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Resumen

RESUMEN

En los ultimos afios, la posibilidad de modificar la estructura de almidones nativos
mediante modificaciones fisicas y quimicas para generar fracciones resistentes a la
digestion enzimatica, esto es formar almidon resistente (AR) o formar enlaces cruzados que
disminuyen la susceptibilidad de las enzimas, ha llamado la atencion en la industria de
alimentos. El1 AR genera efectos positivos en la salud, por ejemplo; previene el cancer de
colon y las enfermedades cardiovasculares. El presente trabajo trata sobre la formacion de
AR a través de la modificacion quimica del almidon de platano de dos variedades (macho y
roatan) utilizando dos reactivos; epiclorhidrina (EPI) y trimetafosfato de sodio (STMP) por
su siglas en ingles, bajo condiciones alcalinas. Una vez modificado el almidén de platano
de las dos variedades, se determin6 el contenido de AR usando el método de Englyst y
posteriormente se evaluaron las propiedades morfologicas. La temperatura de
gelatinizacion y retrogradacion asi como sus entalpias fueron también determinadas, asi
como las propiedades funcionales. La modificacion quimica con STMP y EPI increment6
significativamente el contenido de AR en las dos variedades de platano. La temperatura y
entalpia de gelatinizacion aumentaron en ambas variedades solo cuando se utiliz6 STMP
como agente entrecruzante. Por lo tanto, la modificacion quimica con STMP mostrd una
mayor estabilidad térmica que con EPI. Las propiedades funcionales fueron afectadas
significativamente por la modificacion quimica. En general, la viscosidad del AR en ambas
variedades de platano modificado fue menor en comparacion al AR nativo. El almidén de
la variedad Roatan modificado con EPI presentd los valores mas bajos de viscosidad,
mientras que en la variedad Macho la modificacion con STMP mostr6 los valores mas
bajos. Este comportamiento podria ser debido a la diferencia en el contenido de amilosa

entre ambas variedades de almidén de platano.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que la modificacion quimica por
STMP podria ser una alternativa para la obtencion de AR y esto podria ser utilizado como

ingrediente para la elaboracidon de alimentos con caracteristicas nutracéuticas.



Abstract

ABSTRACT

Nowadays, resistant starch (RS) has gained the attention of the food industry because of its
health benefits, such as prevention of colon cancer and cardiovascular diseases. It is
possible to change the native starch structure through chemical reactions such as
crosslinked which produces starch fractions that resist the hydrolysis by digestive enzymes
and thereby increase the resistant starch content. The objetive of this research was the
starch modification of two banana varieties (roatan and male) using epichlorohydrin (EPI)
and sodium trimetaphosphate (STMP) under alkaline conditions to obtain resistant starch.
The resistant starch (RS) content, gelatinization and pasting properties of the modified
starches were determined. Chemical modification with STMP and EPI showed a significant
increase in the RS content compared to native starch in the two banana varieties. The
gelatinization transition temperatures and gelatinization enthalpy of roatan and male banana
starch increased with the use of STMP; whilst the reagent EPI showed a decrease in the
gelatinization properties in both banana varieties with respect to its native starch. This
indicates that chemical modification with STMP showed a higher thermal stability. It was
observed that pasting properties of both banana starches modified with EPI and STMP were
lower compared to their native starch. Banana starch from roatan modified with EPI and
Male banana starch crosslinked with STMP showed the lower pasting properties. This trend
could be due to differences between amylose content of both banana varieties.

The results of this study demonstrate that functional properties of banana starch were
affected by the chemical modification. On the other hand, the crosslinking of starch with
STMP could be an alternative to obtain RS and use it as an ingredient to produce foods

with nutraceutical properties.
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Introduccidn

I. INTRODUCCION

Los carbohidratos son el componente mayoritario de la dieta humana a los cuales se les
atribuye una funcion principalmente energética. Dentro de ellos se encuentra el almidon.
Dada las nuevas tendencias de alimentacion y la demanda de los consumidores,
actualmente se estan desarrollando nuevas lineas de productos especiales por sus efectos
sobre la salud que proporcionan un concepto de vida més integral y confortable. Se busca
principalmente modificar formulaciones con ingredientes mejorados y crear con ellos
opciones alimenticias para los consumidores. A estos productos se les denomina productos
nutracéuticos o funcionales. A partir de esto, varios autores han trabajado en desarrollar
productos funcionales a partir del almidon. Entre ello, disminuir la digestibilidad del
almidon, lo que significa, aumentar la cantidad de almidon resistente (AR) (Aparicio-
Saguilan et al., 2007; Mutungi et al., 2009). El AR es definido fisiolégicamente, como la
suma del almidon y los productos de la degradacion del almidon que no son absorbidos en
el intestino delgado de individuos sanos (Asp & Bjorck 1992). El AR no digerido y
absorbido en el intestino delgado llega al colon, donde es usado como sustrato para la
fermentacion por las bacterias intestinales, convirtiéndolo en 4cidos grasos de cadena corta,
principalmente acido acético, propionico y butirico, a los cuales se les atribuyen efectos
benéficos sobre la salud del individuo, previniendo de enfermedades como el cancer de
colon y cardiovasculares. Ademas, pueden regulan la absorcion y secrecion de agua y de

iones a nivel del epitelio intestinal.

Debido a los beneficios fisioldgicos que el AR puede causar, este ha llamado la atencion en
los ultimos afios. EI AR podria ser obtenido a partir de almidones nativos usando métodos
de modificacion fisica como el autoclave (Gonzalez-Soto et al., 2004) y extrusion (Hasjim
& Jay-Lin, 2009), asi como modificacién enzimatica (Polesi & Silveira-Sarmento, 2011) y
modificaciéon quimica (Woo & Seib, 2002; Aparicio-Saguilan et al., 2008). Dentro de los
métodos quimicos mas usados para modificar la estructura de almidon y generar estructuras
que resistan el ataque enzimatico esté el entrecruzamiento. El entrecruzamiento del almidén
es practicado industrialmente para estabilizar la estructura granular y para restringir el

hinchamiento. Sin embargo, el nivel de entrecruzamiento de los almidones usados como
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espesantes en los alimentos es muy bajo como para que este tipo de almidon sea resistente
al ataque de la enzima o-amilasa (Wurzburg & Vogel 1984; Ostergard et al., 1988). El
incremento en el grado de entrecruzamiento de los granulos de almidon podria evitar la

entrada de la a-amilasa (Colonna ef al., 1992).

Debido a la importancia y beneficios que aporta el AR, este trabajo tiene como objetivo
realizar modificaciones quimicas sobre el almidon nativo de dos variedades de platano y

determinar su contenido de AR, asi como sus propiedades fisicoquimicas.
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II. ANTECEDENTES
2.1. Platano

El platano es una planta de gran talla que se cultiva en las regiones bajas y himedas de los
paises con climas tropicales (Ruiz ef al, 1985). Se designan un nimero de especies del
genero Musa de la familia Musdcea. El platano macho pertenece a la especie Musa
paradisiaca, mientras que el platano roatan es comprendido dentro de la especie Musa
sapientum. Las principales diferencias entre estas especies radica en el tamafio y la
composicion quimica al momento de alcanzar la etapa de maduracion, las enzimas del
platano roatdn hidrolizan las cadenas de almidon para llevar a cabo la formacion de
glucosa, dando como resultado una mayor sensacion de dulzor comparado con el platano
macho. Este ultimo presenta un tamafio que comprende entre los 30 y 45 cm de longitud,

tiene mayor contenido de almidén y menor contenido de azucares (Zamudio-Flores, 2005).

El platano es la fruta tropical de mayor dinamismo en el mercado internacional. Nuestro
pais se ha caracterizado por ser exportador de platano, dirigiendo su producto principal a
los Estados Unidos, satisfaciendo asi su demanda. A pesar de que este fruto se cultiva en
varios estados del sur de México, se destacan los estados de Tabasco, Chiapas, Veracruz y
Oaxaca por sus volimenes de produccion. Siendo los estados de Veracruz, Tabasco y
Oaxaca los mayores productores, con 6,379, 5,599 y 3,855 de hectareas plantadas
respectivamente en lo que al platano macho se refiere. En el estado de Oaxaca se produce
principalmente en las regiones de la costa y del Papaloapan. La superficie sembrada de
platano en México es de 70,226,000 hectareas y la produccidon anual es aproximadamente
de 2,121,600 toneladas. El estado de Oaxaca aporta cerca de 46,900 toneladas con una
superficie sembrada estimada para el estado de Oaxaca es de 325,300 hectéareas Es por ello
que la produccion de platano es una de las actividades con mayor auge en el estado de
Oaxaca. Sin embargo, cada afio se tienen altas pérdidas del fruto por desastres naturales,
plagas o malas técnicas de cultivo. (Plan rector sistema producto platano del estado de

Oaxaca, 2012).
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Entendiendo este aspecto, existe la posibilidad de aprovechar los frutos que no se alcanzan
a comercializar para la obtencion de almidon. Esto generaria una fuente alternativa de

ingreso para los productores.
2.3. Composicion quimica del platano

La composicion quimica del platano se muestra en la Tabla 1, que va a depender del estado
de maduracion en el que se encuentre. En estado verde o inmaduro, el platano presenta un
contenido de mayores concentraciones de almidon con respecto al maduro. Este fruto
alcanza aproximadamente un contenido energético de 4 kcal/g (Tobin & Muller, 1998;

Chavez et al., 1992).

Tabla 1. Composicion quimica del platano (en 100 g de pulpa)

Nutrientes Cantidad
Energia (calorias) 110
Humedad (g) 69
Proteina (g) 1.4
Grasa (g) 0.2
Carbohidratos totales (g) 28.7
Fibra (g) 0.7
Ceniza (g) 0.9
Ca (mg) 8
P (mg) 17
Fe (mg) 0.8
Vitamina A (mg) 45

Fuente: INCAP (2006).

Uno de los principales carbohidratos que constituye al platano verde es el almidon (Bello-
Perez et al., 2000a). En el platano, los granulos de almidon se encuentran en el interior de
las células que constituyen la pulpa, las cuales se ubican principalmente en la parte central
y a todo lo largo del fruto. Estas células se unen con otras por medio de sustancias pécticas,
polimeros que las rodean proporciondndoles rigidez y textura; por consiguiente, los

granulos de almidén se encuentran rodeados o atrapados por estos polimeros, lo cual
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dificulta su extraccion (Bonilla & Morua., 2001).

El platano estd compuesto por una gran cantidad de nutrimentos, contiene una pequeia
cantidad de aceite, el cual no sufre cambio alguno durante la maduracion. Es una fuente de
calcio y hierro, ademés de ser rico en potasio, sodio, magnesio y fosforo. Inclusive la

cascara es una fuente potencial de pectina (Bello-Perez et al., 2002).
2.4. Generalidades del almidon

El almidon es el principal carbohidrato de reserva de la mayoria de los productos agricolas
y probablemente es el segundo carbohidrato mas abundante en la naturaleza después de la
celulosa. Este polisacarido representa una fraccion importante en un gran numero de
productos agricolas, como los cereales (maiz, trigo, arroz) cuyo contenido de almidon varia
del 30 al 80%, leguminosas (frijol, chicharo, haba) con un 25 a 50% de almidon,
tubérculos (papa, yuca) en los que el almidon representa entre un 60 a 90%, y en algunas
frutas como el platano y el mango, que en su estado verde o inmaduro alcanzan contenidos
de almidon de hasta 70% en base seca (Bello-Pérez ef al., 1999). El almidon es utilizado en
diversos alimentos para modificar la textura y la consistencia de los alimentos, como
sustituto de grasa, como agente aglutinante o espesante en productos tales como
mayonesas, salsas catsup, yogurts, etc. Se ha observado que no soélo la cantidad de almidén
es importante para la textura de los alimentos, sino también el tipo de almidon, ya que la
composicion y propiedades del almidon varian con la fuente del que se deriva (Biliaderis,
1991). El almidon es insoluble en agua y denso, por ello el 55% del almidon
comercializado estd destinado al sector alimenticio, ya bien sea como almidon nativo,

modificado o sus derivados. (Rdper, 1996).

El almidon esta organizado en particulas discretas conocidas como granulos, cuya
morfologia y composicién quimica son caracteristicas de cada especie. La variacion de
tamafio en los granulos de almidon va de 0.5 a 100 wm. Los granulos mas grandes estan
presentes en la papa (15 a 100 wm) (Lineback, 1984), y los mas pequefios en las especies de
amaranto (0.8 a 2.5 um) (Paredes-Lopez , et al., 1994). El tamaiio de particula, incluyendo

la distribucion de tamafo, es una de las caracteristicas que mas afectan las propiedades
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funcionales de los granulos de almidon. Quimicamente, el almidén consiste de dos
polimeros de diferente estructura, amilosa y amilopectina. La proporcion de estos dos
polimeros y su organizacion fisica dentro de la estructura granular le confieren propiedades
fisicoquimicas y funcionales caracteristicas a los diferentes almidones (Biliaderis &
Zawistowski, 1990). La amilosa es una cadena lineal con enlaces glucosidicos a(1-4) y la
amilopectina ademas de tener este tipo de enlace presenta enlaces au(1-6) en los puntos de
ramificacion entre las moléculas de glucosa. (Kasemsuwan, et al,,1994; Wang &

White,1994; Yoshimura, et al., 1996).
2.4.1. Amilosa

La Figura 1 muestra la estructura de la amilosa, conformada por moléculas de glucosa
unidas mediante enlaces glucosidicos a(1—4). También presenta ramificaciones donde las
cadenas de glucosa se unen por enlaces a(1—6), sin embargo, tales ramificaciones son muy
escasas y espaciadas, por tal razon, la amilosa es considerada una molécula lineal. Su peso
molecular varia entre 150,000 a 1,000,000 Daltones dependiendo del origen biologico y la
longitud de la cadena o grado de polimerizacion (GP), éste ultimo fluctia entre 500 a 6000
unidades de glucosa que pueden estar distribuidas en 1 a 20 cadenas (Hizukuri et al,
1981). Por su contenido de amilosa, los almidones se pueden clasificar en diferentes grupos
como son los almidones cerosos que tienen muy poca cantidad de amilosa, alrededor de 1-2
%, los convencionales que contienen entre 17-24 % de amilosa y los altos en amilosa que

contienen 70 % o mas de este polimero (Moore ef al., 1984).

Muchas de las propiedades de la amilosa pueden explicarse de acuerdo a su habilidad para
adoptar diferentes estructuras moleculares. En soluciones acuosas neutras, la estructura
normal de la amilosa es la de una espiral. De acuerdo a los modelos recientemente
propuestos se han designado estructuras tipo A y estructuras tipo B para la amilosa,
tomando como base la formacion de una doble hélice enrollada hacia la izquierda cada 6
unidades y empaquetada paralela y antiparalelamente. En la estructura A esta doble hélice
esta empaquetada en una unidad monoclinica con 8 moléculas de agua y en la estructura
tipo B las dobles hélices estin empacadas en forma hexagonal mas abierta, con 36

moléculas de agua por celda unitaria (~27 % de hidratacion) el 50 % de agua esta ligada
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estrechamente a las cadenas y la otra mitad ligada a otras moléculas de agua (Perera et al.,
1999). La simetria es diferente en cada uno de los tipos, ya que la unidad repetitiva en la

forma A es maltotriosa y en la forma B es la maltosa (Buleén et al., 2002).

H OH

Figura 1. Estructura quimica de la molécula de amilosa (Parker & Ring, 2001).

2.4.2. Amilopectina

Es una molécula altamente ramificada (Figura 2), formada por glucosa, que ademas de estar
unida por enlaces au(1—4) que representan un 92-96%, estan presentes enlaces a(1—6) en
los puntos de ramificacion, los cuales representan entre un 5 a 6% de los enlaces
glucosidicos (MacAllister, 1979). Dichas ramificaciones, se localizan aproximadamente
cada 15-25 unidades de glucosa. En estado nativo presenta un peso molecular elevado,
alcanzando los 2 x 10° hasta 2 x 10® Daltones y puede tener una distribucién de tamafio
molecular muy amplia (Wang & White, 1994). La distribucion del peso molecular depende

del origen botanico del almidoén, de las condiciones del aislamiento.
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Figura 2. Estructura quimica de la molécula de amilopectina (International Starch Institute,
1999).

La molécula de amilopectina presenta tres tipos de cadena: 1) cadenas cortas con grados de
polimerizacion de 14 a 18 unidades glucosidicas organizadas en una estructura en forma de
racimo, 2) cadenas largas internas, y 3) una sola cadena de GP mayor de 60 que posee un
extremo reductor (Eerlingen & Delcour, 1995). Hizukuri., 1986 report6 una distribucioén
polimodal de las cadenas. (Robin ef al., 1974) propusieron un modelo para la amilopectina

basado en la estructura de racimo o grupo (Cluster). Las cadenas A y B son lineales y
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tienen un GP de 15-20 y 3545, respectivamente. Las cadenas B forman la columna de la
amilopectina y se extienden sobre dos 0 mas racimos, cada racimo contiene de dos a cuatro
cadenas A estrechamente asociadas (Figura 2). Los racimos asociados de cada cadena A
son primeramente responsables de la region cristalina dentro del granulo. Las areas
amorfas se presentan en intervalos de 0.6-0.7 nm y contienen la mayor cantidad de enlaces
a(1—6) siendo relativamente susceptibles al ataque enzimatico y a la hidrélisis acida.
Dependiendo de la fuente, la amilopectina es el principal componente en la mayoria de los
almidones (entre 70-80%), alcanzando en ciertos casos, niveles de hasta 98-99% en los
almidones tipo cerosos. Debido a esto, la amilopectina es quizas el componente que tiene

mayor importancia en términos de las propiedades del almidon.
2.4.3. Estructura del granulo de almidén

Los almidones nativos son estructuras semicristalinas. Este concepto general fue propuesto
en los afios 20s, y ha sido subsecuentemente extendido para describir los niveles de
complejidad estructural del granulo de almidon (Oates, 1997). La cristalinidad de
almidones nativos cae en el intervalo de 15 a 45% (Zobel, 1988). El andlisis por difraccion
de rayos X de almidones nativos produce dos tipos de patrones espectrales, el tipo A y el B,
los cuales apuntan a dos tipos de estructuras cristalinas. Los almidones de cereales
producen el patron de tipo A, mientras que los tubérculos y los almidones ricos en amilosa
producen el patrén de tipo B. Los almidones de leguminosas producen un patréon de tipo
intermedio denominado C el cual es una mezcla entre el patrén A y el B, otro tipo de patrén
es el V, y que es caracteristico cuando se forma un complejo deinclusion 6 clatrato en el
interior de la hélice de la amilosa (Figura 3) (Imberty et al., 1991). En el almidon de tipo A
las cadenas estan cristalizadas en un enrejado monoclinico con 12 unidades de
glucopiranosa localizadas en dobles hélices enrolladas paralelamente a la izquierda y
empacadas en forma paralela, la doble hélice es muy compacta y no hay espacio para agua
u otra molécula en el centro. Las cadenas en el almidon B estan organizadas en dobles
hélices, la estructura difiere en el empaque del cristal y el contenido de agua. La unidad de
celda es hexagonal. Las dobles hélices estan conectadas a través de una red de enlaces de
hidrégeno que forman un canal en el interior del arreglo hexagonal de seis dobles hélices,

este canal es llenado con moléculas de agua. (Imberty & Perez, 1988).
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Figura 3. Patrones de difraccion de rayos X para diferentes almidones (Hizukuri, 1986).

En general, los almidones con patrones de difraccion del tipo B o C presentan mayor
resistencia a la hidrolisis por amilasa pancredtica y esto se debe al arreglo cristalino de las
cadenas de la amilopectina. Esta resistencia afecta la digestibilidad de los alimentos ricos
en almiddén que se consumen crudos como los platanos y de alimentos procesados como los

biscuits donde el almidon esta gelatinizado de manera incompleta (Betancur, 2001).

2.5. Almidon de platano

La mayoria de los estudios realizados en cuanto a caracterizacion quimica y molecular del
almidon, se han enfocado en almidones de fuentes convencionales como el maiz, trigo y
papa (Van Soest & Knooren., 1997). Sin embargo, algunos autores han optado también por
la caracterizacion de almidones de fuentes no convencionales, tal como el almidon de
platano, con el fin de obtener posibles aplicaciones practicas. Por ejemplo, Bello-Pérez et

al. (2005) aislaron almidon de platano macho (Musa paradisiaca L.), usando un
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procedimiento a escala piloto y lo caracterizaron con técnicas de microscopia para
visualizar su morfologia, emplearon ademas técnicas como espectroscopia de infrarrojo con
transformada de Fourier y difraccion de rayos X, esta ultima para determinar la
cristalinidad del granulo. Ademas, utilizaron la técnica de calorimetria diferencial de
barrido (DSC) para determinar las transiciones de fase. De acuerdo a la informacién
recabada con estos analisis, los autores consideraron que el almidéon de platano macho
podria ser importante en algunas aplicaciones alimenticias, debido a que presenta una alta
cristalinidad. Otros datos sobre almidon de platano han sido también obtenidos. Por
ejemplo, el contenido de almidon en pulpa de platano expresado como rendimiento se
encuentra entre 10 y 80% en base seca, de acuerdo a la variedad estudiada, al grado de
maduracion de la fruta y al método de extraccion. Los granulos de almidén nativo de
platano muestran ser resistentes a la hidrolisis enzimatica. Se ha propuesto que esta
resistencia a la digestion enzimatica esta influenciada por varios factores: la superficie lisa
del granulo, la presencia de restos de pared celular que pueden atrapar a los granulos y el
grado y tipo de cristalinidad. Englyst & Cummings (1986) determinaron que hasta un 78%
del almidon de platano crudo escapa a la digestion en el intestino delgado en los seres
humanos. Moreno (2000) al evaluar la cinética de degradacion enzimatica (a-amildlisis)
mediante la metodologia descrita por Holm et al., (1985) encontraron una baja capacidad

de hidrolisis del almidon nativo de platano.
2.6. Digestion del almidon

Los carbohidratos tienen gran relevancia nutricional por la importancia de la fibra en la
salud y porque sus efectos en la digestibilidad. El almidén es el carbohidrato dominante en
la dieta humana (Skrabanja et al., 1999). Su digestibilidad en diferente dependiendo del
producto alimenticio, es decir; que no todo el almidén se digiere, existe una fraccion que
resiste a la hidrolisis de las enzimas digestivas humanas. El almidon resistente (AR)
continua su transito por el intestino delgado llegando hasta el intestino grueso, donde es
utilizado como sustrato para las enzimas de la microflora normal del colon. La digestion del
almidoén en el organismo humano consiste en tres fases: 1) la intraluminal, 2) la fase de
microvellocidades y 3) la de absorcion de la glucosa. La fase intraluminal consiste en el

inicio de la digestion del almidon en la cavidad oral mediante la accion de la a-amilasa

11



Antecedentes

salival, la cual es secretada por las glandulas pardtidas. A pesar de las condiciones acidas
que prevalecen en el jugo gastrico, las amilasas salivales retienen cierta actividad cuando
pasan del estdbmago al duodeno. La contribucidon de la amilasa salival al total de la actividad
amilolitica es de un 15 % en individuos sanos (Skude & Ihse, 1976). En especies
monogastricas, la enzima principal en la digestion del almidén es la a-amilasa. Cuando se
incuba con una dispersion de almidon acta sobre la amilosa y amilopectina rompiendo los
enlaces a(1—4) liberando glucosa, maltosa y dextrinas (polimeros de glucosa con GP 1-7)
(Sievert et al., 1991). En la segunda fase la glucosa es absorbida directamente a través de la
mucosa intestinal del ileon, mientras que los disacaridos y oligosacaridos son atacados por
las enzimas glucosidasas y disacaridasas. Estas enzimas estan presentes en los bordes de las
células y se producen por las glandulas de Liebert Kuhn del epitelio intestinal (Bjorck,
1996; Annison & Topping, 1994). Las enzimas rompe los enlaces a(1—4) y a(1—6) de
las cadenas a-glucosa, por consiguiente remueve sucesivamente las unidades de glucosa a
partir del extremo no reductor. La ultima fase de la digestion tiene lugar a partir de la
absorcion de la glucosa a través de los enterocitos al torrente sanguineo, la cual es entonces
transportada al higado y entra en la recirculacion alcanzando el tejido periférico a través de
la accién de la insulina. Esta hormona es secretada por el pancreas en respuesta al
incremento de la glucosa en sangre. El incremento de la insulina plasmatica puede actuar
para regular el nivel de glucosa con un estrecho intervalo, estimulando la sintesis y
almacenamiento de glucogeno en los musculos y en el higado. Una reduccién en la
disponibilidad del almidon a las enzimas puede reducir la glucosa sanguinea posprandial y

la respuesta insulinémica (Bjorck, 1996).
2.6.1. Almidon resistente

Anteriormente, el almidon habia sido considerado como un carbohidrato digerido y
absorbido en su totalidad en el intestino delgado. Sin embargo, estudios realizados
recientemente dieron a conocer que un porcentaje del almidon contenido en los alimentos
presenta dificultad para la digestion. A esta fraccion se le denomin6 almidon resistente
(AR). El almidén resistente es definido como la suma del almidon y sus productos de
degradacion que no son absorbidos en el intestino delgado de individuos sanos (EURESTA,

1992). El AR no puede ser digerido por las enzimas digestivas presentes en el intestino
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delgado y es por lo tanto fermentado por la microflora bacteriana produciendo acidos
grasos de cadena corta (dcido propionico, acido butirico, acido acético) ayudando
principalmente a los problemas de colon. EI AR influye en la reduccién de la respuesta
glucémica e insulinémica al alimento, tienen un efecto hipocolesterolémico, ademas de un

efecto protector contra el cancer colon-rectal (Cassidy et al., 1994; Asp et al., 1996).

La formacion de almidon resistente se ve afectada por factores como son: el procesamiento,
concentracion del almidon, condiciones de almacenamiento, cantidad de lipidos presentes,
origen boténica, relacion amilosa-amilopectina, cadenas largas de amilosa, contenido de
humedad, pH, temperatura y tiempo de almacenamiento, métodos de congelacion,

etc.(Langkilde et al., 2007; Hoover & Zhon, 2003).

El contenido de AR en los alimentos, asi como la velocidad y el nivel de digestion del
almidon, tienen un efecto positivo en la salud. Varios factores tienen efecto en la velocidad
y nivel de digestion del almidon; el tipo de procesamiento del alimento, el tiempo de
almacenamiento y su origen botanico. El contenido de almidén resistente en un alimento
depende del grado de procesamiento, el cual puede resultar en un incremento o decremento
en su contenido con respecto a la forma cruda. Debido a esto el AR debe ser medido en los
alimentos como estos normalmente son consumidos (Champ et al, 2003; Englyst &

Englyst, 2005).

Al consumir alimentos con platano, la velocidad de digestion del almidon y la liberacion de
glucosa al torrente sanguineo es lenta, lo cual causa una menor respuesta glucémica e
insulinémics posprandiales en comparacion con el almidon de cereales o tubérculos
(Jenkins et al., 1987; Tovar et al., 1999). La baja digestibilidad del almidon de platano se
atribuye a que es una fuente importante de fibra dietética, definida como la parte comestible
de las plantas o los carbohidratos resistentes a la digestion y absorcidon en el intestino
delgado del hombre, con completa o parcial fermentacién en el intestino grueso (AACC,
2000). Ademas, por el grado de integridad de esta fibra en las frutas verdes, representa una
barrera fisica para una gelatinizacion completa del almidon, que aunada a ciertos factores
antinutricionales como los inhibidores de la amilasa, impiden su hidrolisis enzimatica

(Wiirsch, 1999; Tovar et al., 1999).
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2.6.1.1. Clasificacion del AR

El almidon resistente consta de fracciones que contribuyen al total del almidon indigestible
en los alimentos. Actualmente se conocen cuatro tipos de AR (Lajolo & Wenzel, 2006). En
la Tabla 2 se muestran los tipos de AR presentes en los alimentos, asi como ejemplos donde

se encuentran.

Tabla 2. Tipos de AR presentes en los alimentos.

Tipos de AR Ejemplos

AR;: Fisicamente inaccesible Granos y semillas parcialmente molidos

AR;: Granulos resistentes Almidones de papa, platano verde, algunas
leguminosas

ARj: Retrogradado Papa cocida y enfriada, pan, hojuelas de maiz

AR4: Quimicamente modificado Almidones eterificados, esterificados o

entrecruzados (usados en alimentos procesados)

Fuente: Topping & Clifton, 2001.

El AR, se encuentra en granos y semillas parcialmente molidas. Leguminosas como frijoles
o lentejas son las principales fuentes de este tipo de almidon, debido a que se encuentra

atrapados dentro de la pared celular (Champ et al., 2003).

El AR, corresponde a granulos de almidon nativo de papa y platano, los cuales presentan
algunas fracciones no gelatinizadas de almidon, particularmente de aquellos almidones que
muestran un patron de difraccion de rayos X tipo B, con un arreglo cristalino que lo hace
menos accesible a la hidrolisis enzimatica, provocando una disminucién en su

digestibilidad. (Champ et al., 2003; Lehmann et al., 2007).

El ARj; estd presente en la mayoria de los alimentos que se han cocido, enfriado y
almacenado. Corresponde a fracciones de almidon retrogradado (almidon que ha
recristalizado después de la gelatinizacion). Este tipo de almidon es producto de los
cambios que han ocurrido en las moléculas de amilosa y amilopectina, como consecuencia
de los procesos de calentamiento y enfriamiento de los alimentos (Champ et al, 2003;

Lajolo & Wenzel, 2006).
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En el AR4 la resistencia enzimatica de éste tipo de almidon es causada por una
modificaciéon quimica al almidon nativo, como la esterificacion y eterificacion, asi como
también por la formacion de almidones entrecruzados (Champ et al, 2003; Sajilata et
al.,2006). También, la formacion de enlaces glucosidicos diferentes en los enlaces o(1—4)

0 a(1—06) por tratamiento térmico reducen la disponibilidad para las enzimas amiloliticas.

2.6.2. Efectos fisiologicos del AR en la Salud

Existe una gran cantidad de beneficios sobre la salud que se han descubierto del AR. Los
efectos fisioldgicos de los carbohidratos indigeribles dependen de la interaccion de las
bacterias con los carbohidratos y con sus productos de fermentacion. Se pueden observar
efectos en la composicion de la flora bacteriana y en su actividad enzimatica, cambios en
las condiciones ecologicas del intestino y repercusiones positivas y negativas en el huésped.
La mayor parte de los efectos se relacionan directa o indirectamente con la produccion de

los &cidos grasos de cadena corta (AGCC) como butirico, acético y propidnico.

Los AGCC hacen disminuir el pH intestinal y ejercen un efecto vasodilatador local
(Rombeau et al., 1996), por lo que se incrementa la absorcion de agua y sales en el intestino
grueso (Lutz &Scharrer, 1991). La mayor reabsorcion de agua protege de sintomas como la
diarrea, lo cual es especialmente importante en individuos intolerantes a la lactosa, en los
que se ha comprobado que una estimulacién del proceso fermentativo mejora la
sintomatologia y ademas permite digerir en parte lactosa, gracias a la accion glucosidica de
algunas enzimas bacterianas (Hertzler & Saviano, 1996; Jiang & Saviano, 1997). Por otro
lado, a los carbohidratos fermentables se les atribuye un efecto protector en la evolucion de
las neoplasias colonicas. Este efecto puede ser consecuencia de la conjuncion de varios

mecanismos:

1. Efecto inhibidor del acido butirico en el crecimiento de células tumorales de mamiferos
(Scheppach et al., 1992; Van Munster & Nagengast, 1993; Maclntyre et al., 1993; Clausen,
1995).

2. Dilucién del contenido intestinal debido a la produccion de gases de fermentacion y el

aumento de la masa bacteriana. Con la dilucion se disminuye la probabilidad de contacto
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entre los agentes carcindgenos y las células epiteliales del intestino.

3. Menor produccion de agentes carcindgenos. Cuando se estimula el crecimiento
bacteriano se incrementan los requerimientos de nitrégeno de la microflora intestinal, por lo
que disminuye la produccién de amonio, el cual puede ser considerado como un agente de
crecimiento de células neoplasicas. También, se disminuye la produccion y eliminacion de
otros agentes co-carcindgenos, tales como compuestos fendlicos e indoélicos (Cummings &

Macfarlane, 1991).

4. El pH acido inhibe la actividad de enzimas implicados en el metabolismo y eliminacién
de acidos biliares secundarios y metabolicos de €stos, que son considerados como agentes

promotores del crecimiento tumoral (Rémésy et al., 1993)
2.7. Procesos de obtencion de AR

Debido a la ya mencionada importancia atribuida al AR en la salud y en la prevencion de
ciertas enfermedades, diferentes grupos de investigacion asi como industrias se han dado a
la tarea de desarrollar procesos que permitan la obtencion de materiales ricos en AR, los
cuales puedan ser adicionados como ingredientes en diversos productos alimenticios.
Firmas industriales han desarrollado diversos productos que se encuentran disponibles
comercialmente, tal es el caso de Novelose” de la empresa National Starch (EEUU). En
general, los procesos que se estan utilizando producen un polvo con alto contenido de AR,
obtenido mediante la aplicacion de multiples ciclos de calentamiento en autoclave y
enfriamiento a temperaturas alrededor de 4 °C (Wiirsch, 1999). También se utilizan
desramificaciones previas del almidon para obtener cadenas polisacaridas mas cortas, las
cuales presenten mayor tendencia a la retrogradacion y por lo tanto favorecer el desarrollo
de un mayor contenido de AR. Sin embargo, en estos casos, el problema es controlar el
grado de desramificacion del almidon para obtener un producto final con el mayor
contenido de AR, ya que hay evidencias que indican que cuando la longitud de la cadena es
muy corta se retarda la reorganizacion de las moléculas poliméricas y por lo tanto la
retrogradacion del almidon resulta atenuada (Yuan ef al., 1993). Por otro lado, tratamientos
hidrotérmicos, como la extrusion pueden también ser utilizados con el mismo propdsito,

con la ventaja de que con este tipo de técnica el proceso es continuo y podria ahorrar costo
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de mano de obra, generando una mayor produccion. Sin embargo, hasta el momento los
contenidos de AR en los productos obtenidos mediante este proceso son menores a los
obtenidos mediante autoclave. AUn asi se continuan realizando esfuerzos para encontrar
condiciones y fuentes de almidén que permitan obtener productos con mayores contenidos

de AR (Gonzélez-Soto et al., 2004).

Ademas de las modificaciones fisicas, como la ya citada extrusion, diversas modificaciones
quimicas del almidon pueden conllevar a cambios notables en el contenido de AR (Tovar et
al., 1999). Se ha reportado que cuando el almidon es sometido a modificaciones quimicas
como la litnerizacién y el entrecruzamiento se incrementa sustancialmente el contenido de

AR (Shin et al., 2003).
2.7.1. Modificacion Quimica del almidén

La modificacion quimica del almidon puede llevarse a cabo debido a la presencia de los
tres grupos hidroxilos libres de cada unidad de glucosa. La finalidad de modificar al
almidon es obtener cambios en sus propiedades tales como la viscosidad, solubilidad e
hinchamiento, para poder tener mayor campo de aplicaciéon en la industria. Dependiendo de
la aplicaciéon sera el método utilizado para la modificacion del almidon. En ocasiones se
puede recurrir a la combinacion de procesos para obtener caracteristicas deseables del
almidon (Light, 1990). Al realizar modificaciones quimicas se tiene como objetivo
primordial una sustitucion de grupos funcionales o la formacién de un nuevo enlace
incorporando algun grupo funcional de tal forma que sea un sustrato no reconocido por las
enzimas digestivas. Ademas de brindar nuevas caracteristicas al almidon, tales como

resistencia térmica, la cual es muy util en la industria alimenticia.

Las caracteristicas que se evaluan en los almidones modificados son principalmente
aquellas que tiene relaciébn con su comportamiento en medio acuoso a diferentes
temperaturas, como son: solubilidad, hinchamiento, capacidad de retencion de agua y

temperatura de gelatinizacion (Perera et al., 1997).

Light (1990) menciona que las razones por las cuales los almidones tienden a ser

modificados son principalmente las siguientes:mejorar sus caracteristicas de cocimiento,
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disminuir la retrogradacién, disminuir la tendencia a gelatinizar, mejorar las texturas de los
geles, mejorar la formacion de peliculas, mejorar las caracteristicas de adhesion y mejorar

sus propiedades estabilizantes como emulsificante.
2.7.1.1 Tipos de modificaciones quimicas

Las modificaciones quimicas del almidon mas comunes son reducciones, entrecruzamiento
y sustitucion, como se muestra en la Figura 4. Son llevadas a cabo en presencia de un
agente quimico y en suspensiones almidon-agua, tipicamente del 30 al 45% en peso de
solido. Estas suspensiones generalmente son manejadas bajo condiciones de agitacion
constante, temperatura y pH controlado. Después de haberse completado la reaccion, el
almidon es puesto a un pH deseado con agentes neutralizantes después es lavado con agua
en exceso y por ultimo secado. En el caso de una modificacion exitosa, el rendimiento es
cercano al 70% o mas. El grado de modificacion quimica es generalmente expresado como
el grado de substitucion (GS). Ejemplo; grupo acetato o fosfato que reacciona con los

grupos hidroxilos de las unidades de D-glucopiranosil.

Los almidones modificados se utilizan generalmente en la fabricacion de helados,
panificacion y pasteleria, conservas y salsas espesas, en donde se aprovechan las
caracteristicas de adhesion, ligante, estabilizacion de emulsiones, gelificacion,
mantenimiento de humedad y capacidad espesante. Con la idea de mejor las caracteristicas
de frescura y mayor tiempo de almacenamiento de los productos en los que son adicionados

(Karaoglu et al., 2001).

Las modificaciones mas comunes en el almidon son realizadas con pequenas cantidades de
agentes quimicos. Las modificaciones quimicas en el almidon cambian su funcionalidad.
Los cambios provocados por el proceso de modificacion son debidos principalmente a
enlaces sencillos y reacciones primarias asociadas con los grupos hidroxilos del polimero.
Los agentes quimicos utilizados para este tipo de modificaciones estdin debidamente

regulados para uso en alimentos.
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Figura 4. Modificaciones Quimicas en almidones
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2.7.1.2. Entrecruzamiento

Es uno de los métodos de modificacion quimica mas utilizado y consiste en la formacion de
puentes entre cadenas de glucosa que conforman al almidon, sustituyendo los grupos
hidroxilos reactivos. Dependiendo del reactivo utilizado se obtiene distintos tipos de
enlaces, por ejemplo si se utiliza trimetafosfato se produce el fosfato de dialmidon o si se

utiliza la epiclorhidrina se obtiene el éter glicérido de dialmidon.

El entrecruzamiento realiza una modificacion de almidon que es usada en bi o poli
funcionales agentes quimicos que estan disponibles para la reaccion, dos o mas grupos
hidroxilos diferentes en el mismo o diferente polimero. Los enlaces covalentes obtenidos
por el entrecruzamiento actian como lugares de union para reforzar la estructura del
granulo. Debido a estos cambios se puede obtener una mayor tolerancia a altas
temperaturas, mayor soporte al esfuerzo cortante, a condiciones acidas y ademas lo hace
resistente a la digestion enzimatica. Los agentes mas utilizados para realizar el
entrecruzamiento del almidon son el oxicloruro de fosforo, el trimetafosfato de sodio y el
tripolifosfato de sodio utilizando ademas distintas condiciones de temperatura entre 25 a

50 °C y tiempos de reaccion desde 30 min hasta 24 h.
2.7.1.2.1. Agentes entrecruzantes

Los principales agentes utilizados para realizar el entrecruzamiento de los almidones con
grado alimenticio son: trimetafosfato de sodio (STMP), fosfato monosddico (SOP),

tripolifosfato de sodio (STPP), epiclorhidrina (EPI), oxicloruro de fésforo (POCIL;), una

mezcla de acido adipico, anhidro acético y cloruro de vinilo.

Oxicloruro de fosforo (POCL,). Es un agente entrecruzante eficiente en dispersiones a un

pH >11 en presencia de una sal neutra. Cuando este reactivo se anade a la dispersion de
almidoén, la cual se encuentra en condiciones alcalinas (pH 8-12), el grupo fosfato
hidrofilico reacciona con los OH del almidén formando di-almidon fosfato. La reaccion se
hace especialmente eficiente en presencia de sulfato de sodio y por encima de un pH de 11.
Cuando el oxicloruro de fésforo se adiciona a la dispersion de almidén, el primer ion

cloruro reacciona con el agua (con una vida media de 0.01s) y se forma di-cloruro de
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fosforo (figura 5a), probablemente este compuesto sea el agente entrecruzante. Los dos
cloruros restantes del di-cloruro de fosforo reaccionan con el agua casi simultaneamente
con una vida media de cuatro minutos. El oxicloruro de fosforo debe ser adicionado a la
dispersion de almidén tan rdpido como sea posible para generar dicloruro de fosforo

(Figura 5b), el cual reacciona con el granulo para efectuar el entrecruzamiento (Liu, 2005).

Figura 5. Reacciones del almidoén con POCls.a) Transformacion del tricloruro de fosforo a
di cloruro de fosforo y b) transformacion del dicloruro de fésforo a dialmidén fosfato. (Liu,
2005)

Debido que la reaccion del almidon con POCI3 se lleva a cabo rapidamente puede darse en
la superficie o cerca de los canales del granulo, como en el caso del almidén de maiz. Este
hecho permite la posibilidad de que en el granulo de maiz se formen tres tipos de enlaces de

entrecruzamiento: proteina-proteina, proteina-almidon o almidén-almidén (Han & Be-

Miller, 2008).

Trimetafosfato de sodio (STMP). Este agente entrecruzante reacciona lentamente con el
almidén para forma di-almidon fosfato. Sin embargo, se puede acelerar esta reaccion

incrementando el pH y la concentracion del STMP.

Se ha reportado que el fenomeno de retrogradacion se ve suprimido cuando existe

entrecruzamiento en el almidon empleando una mezcla de Trimetafosfato de sodio y
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tripolifosfato de sodio, la baja entalpia de retrogradacion que se obtiene puede ser debida a
la restriccion de la movilidad de la amilopectina ocasionada por los enlaces entrecruzados

debido a la presencia del grupo fosfato introducido (Singh et al., 2007).

El STMP tiene una estructura de anillo por lo cual necesita una reaccion bimolecular que da
como resultado la formacion de almidon trifosfato (Hirsch & Kokini, 2002). Sang et al.,
(2007) propusieron una ruta de la reaccién del almidén con STMP en una soluciéon acuosa

de hidréxido de sodio a un pH entre 9.5 - 12.5 (Figura 6)

En el primer paso se abre el anillo del STMP por efecto de un ataque del ion alcoholato de
un almidon en el STMP para formar el compuesto intermediario tripolifosfato mono

almidon.

Figura 6. Reaccion del STMP con el almidon. (Sang et al., 2007).

En un pH alcalino los cuatro hidrogenos ionizables en el trifosfato mono-almidén
intermediario podrian ser cargados negativamente. Los tres grupos fosforil a lo largo de la
cadena trifosforil tienen un acido OH fuertemente ionizable con un pK~3, mientras que los
grupos vy tienen uno débilmente ionizado a un pK~8-9. Aparentemente, los pirofosfatos en
el compuesto intermediario ionizado, son mas faciles de separar que los grupos ortofosfatos
cuando el ion hidréxido o el ion alcoholato-almidon atacan al producto intermediario
trifosfato mono-almidén bajo un pH de 11.5-12.5. El ataque del ion RO u OH en el
a—fosforo del grupo trifosfato es mas eficaz que en cualquiera de los atomos de fésforo, § o
y— y como consecuencia solo se puede formar dialmidon monofosfato (DAMF) y

monoalmidén monofosfato (MAMF) (Figura 7).
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Figura 7. Transformacion del trifosfato mono almidén a mono y di almidon fosfato. (Sang
et al.,2007).

Este mecanismo explica por qué el monoalmidon monofosfato (MAMF) no se forma

cuando el almiddn se fosforila a pH de 12.5. Sin embargo, a un pH de 10.5 la concentracién

de alcoholato almidon se reduce aproximadamente a un 90 %, entonces la reaccion de RO

con el almidon trifosfato intermediario es lenta. Asimismo, el almidon tripolifosfato

reacciona lentamente por un mecanismo de competicion. Al parecer el grupo y-fosforil se

pierde por el mecanismo de eliminacion el cual es una reaccion unimolecular (Figura 8).

Figura 8. Eliminacion del grupo v fosforil, para formar mono almidon di fosfato. (Sang et
al., 2007)

Epiclorhidrina. Es un oxirano derivado del 3-cloro-1 propeno (1-cloro-2,3-epoxipropano).
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Tiene una facilidad para reaccionar con nucleodfilos, incluyendo a los nucleofilos
biologicos. Cuando el anillo de oxirano se abre por el ataque de un nucleodfilo el ion
alcoxido que se forma desplaza al ion cloruro intermolecularmente dando un nuevo oxirano
(Figura 9). Este anillo a su vez se abre con otra reaccion de sustitucion nucleofilica (Ege,
2003). La reaccion de almidon con epiclorhidrina en un medio alcalino heterogéneo inicia
con la formacion del anidon almidon-O. Por lo que la clave en esta reaccion es la formacion

del anidén en el granulo de almidon en suspension (Jyothi et al., 2006).

Figura 9. Reaccion de la epiclorhidrina con el almidon (Jyothi et al., 2006)

El mecanismo de reaccion de epiclorhidrina con el almidon ocurre en una serie de pasos. Es
una reaccion multifuncional en la cual una o dos moléculas de epiclorhidrina pueden ser
consumidas para formar un solo enlace entrecruzado. De la reaccidon de epiclorhidrina con

almidon se obtienen almidon-gliceroles (Figura 10a).

Figura 10. Formacion de mono y di almidon glicerol. (Jyothi ez al., 2006).

Teoricamente, se cree que en un intervalo de entre 50 hasta 2360 unidades de glucosa existe

un enlace entrecruzado. La cinética de reaccion que se ha propuesto consiste de tres pasos:
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En reacciones bajo condiciones heterogéneas en las cuales puede existir una alta relacién
almidon-epiclorhidrina, el principal producto formado es el di almidon glicerol (Figura
10a). Sin embargo, bajo condiciones homogéneas se observa que el compuesto
intermediario que se forma por la unién del sodio con el almidén puede suftrir una reaccion
de sustitucion abriendo el anillo del epoxido por efecto del -OH para formar el mono

almidon-glicerol (Figura 10b).
2.7.2. Estudios realizados sobre almidon de platano quimicamente modificado.

Se han realizado varias investigaciones sobre la modificacion quimica de almidon de
platano, con el fin mejorar su funcionalidad, incorporando agentes entrecruzantes. Algunos

estudios sobre la modificacién quimica del almidon son descritos a continuacion.

Woo & Seib (2002) prepararon AR por fosforilacion a partir de almidén de trigo usando
mezclas de un agente quimico como trimetafosfato de sodio con tripolifosfato de sodio
(STMP/STPP) en proporciones de 1:99 a 99:1, encontrando que al incrementar la
proporcion de trimetafosfato de sodio éste presenta una mejor fosforilacion del almidon
hasta un 0.32% de fosforo y el contenido de AR también incrementa hasta 75.6%. Por lo
tanto, ellos concluyeron que el trimetafosfato de sodio presenta una mejor fosforilacion del
almidén que el tripolifosfato de sodio, incrementando la resistencia a la digestion

enzimatica.

Carmona-Garcia et al., (2009) entrecruzaron el almidon de platano (Musa paradisiaca L.),
evaluando el efecto de los reactivos entrecruzantes POCI3, EPI y una mezcla de
STPM/STPP sobre las caracteristicas morfoldgicas, fisicoquimicas y funcionales del
almidéon modificado. Como resultado, el entrecruzamiento modifico la composicién
quimica del almidon. El entrecruzamiento con STMP/STPP y EPI mostr6 un mayor efecto
sobre el granulo del almidén de platano y una distribucién bimodal con un pequefio pico
detectado hasta 140 um. Los valores de hinchamiento y solubilidad fueron afectados por el

entrecruzamiento, mostrando valores bajos de estos parametros con STMP/STPP y EPI.

Rodriguez-Marin et al., (2010), entrecruzaron almidon de platano macho (Musa

paradisiaca L.) empleando tres agentes entrecruzantes POCl; STMP y EPI bajo
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condiciones alcalinas. Los almidones obtenidos mostraron perfiles de viscosidad similares.
La morfologia del granulo revelada por microscopia electronica de barrido (MEB) mostro
que los almidones modificados no presentaron ningun dafio en su superficie por efecto de la
reaccion de entrecruzamiento. En las fotomicrografias obtenidas por microscopia de luz
polarizada los granulos mostraron diversas formas y tamafios. La temperatura y entalpia de
gelatinizacion de los almidones entrecruzados disminuyeron en el orden: AMPP >AMPS >
AMPE, esto es atribuido a los diferentes mecanismos de reaccion de los diferentes agentes.
Los parametros térmicos de retrogradacion mostraron que los grupos introducidos de los
diversos agentes entrecruzantes en las moléculas de almidén promovieron la reasociacion
de las cadenas de las moléculas de amilopectina. En general, en las fracciones obtenidas por
cromatografia los almidones entrecruzados mostraron una disminuciéon de la fraccion I
correspondiente a la amilosa, lo cual es atribuido a la despolimerizacion de este polimero.
En el analisis reoldgico, se encontrd que el comportamiento de flujo de las pastas de los
almidones modificados al 5 % presentaron un comportamiento Newtoniano, pero cuando se
incrementd la concentracion (10 %) los almidones modificados mostraron un
comportamiento no Newtoniano y de caracter reofluidificante, en ambas concentraciones la
deformacion de las pastas fue independiente del tiempo de cizallamiento, esto sugirio que la
fase continua tiene un efecto decisivo en la consistencia de las pastas. En las pruebas
dinamicas se encontrd que los geles formados por los almidones entrecruzados son menos
rigidos que el del almidon nativo debido a que el entrecruzamiento restringié parcialmente

la solubilidad del granulo y esto afect6 la gelificacion.

Carlos-Amaya et al., (2011) realizaron una modificacion quimica dual al almidon de
platano, y evaluaron sus propiedades fisicoquimicas, moleculares y de digestibilidad. Se
realizd la modificacion de entrecruzamiento con epiclorohidrina y esterificaciéon con
anhidrido octenil succinico. Se altern6 el orden de los procedimientos aplicando primero el
entrecruzamiento seguido de la esterificacion (entrecruzado-esterificado) y viceversa
(esterificado-entrecruzado). A las muestras se les determino el contenido de almidon total
(AT), el grado de sustitucion (GS), difraccion de rayos x (Rx), porcentaje de cristalinidad
(%C), las fracciones de ADR, ADL y AR, temperaturas de gelatinizacion (Tp) y de
retrogradacion (TpR) y entalpias de gelatinizacion (AH) y de retrogradacion (AHR), y

26



Antecedentes

analisis de formacién de pastas. En el contenido de AT no se presentaron diferencias
estadisticas entre las muestras. El GS de las muestras oscilo entre 0.006 y 0.020. Todas las
muestras presentaron un Rx tipo A. Sin embargo, el %C aument6 en las muestras
modificadas (28.47-32.76 %) en comparacion con el almidon nativo (23.79%). Los
almidones modificados sin gelatinizar tuvieron un bajo contenido de ADR (4-23-9.19%)), el
ADL incremento (11.63-16.79%) y el AR fue alto en todas las muestras (74.01-85.07%).
En las muestras gelatinizadas, el almidon esterificado increment6 el contenido de ADL,
seguido del entrecruzado. Los almidones doblemente modificados disminuyeron el
contenido de ADL, pero tuvieron un contenido alto de AR. La Tp y AH de gelatinizacién
disminuyo6 en los almidones modificados, en comparacién con su contraparte nativa. El
almidoén entrecruzado-esterificado mostré la AH mas baja. La temperatura de
retrogradacion disminuyé en los almidones modificados comparados con el nativo, pero no
se encontraron diferencias estadisticas entre los almidones modificados. En cuanto al
analisis de formacion de pastas de las muestras esterificada y entrecruzada-esterificada
tuvieron un pico de viscosidad mas alto que las entrecruzada y esterificada-entrecruzada,
esta caracteristica es debido a que durante la doble modificacidn, los grupos funcionales
introducidos en la primera modificacion fueron reemplazados por los grupos de la segunda
modificacién. Las modificaciones quimicas alteraron el orden estructural del almidon de
platano cambiando las propiedades de digestibilidad y en consecuencia sus caracteristicas

fisicoquimicas.
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II. JUSTIFICACION

Conociendo los beneficios que tiene el almidon resistente (AR) sobre la salud humana, es
importante continuar en la busqueda de métodos o condiciones de obtencion que permitan
disminuir la digestibilidad del almidon y con ello aumentar la proporcion de AR. La
modificacién quimica del almidon es todavia una propuesta viable para obtener una alta
proporcion de AR y como consecuencia incrementar la variedad de usos en productos

alimenticios, a través de la generacion de productos con propiedades nutracéuticas.

Por otro lado, debido a la ubicacion geografica de la region (Tuxtepec, Oaxaca), el platano
representa una fuente alternativa para la obtencion de almidon, ya que el fruto en estado

verde puede llegar a presentar entre un 70-85% de almidon en base seca.

Por tal motivo, debido a los efectos positivos que puede proporcionar el AR en la salud y la
posibilidad de usar tratamientos tecnologicos para incrementar la cantidad de esta fraccion,
aunado a la posibilidad de usar platano como fuente alternativa de almidon, generando con
ello un valor agregado al fruto de la region, el presente trabajo muestra los resultados de
investigacion de la obtencion de AR obtenido a través de la modificacion quimica de
almidon de platano utilizando dos agentes modificantes (trimetafosfato y epiclorhidrina)
usando un proceso sencillo y de bajo costo, con la intencidon final de que los productos

puedan ser utilizados como ingredientes en la elaboracion de productos alimenticios.

28



Hieétesis

IV. HIPOTESIS

El proceso de modificaciéon quimica mediante entrecruzamiento permitird la formacion de
nuevos enlaces entrecruzados, que proporcionaran estabilidad térmica y resistencia a la

digestion enzimatica, generando asi una alta fraccion de almidon resistente de platano.
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V. OBJETIVOS
5.1. Objetivo General

Obtener almidon resistente a partir de la modificacion quimica (entrecruzamiento) del
almidon de platano y evaluar sus propiedades fisicoquimicas, térmicas, estructurales y

morfologicas.
5.2. Objetivos Especificos

1. Llevar a cabo el aislamiento del almidén de platano de dos variedades (Macho y

Roatén).

2. Modificar quimicamente el almidon nativo de platano de las dos variedades
mediante entrecruzamiento utilizando dos agentes quimicas (trimetafosfato de sodio

y epiclorhidrina).
3. Realizar la caracterizacion fisicoquimica de los almidones modificados.

4. Evaluar la digestibilidad de los almidones modificados mediante Almidon Total,
Almidon de Rapida Digestion, Almidéon de Lenta Digestion y Digestibilidad in

vitro.

5. Evaluar el comportamiento térmico de los almidones modificados mediante

calorimetria diferencial de barrido (CDB).

6. Caracterizar morfoldgica y estructuralmente los almidones modificados mediante

microscopia Optica con luz polarizada y difraccion de rayos-X (DRX).

7. Evaluar la viscosidad de las pastas de los almidones modificados.
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VI. PARTE EXPERIMENTAL

El diagrama mostrado en la Figura 11 indica el trabajo experimental llevado a cabo, desde
la obtencion de almidon de platano macho (Musa paradisiaca L.) y platano roatan (Musa
sapientum L.) en estado fisioldgico inmaduro hasta la caracterizacion de los productos

modificados.

[ Almidon Nativo ]
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Sodio (STMP) (EPI)

Almidones
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v
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Figura 11. Diagrama del desarrollo experimental

Como se muestra en el diagrama, primero se obtuvo el almidon aislandolo de dos
variedades de platano (macho y roatan), posteriormente se realizaron modificaciones

quimicas con dos agentes (trimetafosfato de sodio y epiclorohidrina) para asi obtener dos
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almidones entrecruzados por cada variedad uno con cada agente. Después se le realizo el
analisis quimico proximal, asi como la caracterizacion fisicoquimica, térmica, morfologica

estructural y de biodisponibilidad que son explicadas ampliamente méas adelante.
6.1 Materiales
6.1.1 Materia prima

Se utilizaron platanos de la variedad Macho (Musa paradisiaca) y Roatan (Musa
sapientum) en estado fisioldégico inmaduro con aspecto de color verde, los cuales fueron

adquiridos en la finca Nuevo Mundo de la ciudad de Tuxtepec, Oaxaca, México.
6.2 Métodos

6.2.1 Aislamiento del Almidén

Para la obtencion del almidén a partir de platano de las dos variedades se siguio la
metodologia propuesta por Flores-Gorosquieta et al. (2004) con algunas modificaciones. Se
trabajo con lotes de 50 kg, se elimind la cascara y se moli6 en una licuadora tipo industrial
marca Waring (Laboratory), modelo CB15, con 4 L de capacidad en lotes de 0.6 partes de
fruto (3.6 kg) con 1 parte (6 L) de solucion de 4cido citrico al 0.3 % (p/v), para evitar la
oxidacion del fruto. La mezcla fue pasada por una tamizadora digital marca RETSCH,
modelo AS200 y utilizando mallas No. 40 (0.425 mm), 100 (0.15 mm), 200 (0.075 mm) y
270 (0.053 mm) (Fisher Scientific Company). En cada malla, el residuo se lavd con agua
hasta que el liquido de salida aparentemente no contuviera residuos de almidén. El
sobrenadante se dejo sedimentar por 8 h. Posteriormente, se decantd y el liquido fue
desechado, dejando el sélido (almidon) contenido en el recipiente y se volvid a dejar
sedimentar. Este proceso se realizo tres veces, posteriormente, el producto fue secado en

una estufa. El polvo se recolectd, se peso y se almaceno hasta su uso posterior.

A los almidones extraidos de las dos especies, se les realizO un anélisis proximal
empleando la metodologia de la AOAC (1980) y de la AACC (1984) y se les determind el

contenido de almidon total (AT).
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6.2.2. Modificacion quimica
Entrecruzamiento

La modificacion por entrecruzamiento realizada a los almidones nativos de platano macho
(Musa paradisiaca) y roatan (Musa sapientum) fue realizada por dos diferentes métodos,
los cuales fueron ya reportados por Cooreman et al, (1995) y Wu & Seib., (1990). El

proceso de modificacion se realizo por triplicado.
6.2.2.1 Entrecruzamiento con trimetafosfato de sodio (STMP)

En un matraz balén de tres cuellos (1000 mL), 50 g de almidén nativo (base seca) fueron
suspendidos en 90 mL de una solucion al 5% de NaCl bajo un pH de 10.5 ajustado con
NaOH 1N. Inmediatamente, se adicionaron 0.2% de STMP. La mezcla se dejo en agitacion
durante 20 h a una velocidad de 250 rpm y con una temperatura de 40 °C. Una vez
transcurrido el tiempo, la mezcla fue neutralizada, ajustandola a un pH de 6.5. La
suspension resultante fue centrifugada durante 15 min a 3000 xg y a una temperatura de 25
°C. Se realizaron 3 lavados con agua destilada. El s6lido fue secado a 30 °C en una estufa

durante 12 h.
6.2.2.2. Entrecruzamiento con Epiclorhidrina (EPI)

En un matraz de tres cuellos (1000 mL) 50 g de almidon nativo (base seca) fueron
suspendidos en 90 mL de una solucion de NaOH 0.082 M bajo un pH de 12.4.
Inmediatamente después se adicionaron 0.05 % de epiclorhidrina y 90 mL de agua destilada
para obtener una mezcla con 35% base de almidon. La dispersion se agité a temperatura
ambiente durante 48 h y a una velocidad de 250 rpm, empleando un agitador mecéanico
(marca Ika modelo Eurostar PWR CVSD). Pasando el tiempo, la reaccion fue detenida
neutralizando la mezcla a un pH de 6.5 usando HCl IM. La suspensioén resultante se
centrifug6 durante 15 min, a 3000 xg y a una temperatura de 25 °C. Se realizaron 3 lavados

con agua destilada. El sélido fue secado a 30 °C en una estufa, durante 12 h.
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6.2.3. Analisis Quimico Proximal

La caracterizaciéon quimica proximal consisti6 en la determinacién del contenido de
humedad, cenizas, lipidos y proteinas del almidon nativo de platano y los almidones
modificados. Esto se realizO empleando la metodologia propuesta por la AOAC
(Association of Official Analytical Chemists) y la AACC (American Association of Cereal
Chemists).

6.2.3.1 Humedad

La humedad fue determinada por el método oficial 44-19 de la AACC (AACC, 2000). Se
pesaron 0.5 g de muestra en charolas de aluminio (puestas previamente a peso constante),
se colocaron en la estufa a 100 £ 1 °C durante 3h. Posteriormente, se enfriaron en un
desecador por 20 min. Finalmente, se pesaron y se determiné la humedad por diferencia de
peso utilizando la ecuacion 1:

Peso inicial de la muestra(g)- Peso final de la muestra(g)

% de H dad = x100
% de Humeda Peso inicial(g)

Ec. (1)
6.2.3.2. Lipidos

Se utilizé el método oficial 30-25 de la AACC (AACC, 2000). Se pesaron 3 g de muestra
seca en cartuchos de celulosa, se colocaron en un equipo de extraccion Soxhlet, se
adicionaron 100 mL de éter de petroleo a los vasos del equipo y posteriormente se realizo la
extraccion por 4 h. Finalmente, los vasos se secaron en la estufaa 60 £ 1 °C por 1 h'y se
pesaron para determinar el porcentaje de lipidos con la ecuacion 2:

Peso final del vaso(g)- Peso inicial del vaso(g)

% Extracto etéreo = x100
° Peso de la muestra en base seca(g)

Ec. (2)
6.2.3.3. Proteinas

La determinacidn de proteinas se realizd en muestras de almidon desgrasadas tal y como se
indica en el apartado anterior. Estas se cuantificaron con el método oficial 46-13 de la

AACC (2000).
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El porcentaje de proteinas se determiné indirectamente por la cuantificacion de nitrogeno
total utilizando el método Kjeldahl. Se pesé 1 g de muestra y se pas6 a un tubo Kjendahl, al
cual se le agregd 1 g de sulfato de cobre, 10 g de sulfato de potasio anhidro y 15 mL de
acido sulftrico concentrado. Este se colocd en el digestor y se calentd gradualmente a 400
°C, hasta que el contenido del tubo presentd un color verde claro. El tubo se dejo enfriar a
temperatura ambiente. Se le adicionaron 15 mL de agua para lavar los residuos que
quedaron en la pared del tubo, posteriormente se adicionaron 50 mL de hidroxido de sodio
al 40%. Por otro lado, en un matraz Erlenmeyer se afiadieron 50 mL de 4cido borico al 4%
y 10 gotas de indicador Wesslow. Se realizé la destilacion hasta obtener un volumen de 150
mL de la muestra en el matraz preparado anteriormente. La muestra obtenida se titulé con
acido clorhidrico 0.1N. Se calcul6 el porcentaje de proteinas con la ecuacion 3:
mL gastados de titulador(g) XN x14

%% Proteinas — XF X 100
7 Proteinas Peso de la muestra en base seca(g)

Ec. (3)
Donde:
F= Factor de conversion a proteina para frutas 6.25
N= Normalidad

6.2.3.3. Cenizas

Se analizaron con el método 08-01 de la AACC (AACC, 2000). Se pes6 1 g de muestra en
un crisol (puesto a peso constante), se carboniz6 la muestra sobre la flama de un mechero y
se introdujo en la mufla a 550 £ 1 °C por 5 h. Cuando las cenizas estuvieron blancas, se
enfriaron en un desecador. Finalmente, se pesaron y se calculo el porcentaje de cenizas con
la ecuacion 4:

Peso del residuo(g)

% Conizas — x 100
70 Cenizas Peso de la muestra en base seca(g)

Ec. (4)
6.2.3.4. Determinacion de amilosa aparente y amilosa total

El contenido de amilosa aparente y amilosa total fue obtenido utilizando el método

propuesto por Hoover & Ratnayake (2002), el cual se basa en la afinidad que tiene la
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amilosa para formar complejos con yodo. El complejo coloreado formado fue cuantificado
colorimétricamente. El contenido de amilosa total se determind por el mismo
procedimiento de amilosa aparente, pero previamente se realizd6 un desgrasado de la
muestra con una mezcla n-propanol-agua (3:1 v/v) durante 7 h. Se pesaron 20 mg de
almidon (base seca) y se disolvieron en 80 mL de dimetilsulfoxido al 90% (m/v) en viales
con tapa. El contenido de los viales fue agitado vigorosamente por 20 min y luego se
calent6 en un bafio de agua con agitacion intermitente durante 15 min a 85 °C. Los viales
fueron enfriados a temperatura ambiente y el contenido fue diluido con agua a 25 mL en un
matraz volumétrico. 1 mL de la solucion anterior fue mezclada con 5 mL de una solucion
I,/KI (I; 0.025M y KI 0.0065M) y luego se ajustdé a un volumen final de 50 mL en un
matraz volumétrico. Las muestras se dejaron reposar 15 min a temperatura ambiente y
fueron leidas en un espectrofotometro Spectronic Genesys 5 (Spectronic Instruments, Inc.
Rochester, N. Y. USA) a 600 nm. Para la preparacion del testigo se siguié el mismo
procedimiento pero sin incluir el almidon. Para el célculo del contenido de amilosa en la
muestra se realizd una curva patron de amilosa de papa obtenida con un analisis de

regresion lineal.
6.3. Analisis de Biodisponibilidad de los almidones
6.3.1 Almidon total

La determinacion del contenido de almidon total se fundamenta en cuantificar la glucosa
liberada como resultado de la hidrélisis enzimatica con amiloglucosidasa, la cual hidroliza
los enlaces glucosidicos a-(1,4) y a-(1,6) de las cadenas de amilosa y amilopectina, segin
el método propuesto por Gofii ef al., 1997. Para ello, se dispersaron 50 mg de muestra en 3
mL de agua destilada y con 3 mL de hidroxido de potasio (KOH) 4M. La dispersion se
agitd durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregaron 3 mL de
regulador de fosfatos y 5.5 mL de HCl 2M y se ajusté el pH a 4.75. Después, se
adicionaron 60 uL de una suspension de amiloglucosidasa. La mezcla resultante se incubo
en un bafio de agua a 60 °C durante 45 min y con agitacion constante. Después de este
tiempo, se centrifugd a 3000 xg durante 15 min y se recolecto el sobrenadante en un matraz

aforado de 50 mL. El residuo fue lavado con 10 mL de agua destilada. Nuevamente, se
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centrifugd y se recolectd el sobrenadante. Para determinar la cantidad de glucosa liberada
durante la hidrdlisis enzimatica, se tomaron alicuotas de 50 uL. del contenido del matraz y
se transfirieron a tubos que contenian 1 mL de reactivo de glucosa oxidasa/peroxidasa
(GOD-POD). Los tubos se incubaron por 10 min a 37 °C y posteriormente se analizaron en
un espectrofotometro Spectronic Genesys 5 (Spectronic Instruments, Inc. Rochester, N. Y.
USA) a 510 nm. Las muestras fueron analizadas a la par con una curva patréon de glucosa
determinada a partir de un analisis de regresion lineal. El porcentaje de almidon total se

calculd utilizando la ecuacién 5:

ug de glucosa/mL X 50X 0.9 y
ng de muestra

% de Almidon total= 100

Ec. (5)
Donde: 0.9 es el factor de transformacion de glucosa a glucano.

6.3.2 Almidon disponible

El contenido de almidén disponible se calculd por diferencia entre el almidon total y la

suma de las fracciones de almidon de digestion lenta y rapida.

6.4. Digestibilidad In vitro

6.4.1. Determinacion de las fracciones de ARD, ALD y AR

Las fracciones de almidon Almidon de rapida digestion (ARD), almidon de lenta digestion
(ALD) y almidon resistente (AR), fueron determinadas de acuerdo a la digestion completa
o incompleta en el intestino delgado, siguiendo la metodologia propuesta por Englyst et al.,

1992.

400 mg de almidon nativo o modificado fueron colocados en matraces Erlenmeyer de 50
mL, y utilizando un bafio maria a temperatura de ebullicion y el de agitacion orbital a 37°C
para alcanzar la temperatura. A cada matraz se le adicionaron 25 mg de goma guar.
Inmediatamente después, el almidon fue gelatinizado agregando 4 mL de agua destilada a
cada matraz colocandosé en un bafio de agua a temperatura de ebullicion durante 30 min y

agitando continuamente. Transcurrido el tiempo, el producto se dejo enfriar a temperatura
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ambiente durante 15 min (durante este periodo se prepar6 una solucidon de pepsina). A cada
muestra se le agregaron 5 mL de una solucion de pepsina y se colocaron en un bafio maria
con agitacion orbital a 37 °C durante 30 min (durante este periodo se prepard una mezcla
de enzimas). Se agregaron 2.5 mL de la mezcla de enzimas a cada muestra a intervalos de 1
min. Se dejo en agitacion a 37 °C. Después, se agregaron 5 mL de acetato de sodio 0.25 M
a cada muestra y se continudé mezclando en el bafio de agua a 37 °C. Por otro lado, se
prepararon tubos con 4 mL de etanol puro y se etiquetaron a 20 y 120 min para cada
muestra. Después de 20 min de hidrolisis, se tomo una alicuota de 0.5 mL y se colocé en el
tubo con etanol y se agregaron 16 mL de agua. La mezcla fue puesta en un vortex durante
30 s. Pasado este tiempo, los tubos se centrifugaron a 1500 xg durante 5 min. Finalmente,
la glucosa liberada se determiné con el método de glucosa oxidasa/peroxidasa (GOD/POD)

de la siguiente manera:

Incubando en un bafio de agua a 37 °C durante 10 min y realizando una lectura en un

espectrofotometro Spectronic Genesys 5 (Spectronic Instruments, Inc. Rochester, N. Y.

USA) a una longitud de onda de 510 nm.

Las fracciones de almidon se determinaron con las ecuaciones 7, 8 y 9 respectivamente:
AtXVtxXC XD

% de glucosa liberada = Ao Wi x 100

Ec. (6)
Donde:

At= Absorbancia de la muestra

Vt= Volumen total de la solucion de la muestra

C = Concentracion en mg/mL del estandar usado

As = Absorbancia del estandar usado

Wt = Peso en mg de la muestra tomada para el analisis (este se corrigio con la humedad)

D = Factor de dilucion

ARD = (G — GL) x 0.9 Ec. (7)
ALD = (G120 — Gz()) x 0.9 Ec. (8)
AR = AT - (ARD + ALD) Ec. (9)
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Donde:

GL = Glucosa libre.

AT = Almidon total.

G390 = Glucosa medida en la muestra después de 20 min.

G120 = Glucosa medida en la muestra después de 120 min.

Para el calculo de la glucosa liberada en esta etapa se utilizaron los siguientes valores:
Vt=12.5 mas 1 mL/g de muestra hiimeda usada.
C =10
D =1

6.5. Propiedades funcionales a diferentes temperaturas
6.5.1. indice de solubilidad en agua e indice de absorcion de agua

Se sabe que los granulos de almiddn nativo son insolubles en agua fria. No obstante, la
abundancia de grupos hidroxilos en su molécula motiva la tendencia de esté polisacarido a
absorber agua. Debido a la insolubilidad de los granulos, el almidon en presencia de agua
solo puede absorber una cantidad relativamente baja que va acompainada de un determinado

hinchamiento térmico.

De acuerdo al método modificado por Schoch en 1964, para determinar el indice de
solubilidad y la absorcion en agua, se mantuvieron 36 tubos de ensayo a 100 °C por una
noche. Posteriormente, se retiraron los tubos de la estufa y se colocaron en un desecador, se
dejaron enfriar, se marcaron y se pesaron. Posteriormente, se agregaron 5 mL de agua
destilada en los primeros 6 tubos de cada temperatura (60, 70, 80 y 90 °C), el resto quedan
sin agua.5 g de muestra (en base seca) agregados a un matraz Erlenmeyer con 100 mL de
agua fueron llevados a una agitacion constante.

En un bafio maria se colocaron los 6 tubos que contenian 4 mL de agua de cada serie y se
calentaron a 60 °C. En un segundo bafio, se colocd un matraz con suspension de almidon al
5%, se llevd a 60 °C y en ese momento se tomd 1 mL de muestra y se coloco en un tubo
con agua a 60 °C (se tomaron 6 tubos a esta temperatura). Se continu6 el calentamiento y al
llegar a 70 °C se tomaron otros 6 tubos. A 80 °C otros 6 mas y finalmente a 90 °C las

ultimas 6 muestras. Los primeros tubos de cada temperaturase dejaron sedimentar por 4 h.
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Después, de que se sediment6 se separd el gel del sobrenadante tomando con la micropipeta
1.5 mL. El sobrenadante se colocd en los 3 tubos de ensayo sin agua (de cada serie). Los 3
tubos se atemperaron, se secaron y se pesaron para tener el peso del gel humedo (Gh), 3

tubos contuvieron la muestra completa y los 3 restantes el sobrenadante (almidon soluble).

Se colocaron todos los tubos (9 de cada temperatura) en vasos grandes de precipitado y se
metieron a la estufa a temperatura de 100 °C durante una noche. Se sacaron los tubos de la
estufa, se colocaron en un desecador, se dejaron enfriar y se pesaron, obteniéndose el peso

(en gramos, g) de gel seco (Gs), muestra seca (Ms) y suspension seca (Ss).

Las determinaciones fueron realizadas usando las siguientes ecuaciones:

Capacidad de absorcion de Agua (CAA)

Gh
cap = @
Ms(g)
Ec. (10)
Indice de solubilidad en agua (ISA)
Ss
1sa = 558
Ms(g)
Ec. (11)
Poder de hinchamiento (PH)
Gh
py = 2@
Gs(g)
Ec. (12)

6.6. Analisis morfoldgico
6.6.1. Microscopia optica con luz polarizada.

El andlisis de microscopia con luz polarizada fue llevado a cabo usando un microscopio
optico Zeiss, equipado con una camara Minolita y utilizando el objetivo 40x. Para la
observacion de los granulos de almidon las muestras fueron previamente mezcladas con 10

4L de una solucion de yodo (0.2 % de I, y 2 % de KI).
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6.7. Analisis fisicoquimico y molecular
6.7.1 Difraccion de rayos-X

Los patrones de difraccion de los almidones se obtuvieron con un difractometro de Rayos X
marca Bruker Axs, modelo D8 Advance, con un generador de radiacion de Cu-Ka, con
filtro de Ni y rejillas de 2 mm. Los analisis se llevaron a cabo de 1 a 40 en 26. Se utilizo

una intensidad de 30 mA y un voltaje de 40 kV.
6.7.2. Calorimetria de barrido diferencial (CBD)
6.7.2.1. Gelatinizacion

Las propiedades térmicas tanto del almidon nativo como de los almidones modificados,
tales como temperatura y entalpia de gelatinizacion se evaluaron con un calorimetro de
barrido diferencial (TA Instrument, modelo 2010), calibrado previamente con indio,
siguiendo la metodologia propuesta por Paredes-Lopez et al, (1994). 2 mg de almidon (base

seca) fueron puestos en una charola de aluminio y se adicionaron 7 u L de agua

desionizada para obtener dispersiones al 75 %. Las charolas se cerraron herméticamente y
se dejo humectar la dispersion a temperatura ambiente durante 1 h. Posteriormente, se
sometio la charola a un programa de calentamiento de 20 a 120 °C, con una velocidad de

calentamiento de 10 °C/min. Se utilizo una charola de aluminio vacia como referencia.
6.7.2.2. Retrogradacion

Una vez calentadas las charolas para gelatinizacion, éstas se almacenaron a 4 °C durante 7
dias. Transcurrido el tiempo de almacenamiento, las charolas se sometieron nuevamente al
mismo programa de calentamiento descrito para gelatinizacion, y de esta manera obtener

las propiedades térmicas de retrogradacion.
6.7.3. Analisis rapido de viscosidad (ARYV)

Para determinar el perfil de viscosidad de las dispersiones de almidon, se empled la técnica
propuesta por la AACC (2000). Se prepararon suspensiones de almidones al 14 % (p/v) de

solidos totales, 29 g en total fueron transferidos a un tazén del analizador rapido de
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viscosidad (ARV-4 series, Newport Scientific Pty, Ltd, Warriewood, NSW, Australia), el
cual se programo6 a un ciclo de calentamiento-coccidon-enfriamiento, de 50 °C a 90 °C, a

una velocidad de calentamiento de 8 °C/min y a una velocidad de 160 rpm.
6.7.4. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los resultados obtenidos se utiliz6 un andlisis de varianza
(ANOVA) de una via con un nivel de significancia de p<0.05, utilizando el paquete
estadistico SigmaPlot (Germany, version 11.0 para Windows). Cuando se encontraron
diferencias estadisticas significativas se utilizd una prueba de comparaciéon multiple de

Tukey.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 Analisis quimico proximal

De los 50 kg de platano en estado inmaduro se obtuvo un rendimiento aproximado de 10 %
de almidon, el cual contiene otros componentes minoritarios como: proteinas, lipidos, y
cenizas. Por esta razon fue necesario realizar el analisis quimico proximal para evaluar la

composicion quimica del almidon nativo y conocer su pureza.

Tabla 3. Analisis proximal de los almidones de platano roatan nativo y modificado.

Nativo

STMP

EPI

Humedad 10.0671+0.12° 9.8627+0.10° 9.9505+0.03°
Proteinas 1.0778+0.45° 1.0428+0.05° 1.0741+0.01°
Lipidos 0.4832+0.03* 0.4781+0.08° 0.4813+0.21°
Cenizas 0.3063+0.02° 0.4503+0.01° 0.3139+0.14°
Amilosa 38.4502+0.39° 45.5673+0.12° 45.6284+0.07°
Amilopectina 61.5498+0.10° 54.4327+0.06° 54.3716+0.01°
Almidén Total 85.8603+0.03" 85.0043+0.07° 84.9341+0.23"

Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencias significativas (a=0.05).
Promedio de tres repeticiones + error estandar
STMP: Trimetafosfato de Sodio; EPI: Epiclorhidrina

El porcentaje de humedad sirvi6 para los calculos de la base seca. En las Tablas 3 y 4 se
muestra el analisis proximal del almidon de platano roatan y macho respectivamente. Se
observa que los valores de humedad, proteinas y lipidos no se vieron afectados
significativamente tras el entrecruzamiento, comparado con sus contrapartes nativos. Sin
embargo, en cuanto a cenizas se refiere, el contenido se increment6 en las modificaciones
con STMP, esto justificado por la incorporacion de grupos fosfatos reaccionantes con los
grupos hidroxilos de las glucosas conformadoras de almidon al formar enlaces covalentes,

los grupos fosfatos aportan compuestos minerales que no se eliminan después de realizar
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los lavados, posteriores al proceso de entrecruzamiento. Para los almidones modificados

con EPI no hubo cambios significativos.

Tabla 4. Anélisis proximal del almidén de platano variedad macho nativo y modificado.

Nativo

STMP

EPI

Humedad 11.2671+0.43° 11.1994+0.03° 11.2416+0.11°
Proteinas 0.9902+0.02° 0.9832+0.26° 0.9882+0.01°
Lipidos 0.5013+0.07" 0.5034+0.51° 0.5012+0.03°
Cenizas 0.6359+0.02° 0.8394+0.71° 0.6401+0.24°
Amilosa 33.4502+0.51° 40.9245+0.28° 43.0064+0.73°
Amilopectina 66.5498+0.12¢ 59.0755+0.12° 56.9936+0.12°
Almidén Total 88.8213+0.11° 87.3443+0.43" 87.2841+0.28°

Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencias significativas (a=0.05).
Promedio de tres repeticiones + error estandar
STMP: Trimetafosfato de Sodio; EPI: Epiclorhidrina

El contenido de almidon total (AT) para el almidon de platano roatan fue de 85.86 % (ver
Tabla 3), mientras que los almidones modificados con STMP y epiclorhidina presentaron
un contenido desde 85.00 y 84.93 % respectivamente, sin presentar diferencias
estadisticamente significativas. Por lo tanto, se puede deducir que la modificacién quimica

realizada no afectd el contenido de AT.

Sin embargo, el contenido de AT en almidon de platano nativo macho fue de 88.82 % y en
los almidones modificados con STMP y Epiclorhidina fue de 87.34 y 87.28 %
respectivamente, sin encontrarse diferencias estadisticas significativas. Bello-Pérez et al
(1999), reportaron valores de AT en almidon nativo de platano macho de 97.2 % y de 98.1
% para almidon de platano roatan. Estas diferencias pueden ser debido al estado de
madurez del fruto, caracteristicas agronémicas y método de obtencion. No obstante, los

resultados de AT encontrados en el presente trabajo son similares a los reportados por
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Zamudio-Flores et al, (2006) en la misma variedad (platano macho) (86.04 %).

En la tabla 3 y 4 podemos observar que la concentracion de AT difiere entre las distintas
variedades de forma nativa. Las modificaciones con STMP y epiclorhidrina propiciaron un
incremento en el contenido de amilosa aparente (38 a 33 %) de las muestras sometidas a
modificacion, lo cual se debid a que las cadenas cortas producidas durante la reaccion
formaron complejos con el yodo, fundamental para la cuantificacion de amilosa aparente.
Los valores de almidon total obtenidos son altos, lo que demuestra que el proceso de
aislamiento fue adecuado, y que se obtiene un polvo puro Los valores de amilopectina del
platano macho (66%) fue superior al del platano roatan (61%) y este resultado nos supone
que habra diferencias sobre la cantidad de almidon resistente que se obtuvo ya que al
contener mayor fraccion cristalina las cadenas de amilopectina pueden dificultar la
formacion de nuevos enlaces. El comportamiento observado en la composicion quimica

proximal de los almidones se debe al efecto de las modificaciones y las variedades.
7.1.1 Digestibilidad In vitro

Basado en el analisis de Englyst et al. (1992), se evaluaron las diferentes fracciones de
almidon ADR, ADL y AR. Las propiedades de digestion de almidon nativo y los
quimicamente modificados se presentan en la Tabla 5. Estos almidones fueron analizados
con gelatinizacion previa para evaluar el comportamiento de dichas fracciones durante el
proceso de coccion, lo cual es caracteristico en la elaboracion de diferentes productos, todas
las muestras se analizaron después de ser sometidos a coccion en exceso de agua en bafio

en ebullicidén durante 20 min

Todas las muestras de almidon modificado presentaron un contenido de ADR mas bajo en
comparacion con los almidones nativos debido a la incorporacion de enlaces covalentes que
dificultan la accion enzimatica en los granulos de almidon, retardando de esta forma la
liberacion de glucosa. La modificacion de almidéon de platano roatan con STMP Y EPI
mostraron porcentajes similares de ADR (8.85 y 8.02 % respectivamente), estos valores son
menores en comparacion con el almidon nativo (58.18%) y menores que los almidones de

platano macho nativo y modificados (63.83, 9.25 y 12.10 respectivamente).
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Tabla 5. Digestibilidad del almidon nativo y modificado de platano

Muestra ADR(%) ADL(%) AR(%)
MNativo 63.83+0.11° 10.11+0.12° 26.06+0.32°
MSTMP 9.25+0.51° 12.73+0.67° 78.27+0.55¢
MEPI 12.10+0.15¢ 5.65+0.04° 82.25+0.63°
RNativo 58.18+0.29¢ 13.79+0.30¢ 28.00+0.35°
RSTMP 8.85+0.13% 14.52+0.41¢ 76.63+0.03¢
REPI 8.02+0.11° 18.29+0.33¢ 73.07+0.25°

Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencias significativas (a=0.05).

ADR, almidén de répida digestion; ADL, almidon de digestion lenta; AR, almidén resistente; AR fue
calculado como 100 — (ADR+ADL), asumiendo que la muestra fue 100% almidon.

Promedio de tres repeticiones + error estandar

STMP: Trimetafosfato de Sodio; EPI: Epiclorohidrina R:roatan, M:macho.

En resumen, el almidon platano roatan entrecruzado con epiclorhidrina presentod el
contenido mas bajo de AR (73.07%), pero mostro los niveles mas altos de ADL (18.29%)).
Sin embargo, la variedad macho modificado con epiclorhidrina mostr6 los valores mas
altos en comparacion a su contraparte nativa y modificado con STMP. Trabajos realizados
por Espinosa-Solis et al. (2011) reportaron valores mas bajos de AR para almidon
lintnerizado de platano variedad macho y mango (21.9 % y 24.6 %, respectivamente). En
otro trabajo realizado por Aparicio-Saguilan et al., (2008) realizaron un entrecruzamiento

del almidon de platano macho usando una mezcla de STMP/STPP y obtuvieron valores

altos de AR (94.68 %) pero generando poca solubilidad.

En cuanto al contenido de ADL, los almidones modificados con STMP mostraron
diferencias debido a que el Roatan fue de 18.29 incrementado sobre la cantidad del nativo y
en la variedad Macho 5.65% con este reactivo a diferencia del almidon de platano macho
nativo de 10.11%. El contenido de AR fue alto para las muestras modificadas lo que indica
el efecto de ellas sobre el contenido de AR como se observa en la Tabla 5. También se

observa que el almidon de platano roatan tiene en un inicio una cantidad superior de AR
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comparado con el almidon macho (28.00 y 26.06%). Sin embargo, con las modificaciones
el AR fue mayor en los almidones de la variedad macho que de la variedad roatdn, debido
a la composicion del granulo de almidén en cuanto de amilosa y amilopectina mostrado en

las Tablady 5.

Los resultados de digestibilidad de los almidones de platano macho modificados (ADL de
10.79 a 16.79%) son similares a los reportados por Carlos-Amaya et al., (2011), quienes
presentaron un contenido bajo de ADR, incremento en el contenido de ADL y un contenido
alto de AR. Por su parte, Chung ef al. (2008), en un estudio sobre almidones de maiz y
platano encontraron que en los almidones de maiz modificados con diferentes tratamientos
(sin gelatinizar), el contenido de ADR y de AR fue mas alto que en los almidones
modificados de platano, mientras que en contenido de ADL fue mayor en los almidones

modificados de maiz (de 37.9-62.1%) comparados con los observados en (Tabla 5).

Por otra parte, los almidones entrecruzados son considerados como una nueva fuente de
fibra dietética (Wurzburg, 1986a-b; Woo & Seib, 2002), debido a que produce contenidos
altos de AR. El AR al no ser digerido y absorbido en el intestino delgado es fermentado en
el intestino grueso, por lo que la fermentacion del AR produce 4cidos grasos de cadena
corta (AGCC), principalmente butirato, el cual ha sido relacionando con la prevencion de

cancer de colon (Topping & Clifton, 2001).

La modificacion quimica con STMP y EPI reduce la degradacion enzimatica del almidon y
disminuye la respuesta glucémica; por lo que, podria utilizarse en la formulacién de nuevos
productos de bajo indice glucémico, enfocados en ayudar a las personas con diabetes

mellitus.
7.1.1 Difraccion de rayos X

El almidén de platano macho nativo presentd un patron de difraccion tipo B (Figura 12)
con picos a valores 20= 5, 15, 17 y 23° el cual es tipico de almidones provenientes de los
tubérculos. Varios autores han reportado patrones diferentes de difraccion para el platano
de la variedad macho, tal es el caso de Bello-Pérez ef al. (2000a) quienes reportaron un

patron tipo A, mientras que Millan-Testa et al. (2005) reportaron un patrén tipo C (el cual
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es una mezcla del tipo Ay B). Estas diferencias encontradas en los patrones de difraccion
en el almidén de platano de la variedad macho es debido a las condiciones ambientales de
crecimiento del cultivo y a la estructura de la molécula de amilopectina (Sang-Ho & Jay-
Lin, 2002).

5 10 15 20 25 30 35 40
2 Theta

Figura 12. Patrones de difraccion de rayos X del almiddon de platano macho nativo y
modificado.

Los almidones modificados con STMP y EPI no presentaron ningin cambio en el patron de
difraccion. Esto puede ser debido a que los cambios producidos por la introduccion de los
agentes quimicos ocurren principalmente en las regiones amorfas (entre los clusters) de la
amilopectina (Jane et al., 1992; Song etal., 2006; Hui etal., 2009), lo que no permite la

desorganizacion de las dobles hélices de la amilopectina (clusters).
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Figura 13. Patrones de difraccién de rayos X del almidon nativo y modificado de platano
roatan.

En el caso del almidon de platano macho se han reportados los tres tipos de patrén de
difraccion de rayos X. Zhang et al. (2005) mencionaron que el arreglo cristalino para el
almidon de platano adn no esta claro, ya que depende principalmente de la variedad del
platano y/o las condiciones de cultivo (medio ambiente), el proceso de aislamiento y del

estado de madurez del fruto.

Los almidones entrecruzados con epiclorhidrina, trimetafosfato y oxicloruro de sodio,
presentaras un nivel mayor de enlaces entrecruzados entre la amilosa y la amilopectina, y

dichos enlaces refuerzan la cristalinidad del almidén (Rodriguez-Marin et al., 2010).
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7.2 Analisis morfolégico
7.2.1 Microscopia optica con luz polarizada.

El arreglo radial al interior del granulo de las moléculas de amilosa y amilopectina es
debido a la estructura semicristalina. Los almidones nativos tienen una cristalinidad que va
desde 15 hasta un 45 %. La mayoria de los granulos poseen birrefringencia cuando se
observan bajo luz polarizada mostrando una cruz de malta. En los almidones de platano
macho modificados y nativos se observdé una baja birrefringencia (Figura 14), no se
observaron diferencias significativas. La birrefringencia indica un grado de orientacioén

molecular dentro del granulo. (Bornet, 1993; Zhang et al., 2005).

a) b) c)

Figura 14. Microfotografias de los almidones de platano macho: (a) nativo , (b) modificado
con STMP, (¢) modificado con EPI.

En la figura 12 b,c, la birrefringencia de los granulos ha desaparecido parcialmente. Esto
coincide con lo reportado con Cooreman et al. (1995) quienes encontraron en perfiles de
almidon de maiz entrecruzados con epiclorohidrina, que la viscosidad del almidon es
reducida como resultado del entrecruzamiento y que mientras aumente el nivel de
entrecruzamiento disminuye la solubilidad del granulo. Desde un inicio se observo que
existe un dafo en los granulos de almidon tanto en almidones nativos de platano macho
como en roatan (Figuras 14a y Figura 15a) pues no se logra observar la cruz de malta
completamente y se muestran granulos que posiblemente al momento de la extraccion se

realizd a condiciones muy altas las mismas que tuvieron impacto en su estructura.
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a) b) c)

Figura 15. Microfotografias de los almidones de platano roatan: (a) nativo, (b ) modificado
con STMP, (¢ ) modificado con EPI.

Se observa en la Figura 14b que los almidones sufrieron una modificacién mas drastica
pues se encuentran zonas amorfas en mayor cantidad lo que indica que sus propiedades

deben ser diferentes a las de la otra modificacion.
7.3 Propiedades térmicas

El estudio de los fenémenos de gelatinizacion y retrogradacion en los almidones
proporcionan informacion acerca del orden-desorden de las moléculas dentro de un sistema

(Biliaderis & Zawistowski, 1990).
7.3.1 Gelatinizacion

Las propiedades térmicas de los almidones nativo y modificados para ambas variedades se
representan en la Tabla 6. Los almidones modificados quimicamente con EPI mostraron
menor temperatura y entalpia de gelatinizacion (Tp y AH) de 71.03°C y 71.45 °C,
respectivamente comparados con los nativos. En cuanto al almidon de platano con STMP el
efecto fue mayor para los nativos, donde se observa un mayor orden en la estructura debido

al entrecruzamiento visto en la cantidad de AR (Tabla 5).

Entre un efecto similar fue el reportado para almidones entrecruzados de platano con los
mismos reactivos Rodriguez-Marin et al. (2010). Los autores reportaron que el almidon de
platano macho entrecruzado con EPI disminuye la temperatura de gelatinizacién en
comparacion con el almidon nativo. Por su parte, Yook et al. (1993) reportaron que para

almidon de arroz entrecruzado con epiclorhidrina, la temperatura y entalpia de
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gelatinizacion disminuye debido a la introduccion de grupos sustituyentes que debilitan la

estructura interna del granulo de almidon.

Tabla 6. Propiedades de gelatinizacion de almidon nativo y modificado de platano

Muestra

Ti (°C)

Tp (°O)

Tf (°C)

AH (J/g)

Macho Nativo
Macho STMP
Macho EPI
Roatan Nativo
Roatan STMP
Roatan EPI

74.0679+0.13¢
71.0398+0.05°
72.4232+0.03°
75.0306+0.02¢
71.4502+0.11°
74.5498+0.12°¢

79.8276+0.15°¢
75.0428+0.10°
83.4781+0.04°
78.3503+0.06"
75.6265+0.13°
81.5498+0.12¢

85.9505+0.13°
80.0741+0.03*
87.4813+0.12¢
86.1531+0.14°¢
81.6223+0.09°
88.5498+0.12°

11.0176+0.05°
9.3456+0.35°
5.9158+0.09°
11.0324+0.01°
9.0193+0.06°
6.0123+0.02°

Media de tres repeticiones+ error estandar. Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencias
significativas (a=0.05).

STMP: Trimetafosfato de Sodio; EPI: Epiclorohidrina

Ti = Temperatura de inicio.

Tp = Temperatura promedio.

Tf = Temperatura final

AH = Entalpia de gelatinizacion.

En las Figuras 16 y 17 se muestran los perfiles de gelatinizacion para los almidones de las
variedades roatdn y macho respectivamente, en las cuales podemos observar una mayor

estabilidad térmica para los almidénes entrecruzados con STMP para ambas variedades.

La entalpia de gelatinizacion disminuyd mayormente en el almidén de platano roatdn que
en almidon de platano macho cuando fueron entrecruzados con STMP (9.01 J/g y.9.34 J/g
respectivamente), en comparacion con el almidon nativo de roatan y macho (11.01 J/g
y.9.03 J/g respectivamente). Entre los almidones nativos de ambas variedades no se
encontraron diferencias estadisticas. Por otro lado, los almidones de entrecruzados con EPI
presentaron la entalpia de gelatinizacion mas baja (6.68 J/g y 5.98 J/g), lo que puede
deberse a la debilitaciones de la estructura interna, la estructura se desorganiza en mayor

proporcion que en las muestras entrecruzada con STMP.
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Figura 16. Gelatinizacion de los almidones de platano roatan.

Bao etal. (2003) reportaron una disminucion del 20% en la entalpia de gelatinizacion en
almidon de maiz ceroso esterificado, en comparacion con el nativo, esto se debe a que los
enlaces internos (puente de hidrdgeno) de los componentes del almidon se debilitan por la
introduccién del grupo alquenil hidrofébico, lo que provoca una discontinuidad de las

dobles hélices de la amilopectina y por lo tanto una menor entalpia de la transicion de fase.
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Figura 17. Gelatinizacion de los almidones de platano macho.

Los almidones entrecruzados con STMP aun y cuando tienen una mayor cantidad de AR
mostraron menor estabilidad térmica, ya que su entalpia se vio disminuida.

Esta caracteristica concuerda con lo reportado por Morikawa & Nashinari (2000), donde
caracterizaron almidon de papa sometido a modificacion dual por entrecruzamiento e
hidroxipropilacién, reportando parametros de gelatinizacion menores que su contraparte
nativa. En este estudio, los autores concluyeron que este comportamiento es debido a que el
entrecruzamiento facilita la gelatinizacion del almidon, porque durante la modificacion
ocurre una pérdida del orden estructural del granulo, lo cual ocurre principalmente en la

region amorfa.

54



Resultados y Discusiones
7.3.2 Retrogradacion

Después de la gelatinizacion los almidones presentan cambios fisicos como la re-asociacion
de las moléculas del almidon, en particular de las dobles hélices de la amilopectina, lo que

se denomina retrogradacion.

Las propiedades de retrogradacion de los almidones nativos y modificados para ambas
variedades se presentan en el Tabla 7. Las temperaturas asociadas a la transicion de fase de
los almidones estudiados fueron similares, pero se encontré que la entalpia de los
almidones de platano entrecruzados con EPI y el almidon nativo no presentaron diferencias

significativas.

Tabla 7. Propiedades de retrogradacion del almidon nativo y modificado de platano
después de 7 dias de almacenamiento a 4°C

Muestra

Ti (°C)

Tp (°O)

Tf (°C)

AH (J/g)

Macho Nativo
Macho STMP
Macho EPI
Roatan Nativo
Roatan STMP
Roatan EPI

44.0679+0.13°
41.0456+0.34
42.8932+0.13°
45.0306+0.05*
43.9043+0.31°
41.7432+0.17°

54.8276+0.15°
65.5699+0.14°
63.4781+0.09°
58.6503+0.23"
65.6035+0.03"
61.3280+0.19¢

75.9552+0.13°¢
70.0531+0.00°
67.4093+0.19¢
76.1531+0.10°¢
71.3463+0.09"
68.5238+0.14°

2.0134+0.05°
5.3034+0.35°
5.3458+0.09°
2.0334+0.31°
5.0753+0.05°
6.0123+0.12°

Media de tres repeticiones+ error estandar. Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencias
significativas (0=0.05).

STMP: Trimetafosfato de Sodio; EPI: Epiclorohidrina

Ti = Temperatura de inicio.

Tp = Temperatura promedio.

Tf = Temperatura final

AH = Entalpia de gelatinizacion.

Los almidones entrecruzados con STMP presentaron valores de entalpia similares
comparados a los de EPI y en consecuencia misma retrogradacion. Los almidones
modificados con STMP fueron los que presentaron los menores valores de entalpia. Esto
puede ser posible por la presencia de grupos quimicos en la estructura del almidon, lo cual

ocasiona que la reorganizacion de la cadenas del almidon disminuya y en menor proporcioén

en el almidoén modificado con EPI como se muestra en la Tabla 7.
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Se encontré una disminucion en la entalpia de retrogradacion de almidones de platano
entrecruzados con ambos agentes quimicos en comparacion con los almidones nativos.
Estos almidones entrecruzados no presentaron diferencias entre ellos al igual que en los

reportados por Rodriguez-Marin etal. (2010).

7.3.3 Andlisis rapido de viscosidad (ARV)

7.3.3.1 Perfiles de viscosidad de las pastas ARV

Cuando una dispersion de almidén se somete a calentamiento en un ARV, los granulos
empiezan a hincharse y aumentar su volumen original, lo cual produce un incremento de la
viscosidad. Como consecuencia, se obtiene un pico de viscosidad maxima, debido al
hinchamiento méximo de los granulos (producto de la entrada de agua) y a la lixiviacion de
la amilosa (Liu, 2005). El analizador rapido de viscosidad provee el cambio de torque
producido por el almiddn durante el calentamiento, relacionado con los cambios debido a la
gelatinizacion y gelificacion del almidén. Los perfiles y pardmetros de torque obtenidos por

el ARV para los almidones nativos, las dos variedades de platano y los almidones
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El almiddén nativo de platano presentd un pico de viscosidad maxima mas alto y definido,
que el de los almidones entrecruzados. Se sabe que los enlaces entrecruzados limitan el
hinchamiento de los granulos de almidén y cuando el nivel de entrecruzamiento se
incrementa el hinchamiento del granulo disminuye, lo que indica que los granulos de los
almidones entrecruzados tienen menor volumen que los granulos del almidon nativo,
debido a que los almidones entrecruzados presentaron perfiles de viscosidad con valores
menores que el almidén nativo, esto debido a que el hinchamiento se limité por el
entrecruzamiento. Cabe mencionar, que el pico de viscosidad maxima se obtiene como
respuesta del torque en el ARV, debido al hinchamiento maximo de los almidones, cuanto

mas se hinchen los granulos; mayor sera el valor en el pico de viscosidad. (Jyothi et al.,

Hirsch & Kokini, (2002) entrecruzaron el almidon ceroso de maiz con EPI, STMP,
reportaron que el almidén de maiz ceroso presentd valores de viscosidad bajos cuando se

empleaban estos agentes entrecruzantes comparado con los nativos. En general los valores
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de viscosidad méaxima obtenidos para los almidones entrecruzados con EPI, STMP
presentan casi el doble de diferencia que el nativo probablemente porque las particulas no
se hincharon completamente y su volumen fue menor que los granulos del almidon nativo.
Adicionalmente, los picos de viscosidad maxima de los almidones entrecruzados de platano
macho indican que estos almidones podrian estar mas entrecruzados que los almidones de
platano roatan, debido a que presentaron menores valores de torque en el perfil (Figura 17).
Esto puede deberse al modo de accién de los agentes STMP y epiclorhidrina, que al

reaccionar lentamente con el almidon el entrecruzamiento no se efectua fuertemente.

A pesar de la reaccion lenta de la epiclorhidrina y del trimetafosfato de sodio, en general el
entrecruzamiento entre las cadenas del granulo de almidon ocasion6 que los almidones en
todos los casos mostraran estabilidad al calentamiento y a la esfuerzo de corte durante la
etapa de coccion (95 °C) en la cual los almidones entrecruzados no presentan rompimiento

de la estructura.

Durante esta etapa de coccion los almidones entrecruzados no presentaron disminucion de
los valores del torque mientras que los almidones nativos presentaron disminucion del
torque, lo cual es respuesta de la destruccion de la estructura granular. Esto indica que el
entrecruzamiento reforzo la estructura del granulo haciéndola resistente al calentamiento
prolongado. En esta etapa de cocciodn la respuesta del torque de las dispersiones de almidon
esta dada por la lixiviacion de la amilosa y la ruptura de los granulos de almidén por efecto
de la cizalla. Adicionalmente, el hecho de que los almidones entrecruzados no mostraron
rompimiento de la estructura granular, indica que probablemente la solubilidad y el
hinchamiento del almidon de platano se vean restringidos por el entrecruzamiento

(Cooreman, 1995; Liu et al., 1999).
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VIII. CONCLUSIONES

La modificacién quimica increment6 la fraccion de ADL en el almidon de platano de

ambas variedades. De la misma forma hizo una disminucién en la cantidad de ADR.

Los almidones modificados y el nativo de ambas variedades presentaron un patrén de
difraccion de rayos X tipo B. En los almidones modificados no se increment6 el porcentaje

de cristalinidad en comparacion con el nativo.

Las modificaciones alteraron el orden estructural en el almidon de platano macho y roatén,

por lo tanto, disminuyeron la temperatura y entalpia de gelatinizacion y retrogradacion.

Las modificaciones restringieron el hinchamiento dando pastas menos viscosas lo cual nos

da una posible aplicacion en industrias de la panificacion.

Las modificaciones quimicas realizadas en los almidones de las variedades macho y roatan

incrementaron la cantidad de almidon resistente, dando posibilidad para uso alimenticio.
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Anexos

ANEXO 1

Determinacion de amilosa aparente y amilosa total

Utilizando el método propuesto por Hoover & Ratnayake, 2002, el cual se basa en la

afinidad que tiene la amilosa para formar complejos con yodo.
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Figura 20. Curva patrén de amilosa de papa

Para el célculo del contenido de amilosa en la muestra se realizd una curva patréon de

amilosa de papa obtenida con un analisis de regresion lineal.
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ANEXO II

Determinacién de almidén total

La determinacién del contenido de almidén total se fundamenta en cuantificar la glucosa
liberada como resultado de la hidrdlisis enzimatica con amiloglucosidasa, la cual hidroliza

Las muestras fueron analizadas a la par con una curva patrén de glucosa determinada a
partir de un analisis de regresion lineal. El porcentaje de almiddn total se calcul6 utilizando

la ecuacion 5.
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ANEXO 11
Determinacion de ARD, ADL y AR

Las fracciones de almidén Almidén de rapida digestion (ARD), almidén de lenta digestion

(ADL) y almiddn resistente (AR), fueron determinadas de acuerdo a la digestion completa

Las muestras fueron analizadas a la par con una curva patrén de glucosa determinada a
partir de un analisis de regresion lineal. Las fracciones de almidon se determinaron con las

ecuaciones 7, 8 y 9 respectivamente.
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