estan implicados en el endurecimiento del pan
y los pasteles, se atribuyen a la retrogradacion de la amilopectina. En la retrogradacion,

el almidon recupera la estructura ordenada que perdio al gelatinizarse, pero esta nueva



estructura reordenada es mas resistente a la digestion enzimatica (Eerlingen, Jacobs
y Delcour, 1994). Para propdsitos industriales, la retrogradacién del almidén se ha
investigado ampliamente (Wang et al., 2015). En la figura 5 se observa una
representacion esquematica de los cambios que ocurren en el almidon cuando es

calentado, enfriado y almacenado.

Figura 5. Representacién esquemética de los cambios que ocurren en una suspensién de almidén
durante el calentamiento, enfriado y almacenamiento. a) Granulos de almidén nativo; b) Gelatinizacion,
asociada con el hinchamiento; c) Lixiviacion de la amilosa y ruptura parcial de los granulos durante la
gelatinizacion, dando como resultado la formaciéon de una pasta de almidén; d) Formacién de una red
de amilosa (gelificacién/retrogradacion de la amilosa) durante el enfriamiento de la pasta de almidén; e)
Formacion de moléculas ordenadas o cristalinas de amilopectina (retrogradacion de la amilopectina)
durante el almacenamiento. Fuente Wang et al., 2015.

2.3.Propiedades nutrimentales de los almidones de leguminosas

Las leguminosas se caracterizan por ser fuente de almidones de baja digestibilidad,
los cuales proveen diversos efectos fisioldgicos benéficos. Debido a su baja
digestibilidad en comparacién con la de los cereales, las leguminosas promueven

bajas y moderadas respuestas glucémicas e insulinémicas (Sandhu y Lim, 2008).

2.3.1. Factores que modifican su biodisponibilidad

2.3.1.1. Factores intrinsecos (propios de la estructura del alimento)

Son las caracteristicas fisicas propias del alimento que influyen en el nivel de
asimilacion del almidén en el intestino delgado (Bello-Pérez y Paredes-Lopez, 2009;

Dona, Pages, Gilbert y Kuchel, 2010). El distinto grado de empaquetamiento que tiene



el almidén en cada alimento ocasiona cambios estructurales que modifican su
digestion. Estos cambios son consecuencia de los procesos a los cuales el alimento
es sometido para su elaboracion. Por ejemplo, existen diferencias al consumir cereales
o leguminosas molidos y enteros. La trituracion y molienda de los granos al ser
procesados determinan la bioaccesibilidad que las enzimas tendran para hidrolizar el

almiddén contenido en el alimento.
2.3.1.2. Factores extrinsecos (externos al alimento)

Son aquellos factores que no tienen que ver con la estructura del alimento natural o
procesado. La masticacion, por ejemplo, modifica la bioaccesibilidad fisica de las
enzimas hacia el almidén contenido dentro de las estructuras rigidas del alimento,
ademas, la concentracion de enzimas digestivas como la a-amilasa del consumidor,
determina la extension de la hidrélisis (Englyst, Veenstra y Hudson, 1996). La cantidad
de almidén consumido y la presencia de ciertos estados patoldgicos, entre otras cosas,
son ejemplos de factores extrinsecos que favorecen o limitan la digestibilidad del

almidon (Englyst, Kingman y Cummings, 1992; Tharanathan y Mahadevamma, 2003).
2.4.Clasificaciéon del almidon con base en su digestibilidad

La clasificacion propuesta de los carbohidratos en la dieta, que se creé con base en
estudios en seres humanos, caracteriza los carbohidratos con respecto tanto a la
composicién quimica como al sitio, tasa y extension de la digestién (Englyst, Englyst,

Hudson, Cole y Cummings, 1999).
2.4.1. Almidon de rapida digestibilidad (ARD)

La digestion y absorcion de esta fraccion en el intestino delgado es completa y en poco
tiempo, y se tienen como ejemplos a los alimentos amiladceos como las harinas de maiz
0 arroz para la preparacion de atoles, harinas de trigo para preparar pan, frituras, etc.
Esto se debe al alto grado de refinacion de los granos, los cuales tienen como
caracteristica que su almidon es facilmente hidrolizable por las enzimas (Suarez-

Diéguez, Palma-Orozco y N4jera-Pefia, 2009).
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2.4.2. Almidon de baja digestibilidad (ABD)

El almidon de baja digestibilidad (ABD), como una fraccion de almidon intermedia entre
el ARD y el AR, se digiere lentamente a través de todo el intestino delgado para
proporcionar una liberacion sostenida de glucosa, con una glucemia inicial baja y
posteriormente una liberacidén lenta y prolongada (Zhang y Hamaker, 2009). Esto
sucede al consumir granos enteros como las leguminosas (Suarez-Diéguez, Palma-
Orozco et al., 2009).

2.4.3. Almidén Resistente (AR)

Durante la elaboracién y el procesamiento de los alimentos se forma una fraccién del
almidon cuya hidrdlisis por las enzimas digestivas es inhibida. A esta fraccion de
almidon que escapa de la hidrdlisis en los procesos digestivos se le conoce como
almidon resistente (AR) (Shin, Byun, Park y Moon, 2004). Esta parte del almidén no es
hidrolizada a glucosa dentro de un tiempo maximo de 120 minutos a partir de que se
consume el alimento. Al no ser digerido en el intestino delgado, el AR pasa al intestino
grueso en el cual es fermentado por los microorganismos del colon, o, en su defecto,
puede ser eliminado en las heces sin ser asimilado. (Birt et al., 2013; Nugent, 2005;
Sajilata, Singhal y Kulkarni, 2006). EI almidén resistente es definido por European
Research Project on Resistant Starch (EURESTA) como: la suma de almidén y los
productos de almidon degradados que no pueden ser absorbidos en el intestino
delgado por individuos sanos (Garcia-Alonso, Gofii y Saura-Calixto, 1998; Nugent,
2005; Sajilata et al., 2006; Tovar, Melito, Herrera, Rascon y Pérez, 2002). El AR posee
propiedades funcionales y nutricionales en comun con la fibra dietética (Sandhu y Lim,
2008) y dependiendo de su naturaleza, se ha clasificado en cinco subtipos, a saber,
AR I, AR II, AR Ill, AR IV y AR V. La clasificacion anterior del AR incluia los tipos AR I,
AR Il 'y AR Ill, mientras que los tipos AR IV y AR V se incluyeron en los afios
subsiguientes (Raigond et al., 2014). La formacioén de AR especificamente de tipo Il
se debe a la reestructuracion de la amilosa y la amilopectina, con una tendencia a
formar un material compacto semicristalino, producto primordialmente de la

retrogradacion de estos dos polimeros, y cuyo peso molecular aproximado es de 1.2
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X 10° Da (Fuentes-Zaragoza, Riquelme-Navarrete, Sanchez-Zapata y Pérez-Alvarez,
2010). Ejemplos de alimentos con AR son aquellos en los que el almidon se encuentra
protegido por las estructuras celulares del propio alimento y las enzimas digestivas se
ven limitadas en su accion, como es el caso de las semillas para botana, o los
alimentos que por su procesamiento son sometidos a calor seco, como la tortilla y el
pan. En la tabla 2 se resumen las caracteristicas de los distintos tipos de AR que hasta
la actualidad se han identificado (Birt et al., 2013; Nugent, 2005).

Tabla 2. Clasificacion del almidén resistente (AR)
Tipo de almidon resistente Fuente Digestibilidad
AR I. Almidon fisicamente
inaccesible, encapsulado dentro de Granos enteros y/o
las estructuras morfoldgicas de los parcialmente molidos
granos

Grado y velocidad
de asimilacion
pobre

Papa cruday

platano, leguminosas Baja digestibilidad
en botana

AR 1ll. Almidon Pan y tortilla tostada Lentamente
retrogradado/cristalizado digerible

AR Il. Granulos de almidén nativo
altamente cristalinos

Ingrediente para

AR IV. Almidon modificado por Parcialmente

procesos quimicos productos digerible
alimenticios
AR V. Complejos amilosa-lipido Papas fritas Resistente a la

digestion

Fuente: Birt, et al., 2013; Raigond et al., 2014.

La formacion de almidén resistente (AR) ocurre rapidamente en alimentos que
contienen almidon rico en amilosa, debido a que las cadenas largas de a-glucano son
necesarias para formar las estructuras cristalinas. Por otro lado, la retrogradacion y la
formacién de almidén resistente pueden ocurrir en almidones cerosos cuando son
sometidos a procesos de calentamiento y enfriado. Los cambios que ocurren en la
estructura de los almidones durante estos ciclos de temperatura se han estudiado por
su influencia sobre las propiedades funcionales en los alimentos (Haralampu, 2000;

Perera, Meda y Tyler, 2010; Sievert y Pomeranz, 1989).
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2.5.Procesos de obtencién de AR

Por su importancia como ingrediente desde el punto de vista nutricional y por los
beneficios a la salud que puede generar, distintos investigadores, asi como los
profesionales de la industria, han desarrollado estrategias que permitan la preparacion
u obtencion de materiales ricos en AR, las cuales, a su vez, puedan ser empleadas en
la produccién de alimentos. Se han aislado almidones resistentes tipo Il a partir de
fuentes naturales como el platano verde, pero son sensibles a los diferentes procesos
durante la elaboracién de productos. La estrategia que en los ultimos afios se ha
empleado para la produccion de AR, se basa en el fendmeno de retrogradacion del
almidon nativo (AN), proceso que se ha correlacionado con la obtencién de mayores
contenidos de fracciones indigeribles (AR 111). Sin embargo, la cantidad de AR obtenido
depende de la fuente bioldgica, por lo que esta variable debe ser considerada para la
produccion de este material (Perera et al., 2010; Shin, Byun et al., 2004; Tovar et al.,
2002; Zhang, y Jin, 2011a). Productos como Novelose® (AR Il) (Raigond et al., 2013),
fabricado por la empresa estadounidense National Starch, y Crystalean® (AR III)
(Guraya, James y Champagne, 2001), manufacturado por la empresa Opta Food
Ingredients, son ejemplos de materiales resistentes a la hidrolisis disponibles

comercialmente.

En general, en los procesos de preparacion de AR Ill se aplican tratamientos térmicos
y almacenamiento bajo condiciones especificas. En otros, se recurre a la
desramificacibn enzimatica previa de la amilopectina del almidén, con lo cual
presentan mayor tendencia a la retrogradaciéon y la obtencién de AR aumenta (Bello-
Pérez y Paredes-Lopez, 2009). Sin embargo, se debe controlar el grado de
desramificacion para obtener un producto final con el mayor rendimiento posible, ya
gue se ha reportado que el grado de polimerizacion de las cadenas obtenidas por
desramificacibn de los polimeros influye en las caracteristicas estructurales y
contenido del producto (Homayouni et al., 2014; Raigond et al., 2014). El nivel de
desramificacion enzimatica se puede evaluar con base en un método enzimatico-
colorimétrico, que mide la cantidad de oligosacaridos (azucares reductores) liberados

por accién de las enzimas desramificantes (como la pululanasa y la isoamilasa) (Hii,
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Tan, Ling y Ariff, 2012), mediante una reaccion con el acido 3, 5 dinitrosalicilico (DNS)

(figura 6).
HO. .0 GHO = COOH
g HO-T— OH , HO——
1l oy —»
O N o 0 o -
I i —1CH N NH,, —1—CH
CH.OH A
a) b) 2 0 d) CHZCH

Figura 6. Reduccion del acido 3, 5-dinitrosalicilico por un aztcar reductor a acido-3-amino-5-salicilico.
a) Acido 3-5 dinitrosalicilico; b) D-glucosa; ¢) Acido 3-amino-5-salicilico; d) Acido D-glucénico.
Otras alternativas que recientemente se han explorado en la produccion de almidén
resistente son las modificaciones quimicas, que consisten en hacer reaccionar los
grupos funcionales del almidén nativo (AN) en un medio acuoso con reactivos quimicos
bajo condiciones controladas de agitacién, temperatura y pH. Los tratamientos
quimicos permitidos para la produccion de almidones quimicamente modificados para
uso alimenticio incluyen la esterificacion, eterificacion, modificacion acida, oxidacion y
entrecruzamiento. Las diferentes modificaciones quimicas del almidén se utilizan para
producir almidones resistentes tipo IV con aplicaciones especificas dentro de la
industria alimentaria (Perera, et al., 2010; Raigond, et al., 2014; Tharanathan, 2005;

Zhu, 2014).

2.6.Determinacion del contenido de AR y otras fracciones del almidén en los

alimentos

La caracterizacion nutrimental del AR comprende ensayos enzimaticos que hidrolizan
una muestra del alimento en condiciones controladas in vitro, y simulan los procesos
digestivos fisiolégicos in vivo. Estos métodos permiten determinar las distintas
fracciones nutrimentales del almidén que se encuentran en los alimentos tal y como se
consumen. El procedimiento en estos ensayos se inicia con la accién de la pancreatina
(pepsina, amilasa, amiloglucosidasa e invertasa) que hidroliza todo el material proteico

que el almidén tenga adherido para facilitar la accion hidrolitica de las enzimas
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digestivas hasta que ocurra la hidrélisis completa del almidon en la muestra, liberando
la glucosa contenida. La glucosa se cuantifica espectrofotométricamente por medio de
un meétodo enzimatico-colorimétrico utilizando el reactivo glucosa oxidasa-peroxidasa
(GOD-POD), que funciona bajo el siguiente principio: la glucosa se oxida a acido
glucdnico y peroxido de hidrogeno por accion de la enzima glucosa oxidasa. El
peréxido de hidrégeno a su vez reacciona con la O-dianisidina en presencia de la
enzima peroxidasa para formar un producto coloreado. La O-dianisidina oxidada
reacciona con el acido sulfurico para formar un producto coloreado mas estable. La
intensidad del color rosa medida a 540 nm es proporcional a la concentracion original
de glucosa. De esta manera se pueden determinar las diferentes fracciones
nutrimentales que presenta el almidon de la muestra a evaluar (almidon de rapida
digestibilidad, almidon de baja digestibilidad, almiddn resistente, almidon total, glucosa
rapidamente disponible, glucosa de lenta disponibilidad y glucosa total) (Englyst et al.,
1999).

2.7.Efectos benéficos del AR

En los dltimos afios, el AR ha recibido atencidén por sus efectos fisiolégicos benéficos
(Lehmann, Rdssler, Schmiedl y Jacobasch, 2003). Estudios recientes muestran que
una dieta rica en AR puede tener repercusiones importantes en la salud humana,
algunas de las cuales se resumen en la tabla 3. Sus propiedades funcionales
(beneficios a la salud) pueden variar dependiendo del disefio y tipo de estudio, de la
fuente botanica y del tipo y dosis de AR consumido (Fuentes-Zaragoza et al., 2010;
Nugent, 2005). Dentro de los efectos fisiolégicos mas sobresalientes se encuentran la
prevencion contra la aterosclerosis, el mantenimiento de los niveles de glucosa
postprandial en sangre (Kim, Chung, Kang, Kim y Park, 2003), el aumento de saciedad
en el consumidor, por lo que esta fraccion del almidén es una alternativa mas para el
tratamiento nutricional en pacientes obesos; ademas, la fermentaciéon del almidon
resistente por la microbiota en el intestino grueso produce acidos grasos de cadena
corta como el acido propionico y el butirico que han mostrado poseer acciones

benéficas en la proteccion del epitelio intestinal contra el cancer colorrectal (Birt et al.,
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2013; Keenan et al., 2015; Nugent, 2005; Suarez-Diéguez, Palma-Orozco, Glemes-
Vera y Mendoza-Pérez, 2009; Zhang y Hamaker, 2009).

Tabla 3. Efectos fisiolégicos del consumo de almiddn resistente (AR)

Efecto

Descripcion

Util en

Disminuye la
glucemia

Mejora la salud
intestinal

Mejora el perfil
de lipidos

Aumenta la
saciedad y
reduce el
consumo de
energia
Incrementa la
absorcion de
micronutrientes

Prebiético

Componente de
fibra dietaria

La escasa o nula digestibilidad limita la
absorcion de glucosa en sangre

Ayuda a revertir los cambios neoplésicos
sobre el epitelio del colon, al disminuir
compuestos tdxicos por la produccién de
acidos organicos (butirico, propiénico y
acético) como producto de la
fermentacion del almidon resistente

Se ha reportado que puede disminuir la
concentracion de colesterol y triglicéridos
en sangre

Al no ser metabolizado, su aporte
energético es bajo o nulo

Mejora y/o induce la absorcion intestinal
de minerales como hierro y calcio

Favorece el crecimiento de
microorganismos probidticos
(bifidobacterias)

Disminuye la atrofia del epitelio del colon,
contribuye a la reduccion de los lipidos
en sangre

Diabetes, respuesta
a la insulina,
sindrome metabdlico

Cancer colorrectal,
colitis ulcerativa,
inflamacion del
intestino,
diverticulosis,
constipacién

Desorden
cardiovascular,
metabolismo de

lipidos, sindrome
metabdlico

Obesidad, Diabetes

Osteoporosis

Patologias del colon

Ciertos problemas
intestinales

Fuente: Fuentes-Zaragoza et al., 2010; Nugent, 2005; Suarez-Diéguez, Palma-Orozco et al., 2009.

El AR también tiene un comportamiento fisiolégico favorable en pacientes con

trastornos de intolerancia a la glucosa o resistencia a la insulina. En individuos sanos,

la insulina es una hormona que permite la captacion de glucosa por las células, con lo

cual se reducen los niveles de glucosa en sangre, ademas, puede inhibir la utilizacién

de glucosa corporal almacenada, y, en combinacion con otras sefales fisioldgicas, es
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capaz de modular los mecanismos de apetito y saciedad. La poca glucosa liberada a
partir del AR permitiria la utilizacion de la grasa almacenada como energia y
potencialmente, atenuaria las sefiales de hambre. Esta respuesta fisiolégica es de
utilidad en el tratamiento de las condiciones clinicas de la diabetes al mejorar la
tolerancia a la glucosa. Por ultimo, su utilizacion es posible en el tratamiento de la
obesidad y el control de peso debido a su intervencion en el ciclo hambre-saciedad
(Nugent, 2005).

2.8.Investigacion cientifica en torno al AR

El estudio de los almidones resistentes a lo largo del tiempo se ha centrado en sus
métodos de aislamiento o preparacion, y en la evaluacién de sus propiedades
funcionales a partir de distintas fuentes. Algunos autores, por ejemplo, han investigado
los efectos de la temperatura de gelatinizacion y el enfriado en la formacion de AR a
partir de arroz (Lilia-Baby et al., 2016). Surendra y Parimalavalli (2016) evaluaron el
efecto de la desramificacion con pululanasa y la temperatura de almacenamiento sobre
la digestibilidad del almidon de papa. Algunos afos atras, Zhang y Jin (2011a)
prepararon productos ricos en AR a partir de maiz mediante un método enzimético y
evaluaron sus propiedades. Estudios como los anteriores, basados en la produccion y
caracterizacion del sustrato (AR), han dado pie a las investigaciones en seres
humanos, en las cuales se ha informado que el consumo de productos con alto
contenido de AR dio lugar a concentraciones postprandiales de glucosa y respuestas
insulinémicas concomitantes mas bajas comparadas con las obtenidas al consumir
alimentos con almidones ordinarios (Birt et al., 2013). Los modelos animales también
han demostrado efectos positivos del almidon resistente de fuentes como el platano,
como un mayor control glucémico en ratas con diabetes tipo 2 y efectos positivos en
la hiperlipidemia (Reddy, Suriya, Vidya y Haripriya, 2017). Sin embargo, existe poca
informacion sobre el AR de leguminosas y ninguna acerca de la preparacion y las
propiedades del AR tipo Il de haba que sirva como base para la evaluacion de sus

beneficios en ensayos clinicos.
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3. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Los estudios del almidon resistente sobre los procesos de la enfermedad, incluyendo
el cancer de colon, la diabetes y la obesidad, son prometedores y se han desarrollado
hipotesis interesantes acerca de sus beneficios. Estudios previos han evaluado los
efectos del suministro de alimentos ricos en AR en pacientes con enfermedades
cronicas y los resultados observados han sido diversos. También se han realizado
algunas investigaciones en torno a la preparacioén/obtencion y propiedades de distintos
almidones resistentes a la hidrolisis de tipo I, Il, e incluso de tipo Il a partir de fuentes
no convencionales como el platano y la papa, y de cereales como el maiz. No obstante,
teniendo en cuenta la enorme diversidad de almidones resistentes a la digestion, es
pertinente sefialar que muy pocos de estos almidones han sido investigados en

relacion con sus efectos in vitro, en animales o seres humanos.

Algunas fuentes de carbohidratos como el haba no han sido objeto frecuente de
estudio cientifico hasta ahora, por lo cual no se ha desarrollado conocimiento en torno
a sus propiedades y su potencial uso en la preparacion de almidones resistentes a
partir de ella, volviendo necesario el estudio de su preparacion y su caracterizacion in
vitro como base para la evaluacién de sus propiedades en modelos animales y
humanos que contribuya a la creacion de productos alimenticios ricos en AR que
ofrezcan beneficios a la salud de la poblacion, principalmente a aquella que padece
enfermedades cronicas relacionadas con el metabolismo de los carbohidratos. Con
base en este planteamiento, se han formulado las siguientes preguntas de
investigacion: ¢Cudles son las condiciones éptimas para la preparacion de almidon
resistente tipo Il a partir de almidon nativo de Vicia faba L.? y ¢Cuales son las

propiedades fisicoquimicas y nutrimentales de ese material?
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4. JUSTIFICACION

Aunqgue las leguminosas ocupan un lugar importante en la dieta habitual de los paises
tercermundistas, la atencidén hacia este grupo de alimentos en materia de investigacion
ha sido escasa; sin embargo, debido a sus caracteristicas nutricionales y fisicas
naturales, podrian ser una opcién viable para la preparacion de almidones indigeribles
con futuras aplicaciones en la elaboracion de productos comestibles saludables. No
obstante, la poca informacién acerca de las propiedades de los almidones de
leguminosas, especificamente del haba, hace necesario, entre otras cosas, el estudio
de sus propiedades fisicoquimicas y nutrimentales, asi como la determinacion de las
condiciones 6ptimas de preparacion de AR Il a partir de ella. Por ello, con la presente
investigacion se pretende otorgar base cientifica para la preparacion de almidones
indigeribles a partir de haba y generar conocimiento en torno a sus propiedades, con
la finalidad de ampliar el panorama acerca de los usos potenciales de los almidones
resistentes en el cuidado de la salud y promover su utilizacién en la preparacion de
productos terapéuticos diferentes a los farmacos, que prevengan, controlen o
coadyuven al tratamiento de enfermedades metabdlica como la diabetes y mejoren la

calidad de vida en las personas.
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. OBJETIVOS

5.1.0Objetivo general

Establecer las condiciones 6ptimas de preparacion de almidén resistente tipo 1l
a partir de Vicia faba L. mediante la aplicacién de tratamientos térmico-

enzimaticos a fin de evaluar sus propiedades fisicoquimicas y nutrimentales.

5.2.0bjetivos especificos

Determinar las condiciones Optimas de produccion de AR a partir de Vicia faba
L. mediante tratamiento enzimético con pululanasa | y almacenamiento.
Comparar la cantidad de AR y las propiedades del almidon de haba con AR de
frijol y maiz preparado con las condiciones 6ptimas del haba.

Determinar las propiedades fisicoquimicas de los almidones nativos y tratados
mediante la evaluacion de su morfologia, composicion quimica y grado de
desramificacion.

Determinar las propiedades nutrimentales de las muestras nativas y tratadas
mediante la valoracién de su contenido de almidon digerible, almidén resistente

y almidon total, asi como su digestibilidad in vitro.
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6. HIPOTESIS

Las condiciones éptimas de preparacion de AR tipo Il a partir de Vicia faba L.
corresponden a concentraciones enzimaticas elevadas y tiempos de desramificacion
y almacenamiento prolongados, esto modifica sus propiedades fisicoquimicas y

nutrimentales, disminuyendo su digestibilidad in vitro.
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7. DISENO METODOLOGICO
7.1.Desarrollo Experimental

El haba que se estudio fue una variedad criolla que se cultiva en una zona geografica
denominada Eje Volcanico Transmexicano del centro de la Republica Mexicana. La
extraccion del almidén nativo (AN) se realiz6 por molienda humeda de acuerdo con lo
reportado por Suarez-Diéguez, Soriano-Garcia, Anaya-Sosa y Cruz y Victoria (2009).
Posteriormente se evaluo la composicion quimica del almidén nativo (AN) conforme a
la Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2005), y el contenido de amilosa
por la técnica reportada por Hoover y Ratnayake (2002). Para la preparacion de AR I
a partir del AN de haba se emplearon tratamientos térmicos y enzimaticos con
pululanasa tipo | (EC 3.2.1.41), que hidroliza enlaces glucosidicos a-1,6 de
polisacaridos ramificados (Hii et al., 2012), con base en los métodos reportados por
Morales-Medina, Mufio, Guadix y Guadix (2014), Suarez-Diéguez, Palma-Orozco,
Guemes-Vera et al. (2009); Zhang y Jin (2011b) y Zhou, Meng, Chen, Zhu y Yuan
(2014). EIl estudio de la morfologia del almidon se realiz6 mediante microscopia
electronica de barrido (MEB) de acuerdo con Singh, Kaur, Sandhu y Guraya (2004). El
grado de desramificacion del almidén se determind por el método descrito por Shin
Choi et al. (2004). Por ultimo, para la evaluacién de las propiedades nutrimentales de
los almidones nativos y retrogradados, se evaluo el contenido de almidon resistente
(AR) y almidon total (AT) con base en las técnicas de Englyst et al. (1992) y Gofi,
Garcia-Diz, Mafias y Saura-Calixto (1996); mientras que el contenido de almidén
digerible (AD) se obtuvo por diferencia. La digestibilidad in vitro se evalto con las
técnicas de Goni, Garcia-Alonso y Sauro-Calixto (1997) y Granfeldt, Bjorck, Drews y
Tovar (1992), e incluyé la determinacion del porcentaje de hidrélisis (PH), el célculo
del area bajo la curva de hidrdlisis (ABC), el indice de hidrdlisis (IH) y la estimacion del

indice glucémico (IGe). En la figura 7 se muestra el diagrama metodoldgico.
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7.2.Métodos
7.2.1. Extraccion y aislamiento del almidén nativo (AN)

El almidon se aislé del haba mediante el método reportado por Suarez-Diéguez,
Soriano-Garcia et al. (2009). Aproximadamente 1.5 kg de haba, libres de impurezas,
se remojaron en una solucion de metabisulfito de sodio al 0.1%, con una relacién 1:3
peso/volumen (P/V) por 16 h a temperatura ambiente. La extraccion se realizé por
molienda humeda a través del principio de lixiviacion con lienzos de nailon. El extracto
se almacend en refrigeracion por una noche y al dia siguiente se lavo el sedimento con
una solucién de hidréxido de sodio al 0.5% hasta obtener un material limpio. El residuo

(AN), se seco en horno convencional a una temperatura de 40°C por 24 h.
7.2.2. Preparacion de AR por tratamiento térmico-enzimatico

Los tratamientos se disefiaron de acuerdo con las metodologias reportadas por
Morales-Medina et al. (2014), Zhang y Jin (2011b) y Zhou et al. (2014). Primeramente,
se realizé un perfil de solubilidad del AN en proporciones (P/V) del 1-12%. Después,
se prepararon suspensiones de AN al 10%, solubilizadas en buffer de acetato de sodio
al 0.1 M y reajustadas a pH 5.0 con acido acético concentrado. Se llevo a cabo la
gelatinizacion de las muestras a 95°C durante 15 minutos con agitacion moderada en
parrilla convencional. Las muestras se temperaron a 46°C en bafio Maria y se
sometieron a los siguientes tratamientos: hidrdlisis enzimatica con pululanasa
microbial | (EC 3.2.1.41), que escinde enlaces O-glucosidicos a-1,6, con una relacion
enzima-sustrato de 6, 12 y 18 unidades enzimaticas por gramo de almidén (U/g),
durante 0, 3, 6, 9, 12, 24 y 27 horas (h), con agitacion (aprox. 1000 rpm). Al término de
la incubacion se inactivo la enzima sometiendo las muestras a ebullicion durante 15
minutos para posteriormente ser almacenadas durante 3 dias a 2°C. Para evaluar el
efecto del tiempo de almacenamiento en el contenido de AR se desramificaron
muestras con 12 U/g de enzima durante 12 horas y se almacenaron a 2°C durante 1-
6 dias. El efecto de la temperatura de almacenamiento en el contenido de AR se evalud
en muestras desramificadas durante 12 h con 12 U/g de pululanasa y almacenadas a

temperatura ambiente, de refrigeracién y congelacién (20, 2 y -35°C respectivamente),
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durante 3 dias. Finalmente se centrifugaron las muestras a 10,000 rpm durante 15
minutos a 4°C y fueron secadas en horno convencional a 35°C durante 36 horas. Se
seleccionaron las condiciones Optimas de cada variable evaluada y se realizo la
preparacion de AR a partir de haba, maiz y frijol con fines comparativos. Las muestras
se almacenaron en bolsas herméticas para su posterior valoracion de rendimiento

(peso inicial/peso final x 100) y cuantificacion de AR.

7.2.3. Propiedades fisicoquimicas del almidén
7.2.3.1. Morfologia

La morfologia del almidén nativo (AN) y el AR se evalio mediante microscopia
electronica de barrido (MEB). Las muestras de almidén se pulverizaron y
espolvorearon sobre una cinta conductora de oro de doble adhesion fijjada en un
soporte de aluminio al microscopio. Las condiciones para la observacion de las
muestras fueron: 5y 10 KV y 30 mA (Shin, Choi et al., 2004; Singh et al., 2004).

7.2.3.2. Propiedades quimicas

Para la caracterizacion quimica de los almidones nativos se realizd un analisis quimico
proximal (AQP), de acuerdo con las técnicas reportadas por la Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 2005), que incluyo las siguientes valoraciones: humedad
(925,09); proteinas (920,87); lipidos totales (920,85); fibra total, (991,43) y minerales
como cenizas (923,03); los carbohidratos se estimaron por diferencia como extracto
libre de nitrégeno (ELN). El contenido de amilosa se determind por el método reportado
por Hoover y Ratnayake (2002), cuyo principio es la formacién de un complejo amilosa-
yodo de color azul. La intensidad del color azul resultante, medido por
espectrofotometria UV-visible a una longitud de onda aproximada de 620 nm, es
proporcional a la cantidad de amilosa contenida en el almidén. La cuantificacion de
amilosa aparente se calculé por interpolacion en una curva estandar de amilosa de
papa (Sigma, A0512), y el contenido de amilopectina se estimd por diferencia al 100%

del contenido de amilosa en el almidén.
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7.2.3.3. Propiedades moleculares

Para la valoracion molecular se realizé la determinacion del grado de desramificacion
de la amilopectina mediante el método enzimatico-colorimétrico descrito por Shin, Choi
et al. (2004) con modificaciones menores, utilizando el acido 3, 5 dinitrosalicilico
(DNS). Brevemente, se solubilizé y gelatinizd6 una muestra al 1% (P/V); se tomaron
alicuotas de 0.5 mL alas 0, 3, 6, 9, 12, 24 y 27 horas y se depositaron en tubos de
ensayo. Inmediatamente después, se agregaron 2 mL de solucion DNS. Se realizé un
revelado térmico que consistié en someter las muestras a ebullicién primero, y en hielo
después. La absorbancia en el espectrofotdmetro se leyé a 540 nm. Se empled una
curva patrén de maltosa como estandar para cuantificar el contenido de azlcares
reductores liberados y el grado de desramificacion se determind mediante la siguiente

ecuacion:
[(R de la muestra - R almidén nativo)/(R desramificada — R nativo)] (100)

Donde R de la muestra es la cantidad de azlcares reductores en una muestra

desramificada por un tiempo especifico (0, 3, 6, 9, 12, 24 y 27 horas),

R desramificada es la cantidad de azUcares reductores del almidén desramificado a

las 27 horas.

R almidén nativo es la cantidad de azlcares reductores presentes en el AN sin

desramificar.

7.2.4. Propiedades nutrimentales
7.2.4.1. Determinacion de las fracciones de almidon en las muestras
nativas y tratadas
7.2.4.1.1. Almiddn resistente (AR)

La determinacion de almidon resistente (AR) se realiz6 por el método descrito por
Englyst et al. (1992) con modificaciones. Se colocaron 100 mg de muestra en tubos de
centrifuga de 50 mL (los almidones nativos se gelatinizaron previamente con 5 mL de

agua destilada en bafio maria a ebullicion) y se afiadieron 10 mL de buffer HCI-KCI
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(pH 1.5). Se agregd 1 mL de solucion de pepsina (1mg/mL) y se incubaron en bafio
Maria con agitacion a 40°C. Al término de la incubacion, se agregaron 9 mL de buffer
de fosfatos 0.1 M, 1.9 mL de KOH 4 My se ajusto6 el pH a 6.9 para incubar con 1 mL
de solucion de a-amilasa (40 mg/mL buffer) a 37°C durante 17 horas. Se centrifugaron
las muestras y se separ6 el sobrenadante. Después, se agregaron 3 mL de HCI 2 My
5.5 mL de buffer de acetato 0.5 M para ajustar el pH a 4.9. Se incubaron las muestras
con 100 uL de amiloglucosidasa (Aspergillus niger = 300 U/mL) durante 1 h a 60°C.
Posteriormente, se centrifugaron las muestras y se lavaron con agua destilada. El
sobrenadante se colocé en un matraz volumétrico y se aforé a 100 mL. Se tomaron
0.5 mL y se incubaron con 1 mL de GOD-POD a 37°C durante 30 minutos. Por ultimo,
se adicionaron 2 mL de H2SO4 12 N a cada tubo y las absorbancias se leyeron a 540
nm en espectrofotometro AGILENT UV-Visible, las cuales, se interpolaron en una
curva patrén de glucosa y el resultado fue expresado como porcentaje de AR.

7.2.4.1.2. Almiddn total (AT) y almiddn digerible (AD)

De acuerdo con el método de Goiii et al. (1997) con algunas modificaciones, se
pesaron muestras de 50 mg de almiddn, se agregaron 6 mL de KOH 2M y se agitaron
vigorosamente a temperatura ambiente durante 15 minutos. Posteriormente se
dispersaron 100 pL de amiloglucosidasa (Aspergillus niger = 300 U/mL) en 3 mL de
buffer de acetato de sodio 0.4 M (pH=4.75) y se agregaron a la muestra. Se prepar6
un bafio Maria a 60°C y se incubaron las muestras durante 60 min. Por dltimo, se
centrifugaron las muestras a 10,000 durante 15 min a 4°C; se aforaron y diluyeron de
acuerdo con el valor esperado. Se tomaron 0.5 mL de muestra y se incubaron con 1
mL del reactivo GOD-POD durante 30 minutos. Al término del periodo de incubacion,
se realizd una inactivacion de la reaccion agregando 2 mL de H2SOs 12N. Las
muestras se leyeron a 540 nm frente a un blanco de reactivos y las absorbancias se
interpolaron en una curva patron para obtener los mg de glucosa liberados. Se empleo
el valor de 0.9 como factor de conversion de glucosa a almidén y el resultado se
consideré como porcentaje de AT. El almidén digerible (AD) se obtuvo por diferencia
de AT-AR.
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7.2.4.2. Digestibilidad in vitro de los almidones nativos y tratados
7.2.4.2.1. Porcentaje de hidrélisis (PH)

Con base en la metodologia de Gorii et al. (1997) con ciertas modificaciones, se
pesaron 30 mg de almidon y se depositaron en tubos de centrifuga de 50 mL. Se
agregaron 5 mL de agua y se pusieron a bafio Maria en ebullicion durante 15 minutos
(solo las muestras nativas). Posteriormente se afadieron 10 mL de buffer KCI-HCI
(pH=1.5) y 0.2 mL de solucién de pepsina (1g enzima/10 mL de buffer KCI-HC) a las
muestras y se incubaron durante 60 minutos en bafio Maria a 40°C. Después, se
agregaron 10 ml de buffer de fosfatos 0.1 M y 5 mL de solucién de a-amilasa (2.6 Ul)
y se incubaron a 37°C. Se tomaron alicuotas de 1 mL a los 30, 60, 90, 120 y 150
minutos y se depositaron en tubos de ensayo para posteriormente ser sometidos a
ebulliciébn durante 5 minutos. Se les agregaron 3 mL de acetato de sodio 0.4 My 10 U
de amiloglucosidasa y se incubaron a 60°C durante 45 minutos. Todas las muestras
se aforaron a 10 mL y se sometieron a ensayo GOD-POD. La absorbancia se ley6 en
un espectrofotometro a 540 nm y el porcentaje de hidrélisis se calculd de la siguiente

manera:

Porcentaje de hidrolisis (%)= (ug de glucosa/mL)(300)(0.9)(100)/(1000)(peso de la

muestra seca en mg)(0.5)
Donde 300 es el volumen de reaccién final (mL)
0.9 es el factor de conversion de glucosa a glucano
100 es la conversion del cociente a porcentaje
1000 es la conversion de los ug de glucosa a miligramos

0.5 es el tamafio de la alicuota tomada para la lectura espectrofotométrica (mL)
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7.2.4.2.2. Cinéticade digestion

Para describir la cinética de la hidrdlisis del almidon se empleé la ecuacion de Goiii
et al. (1997):

C=C«(1-e7K)
Donde C es la concentracion de almidon hidrolizado en el tiempo
t es el intervalo de tiempo entre cada punto de la cinética (30 min)
C- es la concentracion de equilibrio
k la constante cinética.
7.2.4.2.3. Areabajo la curva de hidrolisis (ABC)

El &rea bajo la curva de hidrdlisis se determin6 de acuerdo con el modelo de la figura
8. La ecuacion para el célculo de cada fraccion de la curva fue la siguiente:

ABCo'=Cax(t-tg)—C-/k(1—e7K)
Donde nuevamente C- es la concentracion de equilibrio
k es la constante cinética
t es el intervalo de tiempo entre cada punto de la curva (30 min)
to es el tiempo cero (equivalente a cero).
Por ultimo, el area bajo la curva total se calculé6 como:
ABCo~= ZABCo30+ ABC30%%+ ABCg0°+ ABCgo?0+ ABC1201°0

gue equivale a la sumatoria de cada parte de la curva, correspondiente a los minutos
30, 60, 90, 120y 150.
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Figura 8. Modelo esquematico de la determinacion del area bajo la curva de hidrdlisis in vitro del
almidon para la estimacion del indice glucémico.

7.2.4.2.4. Indice de hidrolisis (IH)

Empleando los resultados del area bajo la curva, se calcul6 el indice de hidrélisis como
el porcentaje de glucosa total liberada de cada muestra con respecto a la glucosa

liberada del pan blanco (referencia). La ecuacion fue la siguiente:
IH= ABC muestra/ABC pan blanco (100)

Donde ABC muestra es el area total bajo la curva de las muestras de almidén nativo y

retrogradado de haba, frijol y maiz
ABC pan blanco es el area total bajo la curva de la referencia.
7.2.4.25. Estimacion del indice glucémico (IGe)

El indice glucémico de las muestras nativas y retrogradadas se estimo usando la
ecuacion de Goili et al. (1997):
1Ge=39.71+0.549 (IH)

Donde 39.71 y 0.549 son constantes de la ecuacion

IH es el indice de Hidrdlisis obtenido previamente
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7.2.5. Andlisis Estadistico

Se realiz6 un analisis de la varianza de una via (ANOVA) y una prueba de rango
multiple de Duncan (DMRT) para analizar las diferencias significativas entre las medias
de las muestras sometidas a los distintos tratamientos. Para evaluar la relacion entre
el contenido de AR de las muestras y el grado de desramificacion con pululanasa se
empled el coeficiente de correlacion de Pearson, asumiendo una relacion lineal
positiva cuando el valor de r > 0.7. El andlisis estadistico se realizo utilizando el
software estadistico IBM SPSS® Statistics version 24 y las diferencias fueron
consideradas estadisticamente significativas cuando el valor de p < 0.05. Los
resultados se presentan como la media * la desviacion estandar de ensayos realizados

por triplicado.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1.Composiciéon quimica de los almidones nativos

8.1.1. Analisis quimico proximal

La composicion quimica del almidén de haba y su comparacion con las muestras de
frijol y maiz se encuentran en la tabla 4. Se observaron diferencias significativas (p <
0.05) entre las muestras, y en el caso del haba, es evidente una disminucién con
respecto a los componentes proximales de la semilla de haba entera (tabla 1), lo que
se debe a la eliminacion de componentes como el agua y la proteina a lo largo del
proceso de aislamiento. Otra fuente de variacion entre la composicion de la semilla y
el almidon aislado puede deberse a la eliminacidon de la testa de la semilla estudiada.
Esta fraccion estd compuesta por almidon, celulosa y hemicelulosa, carbohidratos de
bajo grado de polimerizacidon conocidos como oligosacaridos y que son abundantes en
las leguminosas (Silva-Cristobal, Osorio-Diaz y Bello-Pérez, 2007). El analisis quimico
nos indica un alto grado de pureza del almidén y denota la eficiencia del método de
extraccion. Estos resultados son comparables con los de Dundar y Gocmen (2013)
quienes encontraron porcentajes del 90%, 8.5%, 1.3%, 0.5% y 0.7%, para almidoén,
humedad, proteina, lipidos y cenizas en almidon de frijol rojo. Los porcentajes de
humedad, cenizas, proteina, lipidos y fibra también fueron minimos en las muestras
de frijol y maiz. Los carbohidratos se mostraron como los mayores componentes entre

los almidones de las tres muestras.

Tabla 4. Composicion quimica promedio de los almidones nativos de haba,

frijol y maiz

Componente Haba Frijol Maiz
Humedad (%) 4.14+0.04 ¢ 9.05+0.222 7.25+0.38°
Cenizas (%) 1.27£0.05° 2.41 +£0.08 2 0.11+0.04°¢
Proteina (%) 0.51+0.012 0.46 +0.03 ¢ 0.49+0.06°
Lipidos (%) 0.30+0.03° 0.38+0.022 0.32+0.01°
Carbohidratos (%)* 93.03 £0.07 86.98 +0.29 ¢ 90.86 +0.34 ©
Fibra total (%) 0.72+0.03° 0.70 £0.03 P 0.94+0.022

*Obtenidos por diferencia.
Medias con letras iguales en la misma fila no son estadisticamente diferentes (Prueba de Duncan, p
< 0.05).

No se ha reportado extensamente la influencia o correlacién directa de los

componentes proximales con la cantidad de AR en los alimentos, no obstante, se sabe
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gue la digestibilidad de los almidones se ve influenciada por factores como la
temperatura de coccion y almacenamiento y por interacciones del almidén con
proteinas, lipidos, e incluso otros carbohidratos (Raigond et al., 2014). Por ejemplo, en
el almidén de algunas especies de plantas, las cadenas de amilosa son penetradas
por lipidos, y, por consiguiente, éstas no participan en la retrogradacion, dando como
resultado una menor producciéon de AR Il (Eerlingen, Van den Broeck, Delcour y
Levine, 1994). Asimismo, en los alimentos con alto contenido de lipidos y almidon se
pueden formar complejos de amilosa-lipido que recientemente se han considerado
como almidén resistente tipo cinco (AR V) (Raigond et al., 2014), sin embargo, debido
al aislamiento, la cantidad de lipidos no sobrepasé el 0.4% en nuestras muestras. La
mayor cantidad de proteina se observo en el haba (0.51 + 0.01%) aunque su contenido
fue muy bajo. Zhang y Hamaker (1998) no encontraron relacion de la proteina con la
digestibilidad en harinas de sorgo con hasta 11.9% de proteina y de maiz con hasta
11.3%, aunque se ha sugerido que podria afectar la gelatinizacion. En contraste,
Sajilata et al. (2006), sostuvieron que las interacciones almidén-proteina reducen el
contenido de AR, por lo menos en almidones de papa. El porcentaje de fibra fue
igualmente bajo en el haba (0.72%) y en el frijol (0.70%), y un poco mayor en el maiz
(0.94%). La fibra ha mostrado tener minimos efectos en la cantidad de AR (Sajilata et
al., 2006). En este estudio, los contenidos de todos los componentes quimicos
diferentes a los carbohidratos fueron tan bajos (tabla 4), que su influencia en la

preparacion de AR parece minima.
8.1.2. Contenido de amilosa y amilopectina

Los resultados descritos en la tabla 5 muestran los contenidos de amilosa y
amilopectina del haba y su comparacion con el frijol y maiz. Las medias de todas las
muestras fueron estadisticamente diferentes (p < 0.05). Los almidones de haba y frijol,
al pertenecer al grupo de las leguminosas, tuvieron resultados similares y mayores en
el contenido de amilosa que el maiz (24.52 + 0.25%). La cantidad de amilosa en el
haba fue de 29.20 = 0.38%, lo cual difiere un poco del valor observado por Morales-
Medina et al, 2014 (23.73%), siendo este mas parecido al de nuestros almidones de
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maiz (24.52 + 0.25%). Sin embargo, otros autores afirman que el contenido de amilosa
en leguminosas va del 30-65% (Reddy et al., 2013).

Tabla 5. Contenido de amilosa y amilopectina en almidones nativos de haba,

frijol y maiz
Muestras Contenido amilosa (%) Contenido amilopectina (%)*
Haba 29.20 +£0.38" 70.78 £ 0.00°
Frijol 30.93+0.212 69.06 £ 0.00°¢
Maiz 2452 +0.25°¢ 75.47 £0.002

*Obtenido por diferencia al 100% del contenido de amilosa
Medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (Prueba de
Duncan, p < 0.05).

Se ha informado que el contenido de amilosa se modifica al someter los almidones a
tratamientos de desramificacion. Por ejemplo, Li, He, Dhital, Zhang y Huang (2017)
observaron contenidos iniciales de amilosa de 34.3 £ 0.3% en maiz, y de 37.3 £ 0.5%
en almidén de papa, sin embargo, al tratar las muestras con pululanasa, el contenido
de amilosa en el almidén de maiz no sufri6 cambios mientras que, en el almidon de
papa, la cantidad de amilosa aument6 gradualmente hasta 40.6 £ 0.3% a las 24 horas
de tratamiento. En otro estudio realizado por Reddy et al. (2017), también se observé
que el contenido de amilosa en almidén de platano aumenté significativamente (p <
0.05) de 23.10% a 31.11% en muestras crudas y a 40.46% en muestras gelatinizadas
después de ser hidrolizados enzimaticamente. Ademas, el contenido de AR
incrementd proporcionalmente al contenido de amilosa, lo cual pudo deberse a la
ruptura de los enlaces a-1,6 de la amilopectina por la pululanasa, transformando al
polimero ramificado en polisacéridos lineales de cadena corta parecidos a moléculas
de amilosa, los cuales formaron un gel fuerte gracias a la retrogradacion (Polesi y
Sarmento, 2011). De igual manera, es probable que el contenido de amilosa en
nuestras muestras de haba haya aumentado después de la desramificacion con
pululanasa, lo cual, a su vez, promovié una formacion de AR considerable, puesto que
el AR es una molécula lineal de a-1,4-D-glucano que se deriva principalmente de la
amilosa retrogradada (Raigond et al., 2014). Por lo anterior, la cantidad de amilosa de
los almidones ha sido positivamente correlacionado con el contenido de AR que
presentan (Raigond et al., 2014). Por ejemplo, Morales-Medina et al. (2014) obtuvieron

una correlacion lineal (r = 0.905) entre el contenido de amilosa en harinas de
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leguminosas y el incremento relativo de AR durante la hidrolisis con pululanasa,
observando el mayor incremento relativo (101%) en la lenteja, y un incremento del 75%
en la harina de haba (con un contenido de amilosa de 23.73 = 0.4%). En nuestro
estudio, el contenido de AR también fue mayor en las muestras con mayor contenido
de amilosa (tablas 5 y 9). Con base en estos resultados, se puede pensar que los
beneficios a la salud de los ABD, incluido el AR de los alimentos, podrian obtenerse
agregando almidones ricos en amilosa (Giuberti, Gallo, Fortunati y Rossi, 2015) o
modificados molecularmente como es el caso de nuestro almidon de haba

desramificado enzimaticamente con pululanasa.

En este estudio el contenido de amilopectina fue menor en el haba (70.78 £ 0.00%) y
el frijol y mayor en el almidon de maiz. Dicho contenido probablemente se modifico
después de someter a hidrolisis los almidones. Esto, a su vez, afectd el fenomeno de
retrogradacion y por ende la formacion de AR. La retrogradacion del almidén incluye
principalmente la retrogradacion a corto plazo de la amilosa y la retrogradacion a largo
plazo de la molécula de amilopectina (Haralampu, 2000). Durante este fenémeno, las
moléculas de almidén son re-asociadas y pueden formar estructuras herméticas
estabilizadas mediante enlaces de hidrogeno. La formaciéon de AR entonces esta
influenciada por la proporcion de estos dos polimeros en el granulo, pero también por
otros factores como la longitud de la cadena de estas moléculas (Dundar y Gocmen,
2013). Se ha demostrado que las cadenas de a-poliglucanos con un grado de
polimerizacion (GP) de alrededor de 20 son éptimas para elevar el contenido de AR |l
hasta el 94% (Lehmann et al., 2003). La amilopectina presente en el granulo de
almidon (70.78 + 0.00% en el haba) influyd en la formacion de AR de una forma distinta
a la amilosa. Mientras que la amilosa es lentamente digerida, la digestion de la
amilopectina es rapida después de la retrogradacion. Aun asi, la amilopectina también
tiene la capacidad de formar geles parcialmente cristalizados, aunque la cristalizacion
de esta fraccion procede muy lentamente y sus estructuras son menos estables que
las estructuras cristalinas de la amilosa. Estas estructuras cristalinas procedentes de
la amilopectina, formadas durante el almacenamiento, también son resistentes a la
actividad de las enzimas amiloliticas (Raigond et al., 2014). Debido a estas

propiedades, la trasformacion enzimatica de la amilopectina en moléculas lineales ha
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contribuido a la formacion de cantidades importantes de AR en nuestro estudio, puesto
que la amilopectina es el componente mayoritario de los granulos (resultados descritos
mas adelante, tabla 6), y al modificarla, se aumenté el contenido de amilosa, lo que a

su vez favorecio enormemente la retrogradacion.

8.2.Rendimiento y contenido de AR

8.2.1. Tiempo de incubacién y concentracion enzimatica

En la figura 9 se puede observar el almidén nativo (AN) de haba, extraido mediante
molienda humeda, y el producto modificado enzimaticamente con pululanasa (AR). Es
evidente el aspecto cristalino del AR con respecto al AN. En la tabla 6 se presenta el

contenido de AR Ill en cada muestra, asi como su rendimiento promedio en porcentaje.

Figura 9. a) Muestra de almidén nativo (AN) de haba; b) Muestra de almidén retrogradado (AR),
después del tratamiento enzimético con pululanasa | (EC 3.2.1.41).

El rendimiento del almidén tratado (calculado como peso de la muestra inicial/peso de
la muestra final x 100), mostr6 diferencias significativas (p < 0.05) entre las muestras.
El mayor se obtuvo de muestras desramificadas con 6 unidades de pululanasa por
gramo de almidon (U/g) durante 9 h (98.70 + 1.47%), y fue estadisticamente diferente
al resto, excepto al de las muestras tratadas con 12 U/g durante 6 h (94.03 + 1.25%).
El menor rendimiento se obtuvo de muestras desramificadas con 6 U/g, durante 27 h

(85.56 £ 2.04%). En general, los rendimientos obtenidos oscilaron entre el 85 y el
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100%, y no se observaron resultados muy diferentes para las muestras descritas mas
adelante. El rendimiento del almidén es un indicador de la cantidad de muestra que se
pierde durante el tratamiento, debido a factores como la solubilizacion de los
oligosacaridos obtenidos por la desramificacion con pululanasa en el liquido de
preparacion (buffer de acetato). Esta solubilizacion ocasionaria que los componentes
de cadena corta solubles en agua se desecharan al momento de separar el almidén
del sobrenadante en la centrifugacion. Sin embargo, de acuerdo con el desarrollo
metodoldgico, se puede deducir que la disminucion en los pesos de las muestras
finales con respecto a las iniciales, en general, se debe a pérdidas de almidon durante
el proceso de aislamiento y secado, mas que a pérdidas por hidrolisis, puesto que
transferir cuantitativamente una muestra a otro recipiente resulta en pérdidas del
material, y mas cuando se evallan cantidades pequefias de un componente.

Tabla 6. Rendimiento y contenido de almiddn resistente (AR) de haba a
diferentes tiempos de incubacidn y concentraciones enzimaticas

Muestras* Rendimiento AR (%) Contenido AR (%)
0U-Oh 92.76 + 3.63 ¢ 22.32 £0.02"
6U-3h 87.73 £ 3.00 ¢ 46.51 + 0.79!
6U-6h 92.26 + 1.01 "¢ 42.36 +0.33™
6U-9h 98.70 £ 1.472 58.22 +0.34f
6U-12h 92.66 + 1.94 Pc 44.20 £ 0.00'
6U-24h 87.43 +1.93¢d 52.43 +0.07"
6U-27h 85.56 + 2.04 9 54.31 +0.069
12U-3h 90.80 + 1.41 bed 43.72 +0.19'
12U-6h 94.03 +1.252 45.47 £ 0.04
12U-9h 88.93 + 3.69 bed 44.46 +0.16'
12U-12h 87.10 +5.72¢d 54.34 +0.459
12U-24h 90.56 + 5.45 bed 64.05 +0.01°¢
12U-27h 87.06 + 4.80¢d 63.38 + 0.62 <
18U-3h 94.80 + 1.67 2 43.80 +0.02'
18U-6h 92.20 + 2.40 ¢ 50.17 +0.01°
18U-9h 90.83 + 1.96 Pcd 59.75 +0.00°¢
18U-12h 90.80 + 3.92 bed 62.86 +0.00¢
18U-24h 91.40 + 1.22 bcd 70.40 +£0.50°
18U-27h 87.43 + 3.06 ¢ 77.12+0.5142

*0U-0h almidén no desramificado; 6U-3h a 18U-27h almidén desramificado con 6, 12 y 18 unidades
(U) de pululanasa | por gramo de almidén durante 3, 6, 9, 12, 24 y 27 horas (h). Todas las muestras
fueron almacenadas a 2°C, 3 dias.

Medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (Prueba de
Duncan, p < 0.05).
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El tratamiento con enzimas desramificantes incrementa, aunque en diferentes
proporciones, la cantidad de AR de los alimentos debido a que, entre otras cosas, la
desramificacion de la amilopectina puede producir mas estructuras lineales similares
a las cadenas de amilosa, y/o crear cadenas libres de amilopectina en forma de doble
hélice y segmentos de cristalito. Estas estructuras desramificadas se empaquetan
estrechamente en la formacion del cristal y se transforman en AR Ill durante la
retrogradacion (Lertwanawatana, Fraizer y Niranjan, 2015). Por otra parte, el término
retrogradacion (recristalizacion) se usa para describir los cambios que ocurren al
enfriar y almacenar el almidon gelatinizado. A través de este proceso, el almidén
gelatinizado se transforma de un estado amorfo a un estado mas ordenado o cristalino.
La recristalizacién del almidon se produce facilmente durante el almacenamiento de
los alimentos amildceos procesados térmicamente, como un proceso espontaneo
(Miao, Jiang y Zhang, 2009).

Por ejemplo, Lertwanawatana et al. (2015) estudiaron el efecto de la desramificacion
enzimatica con pululanasa | y la temperatura de gelatinizaciobn en autoclave en la
formacién de AR Ill en almidén de yuca y encontraron que, después de la
desramificacion, la cantidad de AR incremento drasticamente de un 2.4 + 0.2% en el
almidén nativo, a 17.4 £ 0.5% en el almidon desramificado. Estos resultados son
consistentes con muchas otras investigaciones donde emplearon desramificacion con
pululanasa en, por citar algunos, maiz (Milasinovic, Radosavljevic y Dokic, 2010), y
maicena (Gao, Li, Jiany Liang, 2011). La investigacidn de la preparacion de AR a partir
de haba, y en general de leguminosas, es muy escasa, por lo que la discusién de
resultados se realizara de acuerdo con la informacion disponible sobre distintas
fuentes botanicas.

En la tabla 6 se observa que las muestras tratadas con 18 unidades enzimaticas
durante un tiempo de incubacion de 27 h presentaron el mayor contenido de AR (77.12
*+ 0.51%), seguidas por las muestras desramificadas con 18 U durante 24 h (70.40 +
0.50%). El menor contenido de AR se observo en muestras no desramificadas (22.32
+ 0.02%). Zhang, y Jin, 2011b, también obtuvieron las mayores cantidades de AR a

las 24 h de incubacién con pululanasa (32.1 g/100 g) en almidén de maiz, y aunque el
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porcentaje de AR no aumentd drasticamente a partir de las 16 horas de tratamiento,
establecieron el tiempo 6ptimo de preparacion en 24 h.

El porcentaje de AR fue mayor en las muestras hidrolizadas durante 24 y 27 h con las
tres concentraciones enzimaticas evaluadas (6, 12 y 18 U); y el contenido de AR,
especificamente en estas muestras, aumentd proporcionalmente a la concentracion
enzimatica. Sin embargo, no se observaron diferencias (p < 0.05) en la cantidad de AR
obtenido en las muestras 6U-12h, 12U-3h y 18U-3h. Estos hallazgos sugieren que para
almidones desramificados enzimaticamente, el contenido de AR incrementa en funcion
del tiempo de incubacién, aunque, concentraciones enzimaticas bajas (6 U), requieren
mayor tiempo de desramificacion que concentraciones altas (18 U), para obtener
porcentajes de AR elevados. Comportamientos similares fueron observados por
Pongjantal, Utaipatanacheep, Naivikul y Piyachomkwan (2008) al estudiar almidon de
arroz, donde el mayor contenido de AR (12.33%) se obtuvo a las 48 h de
desramificacién con pululanasa (EC 232-983-9P; = 400 Ul/mL), y el menor en muestras
sin desramificar (4.80%). Miao, Jiang y Zhang (2009) también observaron que la alta
concentracion de pululanasa y el poco tiempo de tratamiento incrementaban la
cantidad de almidén de baja digestibilidad (ABD), mientras que un tiempo de
desramificacibn mas largo y completo promovia la produccion de AR en almidon de
maiz céreo. Por ultimo, Shin, Choi et al. (2004) obtuvieron 74.4 + 1.7% de AR a las 24
horas de desramificacion con isoamilasa a partir de almidén céreo de sorgo.

8.2.2. Tiempo de almacenamiento

Los resultados del efecto del tiempo de almacenamiento en el contenido de AR
retrogradado se muestran en la tabla 7. El rendimiento de todas las muestras se
mantuvo entre 88.76 £ 2.48 y 92.30 £ 2.87%, por lo que no hubo diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) entre ellas. El contenido de AR de las
muestras hidrolizadas durante 12 h con 12 U y almacenadas a 2°C, increment6
conforme los dias de almacenamiento aumentaron, obteniendo un 39.69 + 0.04% con
1 dia de almacenamiento y 60.26 + 0.04% a los 6 dias. Las diferencias entre las
muestras fueron significativas (p < 0.05) en todos los casos. Resultados similares

fueron observados indirectamente por Shin, Choi et al. (2004) al evaluar el
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comportamiento del ABD en muestras de sorgo con respecto al tiempo de
almacenamiento; encontraron que el contenido de éste aumentd hasta los 3 dias de
almacenamiento y después se mantuvo sin diferencias, sin embargo, el contenido de
AR aumento hasta los 6 dias, obteniendo un maximo de 34.0 + 2.4% en muestras
desramificadas con pululanasa durante 8 h y almacenadas a 1°C. Esto se debe a que
inicialmente se produce una rapida disminucién de la digestibilidad del almidén debido
a la rapida retrogradacion de las moléculas de amilosa, pero cuando el
almacenamiento es prolongado, se produce una disminucion adicional y gradual de la
digestibilidad debido a la menor velocidad de retrogradacion de la amilopectina (Wang
et al., 2015).

Tabla 7. Rendimiento y contenido de almidén resistente (AR) de haba a
diferentes tiempos de almacenamiento

Muestras* Rendimiento AR (%) Contenido AR (%)
Almidon 1A 90.80 £ 1.382 39.69 + 0.04f
Almidon 2A 90.80 +0.452 45.63 £0.02¢
Almidon 3A 92.16 £ 5.622 48.94 +0.124
Almidon 4A 92.30+2.872 54.48 £ 0.11°¢
Almidon 5A 88.30 £ 1.222 57.46 +0.10°
Almidon 6A 88.76 + 2.482 60.26 + 0.042

*Almidén 1A-6A dias de almacenamiento de almidén desramificado con 12 U de pululanasa por
gramo de almidén durante 12 horas a 2°C.

Medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (Prueba de
Duncan, p < 0.05).

8.2.3. Temperatura de almacenamiento

El rendimiento, al evaluar el efecto de la temperatura de almacenamiento en el
contenido de AR, mostré diferencias significativas (p < 0.05) entre las muestras, sin
embargo, todas superaron el 90% (tabla 8). En estas, el contenido de AR también fue
diferente estadisticamente (p < 0.05), observandose el mayor porcentaje en muestras
almacenadas a temperatura ambiente (TA), y el menor en muestras almacenadas a
temperatura de congelacion (TC). Aunque existieron diferencias significativas (p <
0.05) entre las muestras almacenadas a 2°C y las almacenadas a 20°C, su contenido
de AR no fue tan diferente (tabla 8). A temperaturas de refrigeracion (4-5°C) las
moléculas de amilosa (estructuralmente lineales), tienden a formar dobles hélices,

cuando tienen adecuado contenido de humedad. Una vez retrogradada la amilosa (AR
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[l), presenta temperaturas de gelatinizacion por encima de los 170°C, aunque esta
temperatura disminuye con el acortamiento de las cadenas (Birt et al., 2013). Nuestros
datos sugieren que el contenido de AR en el almidébn de haba aumenta
proporcionalmente a la temperatura. Es decir, cuando la temperatura de
almacenamiento se sitio muy por debajo del punto de congelacion del agua, el
contenido de AR decrecid, mientras que cuando superd los 0°C y se acerca a la
temperatura ambiente (aprox. 20°C), el AR aumento.

Tabla 8. Rendimiento y contenido de almiddn resistente (AR) de haba a
diferentes temperaturas de almacenamiento

Muestras* Rendimiento AR (%) Contenido AR (%)
TC 91.36 + 4.61 2 33.77 £0.13°¢
TR 90.50 +0.81° 47.80 £0.10°
TA 97.33+2.202 53.77 £0.132

*TC muestras almacenadas a temperatura de congelacién (-30°C); TR muestras almacenadas a
temperatura de refrigeracién (2°C); TA muestras almacenadas a temperatura ambiente (20°C). Todas
las muestras fueron desramificadas con 12 unidades de pululanasa por gramo de almidén durante 12
horas y almacenadas durante 3 dias.

Medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (Prueba de
Duncan, p < 0.05).

El aumento de AR a 20°C podria explicarse a través de tres pasos secuenciales que
se dan en la cristalizacion: nucleacion, propagacion y maduracion (Morris, 1990). La
tasa de nucleacién de cristales se aproxima a 0 a la temperatura de fusion (Tm) y es
maxima a la temperatura de transicion vitrea (Tg), mientras que la velocidad de
crecimiento del cristal se aproxima a 0 a Tg y es maxima a Tm. Entonces, la tasa neta
de cristalizacién se calcula como T = (0,5) (Tg + Tm), la cual, es generalmente cercana
a la temperatura ambiente (Eerlingen, Crombez y Delcour, 1993; Lertwanawatana et
al., 2015). Lilia-Baby et al. (2016), también observaron mayores contenidos de AR a
temperatura ambiente (20°C) en almidones de arroz, sin embargo, esta cantidad
disminuy6 proporcionalmente al aumento en el tiempo de gelatinizacion en autoclave.
En resumen, por lo anterior podria pensarse que, a fin de incrementar el consumo de
AR en la dieta, sea aconsejable un periodo de enfriado a temperatura ambiente
después del cocinado de las leguminosas (Dundar y Gocmen, 2013).
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8.2.4. Almiddn resistente de haba, frijol y maiz

Después de determinar las condiciones Optimas de las diferentes variables evaluadas,
nuevamente se produjo AR a partir de haba, pero también de maiz y frijol. Los
resultados se describen en la tabla 9. Existieron diferencias significativas (p < 0.05) en
los rendimientos, los cuales no superaron el 90%. El contenido de AR fue el mismo en
las muestras de haba vy frijol y significativamente (p < 0.05) menor en las muestras de
maiz. Se debe destacar que el contenido de AR en las muestras de haba (64.88 *
0.02%) fue menor que el que se obtuvo al evaluar las variables por separado (77.12 +
0.51%) (tabla 6), donde las muestras se almacenaron durante 3 dias a 2°C. Sin
embargo, la discusién de la formacion de cristales de AR a diferentes temperaturas y

tiempos de almacenamiento ya ha sido abordada en lineas anteriores.

Tabla 9. Rendimiento y contenido de almiddn resistente (AR) de muestras
preparadas a partir de haba, frijol y maiz

Muestras* Rendimiento AR (%) Contenido AR (%)
Haba 88.76 £ 2.482 64.88 + 0.02 @
Frijol 84.16 +3.852 64.84 £0.13 2
Maiz 85.56 + 3.712 58.44 + 0.27 "

*Las muestras se prepararon con las condiciones establecidas para la produccion de AR de haba (18
U/g de enzima, 27 horas de desramificacién, 6 dias de almacenamiento a 20°C).

Medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (Prueba de
Duncan, p < 0.05).

Algunas investigaciones sugieren que variables como la temperatura (Dundar y
Gocmen, 2013; Lee, Mun y Shin, 1997) y el tiempo de gelatinizacion de los almidones
(Sievert y Pomeranz, 1989), asi como el pH del medio (Zhang y Jin, 2011a) y la
concentracion de almidon (Letwanawatana et al., 2015), modifican la cantidad de AR
en las muestras. Aunque estas variables no se evaluaron, cabe la posibilidad que esas
condiciones también hayan modificado en una magnitud desconocida la cantidad de
AR final que obtuvimos en este estudio, y que el grado de influencia de cada una de
las variables que si fueron evaluadas se haya modificado al conjuntarlas en un método
final de preparacion del AR. Por ejemplo, nosotros tratamos suspensiones al 10% en
base al perfil de solubilidad; esto podria ocasionar que la cantidad de AR formado sea
menor que si se hubieran utilizado concentraciones del 20%, debido a que la cantidad

de agua era excesiva, lo cual pudo provocar obstrucciéon de la interaccién molecular
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entre los enlaces de hidrogeno de los fragmentos cortos obtenidos en la
desramificacién (Zhang y Rempel, 2012), tal como lo reporta Letwanawatana et al.
(2015).

Morales-Medina et al. (2014) evaluaron la cantidad de AR en harinas de leguminosas
sin tratamiento, y encontraron que las harinas de frijol tuvieron los porcentajes mas
altos de AR (31.84 y 30.84%) y los méas bajos de AT (36.88 y 38.04%). La harina de
garbanzo mostr6 el porcentaje mas bajo de AR (0.88%) y uno de los mas elevados
porcentajes de AT (45.13%) junto con las lentejas. Después de la hidrélisis con
pululanasa, la cantidad de AR disminuyd un 4%, 90% y 87% en los casos de la lenteja,
el frijol y el frijol rojo respectivamente. En contraste, hubo un incremento del 431% vy el
18% en muestras de garbanzo y haba respectivamente. De acuerdo con este y otros
estudios, las leguminosas presentan buenas cantidades de AR naturalmente, sin
embargo, son almidones resistentes de tipo | y tipo I, los cuales se destruyen durante
los tratamientos térmicos o se pierden al extraer el almidén nativo como en el caso
nuestro, pero que posteriormente dan lugar al AR Il que se produce por retrogradacion
(Berry, 1986), lo cual permiti6 obtener cantidades de AR muy superiores a las
presentes de forma natural en el haba (11.03 £ 2.94) (Morales-Medina et al., 2014).
Vargas-Torres, Osorio-Diaz, Agama-Acevedo, Morales-Franco y Bello-Pérez (2006)
encontraron cantidades maximas de AR del 5.41 + 0.1% en distintas variedades de
frijol, pero sélo el 2.65 + 0.1% correspondia a almidén resistente retrogradado (AR Il1).
En nuestro estudio, el AR I y el AR Il se eliminaron al aislar y gelatinizar el almidon
nativo, sin embargo, los tratamientos permitieron formar cantidades importantes de AR
Il el cual es mas resistente a la digestiébn debido a su mayor tolerancia a los

tratamientos.

8.3.Propiedades fisicoquimicas de los almidones
8.3.1. Morfologia (MEB)

En la figura 10 se observan las microscopias de almidén nativo de haba (HN), frijol
(FN), y maiz (MN). En todos los granulos se observan superficies lisas y contornos

bien definidos, limpios, sin ningun tipo de residuo correspondiente a remanentes de la
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semilla, lo cual, junto con el andlisis quimico (AQP), refleja la eficiencia del método de
extraccion. HN mostro granulos con formas ovaladas, con didmetros mayores a 10 pum,
lo cual coincide con la revision de Hoover et al. (2010). Los granulos de FN fueron mas
redondeados, aunque también es posible distinguir la forma oval. En contraste, MN
presentd granulos mas pequefios que HN y FN, de diversas formas entre las que se
observan la oval, esférica y algunas formas poligonales poco simétricas. Los granulos
de leguminosas fueron mas grandes y homogéneos que los del maiz, lo cual se debe

al origen botanico de cada muestra (Zamudio-Flores et al., 2015).
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Figura 10. Microscopia electrénica de barrido (MEB) de almidones nativos de haba (HN), frijol (FN) y
maiz (MN) a diferentes aumentos (x500, x1000 y x2000).

En las tres especies se observaron poros, aunque en el haba mas bien parecen
pequefias hendiduras o cicatrices mientras que en el maiz se observaron grandes
orificios distribuidos en algunos granulos, que los hacen semejantes a una pelota de
golf. En FN, estos poros son mas discretos o poco visibles en la imagen (figura 10).
Estos poros podrian ser atribuibles al método de extraccion del almidon o al proceso
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de secado, aunque pudieran producirse de forma natural desde la misma formacion
del granulo para facilitar el ataque enzimatico durante la hidrélisis (Uthumporn, Shariffa
y Karim, 2012). De hecho, se ha sugerido que el principal factor que controla la
susceptibilidad enzimatica es la arquitectura de los granulos, en particular las
caracteristicas de estos poros superficiales (Cai y Shi, 2014). Las diferencias en el
tamafio, forma y extension de estos poros entre los almidones de leguminosas y el del
maiz, también pudieran deberse a que el método de extraccion fue el mismo para el
haba vy el frijol, mientras que el almidén de maiz se adquiri6 como harina de fécula
comercial en donde se ejerce fuerza de cizalla para disminuir el tamafio de particula,

segun lo reporta Zamudio-Flores et al. (2015).

Los almidones retrogradados de haba, frijol y maiz se observan en la figura 11. En las
muestras de haba no desramificadas (HND), las desramificadas con 12 U/g de
pululanasa durante 12 h (HD12), las desramificadas con 18 U/g de enzima durante 27
h (HD18), las de frijol (FD18) y las de maiz (MD18) se aprecia una pérdida total de la
estructura granular que dio paso a la aparicion de formas muy irregulares semejantes
a rocas asperas y erosionadas. Aun en las muestras no desramificadas (HND), se
observaron granulos de almidén fundidos, conectados entre si, formando una
estructura irregular debido la retrogradacion (Li, Xu et al., 2017; Zhang y Jin, 2011a)
gue se llevé a cabo en el almacenamiento después de su gelatinizacion, tal como lo
describieron Miao et al. (2009). En HD12 se observa una estructura mucho mas
compacta que en HND, lo cual presumiblemente se debe a la cristalizaciéon que se vio
favorecida con la desramificacion con pululanasa. HD18 muestra una estructura mas
parecida a HND que a HD12, aungue mas compacta aparentemente. Las estructuras
que se formaron en el almacenamiento tuvieron tamafios mucho mayores a 10 um. En
el frijol (FR) se observaron estructuras menos tendientes a la formacion de
conglomerados, mas amorfas y con fisuras, aunque en FDx1000 se percibe la
formacion de un material compacto. El maiz retrogradado mostré fisuras con menor
profundidad y extension que las otras muestras, lo cual puede estar relacionado con
el tamafio de particula de la fécula gelatinizada. Babu y Parimalavalli (2016) también
observaron fisuras después de gelatinizar almidéon de papa y desramificarlo con

pululanasa. Resulta conveniente resaltar que, aunque el contenido de AR fue elevado
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en el maiz (58.44 £+ 0.27), éste no fue mayor al porcentaje de AR observado en las
leguminosas (64.88 + 0.02 haba y 64.84 % 0.13 frijol). Esto sugiere que las
imperfecciones de las estructuras retrogradadas y su apariencia menos o mas amorfa
no estan completamente relacionadas con la susceptibilidad a las enzimas. Resultados
distintos fueron reportados por Lertwanawatana et al. (2015) en un estudio con
almidones de yuca desramificados, donde observaron que el contenido de AR Il

aumentaba a medida que aumentaba la estructura cristalina densa rigida.

A x1500 son mas apreciables las diferencias entre el almidon no desramificado y los
almidones desramificados (figura 10). En HND aparecen muchas grietas, lo que podria
sugerir que el fendmeno de cristalizacion no se complet6. Estas grietas pudieron
permitir mas facilmente el acceso de las enzimas amiloliticas, lo cual se reflejé en un
porcentaje de AR menor que las muestras tratadas, pero aun asi mayor a la cantidad
de AR de los almidones nativos. En las muestras hidrolizadas con pululanasa se
observan superficies “picoteadas” que son mas apreciables en HD12, lo cual podria
deberse a la digestion enzimatica (Shin, Choi et al., 2004). Las estructuras que se
observan, se deben a que en el enfriamiento y secado de las muestras después de su
desramificacién, la amilosa (mayor en las muestras desramificadas) se reasocié como
doble hélice, la cual fue sostenida por enlaces de hidrégeno, y la retrogradacién hizo
que las hélices se agregaran y formaran una estructura cristalina altamente compacta,
aumentando asi su resistencia (Li, Xu et al., 2017) a enzimas como la alfa amilasa,
gue atacan preferencialmente las regiones amorfas de los granulos, mientras que las
regiones solidas son menos accesibles, por lo que se hidrolizan a una velocidad mas
lenta (Shin, Choi et al., 2004). En conjunto estos resultados evidencian la razén
estructural del aumento de la cantidad de AR las muestras desramificadas y
retrogradadas con respecto a los almidones nativos (figuras 10 y 11) y son similares a
los observados en estudios con frijol rojo (Phaseolus Vulgaris L.) (Reddy, Suriya y
Haripriya, 2013) platano (Musa AAB) (Reddy et al., 2017), sorgo céreo (Shin, Choi et
al., 2004), arroz rico en amilosa (Pongjantal et al., 2008) y yuca (Vatanasuchart,

Tungtrakul, Wongkrajang y Naivikul, 2010).
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Figura 11. Microscopia electrénica de barrido (MEB) de almidones retrogradados no desramificados
de haba (HND), desramificados con 12 (HD12) y 18 (HD18) U/g de pululanasa, de frijol (FD18) y de
maiz (MD18) a diferentes aumentos (x500, x1000 y x1500).
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8.3.2. Molecular (Grado de desramificacion)

El grado de desramificacion del almidon nativo de haba con 6, 12 y 18 U/g de
pululanasa se muestra en la tabla 10. Se observaron diferencias significativas (p <
0.05) entre las concentraciones enzimaticas en todos los tiempos excepto a las 24 y
las 27 horas, cuando el grado de desramificacion se aproximaba al 100%. Los
comportamientos de desramificacion por hidrolisis no se mostraron tan diferentes con
6y 18 U, mientras que con 12 U de pululanasa si. A las 6 h de desramificacion con 12
U el grado de desramificacién alcanz6 un comportamiento lineal, mientras que con 6 y
18 U el grado de desramificacion oscilaba entre 75.80 + 3.27% y 71.41 + 5.54%,
respectivamente; y ascendia al 100%. En la figura 12 se muestra el comportamiento

de la desramificacion con respecto al tiempo de incubacion.

Tabla 10. Grado de desramificacion (%) del aimidén de haba por pululanasa |
a diferentes tiempos y concentraciones enzimaticas (U/g)

Muestras* 6 U/g** 12 U/g** 18 U/g**

3D 65.76 + 2.60" 73.56 +0.21 €' 68.95 + 5.00 9
6D 75.80 + 3.27 def 98.09 +4.092 71.41 +5.54
9D 78.70 + 1.06 ¢ 99.67 £ 3.862 83.77 £ 3.67 "¢
12D 80.96 + 2.90 bed 99.34 +4.392 84.77 + 2.34°
24D 96.18 +1.132 98.55+2.602 97.19 £ 3.892
27D 100.00 + 0.002 100.00 + 0.002 100.00 £ 0.002

*3D a 27D horas de desramificacion enzimatica a 46°C a una concentracion del 1% (P/V)

**6 U/g, 12 U/g y 18 U/g unidades de pululanasa | por gramo de almidén.

Medias con letras iguales en la misma fila no son estadisticamente diferentes (Prueba de Duncan, p
<0.05).
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Figura 12. Porcentaje de desramificacion del almidon de haba a diferentes concentraciones
enzimaticas (U/g).
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El grado de desramificacibn es un pardmetro relativo para conocer la actividad
desramificante de la pululanasa sobre nuestros sustratos. EI 100% de desramificacion
corresponde a la maxima cantidad de oligosacaridos reductores obtenidos en 27 horas
para cada concentracion enzimatica, por lo que el grado maximo de desramificacion
es diferente para cada concentracion (tabla 10). Esto permite establecer relacion entre
el nivel de desramificacion y la cantidad de AR observada. En la figura 13 se observa
una correlacion lineal positiva entre el grado de desramificacion y el contenido de AR
en las diferentes concentraciones enzimaticas evaluadas (6, 12 y 18 U/g). Con 6 U/g
se obtuvo un coeficiente de correlacion r = 0.902 (p = 0.005, figura 13a), con 12 U/g r
=0.844 (p = 0.017, figura 13b) y con 18 U/g r = 0.949 (p = 0.001, figura 13c). Las tres
concentraciones mostraron una correlacion lineal positiva entre el GD y el AR, pero fue

mayor con 18 U/g.
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Figura 13. Correlacién entre el contenido de AR de haba y el grado de desramificacion con a) 6, b) 12
y ¢) 18 unidades de pululanasa por gramo de almidén (U/g).
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Con 18 Ul/g, la cantidad de AR aumentd conforme el porcentaje de desramificacion
incrementaba, obteniendo el maximo contenido de AR (77.12 £ 0.51) al maximo grado
de desramificaciéon (100%), a diferencia de lo que sucedid con 12 U/g. En esta
concentracion enzimatica se alcanz6 el comportamiento lineal (maxima
desramificacién) desde las 6 h (98.09 £ 4.09%), pero la cantidad de AR no incremento
al maximo a las 6 h (45.47 + 0.04%), mas bien, fue incrementando gradualmente, lo
gue permite atribuir la cantidad de AR a otras variables. Con 6 U/g se obtuvo la maxima
cantidad de AR a las 9 horas (58.22 = 0.34%), posteriormente disminuyo y llegé a
54.31 £ 0.06% a las 27 h, todo esto mientras el grado de desramificacion aumentaba.
Resultados similares fueron observados por Shin, Choi et al. (2004) donde el contenido
de AR en muestras de sorgo céreo aumentd proporcionalmente al tiempo de
desramificacion con isoamilasa, obteniendo 17.6 £ 0.4% de AR a las 4 h de tratamiento
con un grado de desramificacion del 31.4% y del 74.4 + 1.7% de AR a las 24 h con un
grado de desramificacion del 100%. Guraya et al. (2001), también observaron
incremento del AR conforme el tiempo de desramificacion aumentaba en muestras de
arroz y arroz céreo. Finalmente, Pongjantal et al. (2008) sugirieron que elevadas
concentraciones de pululanasa (EC 3.2.1.41) y poco tiempo de tratamiento,
incrementaban la cantidad de ABD, mientras que un tiempo de desramificacion mas

largo y completo promovia la produccion de AR en almidon de arroz rico en amilosa.

8.4.Propiedades nutrimentales de los almidones

8.4.1. Almidén digerible, almidén resistente y almidén total

La tabla 11 muestra las fracciones de almidon digerible (AD), almidén resistente (AR)
y almidon total (AT) en las muestras nativas y retrogradadas. Pudieron observarse
grandes diferencias (p < 0.05) entre las muestras. El AD en las muestras nativas fue
mayor en el haba (MN) y frijol (FN), y menor en el haba (HN). Después del tratamiento,
el contenido de AD disminuyd proporcionalmente al aumento del AR en todas las
muestras, probablemente debido al efecto combinado de la desramificacion y la
retrogradacion (Babu y Parimalavally, 2016; Vatanasuchart et al., 2010). El AR en las
muestras nativas fue mayor en el haba (HN) y frijol (FN) y menor en el maiz (MN). Los

elevados contenidos de AR en estas muestras se deben a que, en presencia de calor,
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los enlaces de hidrégeno inter e intramoleculares entre las cadenas de almidon se
interrumpen, permitiendo que los granulos se hinchen y luego se desintegren,
incrementando la disponibilidad de las cadenas de almidon para las enzimas digestivas
(Chung et al., 2006), sin embargo, en nuestro método de cuantificacion se emplearon
muestras sin gelatinizar. Las cantidades de AR en las muestras retrogradadas en el
haba (HR) y el frijol (FR) fueron iguales y estadisticamente mayores a las de maiz
(MR). El contenido de AT se mantuvo sin cambios y alcanzo casi el 100% en todos los

casos por tratarse de almidones aislados.

Tabla 11. Contenido de almidon digerible (AD), almidon resistente (AR) y
almidén total (AT) en muestras de haba, frijol y maiz

Muestras* AD (%) AR (%) AT (%)

HN 77.42 £0.05° 22.67 £0.29 ¢ 100.09 £ 0.24 2
HR 35.21 +0.26 © 64.88 £ 0.02 @ 100.09 £ 0.24 2
FN 76.27 +0.47°¢ 23.27+0.16°¢ 99.55+0.312
FR 34.70£0.44 ¢ 64.84 £0.13 2 9955+0.31¢2
MN 79.80+0.192 18.03 £ 0.09 © 97.84 £0.28°"
MR 39.39+0.55¢ 58.44 +0.27 " 97.84 £0.28°"

*HN almidon nativo de haba; HR almidén retrogradado de haba; FN almidén nativo de frijol; FR
almidon retrogradado de frijol; MN almidon nativo de maiz; MR almidon retrogradado de maiz. Las
muestras se prepararon con las condiciones establecidas para la produccion de AR de haba (18 U/g
de enzima, 27 horas de desramificacion, 6 dias de almacenamiento a 20°C).

Medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (Prueba de
Duncan, p < 0.05).

Esta tendencia también fue observada por Li, Fu et al. (2017) en su estudio con
almidén de chufa (Cyperus esculentus) donde encontraron que, después del
tratamiento con pululanasa, los contenidos de AR y ABD incrementaron, al mismo
tiempo que el contenido de almidén de rapida digestibilidad (ARD) disminuyé. Babu y
Parimalavally (2016) y Shin, Choi et al. (2004) observaron fendmenos similares en
almidones de papa y sorgo, respectivamente. Las estructuras cristalinas parcialmente
ordenadas en los almidones desramificados (anteriormente discutidas) se han
considerado como la posible razén de la disminucion de la fraccién AD (Li, Fu et al.,
2017).
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8.4.2. Digestibilidad in vitro
8.4.2.1. Porcentaje de hidrdlisis

La figura 14 muestra los patrones de hidrolisis de los almidones nativos gelatinizados
y los gelatinizados retrogradados de haba (HN y HR), frijol (FN y FR) y maiz (MN y
MR) y su comparacién con la hidrélisis del pan blanco (PB), utilizado como referencia.
Los patrones de digestibilidad fueron muy similares en el haba, y un poco mas distintos
en el frijol y el maiz. Al tratarse de almidones extraidos de los granos enteros, sus
porcentajes de hidrdlisis se mostraron superiores a la referencia (pan blanco) y aunque
las muestras retrogradadas mostraron porcentajes de hidrélisis mas bajos que los
nativos, esta diferencia no fue tan pronunciada como se esperaba. En las muestras de
haba, se observa que el almidon nativo tuvo un porcentaje maximo de hidrdlisis del
93% mientras que en el almidon retrogradado fue del 85% aproximadamente (figura
14a). El frijol, sin embargo, mostré porcentajes de hidrolisis del 100 y del 90% en las
muestras nativas y retrogradadas, respectivamente, y denota las mas claras
diferencias entre FN, FR y PB (figura 14b). Por su parte, el maiz nativo alcanzé el
porcentaje promedio de hidrolisis del 94% a los 150 minutos y el retrogradado de 90%
aproximadamente. El porcentaje de hidrolisis mas alto en almidones nativos lo alcanz6
el frijol y el mas bajo el haba. En las muestras retrogradadas nuevamente el porcentaje
mas alto lo mostro el frijol y el mas bajo el haba. Los porcentajes maximos de hidrolisis
de los almidones nativos gelatinizados de haba, frijol y maiz (92.66 + 2.00, 102.29 +
0.52 y 93.80 + 1.83, respectivamente) fueron similares a los observados por Chung,
Lim y Lim (2006) en muestras gelatinizadas de arroz céreo (96.3 + 0.9%), quienes
tampoco observaron diferencias en la hidrolisis de almidones gelatinizados y
retrogradados a 4°C por 2, 4 y 7 dias, aunque no emplearon desramificacion
enzimatica. En contraste, Sandhu y Lim (2008) encontraron porcentajes de
digestibilidad muy bajos con respecto a los nuestros en diferentes almidones de

leguminosas sin gelatinizar.
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Figura 14. a) Porcentaje de hidrdlisis de almidén de haba nativo (HN) y retrogradado (HR) y pan blanco
(PB, referencia); b) Porcentaje de hidrélisis de almidén de frijol nativo (FN) y retrogradado (FR) y pan
blanco (PB, referencia); c) Porcentaje de hidrdlisis de almidén de maiz nativo (MN) y retrogradado (MR)
y pan blanco (PB, referencia); d) Areas bajo la curva de hidrélisis de muestras nativas (N) y
retrogradadas (R) y de pan blanco (PB, referencia).

A los 30 minutos, la Gnica muestra que se situd por debajo de la referencia e incluso
por debajo de la muestra nativa fue MR, pero posteriormente adquiri6 un
comportamiento ascendente hasta alcanzar casi el porcentaje de hidrélisis de MN
(figura 14c). Este comportamiento se asemeja mas al de un almidén de baja
digestibilidad que a un resistente. FR mostré un comportamiento similar incrementando
del 80 al 90% en el tiempo de digestion. Es de interés que el haba retrogradada (HR)
se mantuvo practicamente sin cambios a lo largo de la cinética, yendo del 83 al 85%
en todo el tiempo de digestion, lo cual corresponde al comportamiento del AR. En
resumen, todas las muestras (nativas y retrogradadas), mostraron incrementos
aproximados del 10% entre la primera lectura (a los 30 min) y la tltima (a los 150 min),
con excepcion de MT que mostro un incremento del 20%. En HT hubo un incremento
del 2% Unicamente, lo cual denota un comportamiento lineal desde los primeros 30

minutos (maxima hidrdlisis), presumiblemente debido a que el tratamiento combinado
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(gelatinizacion, desramificacién y retrogradacion) logré reestructurar las moléculas
modificadas por la enzima, impidiendo en cierta medida, la hidrolisis por parte de las

enzimas amiloliticas.
8.4.2.2. Indice de hidrélisis y estimacion del indice Glucémico

En latabla 12 se reportan los datos de la concentracion de equilibrio (C«), la constante
cinética (k), el area bajo la curva de hidrdlisis (ABC), el indice de hidrdlisis (IH) y la
estimacion del indice glucémico (IGe) de los almidones nativos y retrogradados de
haba (HN y HR), frijol (FN y FR) y maiz (MN y MR), calculados a partir del porcentaje
de hidrolisis (PH). Se registraron diferencias significativas (p < 0.05), pero en todos los
casos, la C-, entendida como la concentracion de almidén hidrolizado al tiempo
maximo (150 min), fue mayor en los almidones nativos que en los retrogradados;
hallazgos que coinciden con los obtenidos por Chung et al., 2006 de almidén de arroz
céreo. La constante cinética (k) mostro el valor mas alto en MN y el méas bajo en MR,
misma que fue menor en HN y en FR (tabla 12) y no hubo diferencia estadistica entre
las muestras nativas y retrogradadas con excepcion del maiz (MN y MR). Los valores
mas elevados de k indican que la hidrdlisis se llevo a cabo mas rapidamente mientras
que los valores méas bajos se deben a la resistencia enzimatica, con excepcién del
haba, donde la k fue mayor en la muestra retrogradada (HR). El ABC de hidrdlisis fue
mayor en los almidones nativos, mostrando diferencias significativas (p < 0.05) con
respecto a los retrogradados con excepcion del haba, cuyos valores fueron
estadisticamente iguales (p < 0.05) (figura 14d). El indice de hidrdlisis (IH), calculado
con base en la digestibilidad del pan blanco (PB, no presentado en tabla), no mostré
diferencias (p < 0.05) entre las muestras de haba ni de frijol, pero si en las de maiz
(tabla 12). En todos los casos se super6 el 100%. Por ultimo, la estimacion del indice
glucémico (IGe) fue igual (p < 0.05) en las muestras de haba (HN y HR) y frijol (FN y

FR) pero no asi en las de maiz (tabla 12).

En condiciones in vivo, los almidones de leguminosas promueven lentas y moderadas
respuestas glucémicas e insulinémica, y tienen bajos valores de IG comparados con
los cereales (Garcia-Alonso et al., 1998; Sandhu y Lim, 2008), sin embargo, en nuestra

determinacién de la digestibilidad in vitro, los resultados parecen bastante similares, lo
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cual podria deberse a las limitaciones del modelo. Por ejemplo, Sandhu y Lim (2008)
evaluaron el IH y el IG en almidones de distintas leguminosas y sus resultados
oscilaron entre 8.2 y 20.0 para IH y entre 44.2 y 50.7 para IG, sin embargo, aunque su
meétodo fue igual al nuestro (Goiii et al., 1997), las determinaciones se llevaron a cabo

en almidones no gelatinizados y Unicamente en muestras nativas.

Tabla 12. Concentracion de equilibrio (C«), constante cinética (k), area bajo la curva
(ABC), indice de hidrdlisis (IH) y estimacion del indice glucémico (IGe) de almidones
nativos y retrogradados de haba, frijol y maiz

* Co (%)** K ** ABC (mg/m L)*** |H**** [G*rr**

HN 92.66+2.00°¢  0.107+0.014%¢ 9486.91+235.77° 104.48+5.45¢  97.07+2.99b
HR 84.91+0.92¢ 0.120+0.008%  9311.38+105.88° 103.03+1.96"¢  96.27+1.08¢
FN 102.29+0.522 0.109+0.014%¢ 10627.68+399.292  116.98+4.882 103.93+2.682
FR 90.97#0.27°¢  0.098+0.002°¢  9182.46+9.67" 107.11+1.05%¢  98.51+0.573b¢
MN 93.80+1.83° 0.123+0.0012 10210.77+114.452  113.21+7.75%  101.86+4.26%
MR 89.42+1.40¢ 0.087+0.005¢ 8381.14+279.41¢ 100.19+3.27¢ 94.71+1.80¢
*HN almidon nativo de haba; HR almidén retrogradado de haba; FN almidén nativo de frijol; FR
almidén retrogradado de frijol; MN almidén nativo de maiz; MR almidén retrogradado de maiz
Medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (Prueba de
Duncan, p < 0.05)

**C. y k se calcularon con la ecuacion C=C.(1-e™)

***ABC se calculé como ABCo~=Co(t—to) —Cw/k(1-e7X)

****E| |H se calculé como IH=ABC almidén/ABC pan blanco (100)

*xxxE| |Ge se estimd mediante la ecuacion 1Ge=39.71+0.549 (IH)

La digestibilidad del almidén medida in vivo es un proceso largo y caro que requiere la
participacion de muchos sujetos humanos con atributos especificos. Dado que no hay
dependencia del humano en la medicion de la digestién del almidon in vitro, la
investigacion de la digestibilidad in vitro como sustituto de la IG es un tema cada vez
mas investigado (Dona et al., 2010; Gofi et al., 1997). Sin embargo, en nuestro estudio,
el PH, el ABC, el IH y el IGe en las muestras retrogradadas no disminuyeron
considerablemente con respecto a las muestras nativas (tabla 12 y figura 14) lo cual
puede ser atribuido a diferentes situaciones. Primeramente, el método descrito por
Goni et al. (1997), al parecer esta disefiado para la determinacién de la digestibilidad
de alimentos méas no de almidones aislados. Esta digestibilidad, como primer punto,
se vio incrementada al eliminar partes de la semilla en el aislamiento de los granulos
puesto que componentes como la fibra, la proteina y los taninos, por citar algunos,
disminuyen la digestibilidad de las leguminosas enteras (Sandhu y Lim, 2008).
Tedricamente, esto deberia afectar la medicién de la digestibilidad de los granulos

nativos, pero no la de los retrogradados puesto que éstos ultimos han sido sometidos
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a tratamientos que los vuelven resistentes a la digestién enzimatica, sin embargo, en
el proceso de la cinética, las muestras fueron sometidas a temperatura de ebullicion
para la inactivacion enzimatica de la alfa amilasa y posteriormente nuevamente a
hidrdlisis con amiloglucosidasa, segun el método. Esta “re-gelatinizacion” de las
muestras retrogradadas, ya modificadas estructuralmente por la gelatinizacion vy
desramificacion previas, pudo ocasionar que la digestion in vitro fuera mucho mayor.
Por ejemplo, Eerlingen, Jacobs et al. (1994) establecieron que si la digestibilidad del
almidén se determina como la fraccion que supera la incubacion con una a-amilasa
termoestable a 100°C, no se puede detectar AR, porque el orden molecular en la
amilopectina retrogradada se perderia a esta alta temperatura. Los problemas en los
meétodos de determinacion se han observado incluso en almidones modificados, cuyo
contenido de AR generalmente se incrementa (Singh, Dartois y Kaur, 2010). Singh et
al. (2010), sugirieron que la reticulacion (para formar un almidén modificado) no afecta
en gran medida su digestibilidad. Fabbri et al. (2016), también atribuyeron la
disminucién en la resistencia enzimatica de leguminosas enteras cocidas al exceso de

temperatura.

Por otro lado, se ha discutido anteriormente que la cristalizacion del almidén incluye la
retrogradacion a corto plazo de la amilosa y la retrogradacién a largo plazo de la
amilopectina (Haralampu, 2000; Zhang et al., 2008). Esto implica que las dobles
hélices de amilosa se agregan y forman una estructura cristalina termoestable que es
rehidratada sélo a temperaturas superiores a los 120°C (Raigond et al., 2014), las
cuales son menores si las cadenas son cortas (Birt et al., 2013), no obstante, las
cadenas de amilopectina, como se ha mencionado antes, retrogradan diferente. La
retrogradacion de esta molécula, por el contrario, es reversible entre 55-70°C (Raigond
et al.,, 2014; Zhang et al., 2008). En nuestro estudio, atribuimos las elevadas
cantidades de AR obtenidas a la amilosa, pero también a la desramificacion de la
molécula de amilopectina. Entonces, en la determinacién de la digestibilidad del AR,
se supero la temperatura de rehidratacion de la amilopectina y se acerco a la de la
amilosa, con lo cual las cadenas moleculares volvieron a ser enzimaticamente
disponibles. Esto no necesariamente indica que la digestibilidad entre las muestras no

cambid, puesto que en la mayoria de los productos alimenticios almidonosos, la
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reduccion del indice glucémico (IG) parece estar acompafiada de elevados contenidos
de AR (Pongjantal et al., 2008), mas bien implicaria que el método de andlisis debe
ser modificado para este tipo de sustratos aislados, evitando, por ejemplo, las

temperaturas de ebullicion, las cuales no estan presentes en un sistema in vivo.

Por ultimo, en los procesos in vitro comunmente se usa amiloglucosidasa fangica o
bacteriana en exceso como un paso final para convertir las dextrinas y maltosa
limitantes producidas por la accion de la a-amilasa en glucosa, lo que contrasta con el
sistema in vivo en el que las enzimas de la mucosa hidrolizan los productos de la
accion de la amilasa a glucosa. Esto en conjunto con la descripcion cinética de la
reaccion podria revelar una tasa de hidrdlisis mayor a la que se obtendria in vivo
(Dhital, Warren, Butterworth, Ellis y Gigley, 2017).
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9. CONCLUSIONES

La cantidad de AR aumento proporcionalmente a la concentracion enzimatica, tiempo
de incubacion (hidrolisis o desramificacion) y al tiempo y temperatura de
almacenamiento, sin embargo, las mayores cantidades de este material se obtuvieron
almacenando las muestras 3 dias a 2°C. Por lo tanto, se establecieron las condiciones
optimas de preparacion de AR Ill a partir de almidén nativo de haba como: tratamiento
desramificante con 18 unidades de pululanasa/gramo de almidon durante 27 horas y
3 dias de almacenamiento a temperatura de refrigeracion (2°C), obteniendo un
producto éptimo con el 77.12+0.51% de AR.

El tratamiento de desramificacion y el almacenamiento modificaron la estructura
granular del almidon y dieron lugar a estructuras amorfas compactas que fueron
responsables de la resistencia amilolitica. La cantidad de AR se correlacion6
positivamente con el GD. El AR fue mayor en las muestras con mayor contenido de
amilosa (haba y frijol) y menor en el maiz, esto debido a la disponibilidad de una mayor

cantidad de moléculas lineales que intervinieron en la retrogradacion.

En general, el tratamiento térmico-enzimatico disminuyo la cantidad de AD en el haba,
el frijol y el maiz, y aumento significativamente su contenido de AR. El AT no se
modificé. La digestibilidad in vitro entre los almidones nativos y tratados no cambié
significativamente en el haba ni en el frijol, sin embargo, el maiz mostré las mayores
diferencias, lo cual hace necesaria la adecuacion de los métodos in vitro y el estudio

del comportamiento de los materiales en sistemas in vivo.

Resulta necesaria la realizacion de pruebas adicionales como la determinacion del
grado de polimerizacion (GP) de las cadenas de amilosa y de amilopectina, la
difractografia de rayos X y la calorimetria diferencial de barrido (CDB), que permitan
establecer mejores relaciones entre las modificaciones que sufren los almidones y la
cantidad maxima de AR que se puede obtener de ellos. Asimismo, la evaluacion del
material en un modelo biolégico permitiria ampliar el panorama en torno a los

beneficios a la salud que este almidon en especifico puede aportar.
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El almidon de haba es una opcion viable para la produccién de AR Ill puesto que se
han obtenido cantidades elevadas de este producto, por lo consiguiente, la creacion
de alimentos amilaceos ricos en AR de haba, que apoyen al tratamiento de
enfermedades metabdlicas como la diabetes, es una estrategia no farmacolégica

prometedora.
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