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RESUMEN

El maiz es uno de los alimentos mas importantes de la dieta mexicana. Sin



embargo, en los ultimos afios se ha puesto en riesgo la supervivencia de maices
criollos en México debido a su bajo consumo. El almidon, principal componente del
maiz, es una microparticula compuesta mayoritariamente por amilosa y
amilopectina. De acuerdo con su origen botanico, éste presenta diferentes
propiedades funcionales y nutricionales que pueden ser modificadas por
tratamientos quimicos, fisicos o enzimaticos, formando almidén resistente. Por
otro lado, la pectina es un heteropolisacarido, constituido mayoritariamente por
acido D-galacturénico, ramnosa y azucares minoritarios. La aplicacion de
almidones nativos en la industria ha mostrado restricciones debido a problemas
como sinéresis, retrogradacion y cambios de textura. Para disminuir estos
inconvenientes se ha estudiado la interaccién entre almidones e hidrocoloides,
encontrandose un efecto sinérgico entre ellos. Sin embargo, esta interacciéon no ha
sido aplicada a un sistema alimenticio real. Por lo que el objetivo del presente
trabajo fue determinar las propiedades tecno-funcionales, asi como evaluar la
digestibilidad in vitro de un ingrediente a base de almidén con pectina formado a
través de extrusion. Para la formacién del ingrediente se utilizaron dos variedades
de maiz de dureza contrastante, que involucra germoplasma criollo o nativo, HPZ
1 (maiz pozolero) y HPal 1 (maiz palomero), asi como pectina de bajo grado de
metil-esterificacion en cuatro niveles de concentracién (0, 2, 5y 7%). La dureza de
los granos de maiz estudiados tuvo un efecto en las propiedades quimicas de los
almidones aislados. La pectina presenté una alta concentracion de glucosa y un
grado de metil esterificacion bajo. La extrusion del almidén provocd una
pre-gelatinizacidon de los granulos de almidon observandose un dafo en los
granulos, un aumento en las propiedades térmicas y una disminucion en las
propiedades de pasta. Debido a la extrusion, ambos carbohidratos pudieron tener
una posible interaccion, generando un material térmicamente mas estable,
aumentando la temperatura de gelatinizacion. Finalmente, la pectina disminuyé la
digestibilidad del almidon en comparacién con el nativo. Los resultados obtenidos
indican la generacion de un ingrediente a base de maices criollos mexicanos con
posibles beneficios al consumidor.

Palabras clave: Maiz criollo, pectina, propiedades tecno-funcionales, almidén

resistente.
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ABSTRACT



Maize is one of the most important foods in the Mexican diet. However, in recent
years, the survival of native maize in Mexico has been put at risk due to its low
consumption. Starch, the main component of maize, is a microparticle composed
mainly of amylose and amylopectin. According to its botanical origin, it has different
functional and nutritional properties that can be modified by chemical, physical or
enzymatic treatments, forming resistant starch. On the other hand, pectin is a
heteropolysaccharide, consisting mainly of D-galacturonic acid, rhamnose and
minority sugars. The application of native starches in the industry has shown
restrictions due to problems such as syneresis, retrogradation and texture
changes. To reduce these drawbacks, the interaction between starches and
hydrocolloids has been studied, finding a synergistic effect between them.
However, this interaction has not been applied to a real food system. Therefore,
the objective of the present work was to determine the techno-functional
properties, as well as to evaluate the in vitro digestibility of a starch-based
ingredient with pectin formed through extrusion. Two maize varieties of contrasting
hardness, involving criollo or native germplasm, HPZ 1 (pozolero maize) and HPal
1 (palomero maize), as well as pectin of low degree of methyl-esterification at four
concentration levels (0, 2, 5 and 7%) were used for the formation of the ingredient.
The hardness of the corn kernels studied had an effect on the chemical properties
of the isolated starches. Pectin presented a high concentration of glucose and a
low degree of methyl esterification. Starch extrusion caused a pre-gelatinization of
the starch granules with damage to the granules, an increase in thermal properties
and a decrease in pasting properties. Due to extrusion, both carbohydrates could
have a possible interaction, generating a thermally more stable material, increasing
the gelatinization temperature. Finally, pectin decreased starch digestibility
compared to native starch. The obtained results indicate the generation of an
ingredient based on Mexican native maize with possible benefits to the consumer.

Key words: native maize, pectin, techno-functional properties, resistant starch.



1. INTRODUCCION

El almidon es uno de los carbohidratos mas abundantes en la naturaleza y el
principal componente del maiz, que a su vez es uno de los cereales mas
consumidos en México. En Mesoamérica llegaron a existir un gran numero de
variedades de maiz, pero al paso de los afios, unicamente el 20% de esta
diversidad

persiste. El 80% de la superficie total sembrada de maiz en México corresponde a
la siembra temporal y es destinada principalmente al consumo local de la poblacién
y a la alimentacion ganadera. El otro 20% restante corresponde a la siembra de
maices mejorados destinado a la agroindustria. Debido a la introduccion de
alimentos de rapida preparacion, el consumo de platillos tradicionales mexicanos
basados en maices nativos o criollos han ido en decremento. Esta transicion
alimentaria ha puesto en riesgo la supervivencia de maices criollos en México. Una
de las estrategias que se puede plantear para el aumento de produccion y
consumo de maices criollos es identificar valores agregados a través de su
componente  quimico principal: el almidén, que permita la expansion de
aplicaciones de este tipo de maices en la industria alimentaria. Por ello es
necesario conocer las caracteristicas fisicoquimicas y nutricionales del almidén
proveniente de maices criollos para la aplicacidon de tecnologias que permitan
potencializar sus propiedades, ya que es reportado que los almidones nativos
provenientes del maiz pueden presentar caracteristicas indeseables en los

productos, como lo es la sinéresis, retrogradacion y cambios de textura.

En los ultimos afios se ha reportado un efecto sinérgico entre el almidén e
hidrocoloides, que se ve reflejado en un aumento de viscosidad y una disminucion
en la retrogradacién del almidén, que mejora las propiedades tecno-funcionales de
los componentes que participan. Uno de los hidrocoloides que ha mostrado este
sinergismo es la pectina, la cual es un biopolimero constituido principalmente por
una cadena lineal de acido D-galacturénico con grupos hidroxilo metil esterificados
en la posicion del Cs, lo que le confiere un grado de metil esterificacion (DM) al

biopolimero y determina las propiedades funcionales de las pectinas. Ademas de



1
las diversas propiedades tecno-funcionales que presentan las pectinas, como la

capacidad de retencion de agua y aceite, capacidad emulsionante y capacidad de
formar espumas, también son consideradas como fibra dietética y tienen la
capacidad de ser fermentadas en colon. La interaccion entre el almidén y las

pectinas de bajo grado de metil esterificacion ha resultado en la mejora de las
propiedades tecno-funcionales del almidon, sin embargo, los estudios de esta
interaccion se han hecho a través del redmetro en donde se lleva a cabo dicha
interaccion, por lo que se trata de simulaciones o modelos, y por ende no explican
lo que podria pasar en un sistema alimenticio real. Durante la interaccion entre el
almidon y la pectina se ha observado un aumento de almidén resistente, sin
embargo, no hay evidencia sobre el efecto que pueda tener la composicion del
almidén a la formacién de éste. Por lo que el estudio de este parametro permitiria
un mejor aprovechamiento del almidén de maices criollos para la generacion de
almidon resistente que pueda ser usado en productos que requieran una
estabilidad térmica en su almacenamiento, y sobre todo productos que brinden

beneficios a la salud del consumidor.

De acuerdo a lo reportado en la literatura, la interaccion entre el almidon vy la
pectina se promueve mediante técnicas como fritura y extrusion. Esta ultima ha
demostrado ser una técnica capaz de transformar los componentes a través de
temperatura, altas presiones y cizallamiento. La aplicacion de un pre-tratamiento
al almidén, que permita producir una gelatinizacion parcial de los granulos de
almidén y posteriormente la formacion de interacciones entre éste y la pectina
apenas ha sido

estudiada, por lo que es un area de oportunidad para conocer bajo qué

condiciones se favorece la formaciéon de estas interacciones.



2. ANTECEDENTES
2.1Maiz

Se considera que México es el centro de origen, domesticacion y diversificacion del
maiz (Zea mays L.), de acuerdo en evidencia genética y molecular se ha llegado a
la conclusion de que el maiz es descendiente del teocintle (Z. mexicana) (Gyéri,
2010). Actualmente, este cereal representa aproximadamente el 30% del gasto
total en Alimentos, Bebidas y Tabaco realizado por familias mexicanas,
proporcionando aproximadamente la mitad de calorias requeridas por la poblacion
(SAGARPA, 2017).

Entre los componentes anatdémicos del maiz se encuentran el endospermo (82-
83%), germen (10-11%), pericarpio (5-6%) y pedicelo (0.8-1%) (Figura 1). El
pericarpio es la capa externa del grano, compuesta por fibra cruda, conformada
principalmente por hemicelulosa, celulosa y lignina. El grosor del pericarpio
dependera de la variedad de maiz, y éste se extiende hasta el pedicelo. Por otro
lado, el endospermo esta compuesto por numerosas células, cada una llena de
granulos de almidon empaquetados en una matriz proteica. Las paredes de las
células estan compuestas por polisacaridos como [(-glucano y arabinoxilano,
proteinas y acidos fendlicos. El endospermo es rico en almidén y proteinas, y bajo
en lipidos (1%), principalmente se encuentran acidos grasos saturados. El
endospermo se divide en endospermo harinoso y vitreo, y la relaciéon de éstos
define la dureza del grano. Finalmente, el germen esta compuesto por el embrion,
el cual se encuentra rodeado por el escutelo. El germen tiene un alto contenido en

proteina (18%) y lipidos (33%, principalmente acidos grasos poliinsaturados). La



composicién quimica y el valor nutricional de los granos de maiz depende de la
variedad, de la madurez, del almacenamiento y de las condiciones de secado

después de la cosecha (Singh et al., 2019).

Pericarpio

Capa de aleuronas

Endospermo vitreo
Endospermo harinoso

Paredes de células

Escutelo

Germen

Pedicelo

Figura 1. Estructura del grano de maiz (Gyéri, 2010).

El uso del maiz no se centra unicamente en el consumo humano, sino que también
es un insumo importante en la alimentacion ganadera y en la produccidon de etanol.
Es el cultivo con mayor superficie agricola, con un promedio de 3.4
toneladas/hectarea, principalmente en las zonas sub-humeda tropical, templada
humeda y sub-humeda (Fernandez-Suarez et al., 2013; Lépez-Morales et al.,
2017). El consumo promedio per capita al afio es de 196.4 kg de maiz blanco, que

se consume principalmente en tortillas (SAGARPA, 2017).

La cocina tradicional mexicana tiene como base al maiz, ya que existen mas de
700 formas de comer este cereal, algunas de ellas son en tortillas (principal

producto del maiz), botanas, elotes, sopas, tamales, pinoles, dulces, atoles,



bebidas (pozol), entre muchas otras formas mas (Fernandez-Suarez et al., 2013).

De acuerdo con Massieu y Lechuga (2002), en Mesoamérica llegaron a existir
miles de variedades, y se calcula que de las variedades conocidas en 1930 en la
actualidad queda el 20%. De las 300 razas de maiz agrupadas en el mundo, 45 de
ellas se encuentran en México (Mendez-Montealvo & Paredes-Lopez, 2005). Se
puede definir como “raza de maiz” a un grupo relacionado de maices con
suficientes caracteristicas en comun que permitan su reconocimiento como grupo.

En México,
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las razas de maiz se pueden definir en cinco grupos principales: 1) Indigenas

antiguas; 2) Exoticas precolombinas; 3) Mestizas Prehistéricas; 4) Modernas

Incipientes y 5) Razas no bien definidas (Massieu y Lechuga, 2002).

2.1.1 Maices criollos
El valor de los maices criollos se ha reconocido desde las culturas prehispanicas,
ejemplo de ello es la relacion que le daban las civilizaciones aztecas y mayas a los

maices pigmentados con el culto a deidades (Serna-Saldivar et al., 2013).

El 80% de la superficie total sembrada de maiz, corresponde a la siembra
temporal, la cual esta a cargo de los productores pequefos. Mas de la mitad de la
producciéon nacional proviene de este sistema, en donde los maices nativos o
criollos se seleccionan, producen, conservan, diversifican y domestican de
acuerdo de las necesidades de la poblacion. El otro 20% restante corresponde a
la siembra de  maices mejorados (hibridos), los cuales son destinados

principalmente a la agroindustria mexicana (Fernandez-Suarez et al., 2013).

En cuanto a rendimiento, las variedades mejoradas han sido superiores a las
nativas, sin embargo estos maices criollos muestran ventajas ante los hibridos, ya
que se han reportado maices criollos capaces de sobrevivir ambientes a los que
los maices hibridos no lo son, ademas de que presentan una mejor adaptacion a

las condiciones climaticas y por lo tanto estabilidad antes estas situaciones, costos



de insumos mas bajos, ademas de la aptitud que tienen ciertas razas para la
preparacion de platillos mexicanos (Fernandez-Suarez et al., 2013; Vazquez

Carrillo y Santiago-Ramos, 2013).

Otra de las ventajas que podrian nombrarse de los maices criollos es el contenido
de compuestos bioactivos, entre los que destacan antocianinas en maices azules y

carotenoides en maices amarillos (Singh et al., 2019).

2.1.2 Aprovechamiento de variedades criollas
El uso que se le da al grano de maiz esta determinado por sus caracteristicas

fisicoquimicas, principalmente su dureza, su tamano, la gravedad especifica y la
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absorcion de agua (Fernandez-Suarez et al., 2013). Se ha evaluado la calidad de

maices criollos para la elaboracion de tortillas (Santiago-Ramos et al., 2015),
tamales (Figueroa-Cardenas et al., 2016; Mariscal-Moreno et al., 2017) y pozole

(Bonifacio Vazquez et al., 2005; Figueroa et al., 2013; Vazquez-Carrillo & Santiago
Ramos, 2013).

Sin embargo, en los ultimos afos ha disminuido el consumo de platillos
tradicionales mexicanos basados en el maiz debido a cambios en los habitos
alimenticios de la poblacién, por lo que esta transicidon alimentaria pone en riesgo
la supervivencia de maices criollos en México, por lo que es necesario proteger la
diversidad del germoplasma (Fernandez-Suarez et al., 2013; Serna-Saldivar et al.,
2013).

Fernandez-Suarez et al. (2013) plantearon estrategias que dan un valor agregado
a las variedades criollas que potencialice la demanda de estos maices y, por lo
tanto, se impulse su uso, entre ellas destaca la identificacion de propiedades
nutricionales de las variedades criollas sobre las variedades hibridas, el desarrollo
de productos novedosos que hagan a los maices criollos aptos para un uso
particular, asi como el desarrollo de actividades sociales que den a conocer la

diversidad de variedades criollas de maiz en México.



2.2 Generalidades del almidon
El almiddn es considerado uno de los biopolimeros mas usados en la industria
alimentaria debido a las multiples aplicaciones que tiene (Cervantes-Ramirez et al.,
2020). Es una microparticula compuesta principalmente de amilosa y amilopectina
(98-99%), y en menor medida de agua, lipidos, fosfolipidos, fibra soluble e
insoluble y algunos minerales (Rodriguez-Garcia et al., 2021). Segun la fuente de
donde se obtiene el almidén presenta diferentes proporciones de amilosa y
amilopectina, asi como diferentes caracteristicas, cristalinidad, grado de

polimerizacién y contenido mineral (Tester et al., 2004).

Los granulos de almidén estdan compuestos por un area amorfa en el nucleo del

granulo, formado principalmente por cadenas de amilosa y amilopectina
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desordenadas y el grosor de este nucleo sera definido por el contenido de amilosa

del almidén (Wang et al., 2015). El nucleo o core del granulo de almidon esta
-~~~~~ -+ “-~~~ ~~~-f~~y cristalinas de cadenas de amilopectina que crecen
lamadas “anillos” (Pérez & Bertoft, 2010).

Semi-cristalino

Amorfo

Amorfo

Semi-cristalino

Figura 2. Crecimiento radial de anillos de amilopectina (adaptado de Pérez &
Bertoft, 2010).

El contenido de humedad de los almidones de cereales se encuentra entre



10-12%, mientras que en los almidones de tubérculos se encuentra entre 14-18%
(Tester et al., 2004). A pesar de ser un componente minoritario (2%), los lipidos
pueden tener un rol importante en las propiedades del almidon, en cereales los
lipidos presentes en el almidén se encuentran en forma de lisofosfolipidos (LPL) y
acidos grasos libres los cuales se correlacionan con la fraccibn de amilosa
presente en el granulo. Las proteinas forman la matriz proteica que embebe a los
granulos de almidén o se encuentra en cuerpos proteicos que consisten,
principalmente, en prolaminas, que en maiz se conocen como zeinas (Copeland et
al., 2009; Tester et al., 2004).

La biosintesis del almidon comienza a partir de la sacarosa (producto de la
fotosintesis) que en el citosol de la célula es convertida a UDP-glucosa y fructosa a

través de la sacarosa sintasa; la UDP-glucosa es convertida a glucosa-1-fosfato (G
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1-P) por medio de la UDP-glucosafosforilasa, G-1-P es convertida a glucosa-6-

fosfato (G-6-P) por la enzima fosfoglucomutasa. G-6-P es transportada hacia el
amiloplasto, organelo responsable de la sintesis del almiddn, y es convertido
nuevamente a G-1-P que a su vez se convierte en ADP-glucosa que provee de

residuos de glucosa para la sintesis de amilosa y amilopectina (Tester et al., 2004).

2.2.1 Amilosa
La amilosa es una a-glucano relativamente lineal que contiene en su mayoria
(99%) enlaces a-(1—4) y en minima cantidad enlaces a-(1—6) (Tester et al.,
2004). Esta molécula tiene una masa molecular aproximada de 10°-10° Da,
correspondiendo a un grado de polimerizacion de 1000-10,000 unidades de
glucosa. De acuerdo a su bajo grado de ramificacion, la amilosa puede formar

agregados semi-cristalinos insolubles (Copeland et al., 2009).

El contenido de amilosa juega un papel importante en la diferenciacion de
almidones; se ha comprobado que la cantidad de amilosa es determinante durante
la gelatinizacion, ademas de que tiene un efecto en la cristalinidad y en la

resistencia de un acido o alcali durante modificaciones quimicas o fisicas (Kou et



al., 2018). En solucién acuosa, las cadenas de amilosa adoptan una estructura
coloidal

metaestable debido a la coexistencia de grupos hidrofébicos (estructura
hidrocarbonada) y grupos hidrofilicos (hidroxilos) de la cadena (Ai & Jane, 2018).
Debido a sus caracteristicas estructurales, la amilosa puede formar inclusiones no
covalentes con otras moléculas (iodo, alcoholes, acidos grasos, emulsificantes),
formando complejos que cambian las propiedades del almidén (Ai & Jane, 2018;
Tan & Kong, 2020). Si no hay presencia de un agente acomplejante, la parte
hidrofébica de la cadena de amilosa interactia con la cadena de amilosa
adyacente formando una doble hélice, con menor energia y mayor estabilidad (Ai
& Jane, 2018). Sin embargo, se ha demostrado que la mayoria de las cadenas de
amilosa que pueden lixiviarse del granulo de almidén se encuentran en una sola
hélice en vez de una doble hélice, por lo que se sugiere que el estado de hélice

Unica de la
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amilosa es el estado predominante dentro del granulo de almidén nativo (Pérez &

Bertoft, 2010).

2.2.2 Amilopectina

La amilopectina contiene una estructura ramificada con 95% de sus enlaces a-
(1—4) y 5% de enlaces a-(1—6) (Tester et al., 2004). Dicha molécula tiene un peso
molecular de 10° Da y su grado de polimerizacién excede el millén de unidades de
glucosa. La mayoria de los almidones contienen desde un 60 a un 90% de
amilopectina (Copeland et al., 2009). De acuerdo con Buléon et al. (1998) la
organizacion de las cadenas de amilopectina se puede describir en tres términos
(Figura 3), las cadenas A son las cadenas externas unidas con un enlace
glucosidico con el Ce de una cadena interna (cadena B), es decir, las cadenas B
tienen ramificaciones de cadenas A, y finalmente se encuentra la cadena C, la cual
contiene el extremo reductor.

(cadena larga)
Cadena A Cadena-B2
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Figura 3. Estructura de la amilopectina (adaptado de Pérez & Bertoft
(2010)). 2.2.3 Propiedades funcionales del almidon

Las propiedades nutricionales y de calidad del almidén dependen de la fuente
botanica de origen, de las condiciones de crecimiento, asi como de los cambios a
los que el almidon es sometido durante su procesamiento y almacenamiento que
determinaran sus propiedades funcionales (Wang et al., 2015). Las modificaciones
que puede sufrir el almidén pueden ser mediante métodos quimicos, fisicos o

enzimaticos. En la industria alimentaria, el almidén es usado como espesante,
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gelificante, estabilizador, emulsionante, sustituto de grasa, agente encapsulante,

antiaglomerante y almidon resistente (Ai & Jane, 2018); con estas propiedades
funcionales se puede controlar la humedad, la viscosidad, la textura, la
consistencia, asi como la vida de anaquel de los productos alimenticios (Wang et
al., 2015).

Cuando el almidén es suspendido en un exceso de agua a temperatura ambiente,
unicamente puede absorber un 30% (p/p) de agua, distribuyéndose en las regiones
amorfas de los granulos de almidén. Por otro lado, al suspender el almidén en un
exceso de agua en calentamiento, los granulos de almidén se hidratan y se
hinchan, hasta llegar a un maximo en donde el granulo de almidon se disrumpe y
las cadenas de amilosa y amilopectina se lixivian al seno de la solucion, lo que
conlleva a una pérdida de cristalinidad, asi como de birrefringencia. Este

fendmeno es conocido como gelatinizacion (Figura 4), es decir, el almidon pasa de



un estado ordenado a un estado amorfo, y la temperatura a la cual los granulos de
almidon pierden su estructura cristalina se llama temperatura de gelatinizacion, la

cual es caracteristica de cada almidén (Ai & Jane, 2018; S. Wang et al., 2015).

Calentamiento

Enfriamiento

Lo se b ool g

Almacenamiento Amilosa

lixiviada AmilopectinaAmilosa

A e R e

cristalizadaAmilopectina
cristalizada

Paredes del granulo de almidon

Retrogradacion del

Hinchamiento del Gelatinizacion del . o
Hinchamiento del granuloGelatinizacion del granulo de almidon
de almidon granulo de almidon

granulo de almidén granulo de almidon

Figura 4. Cambios en el almidén sometido a un tratamiento térmico y
almacenamiento posterior (adaptado de Joye, 2018).
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Al ser sometido el almidon a un calentamiento en presencia de agua y a un

posterior enfriamiento, las cadenas de amilosa y amilopectina lixiviadas durante la



gelatinizacion pueden reasociarse en una estructura mas ordenada formando
dobles hélices y perdiendo la capacidad de absorber agua, a este fendmeno se le
conoce como retrogradacion del almidén (Figura 4). Durante la retrogradacion, la
energia térmica del sistema decrece, lo que permite la formacion de puentes de
hidrogeno entre las cadenas de amilosa y amilopectina, como resultado final se
forman enlaces cruzados entre las moléculas de almidén que lleva a la
precipitacion o a la formacion de un gel. Puede dividirse en dos etapas, la primera
ocurre justo después de la gelatinizacion, en donde se forman puentes de
hidrogeno entre moléculas de amilosa formando un gel tridimensional; la segunda
etapa consiste en la reorganizacion de las cadenas cortas de amilopectina (Wang
et al., 2015; Wang et al., 2021). La retrogradacion de la amilosa se relaciona con
la capacidad de absorber agua y la digestibilidad del almidon, mientras que la
retrogradacion de la amilopectina se relaciona con el deterioro de calidad de los

alimentos (Copeland et al., 2009).

2.2.4 Fracciones de almidon
El almidén puede clasificarse en tres categorias de acuerdo a su velocidad y grado
de digestion: almidon rapidamente digerible (RDS), almidén lentamente digerible
(SDS) y almidon resistente (RS) (Taylor et al., 2015).

El almidén rapidamente digerible (RDS) es la fraccion del almidon que causa un
incremento rapido en la concentracion de glucosa en sangre, es decir, es la
cantidad de almidén que es convertido en glucosa en los primeros 20 minutos de
digestion. La fraccion SDS es el almidon que es digerido lentamente, pero por
completo en el intestino delgado, es decir, es la fraccion del almidon que es
convertida a glucosa después del RDS, pero antes de los 120 minutos tras el
consumo del alimento. Se ha reportado que la fraccion SDS proporciona
beneficios al organismo, como lo es la estabilidad en el metabolismo de glucosa,
el control de diabetes y saciedad. Finalmente, aquella fraccidon que no sufre una

hidrélisis enzimatica en el intestino

11



delgado es llamada almidon resistente (RS), la cual es fermentada por la
microbiota del colon, produciendo metabolitos importantes para el organismo
(Dona et al., 2010; Taylor et al., 2015; Wang et al., 2021).

2.2.5 Fermentacién de almidon resistente
Las bacterias presentes en el ciego y en el intestino grueso producen acidos
grasos de cadena corta (AGCC) a partir de la fermentacion de almiddn resistente.
La cantidad y el tipo de fibra consumida tiene un efecto en la composicion de la
microbiota intestinal y, por lo tanto, tiene un efecto en la cantidad y el tipo de AGCC
producido (den Besten et al., 2013).

La microbiota coldnica alcanza aproximadamente 10" microorganismos; se han
encontrado entre 500 y 1000 especies diferentes, las cuales pertenecen a mas de
70 géneros. Los tres filo mas importantes son: Bacteriodetes (gram negativo), que
producen principalmente acetato y butirato; Firmicutes (gram positivo), los cuales
producen como metabolito primario al butirato; y Actinobacteria (gram positivo). La
degradacion de los polisacaridos en el colon se inicia en la superficie celular de la
microbiota gracias a enzimas glucésido hidrolasas (GH). La familia enzimatica
GH13 es una de las mas importantes que se encuentra en la microbiota colonica
que participa en la degradacién inicial de los polisacaridos, dentro de la familia
GH13 se encuentra la a-amilasa y la pululanasa. La a-amilasa rompe enlaces
a-(1—4) del almidon, mientras que las pululanasas rompen enlaces a-(1—6).
Algunas bacterias cuentan con los dos tipos de GH13 mientras que otras solo
presentan uno (Cerqueira et al., 2020). Una vez hidrolizados los polisacaridos a
monosacaridos, se fermentan en el ambiente anaerdbico del intestino. Las
principales rutas metabdlicas bacterianas con la ruta de Embden-Meyerhof Parnas
y la via de las pentosas fostato, las cuales convierten los monosacaridos en
fosfoenolpiruvato (PEP) que por fermentacion es convertido a AGCC (den Besten
et al.,, 2013).

La fermentacion de almiddn resistente se va a llevar a cabo en la parte proximal
del colon, siendo los Bacteroidetes los principales fermentadores, dando como

resultado gases (CO2y Hz2) y AGCC, que consisten en acidos organicos alifaticos
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saturados compuestos por uno o seis carbonos, siendo acetato, propionato y

butirato los mas abundantes, generalmente se encuentran en una relacion de
60:20:20, respectivamente (den Besten et al., 2013).

Los AGCC actuan como fuente de energia para las células coldnicas; el butirato es
la fuente de energia principal de los colonocitos, y su deficiencia ha sido
relacionada con cancer colorectal. Ademas, los AGCC se unen a receptores
acoplados a la proteina G activando cascadas de sefalizacién que tienen impacto
sobre la inmunidad, el metabolismo del huésped, la regulacién del apetito y la

homeostasis energética (Gurry & Scapozza, 2020).

2.3 Hidrocoloides
Los hidrocoloides también llamados coloides hidrofilicos son moléculas ricas en
grupos hidroxilos que pueden mantener grandes cantidades de agua (Mahmood et
al., 2017). Consiste en una gran variedad de moléculas provenientes de algas,
bacterias, frutas y extractos de plantas (Viebke et al., 2014). Uno de los grupos de
hidrocoloides mas importante son los polisacaridos, los cuales son polimeros que
consisten en monosacaridos unidos mediante enlaces glucosidicos. Dependiendo
del tipo, numero, secuencia y unidn de monosacaridos se definirdn sus
propiedades  funcionales. Algunos de los hidrocoloides mas utilizados son
carragenina, goma xantana, pectina, metilcelulosa, goma arabiga, inulina, alginato,

goma guar (McClements, 2021).

En funcién de su naturaleza, los hidrocoloides pueden modificar las propiedades
texturales y de viscosidad en alimentos, asi como afectar las propiedades
sensoriales y la vida de anaquel del producto. Pueden actuar como espesantes,
gelificantes, estabilizandes, agentes de carga y emulsionantes (Mahmood et al.,
2017; Viebke et al., 2014).

Ademas de las propiedades funcionales que aportan a los alimentos, los
hidrocoloides se han relacionado con numerosos beneficios a la salud, debido a

que contribuyen a la disminucion de factores de riesgo de enfermedades
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cardiovasculares, funcién inmune, manejo de peso y salud coldnica; estos

beneficios a la salud se atribuyen a los hidrocoloides debido a sus propiedades de
solubilidad, viscosidad y la capacidad para ser fermentados por la microbiota
colonica (Viebke et al., 2014).

2.3.1 Pectina
Las pectinas son heteropolisacaridos que se encuentran principalmente en las
paredes celulares de plantas, las fuentes principales de pectina son las cascaras
de citricos y la pulpa de manzana, sin embargo, los residuos de otras frutas y

verduras también representan una fuente importante (Nagash et al., 2017).

Las pectinas son biopolimeros constituidos principalmente por tres dominios
principales; el primero que representa un 65% de la estructura de la pectina,
consiste en una columna vertebral rica en acido D-galacturonico (GalA), llamada
homogalacturonano (HG), el cual es un polimero lineal con enlaces a(1—4) con
grupos hidroxilo metil esterificados en la posicion del Cs, o que le confiere un
grado de metil esterificacion (DM) al biopolimero. Dentro de la estructura de la
pectina se encuentran residuos de ramnosa [—4)-a-D-GalA-(1—2)-a-.-Rha-(1—-]
que interrumpen al HG formando ramnogalacturonano | (RG-l), el cual
corresponde al 20-35% de la estructura total de la pectina. Finalmente, la parte
mas compleja de la pectina es ramnogalacturonano Il (RG-Il), el cual representa
un 2-10% de la estructura de la pectina. RG-Il esta constituido por HG ramificado
con ramnosa y azucares minoritarios como acido glucorénico, apiosa, fucosa,
acido glucoronico esterificado con metilo, 2-O-metilxilosa y 2-O-metilfucosa. HG se
considera la regién lisa de la pectina, mientras que RG-l y RG-Il se consideran las

regiones ramificadas (Figura 5) (Ferreira-Lazarte et al., 2019; Naqash et al., 2017).
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Figura 5. Estructura de pectina (adaptada de Willats et al., 2006).

Biologicamente, las pectinas cumplen una funciéon en la planta dependiendo su
localizacion y su estructura molecular. Puede actuar como gel y participar en la
adhesion y ablandamiento de las paredes celulares en el alargamiento celular,
ademas da fuerza y apoyo a las plantas al mantener la consistencia celular y la

resistencia mecanica, y puede influir en propiedades de la pared celular como



porosidad, carga superficial, pH y en el equilibrio idénico (Chan et al., 2017).

2.3.2 Propiedades tecno-funcionales de la pectina

Las aplicaciones en la industria alimentaria de la pectina dependen de su
estructura, su masa molecular, el contenido de azucares neutros, la proporcion de
regiones HG:RG-I y del grado de metil esterificacion (Ferreira-Lazarte et al., 2019).
La pectina es considerada un aditivo seguro sin limite en la ingesta diaria
recomendada (Chan et al., 2017). El grado de metil esterificacion (DM), como se
menciond anteriormente, es definido como el porcentaje de unidades de acido
galacturonico que son esterificados con metanol. Las pectinas se han clasificado
de acuerdo a su DM; las que tienen un DM>50% son pectinas de alto metoxilo
(HMP), mientras que aquellas que presentan un DM<50% son pectinas de bajo
metoxilo (LMP). Este
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parametro es uno de los mas importantes que afectan las propiedades funcionales

de las pectinas (Chan et al., 2017; Naqash et al., 2017).

HMP requiere la presencia de un co-soluto para formar un gel, generalmente se
utiliza sacarosa en una concentracion del 55 al 75% en un medio acido (pH<3.5).
La sacarosa reduce la actividad de agua promoviendo la interaccion entre cadena
cadena de pectinas en lugar de llevarse a cabo una interaccién cadena-disolvente.
Por otro lado, en condiciones acidas los residuos de carboxilato se protonan,
minimizando la repulsién electrostatica. Los geles de HMP se estabilizan a través
de puentes de hidrégeno e interacciones hidrofébicas entre metil ésteres (Chan et
al., 2017).

Los geles de LMP se forman en presencia de iones de calcio u otro metal
divalente, en un alto rango de pH. Se estabilizan mediante enlaces iénicos a
través de calcio entre dos carboxilatos de dos cadenas diferentes (Mufioz-Almagro
et al., 2020).

El uso de pectinas en gran variedad de productos se debe a sus propiedades tecno



funcionales, algunas de ellas son: capacidad de retencion de agua y aceite,
capacidad emulsionante, capacidad de formar espumas, asi como propiedades

reoldgicas y de pasta (Mufioz-Almagro et al., 2020; Nagash et al., 2017).

2.3.3 Propiedades nutracéuticas de la pectina
Las pectinas, al ser hidrocoloides, también son consideradas como fibra dietética.
Se considera fibra dietética a los polimeros de carbohidratos con diez o mas
unidades monoméricas que no son hidrolizadas por enzimas endogenas en el
intestino delgado de los seres humanos (Viebke et al., 2014). Las pectinas son
estables a las condiciones acidas del estdmago, sin embargo, durante su trayecto
al colon, pueden sufrir cambios fisicos y quimicos, como desesterificaciones, que
afectan a la velocidad y la fermentacién de éstas en el colon (Chan et al., 2017;
Ferreira-Lazarte et al., 2019). Los efectos beneficiosos de las pectinas se asocian
a la solubilidad, la viscosidad y la capacidad de ser fermentadas en el colon
(Viebke et al., 2014). Diversos estudios han indicado que el consumo de pectina

puede
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reducir niveles de colesterol, reducir la glucosa sérica, ser tratamiento o prevenir

diabetes (Mufioz-Almagro et al., 2020; Nagash et al., 2017).

Las pectinas y sus oligosacaridos derivados se consideran prebioticos emergentes
y su papel prebidtico se debe a la capacidad de aumentar ciertas poblaciones de la
microbiota intestinal (Bifidobacterium y Lactobacillus) y a su vez, disminuir la
poblacién de bacterias patdgenas (Clostridium) en el tracto gastrointestinal,
ademas de la generacién de metabolitos importantes como acidos grasos de
cadena corta (acetato, propionato y butirato) y a la modificacion del pH debido a la

fermentacion de éstos en colon (Mufioz-Almagro et al., 2020; Naqgash et al., 2017).

La capacidad de la pectina para reducir el colesterol se va a ver influido por su
viscosidad, su masa molecular y su grado de metil esterificacion, ya que esta
reduccion de colesterol se atribuye a la formacidén de un gel viscoso que se une al

colesterol y a los acidos biliares, lo que promueve su excrecion y disminuye la



reabsorcion de éstos. Las pectinas de alto grado de metil esterificaciéon (HMP)
reducen en mayor nivel el colesterol plasmatico debido a que presentan una menor
solubilidad. Las pectinas de elevada masa molecular al incrementar la viscosidad
forman geles que atrapan agua y lipidos en el interior, lo que dificulta la accion de
la lipasa (Nagash et al., 2017). Ademas, se ha reconocido que el consumo de
pectina puede reducir la respuesta glucémica postprandial, los mecanismos por los
cuales sucede esta reduccion no estan completamente entendidos, pero diversos
autores indican que el incremento de viscosidad causado por las pectinas
provenientes de citricos y manzana disminuyen la absorcion intestinal de glucosa
(Mufioz-Almagro et al., 2020).

2.4 Interaccién entre sistemas de almidon-hidrocoloides
Los almidones nativos han mostrado restricciones en sus aplicaciones debido a
que presentan sinéresis, retrogradacidén y cambios en textura durante su
almacenamiento, es por eso, que se ha buscado la modificacién de almidones para
mejorar sus propiedades, una alternativa para lograr su modificacién es la adicion

de hidrocoloides a sistemas de almidon (Chen et al., 2015). Diversos estudios han
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encontrado un efecto sinérgico entre los sistemas almidon-hidrocoloides,

observando un aumento de viscosidad en las mezclas comparado con sistemas
almidén e hidrocoloides por separado, por lo tanto, las mezclas entre almidon e
hidrocoloides pueden mejorar las propiedades funcionales de ambos componentes
y ser usado en una variedad de productos (Babi¢ et al., 2006; Mahmood et al.,
2017). Se ha reportado que la adicion de hidrocoloides a un sistema de almidon no
modifica la temperatura de gelatinizacion, sin embargo, el hinchamiento de los
granulos de almidon puede verse afectado (Babi¢ et al., 2006). Sin embargo,
Padalino et al. (2011) indica que los hidrocoloides pueden formar una red
polimérica estable que atrapa los granulos de almidén, retrasando la liberacion de

amilosa, y por lo tanto la retrogradacion.

La seleccion del hidrocoloide se basa en las propiedades y en la aplicacién que se

desea en los alimentos. Los sistemas almidén-hidrocoloides se han utilizado como



espesantes en sopas, salsas, aderezos; gelificantes en mermeladas o jaleas;

agente reforzante en pastas libres de gluten (Mahmood et al., 2017).

Chen et al. (2015) indicaron que el retraso de la retrogradacion en sistemas
almidon hidrocoloides se atribuye a una separacion de fases en el sistema o a la
interaccion entre hidrocoloides y moléculas de amilosa. Ademas, la disminucion de
la sinéresis se puede deber al aumento de puentes de hidrogeno intramoleculares
e intermoleculares. Sin embargo, en cada sistema almidon-hidrocoloide las

propiedades tecno-funcionales dependeran del hidrocoloide usado.

2.4.1 Interaccion sistema almidén-pectina
Existen diferentes reportes en literatura del efecto que tiene la pectina de bajo
grado de metil esterificacion (LMP) sobre las propiedades funcionales del almidén
en sistemas acuosos de almidon-pectina. Dangi et al. (2020) estudiaron el efecto
de la pectina nativa y pectina parcialmente hidrolizada en las propiedades
reologicas, de pasta y texturales del almidéon proveniente de la cebada,
encontrando diferentes  propiedades funcionales dependientes de la masa
molecular y la concentracion de pectina, asi como de su pre-tratamiento, ya que la

capacidad de absorcion de agua
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se vio favorecida con la pectina nativa y disminuy6 con la pectina hidrolizada, lo

que indicaria que a mayor masa molecular aumenta la viscosidad del sistema
almidon pectina. Este aumento de viscosidad podria disminuir la digestibilidad del
almidon (Babic et al., 2006; Sasaki & Kohyama, 2012).

Se ha reportado que las propiedades de pasta de los sistemas almidon-pectina son
dependientes de la concentracion de pectina afiadida. Ma et al. (2019) mostraron
una reduccion de la viscosidad en muestras con concentraciones bajas de pectina,
mientras que con altas concentraciones se observd un aumento de viscosidad
atribuido a que la pectina ingreso a la fase continua del almidén a medida que los
granulos absorbian agua y se hinchaban. Otros autores indicaron que la alteracion

en las propiedades de pasta es atribuida a la organizacion entre el sistema almidén



pectina, ya que se cree que las moléculas de pectina rodean al granulo de almidon
dificultando la absorcion de agua por el granulo de almidén y, por ende, su
gelatinizacion y retrogradacion, lo que confiere una textura suave y provoca una
menor sinéresis durante el almacenamiento (Zhang et al., 2018). Por otro lado, la
adicion de pectina a sistemas de almidén tiene un efecto positivo, disminuyendo la
retrogradacion debido a que la interaccién de la pectina con la amilosa lixiviada
reduce las asociaciones amilosa-amilosa de la molécula del almidon. En cuanto a
las propiedades térmicas, la pectina ha demostrado incrementar la temperatura de
gelatinizacion de almidon de cebada, lo que indicaria un retraso de la
gelatinizacion de los granulos de almidon y, por lo tanto, una mayor estabilidad

térmica de éstos (Dangi et al., 2020).

La pectina puede interactuar con la amilosa lixiviada o las cadenas laterales del
almidon a través de puentes de hidrogeno debido a la presencia de un gran
numero de grupos hidroxilo en la estructura de ambas moléculas, ya que, debido
al impedimento estérico, la pectina no puede interactuar con el interior de las
hélices de amilosa (Dangi et al., 2020; He et al., 2020).

Li et al. (2020) reportaron el efecto de LMP y HMP en las propiedades funcionales

del almidén de papa, sin embargo, el sistema almiddn-pectina es sometido a un
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tratamiento de freido en donde la grasa puede interferir en las propiedades

funcionales del almidon de papa. Ademas de este estudio, hasta nuestro
conocimiento, no existen investigaciones sobre el efecto que tiene la pectina HMP
en las propiedades funcionales del almidén, asi como el papel que tiene la pectina
HMP en la digestibilidad del mismo. Aunado a esto, no se ha reportado el
comportamiento en la digestibilidad del sistema almidén-pectina si el almidén
proviene de un grano de maiz de baja o alta dureza, por lo que podria ser un area

de oportunidad de estudio.

2.5 Digestion del almidén y de la pectina

El almidon al entrar en el cuerpo humano sufre una serie de hidrolisis producidas



por enzimas digestivas en diferentes regiones del tracto gastrointestinal (GIT)
(Wang et al., 2021).

El proceso de digestion del almiddn se inicia en la boca, ya que el almidon al entrar
en contacto con la enzima a-amilasa salival, producida por las glandulas salivales,
comienza su hidrdlisis en monosacaridos y oligosacaridos (Wang et al., 2021).
Aproximadamente el 5% del almidon es digerido en boca, y se ha reportado que
individuos con alta concentracién de a-amilasa en saliva se adaptan mejor al
consumo de almidones en comparacion con aquéllos que tienen una concentracion
baja de dicha enzima, los cuales tiene un mayor riesgo de tener resistencia a la
insulina (Taylor et al., 2015). Posteriormente, el bolo alimenticio es transportado
hacia el estbmago, en donde se tiene un pH~2.6 debido al HCI excretado por las
células parietales, lo que inhibe la accidon de a-amilasa, pero aumenta la hidrolisis
del almidon (Dona et al.,, 2010). Del estémago continua su trayecto hacia el
duodeno (intestino delgado), en donde se encuentra la secrecion pancreatica la
cual estd compuesta por bicarbonato, el cual neutraliza la acidez del fluido que
llega del estdmago a un pH~8, y por a-amilasa pancreatica que continta con la
hidrdlisis del almidon a dextrinas y oligosacaridos. En intestino delgado también se
encuentran enzimas como glucoamilasas, maltasas, isomaltasas, las cuales son

responsables
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de la hidrdlisis de oligosacaridos y dextrinas a glucosa (Dona et al., 2010; Taylor et

al., 2015).

Las moléculas de glucosa son absorbidas a través de las células epiteliales en el
intestino delgado, lo que da como resultado un incremento de glucosa en torrente
sanguineo provocando la liberacién de insulina que estimula el transporte de la
glucosa a diferentes células. Se define como respuesta glucémica postprandial a la
velocidad y cantidad de glucosa absorbida junto con la respuesta de la insulina

durante 2 horas (Taylor et al., 2015).



El almidon que no es degradado en el intestino delgado (yeyuno y el ileon)
continua su trayecto hacia el colon (intestino grueso), el cual contiene una
poblacion muy elevada de microorganismos que son beneficiosos para la
digestion de este carbohidrato, ya que los metabolizan a través de una
fermentacion, en la cual se producen principalmente acidos grasos de cadena
corta (acido butirico, propiénico, acético) los cuales estabilizan los niveles de

glucosa en sangre e inhiben la sintesis de colesterol en higado (Dona et al., 2010).

Por otro lado, la pectina, al ser fibra dietética, es resistente a la digestion en
intestino delgado llegando al colon en donde también puede ser fermentada por la
microbiota propia de éste produciéndose acidos grasos de cadena corta y gases.
Sin embargo, durante el trayecto por el tracto gastrointestinal, las pectinas pueden
sufrir cambios fisicoquimicos debido a las condiciones a las cuales son sometidas.
De acuerdo con

Ferreira-Lazarte et al. (2019), se produce aproximadamente un 12% de hidrolisis
de pectina en intestino delgado debido a las interacciones quimicas con los fluidos
pancreaticos y las sales biliares, estos cambios contribuyen a la velocidad y la
cantidad de la fermentacion coldnica, ya que las bifidobacterias presentes en colon
tienen mayor selectividad hacia oligosacaridos pécticos en comparacion con la
pectina. Ademas, la composicion de la pectina influye en el crecimiento de ciertos
microorganismos durante su fermentacion en el colon, principalmente aquéllas que
presentan mayor contenido de arabino-oligosacaridos y de galacto-oligosacaridos

permiten el crecimiento de bifidobacterias. Pectinas con alto grado de metil
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esterificacion han mostrado una fermentacién mas lenta en colon de ratas, lo que

indicaria que se lleva a cabo una fermentacion en las tres partes del colon (colon
ascendente, transversal y descendente) (Ferreira-Lazarte et al., 2019). Por otro
lado, se ha investigado la fermentacion de pectinas modificadas, las cuales
presentan menor masa molecular que las pectinas originales, encontrandose un
efecto positivo en las propiedades de fermentacion de las pectinas modificadas, ya

que se favorece el crecimiento de Bifidobacterium y Lactobacillus en comparacion



con la fermentacion de pectina no modificada (Ferreira-Lazarte et al., 2018).

Sasaki & Kohyama (2012) reportaron que la adicion de pectina aumenta la
viscosidad en suspensiones de almidén ademas de disminuir su digestibilidad in
vitro. Por otro lado, Babi¢ et al. (2006) estudiaron el efecto de la adicién de pectina
a una suspension de almidon de tapioca sin gelatinizar en la digestion in vitro
utilizando pancreatina y amiloglucosidasa, encontrando una menor velocidad de
digestion en los sistemas almidon-pectina, atribuyéndose a la posible asociacion
entre la pectina y amiloglucosidasa lo que produce un cambio en la conformacién
de la enzima o dificultando el acceso de ésta al granulo de almidén. Por otro lado,
se ha reportado que la estructura ramificada de la pectina puede inhibir el
acercamiento de la enzima a las cadenas de almidon de arroz y por ende
disminuye la digestibilidad del mismo (He et al., 2020). Sin embargo, no se tienen
reportes de la interaccion de almidén de maiz y pectina de alto grado de metil
esterificacion (DM) al ser sometidos a un tratamiento térmico, asi como las

propiedades funcionales del sistema.

2.6 Tratamiento térmico del almidon
Se ha reportado la modificacién de la digestibilidad de sistemas almidén y almidon
hidrocoloides sometidos a modificaciones fisicas como tratamientos térmicos

(coccidn, extrusion, heat-moisture) (He et al., 2020).

En la coccién del almidén se emplea agua como medio de transferencia de calor
hacia los alimentos a través de conduccién. En este tratamiento térmico, las

regiones interiores del alimento reciben menor calentamiento en comparacion con
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las zonas exteriores. Debido a la presencia de agua y calor, pueden ocurrir

diferentes eventos moleculares y fisicoquimicos, en el caso del almidén, el
aumento de temperatura y el contenido de humedad rompen puentes de
hidrogeno que unen a los granulos de almidén provocando su hinchamiento y su
gelatinizacion. La coccion de los granulos de almidén no cambia la estructura

ortorrombica del almiddn, sin embargo, reduce las regiones cristalinas en el



granulo (Wang et al., 2021).

Por otro lado, la extrusion es un proceso térmico en donde se lleva una
transformacion fisica y quimica del material debido a diferentes factores como
calentamiento, altas presiones y cizallamiento con una baja cantidad de humedad.
Es un proceso continuo con la capacidad de transportar, mezclar, cortar y dar
coccidon a materiales alimenticios a medida que se procesan a través de él.
Ademas, el alimento se somete durante un tiempo corto a una compactacion,
cizallamiento, reduccién de tamano de la particula, transicion de fase y
degradacion molecular debido a la accién del tornillo (Figura 6). A medida que el
material alimenticio sale del extrusor, se expone a condiciones atmosféricas, que
provoca mas cambios en el material (Ek & Ganjyal, 2020). Durante la extrusion, el
almidén sufre modificaciones estructurales que en presencia de lipidos puede
provocar la formacion de complejos amilosa-lipidos (Cervantes-Ramirez et al.,
2020), ademas, en presencia de hidrocoloides se puede llevar una interaccién con

los granulos de almidon que disminuyan la digestibilidad de éste (He et al., 2020).
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Figura 6. Partes de un extrusor (Cervantes-Ramirez et al., 2020).

3. HIPOTESIS
La interaccion entre almidon obtenido de maiz criollo y pectina de bajo metoxilo
tendra efecto en las propiedades tecno-funcionales, disminuyendo la sinéresis y

retrogradacion, asi como la digestibilidad in vitro del almidon.

4. OBJETIVOS
4.10bjetivo general

Determinar las propiedades tecno-funcionales, asi como evaluar la digestibilidad in

vitro de complejos almidon-pectina.

4.20bjetivos especificos



* Determinar las propiedades fisicas de los maices, asi como realizar la
extraccion de almidon y evaluar su composicién quimica.

* Formar un ingrediente a base de maiz criollo con pectina a través de
extrusion y determinar las propiedades tecno-funcionales, térmicas,
reologicas y morfologicas.

+ Evaluar la digestibilidad in vitro del ingrediente a base de maiz criollo con

pectina a través de un modelo de digestion.
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5. METODOLOGIA

5.1 Material biologico
Se utilizaron dos variedades de maiz con dureza contrastante, que involucran

germoplasma criollo; una variedad de grano duro de maiz palomero denominada
HPal 1 y una variedad de grano blando de maiz pozolero denominada HPZ 1 (raza
Elotes Occidentales), las cuales fueron proporcionadas por el Programa de Maiz
del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias

(INIFAP)

con sede en Celaya, Gto.

Se utilizé pectina, adquirida en Coyote Foods, Biopolymer and Biotechnology S. de
R.L.

5.2 Caracterizacion fisica de los maices nativos
Se midi6 el indice de flotacion mediante la metodologia descrita en la
NMX-FF-034- 1-2002. Asi como el peso de cien granos y el peso hectolitrico. Estas
determinaciones se realizaron para tener una referencia sobre la dureza de los

granos.

5.3 Aislamiento de almidon de maiz
Para el aislamiento del almidon de maiz se sigui6 la metodologia propuesta por Ji
et al., (2004) con ligeras modificaciones. Se realiz6 una molienda humeda para

obtener el almidon de los maices estudiados. Para ello se dejo en reposo los



granos de maiz en una soluciéon de hidréxido de sodio (0.01 M) en una relacion 1:3
(p/v)

durante 24 h, posteriormente se realizaron lavados para eliminar residuos de
NaOH. Se sometié a una molienda humeda con solucién de metabisulfito de sodio
(1%) en una relacién 1:3 (p/v). La suspensiéon se tamizé por malla 40, 60, 80, 100
y 200 y el liquido filtrado se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos. Se retiro el
sobrenadante y el pellet se sometié a dos lavados con solucién de metabisulfito
para eliminar proteina restante en el almidon y un lavado con etanol para eliminar
pigmentos, en ambos casos se centrifugé a 3000 rpm durante 10 minutos. El pellet
se sec6 a 50°C durante 24 h, posteriormente fue molido y pasado por malla US 60

(250 pm) para homogenizar el tamafo de particula.
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5.3.1 Caracterizacién quimica de almidones nativos provenientes de

los maices estudiados
La composicién proximal se determind por los métodos de la AACC, (2010). La
humedad de los granos se determiné mediante el método de secado por estufa
(método 44-15.02). La proteina se cuantifico a partir del contenido de nitrégeno
mediante el método de Kjeldahl (método 46-16.01), se uso6 un factor de conversién
de 6.25, correspondiente al maiz. El contenido de cenizas se determiné mediante
la incineracion completa de la muestra (método 08-01.01); el contenido de lipidos
se determiné por extraccion con éter de petréleo (método 30-25.01); y los
carbohidratos se calcularon por diferencia. El contenido de amilosa se determind
mediante un kit enzimatico de Megazyme® Amylose/amylopectin (Megazyme
International Ireland, Ltd. Wicklow Irlanda), el contenido de amilopectina se calcul6

por diferencia.

5.4 Caracterizacion de pectina

5.4.1 Composicién monomeérica
Para la determinacion de la composicién de monosacaridos de la pectina se siguid
la metodologia de Mufoz-Almagro et al. (2017). Se realizd una hidrdlisis acida de

la muestra con acido trifluoroacético (TFA). Se pesaron 30 mg de la muestra de



pectina por duplicado, se afadieron 1500 uL de TFA 2M, se paso6 una corriente de
N2, se sell6 y se incubo durante 4 h a 110 °C. Posteriormente, se tomo una alicuota
de 500 pL de cada muestra y se evaporoé el acido. Dicha alicuota se sometié a un
proceso de derivatizacion, en la cual se prepararon los trimetilsilil derivados de las
oximas de los carbohidratos. Tras la evaporacion del acido, se le anadio 400 uL de
patrén interno (B-fenilglucosido, 0.5 mg/mL) a cada muestra y se evapord en un
rotavapor. Para la formacién de oximas, se anadieron 300 uL de cloruro de
hidroxilamina al 2.5% en piridina y se incubé durante 30 min a 70 °C.
Posteriormente, para la formacion de trimetilsilil derivados se anadieron 300 pL de
hexametildisilazano (HMDS) y 30 puL de TFA, las muestras se incubaron a 50 °C

durante 30 min. Finalmente, las muestras fueron centrifugadas durante 2 min a
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10,000 rpm, el sobrenadante se paso a un vial para su analisis por cromatografia

de gases acoplado a un detector de ionizacion de llama (GC-FID).

La determinacion y cuantificacion de monosacaridos se utilizé una columna capilar
de silice DB-5HT (15 m x 0.32 mm x 0.10 ym) (J&W Scientific, Folson, California,
USA) y N2 como gas acarreador (1 mL/min). La temperatura inicial del horno fue de
150 °C, teniendo una tasa de calentamiento de 1 °C/min hasta 165 °C y
posteriormente 10 °C/min hasta 300 °C. La temperatura del inyector y del detector
se mantuvo a 280 °C y 350 °C, respectivamente. La inyeccidon de la muestra se

realizé en modo Split 1:20.

El andlisis de datos se realizé mediante el software HPChem Station (Hewlett
Packard, Palo Alto, CA, USA).

5.4.2 Grado de metil esterificacidon
Se siguié la metodologia de Muioz-Almagro et al. (2017) para la determinacion del
grado de metil esterificacion de la pectina. Las muestras fueron analizadas por
FTIR. Se prepararon discos de pectina con KBr (1:100). Se utilizé un
espectrometro Bruker IFS66v (Bruker, US). El espectro de la pectina se obtuvo en

un rango de 400-4000 cm™, con una resolucién de 4 cm™. Para el célculo del



grado de metil esterificacion (GM) de la pectina se utilizé la formula 1:

0000 _39090900090 9009000090900 90174790000

(1000000 0000000000 1747 9000 11000000 0000000000 1632 0000 HFOrmula (1)

5.4.3 Peso molecular
Para la determinacion del peso molecular de la pectina se siguidé la metodologia
propuesta por Mufoz-Almagro et al., (2018) con ligeras modificaciones. Se utilizé
un cromatografo LC Agilent Technologies 1220 Infinity LC System 1260 con un
detector evaporativo de dispersion de luz (Boeblingen, Alemania). Dos columnas
de polimetacrilato hidroxilado TSK-Gel G5000 PWXL (7,8 mm x 300 mm, 10 um) y
G2500 PWXL (7,8 mm x 300 mm, 6 pm) fueron utilizadas, conectadas a una

precolumna TSK-Gel (6,0 mm x 400 mm) (Tosoh Bioscience, Stuttgart, Alemania).
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Se utilizé una solucién de NH4CH3CO2 (0.1 M) como fase movil, en un flujo de 0.5

mL/min durante 50 min a 30 °C.

Se prepar6 una solucion de pectina en agua destilada (1 mg/mL), que fue filtrada
(0.45 pm). Se inyectaron 50 yL de la muestra en el sistema cromatografico. Los
datos fueron procesados a través del Software Agilent ChemStation (Agilent

Technologies, Boeblingen, Alemania).

Para la determinacion del peso molecular (Mw) de la pectina se realizé un método
de calibracion externa. Se emple6 una mezcla comercial de patrones de pululanos
(Fluka Analytical) de pesos moleculares de 805, 212, 100, 1.32 y 0.342 kDa a una

concentracion de 1 mg/mL.

5.5 Formacion del sistema almidon-pectina
Se utilizaron cuatro porcentajes diferentes de pectina (0, 2, 5y 7%) en cada una de
las muestras de almidon de maiz. Se solubilizé la pectina en agua destilada con
agitacion constante a 50°C (la cantidad de agua para solubilizar la pectina fue
aquélla que aseguraba un 40% de humedad en la mezcla almidon-pectina),

posteriormente se afadid la pectina al almidén y se mezclé hasta su completa



homogenizacion, se almacend en bolsas herméticamente cerradas de polietileno
durante 2 h para la estabilizacion de la humedad. El sistema almidén-pectina se
form6é mediante un proceso de extrusion, la velocidad del extrusor se ajustdé a 15
rom y la temperatura de la zona de calentamiento a 85°C, se utilizé un tornillo de
alto cizallamiento (L/D=9). Las mezclas de almiddn-pectina ingresaron al extrusor.
Los complejos almidon-pectina extrudidos se deshidrataron en un horno de
circulacién forzada a 45°C por 12 h, y fueron molidos y tamizados en malla US 60

(250 pm). Se almacenaron en bolsas de polietileno hasta su posterior analisis.

5.6 Caracterizacién de los sistemas almidon-pectina

5.6.1 Microestructura
Se evalud la microestructura del almidén de maiz aislado, extrudido, asi como del

sistema almidon-pectina. Se utilizé un microscopio electronico de barrido ambiental
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ESEM XL30 Philips con médulo de bajo vacio, usando el haz de electrones

ajustado a 20kV y 50 pA aproximadamente. Se tomaron imagenes a 50 y 30 pym
con 1250 y 2000 X respectivamente, 1 torr, con un detector GSE con “spotsize” de

laser de 4.6 a 5.0 (Cervantes-Ramirez et al., 2020).

5.6.2 Difraccion de rayos X

Se evaluo el patron de difraccidn de rayos X del almidén de maiz nativo, extrudido,
asi como de los complejos almidon-pectina. La difraccidon de rayos X es una
herramienta que permite estudiar los cambios en las estructuras cristalinas
producidas por un proceso especifico, en este caso la extrusion. Se ajusto la
humedad de cada una de las muestras a 7% y se colocaron en una superficie de
vidrio; se escanearon desde 5 hasta 50° sobre la escala 20 utilizando un
difractometro de rayos X Rigaku DMAX-2100, el cual operé a 30kV y 16 mA con
una radiacion de CuKa de A=1.5405. Las distancias interplanares (d) de los picos
se calcularon con la ecuacién de Bragg (férmula 2) (Cervantes-Ramirez et al.,
2020):



9000 =200 900600096 96 Formula (2)

5.6.3 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR)
Se utilizé un espectrometro IR (Perkin Elmer, modelo Spectrum Two,
Waltham-USA) equipado con ATR (Reflectancia Total Atenuada). El espectro del
almidén de maiz aislado, extrudido, asi como de los complejos almiddn-pectina se
obtuvo en 24 escaneos entre 600 y 4000 cm™ con una resolucién de 4 cm™
(Cervantes-Ramirez et al.,, 2020). Esta técnica se realizd para determinar los

enlaces que se llevan a cabo entre el almidén y la pectina.

5.6.4 Propiedades térmicas
Se determinaron las propiedades térmicas de la pectina, del almidén nativo,
almidon extrudido y de los complejos almidon-pectina, con base a la metodologia
propuesta por Cervantes-Ramirez et al., (2020) con algunas modificaciones. Se
uso un calorimetro diferencial de barrido (DSC) de la marca Mettler Toledo Modelo
821. Se
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colocaron 3.0 mg de muestra molida y cribada en una malla US 60 (250 um) en

una charola de aluminio (40 pL), se agregaron 9 pL de agua destilada. La charola
se sellé con una prensa Mettler Toledo (ME-00119410) y sometié a un perfil de
temperatura de tres ciclos. El primer ciclo fue de calentamiento de 30 °C a 125 °C,
en una razén de 10 °C por minuto, posteriormente se sometié a un ciclo de
enfriamiento de 125 °C a 30 °C en una razoén de -10 °C/min, finalmente se sometio
a un segundo ciclo de calentamiento de 30 °C a 125°C, en una razén de 10 °C/min.
Los crisoles se almacenaron en refrigeracion (4°C) durante 8 dias, posteriormente
se sometié a un perfil de temperatura de 30 °C a 120 °C en una razén de 10 °C

para la evaluacion de retrogradacion.

Se analizé la endoterma de gelatinizacion y retrogradacién. Se determinaron

parametros como: temperatura inicial (To), temperatura pico (Tp), temperatura final



de gelatinizacion (Tf) y entalpia (AH) de cada endoterma.

5.6.5 Propiedades de pasta
Se evaluaron las propiedades de pasta del almidén de maiz nativo, extrudido, asi
como de los complejos almidon-pectina. Se siguio la metodologia propuesta por
Ménera-Lopez et al., (2013) usando un redmetro (Anton Paar Physica Modelo MCR
101, Austria). Se pesaron 2.5 gramos de la muestra seca, molida y cribada en una
malla US 60. La muestra se suspendio en 18 mL de agua destilada y se mantuvo a
50°C por 2 minutos para estabilizar la temperatura y asegurar una dispersion
uniforme. Posteriormente se sometié a una isoterma de calentamiento de 50 a
92°C durante 8.4 minutos, manteniendo por 5 minutos una temperatura de 92°C,
finalmente la muestra se enfrié hasta 50°C a -5.8°C/min. Con esta prueba se
obtuvieron viscoamilogramas, con los cuales se determiné: temperatura de
pastificado (pasting), viscosidad maxima, tiempo y temperatura de viscosidad
maxima, viscosidad minima, viscosidad final y viscosidad de retrogradacion

(diferencias entre la viscosidad final y maxima).
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5.6.6 Sinéresis del sistema almidon-pectina

Se siguidé la metodologia propuesta por Zhang et al., (2018) con ligeras
modificaciones. Los geles obtenidos del analisis de propiedades de pasta (5.6.5) se
transfirieron a tubos de centrifuga de plastico de 50 mL, se dejaron enfriar y se
congelaron a -18 °C durante 24 h. Posteriormente, se descongelaron a 25 °C por 2
h antes del siguiente ciclo de congelacion. Se repitid el proceso en el dia4,7y 15
de congelacion. Para medir sinéresis, una vez descongelados los tubos fueron
centrifugados a 3000 g por 15 min. El sobrenadante se decantd y el residuo se
peso, los tubos se regresaron a congelacion para el siguiente ciclo. El porcentaje

de sinéresis de calculd con la siguiente formula (2):

00000060000000000 (%) _00i0000000000 0000000000000000
(09)
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5.6.7 Propiedades de textura
Se siguid la metodologia propuesta por Dangi et al.,, (2020) con ligeras
modificaciones. Los geles obtenidos del analisis de propiedades de pasta del
almidon de maiz, almidén extrudido y de los complejos almidén-pectina (5.6.5) se
utilizaron para el analisis de perfil de textura (TPA). Dichos geles se transfirieron a
moldes con las siguientes dimensiones: 25*15*10 mm y se cubrieron con parafilm
para evitar la pérdida de agua, posteriormente se almacenaron a 4°C durante 24 h.
El analisis de textura de los geles se realizo utilizando una sonda cilindrica de 5 cm
de diametro la cual presiond los geles al 50% a una velocidad de 1 mm/s. Se midié

dureza del gel, cohesividad, gomosidad y la elasticidad.

5.6.8 indice de absorcién y solubilidad en agua
El indice de absorcion (IAA) y el indice de solubilidad en agua (ISA) fueron
determinados usando la metodologia de Chen et al., (2015) con ligeras
modificaciones. Se suspendieron 1.25 g de almidén en base seca en 20 mL de
agua destilada. Las suspensiones se calentaron en un bafio de agua a diferentes
temperaturas (30, 60, 70, 80 y 90°C) por 30 min. Durante el tiempo de

calentamiento, los tubos que contenian las soluciones fueron cubiertos con plastico
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para evitar variaciones por peérdida de agua y se agitaron constantemente para

prevenir sedimentacion de granulos. Al término del calentamiento, las muestras se
centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se transfirié a una
charola previamente a peso constante y se sec6 a 100°C durante 16 h. El
precipitado humedo se pesd (WO0) y se secd a 100°C durante 16 h. Se peso el
precipitado seco (W1) y el sobrenadante (W2). El indice de absorcién (IAA) se
calculé en base a la formula (3), el indice de solubilidad en agua (ISA) con la
formula (4) y el poder de hinchamiento en base a la férmula (5). El peso inicial del

almidon se consideré como W3.

000009 (00 900000
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5.7 Modelo de digestién in vitro con extracto de intestino delgado de rata
(EIDR)

5.7.1 Reactivos y estandares
Se utilizaron los siguientes estandares: D-galactosa (Gal), D-glucosa (Glc), D
arabinosa (Ara), acido galacturonico (GalA), maltosa (a-D-Glc-(1—4)-D-Glc),
sacarosa (B-D-Fru-(2—1)-a-D-Glc), fructosa, fenil-3-D-glucosido, D-xilosa (Xyl), L
ramnosa (Rha) y D-manosa (Man), asi como el extracto de intestino delgado de
rata (EIDR).

5.7.2 Material a estudiar
Se sometieron a una digestion in vitro una muestra de pectina de bajo grado de
metil esterificacion, una muestra de almidén nativo, almidén extrudido y el
complejo almidon-pectina al 7% de cada una de las variedades de maiz estudiada.
Se siguio la metodologia propuesta por Ferreira-Lazarte et al. (2017) con ligeras

modificaciones.
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5.7.3 Caracterizacion del extracto de intestino delgado de rata (EIDR)

5.7.3.1 Contenido de proteina
El contenido de proteina fue determinado a través del método Bradford. La

absorbancia fue medida a 595 nm y el estandar usado fue albumina de suero

bovino.

5.7.3.2 Actividad enzimatica
La actividad de maltasa, sacarasa y pectinasa de EIDR (U/g proteina) fueron

evaluadas por duplicado usando cromatografia de gases con detector de



ionizacion de llama (GC-FID) (Ferreira-Lazarte et al., 2017). Se incubé EIDR (10
mg/mL) con soluciones individuales de maltosa, sacarosa y pectina citrica en agua
destilada (pH 6.8) a 37°C por 0, 30, 60, 90 y 120 min, y posteriormente se llevaron
a ebullicion durante 5 min para detener la reaccidon enzimatica. La evaluacion del
contenido de carbohidratos fue analizada a través de GC-FID para calcular la

actividad enzimatica especifica.

5.7.4 Digestion in vitro de la muestra
Se realizé la digestién con EIDR de las muestras acorde al método de Ferreira
Lazarte et al., (2017) con ligeras modificaciones. Se realizaron soluciones de las
muestras con una concentracion de 0.5 mg/mL de cada una. Se anadié 1 mL de
cada una de las soluciones a tubos eppendorf de 2 mL con 20 mg de EIDR
previamente pesado. Las muestras fueron incubadas a 37 °C durante 2 h a 500
rom. Se colectaron muestras en diferentes tiempos (0, 60 y 120 min), deteniendo

la reaccion en un bano a ebullicion.

5.7.5 Andlisis de la evolucién de la digestion in vitro
Se uso6 un cromatografo de gases acoplado a un detector de ionizacion de llama
(GC-FID) para la cuantificacion de monosacaridos liberados durante la digestion in

vitro de las muestras.

Las muestras fueron derivatizadas para obtener oximas trimetilsilladas (TMSO), de
acuerdo con lo reportado por Ferreira-Lazarte et al. (2017). Las muestras
obtenidas de las digestiones se mezclaron con 125 uL de fenil-B-D-glucdsido

(estandar
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interno, 0.5 mg/mL), las cuales se secaron en una estufa al vacio a 45 °C. Para la

formacién de la oxima, se afadieron 300 pL de cloruro de hidroxilamina en piridina
(2.5 % plv), y se incubaron a 70°C durante 30 min. Posteriormente, se realizo la
sililacion con la adicion de 300 pyL de hexametildisilazano (HDMS) y 30 pL de TFA,
se sometieron a una incubacion a 50 °C con agitacion constante durante 30 min.

Los TMSO se centrifugaran a 10,000 rpm por 2 min, y los sobrenadantes fueron



inyectados en GC-FID.

Se utilizdé un sistema de cromatografia de gases equipado con una columna capilar
DB-5HT (5% fenil metilpolisiloxano, 30 m x 0.25 mm x 0.1 ym, Agilent J&W
Scientific Folsom, CA, USA). Se utilizé nitrgeno como gas acarreador en un flujo
de 1 mL/min. El programa de calentamiento del horno empezé en 150 °C y llegb a
380 °C en unatasa de 3 °C/min. La temperatura del inyector y detector fue de 280

°Cy 385 °C, respectivamente. Las muestras se analizaron en modo Split 1:20.

La cuantificacion del contenido de carbohidratos se realizé calculando los factores
de respuesta de las soluciones de estandares (xilosa, arabinosa, ramnosa,
galactosa, manosa, glucosa, fructosa, acido galacturénico y maltosa) a
concentraciones conocidas (0.005 a 2 mg/mL). La interpretacion e integracién de

los datos se realizé usando el Software Agilent ChemStation.

5.8 Analisis estadistico
Se realizaron dos réplicas por tratamiento y dos repeticiones de cada
determinaciéon. Para la evaluacion de las propiedades fisicoquimicas de los
sistemas almidon pectina se utilizé un disefio factorial 2x4: las variables evaluadas

fueron la variedad del maiz y la concentracion de pectina afiadida.

Las diferencias estadisticas en cada una de las variables evaluadas se observaron
al aplicarse un analisis de varianza (ANOVA) de una via, se estudiaron dos
variables continuas (variedades de maiz y tipo de pectina) y una variable numérica
(cuatro concentraciones de pectina), a un nivel de significancia de 95% (a=0.05).

Se utilizé
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una prueba Tukey (comparaciones multiples) para encontrar diferencias

significativas.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracterizacion fisica de los maices estudiados



En el Cuadro 1 se muestran los resultados obtenidos de dureza relacionada con el
indice de flotacion, peso de cien granos (PCG) y peso hectolitrico (PH), de las dos
variedades de maiz estudiadas, una de maiz pozolero que involucra la raza Elotes

Occidentales (HPZ 1) y otra de maiz palomero de raza Palomero (HPal 1).

Las caracteristicas fisicas del maiz como: dureza, densidad del grano (peso
hectolitrico), tamafo, gravedad especifica, asi como capacidad de absorcién de
agua, pueden ser una expresion de la microestructura del granulo de almidén y se
han relacionado con su composicion quimica (Narvaez et al., 2006). Ademas, este
conjunto de caracteristicas fisicas determina el uso final de los maices y su calidad

industrial (Figueroa-Cardenas et al., 2013).

El indice de flotacion (IF) es una medida indirecta de la dureza del grano, la cual se
basa en la cantidad de granos que flotan en una solucién de nitrato de sodio con
densidad conocida (1.25 g/mL), en donde los granos duros presentan una mayor
densidad en comparacion con los granos suaves, que tienden a flotar. La variedad
HPZ 1 presenté mayor indice de flotacion en comparacion con la variedad HPal 1

(Cuadro 1), lo cual corresponde a lo reportado en literatura (Vazquez et al., 2010).
Por lo anterior, con base en la NMX-FF-034-1-2002, el maiz HPZ 1 se clasifico
como un maiz de dureza intermedia, mientras que el maiz HPal 1 corresponde a

un maiz muy duro.
Cuadro 1. Caracteristicas fisicas de HPZ 1 y HPal 1.

Variedad IF (%) Dureza PH (kg/hL) PCG (g) Tamaiio

HPZ 1 52.3 + 2.5" Intermedio 75.1 + 0.2840.4 + 0.09” Grande HPal 1 11.6 + 2.5
Muy duro 82.8 + 0.1 15.6 + 1.3 Pequefio
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Medias + DE seguidas de la misma letra no muestran diferencias significativas
(p<0.05). HPZ 1: maiz Pozolero; HPal 1: maiz Palomero; IF: indice de flotacion;
PH: peso hectolitrico; PCG: peso de cien granos.



Otro de los factores que permite determinar la dureza de los granos es el peso
hectolitrico (PH) o densidad aparente; dicho parametro esta relacionado con la
susceptibilidad a ruptura del grano, rendimiento de molienda, velocidad de secado
y resistencia al desarrollo de hongos (Salinas & Vazquez, 2006). El maiz HPZ 1

presentd menor PH en comparacion con el maiz HPal 1 (Cuadro 1). En este
sentido, los granos que presentan mayor densidad, tienen menor probabilidad de
ser dafados por agentes externos, como insectos, y mayor resistencia al manejo
durante el almacenamiento y comercializacién. La NMX-FF-034-1-2002 indica que
los maices de primera calidad deben tener una densidad minima de 74 kg/hL,
ambas variedades de maiz presentaron una densidad superior a lo indicado a la
norma, por lo que cumplen con la misma. La dureza del grano se ha relacionado
positivamente con la densidad, el tamafio del granulo de almidon y la cantidad de
endospermo en el grano; por el contrario, se ha reportado una correlacién
negativamente con el indice de flotacion, condiciones que concuerdan con los
resultados encontrados (Gaytan-Martinez et al., 2006). Ademas, este factor
determina el uso final del maiz en la industria, ya que maices suaves presentan
una mayor hidratacién en comparacién con los maices de alta dureza, por lo que
maices suaves pueden ser utilizados para la industria de la molienda humeda o

para la preparacion de platillos tipicos como el pozole.

Finalmente, el peso de cien granos (PCG) permite estimar el tamafio del grano. Un
valor bajo indica un porcentaje alto de granos pequefios, mientras que un valor alto
indica granos grandes. EI PCG fue significativamente mayor (p<0.05) en la
variedad HPZ 1 en comparacioén con la variedad HPal 1 (Cuadro 1), lo que indica
que los primeros granos son mas grandes. Los resultados concuerdan con lo
reportado en literatura, en donde maices de dureza intermedia presentan mayor

tamafno mientras
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que los granos mas pequenos corresponden a maices duros (Salinas y Aguilar,
2010).

6.2 Caracterizacion quimica de los almidones nativos aislados de HPZ 1y
HPal 1.
En el Cuadro 2 se presentan los resultados de la composicion quimica de los
almidones obtenidos de maices criollos. La humedad de ambos almidones
extraidos de maices criollos resultd en un rango de 5-6%, siendo significativamente

diferentes (p<0.05) entre ambas variedades (Cuadro 2).

Cuadro 2. Composicion proximal de HPZ 1 y HPal 1.
ad (%) Lipidos (%) Carbohidratos Amilosa (%)

MuestraHumed Proteina (%) cenizas (%) (%)

HPZ 1 5.9+ 0.02*0.37 + 0.06 21.08 + 0.32 2 0.26 + 0.007 298.28 + 0.26" 33.04 + 1.51"HPal 1 5.3 +
0.0280.94 +0.23%0.34+0.0280.51 + 0.04 #98.19 + 0.24"29.86 + 1.50°

Medias + DE seguidas de la misma letra no muestran diferencias significativas
(p<0.05). HPZ 1: maiz Pozolero; HPal 1. maiz palomero. *Los carbohidratos
fueron calculados por diferencia: 100-(cenizas + lipidos + proteinas) en base seca.

El almidon de la variedad HPZ 1 mostré un menor contenido de proteina en
comparaciéon con el almidon de la variedad HPal 1, siendo estadisticamente
diferentes (p<0.05). Al utilizar un método de aislamiento alcalino se esperaba que
el contenido residual de proteina fuera bajo, sin embargo, los resultados obtenidos
corresponden con el rango reportado por Paraginski et al. (2014). Un alto
contenido de proteina en el almidon puede reducir la entrada del agua a los
granulos de almidén durante la gelatinizacion, limitando la interaccion entre el

agua y el almidén, afectando sus propiedades térmicas y de pasta.

Por otro lado, el contenido de lipidos presentes en el almiddén fue significativamente
diferente (p<0.05) entre ambas variedades, se observé un rango entre 0.34 a 1 %
(Cuadro 2), el cual corresponde a lo reportado en literatura (Paraginski et al.,

2014). Este porcentaje de lipidos puede atribuirse a los acidos grasos libres y a los
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lisofosfolipidos restantes en el granulo de almidon (Buléon et al., 1998). Al igual
que las proteinas, un alto contenido de lipidos puede modificar las propiedades
térmicas y de pasta del almidon, debido a la reduccidn de la capacidad del granulo

de almidén de absorber agua.

El porcentaje de cenizas del almidon HPal 1 fue mayor a lo observado en el
almidéon HPZ 1, teniendo un rango entre 0.2 a 0.5% (Cuadro 2), el cual puede
corresponder al contenido de fosfolipidos restantes en el granulo de almidén
(Buléon et al., 1998).

No se observaron diferencias significativas en el contenido de carbohidratos de
ambos almidones, siendo éste el componente mayoritario del almidén (Cuadro 2).
El almidon al ser un homopolisacarido, esta compuesto principalmente de amilosa
y amilopectina, formados por alfa-glucanos que se originan de la condensacion de
unidades de D-glucosa, los cuales representan entre el 98-99% del peso en base
seca del almidon, los resultados obtenidos concuerdan con este valor de
carbohidratos reportado (Tester et al., 2004). No se observaron diferencias
significativas (p<0.05) entre el contenido de carbohidratos de los dos almidones
estudiados. Por otro lado, el contenido de amilosa en el almidon HPZ 1 fue
significativamente diferente (p<0.05) al contenido de amilosa del almidon HPal 1. A
pesar de estas diferencias, ambos almidones pueden considerarse como

almidones con un contenido normal de amilosa (Tester et al., 2004).

6.3 Caracterizacion de pectina

6.3.1 Composicién monomeérica
La Figura 7 muestra el perfil cromatografico de la pectina antes y después de la
hidrolisis con TFA, asi como el perfil cromatografico de la mezcla de estandares

utilizados. Los monosacaridos que se identificaron se representan con un niumero.
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Figura 7. Perfil cromatografico obtenido por GC-FID de pectina antes (verde), y
después (rojo) de la hidrolisis con TFA y la mezcla de estandares (azul). 1: Xilosa;
2: Xilosa+Arabinosa; 3: Ramnosa; 4: Fructosa; 5: Galactosa; 6: Glucosa; 7:
Glucosa+Galactosa; 8: Acido galacturdnico (isémero E); 9: Acido galacturénico
(isémero Z); 10: pB-fenilglucdsido (patrén interno).

Se observd que la pectina sin hidrolizar (Figura 7, verde) presenté cuatro picos en
su perfil cromatografico: galactosa (5), glucosa (6), la mezcla de ambos
carbohidratos (7) y el patron interno (10). Dichos resultados indican la presencia de
glucosa libre en la muestra nativa de pectina. Por otro lado, el perfil cromatografico
de la pectina que fue hidrolizada con TFA (Figura 7, rojo) presentd los picos
correspondientes a los monosacaridos que componen la estructura de pectina:
xilosa (1), arabinosa (2), ramnosa (3), galactosa (5) y acido galacturénico (8 y 9),
ademas del pico correspondiente al patrén interno (10), y al pico de glucosa (6)

observado previamente.



De acuerdo con la estructura de la pectina (Figura 5), el monosacarido
predominante es el acido galacturénico, el cual forma la columna vertebral de la
pectina, conocida como homogalacturonano (Mufoz-Almagro et al., 2021). De

acuerdo con la FAO, para que una pectina se considere como aditivo alimentario
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(E440) el porcentaje de acido galacturénico debe ser superior a 65%; sin embargo,

la muestra utilizada como pectina presentdé un menor porcentaje a lo establecido
por la FAO (Cuadro 3), por lo tanto, la pectina utilizada no podria considerarse
como un aditivo E440, sino un ingrediente que contiene pectina. Otros
monosacaridos que destacan en la composicion de la pectina son aquellos que
forman la parte ramificada de este hidrocoloide, como lo es la ramnosa (3) y la
galactosa (5), la primera actiua como punto de union a las ramificaciones formadas
por arabinogalactanos, arabinanos y galactanos, que es identificado como

ramnogalacturonano |, en donde se tiene la presencia de azucares neutros como la
galactosa y arabinosa (Mufioz-Almagro et al., 2021). Finalmente, la xilosa indica la
presencia de la estructura mas compleja de la pectina, identificado como

ramnogalacturonano Il.

Cuadro 3. Composicién monomeérica (%) de pectina sometida a hidrdlisis con
TFA.

Xilosa +
Muestra

ArabinosaRamnosa Galactosa GIucosaACid° galacturénico
Pec 0.77 £+ 0.1181.54 + 0.1182.42 £+ 0.15874.24 + 1.72"21.01 + 1.5198 Ref 3.47 + 0.11*

4.07 £0.39%15.91 + 1.560.91 + 0.010°75.62 + 6.19*

Medias + DE seguidas de la misma letra no muestran diferencias significativas
(p<0.05). Pec: pectina hidrolizada con TFA. Ref: pectina referencia.

Se analizé la composicion monomérica de una pectina de referencia, la cual tenia

una concentracion de monosacaridos conocida, con fines comparativos en la



composicion y concentracion de los monosacaridos. La pectina de referencia
presentd un porcentaje mayor a 65% de acido galacturdnico, por lo que ésta puede
definirse como aditivo alimentario E440. Por otro lado, la cantidad de glucosa
presente en la pectina de referencia es minima, ya que dicho carbohidrato no se
encuentra en la estructura de la pectina. Sin embargo, en la pectina que fue
utilizada para el estudio se encontré un alto porcentaje de glucosa (Cuadro 3), su

presencia
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puede asociarse con el proceso de extraccion y purificacion de dicho hidrocoloide,

ya que puede provenir de otros polisacaridos, como la celulosa y la hemicelulosa,
que pudieron co-precipitar durante la extraccion de la pectina, o bien, que sea
remanente de azucares solubles que no fueron eliminados durante su purificacion
(Mufioz-Almagro et al., 2017).

6.3.2 Grado de metil esterificacion
La Figura 8 muestra el espectro FTIR de la pectina. Las bandas de interés para la
determinacion del grado de metil esterificacion se encuentran sefaladas por lineas

discontinuas amairrillas.



Figura 8. Espectro FTIR de pectina.
La banda a 1747 cm™(A) corresponde al grupo carbonilo (COOR), mientras que la
banda a 1632 cm™(B) se ha asociado con el estiramiento simétrico del grupo COO-
(Mufioz-Almagro et al., 2017). De acuerdo con la relacion de ambas bandas se

obtuvo un grado de metil esterificacion de 28.2%, que indica las unidades de acido
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galacturonico metil esterificadas, por lo que la pectina fue clasificada como una

pectina de bajo grado de metil esterificacion.

6.3.3 Peso molecular
En la Figura 9 se observan los perfiles cromatograficos de la pectina (azul) asi

como de la mezcla de pululanos utilizados (rojo).



Figura 9. Perfil cromatografico obtenido por HPSEC-ELSD de pectina (azul) y
mezcla de pululanos (rojo).

En el perfil cromatografico de la pectina se observaron dos picos (Figura 9, perfil
rojo), el primero con un tiempo de retencion de 27 min, que correspondié a 288
kDa vy fue identificado como la estructura de la pectina; mientras que el segundo
pico se observo en un tiempo de retencidon de 40 min, correspondiente a 0.18 kDa,
probablemente glucosa. Dichos resultados estan en linea con la composicion
monomeérica de la pectina (Cuadro 3), en donde se observd un alto contenido de

glucosa, confirmandose la presencia de este monosacarido en el hidrocoloide.

Se determind la concentracion de los dos carbohidratos en la muestra, es decir, la

pectina represento el 41.5% y la glucosa el 58.5%, es decir, mas de la mitad de la
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muestra utilizada como pectina fue glucosa, la cual puede modificar las

propiedades fisicoquimicas de la pectina misma, asi como del alimento en el cual

se incorpora.

6.4 Caracterizacion de complejos almidén-pectina

6.4.1 Microestructura



La Figura 10 muestra las micrografias SEM del almidén nativo, extrudido vy
complejos almidon-pectina de ambos almidones. Los almidones nativos mostraron
una morfologia poligonal (Figura 10, circulo negro), caracteristica de los granulos
de almidon provenientes de maices de dureza alta e intermedia (Figueroa et al.,
2013). Ademas, los granulos de almidon de las muestras nativas no mostraron
dafio en su integridad, lo que indica que el proceso de extraccion del almidon se

realizé de forma correcta.

En las muestras extrudidas de ambos almidones se observaron dos fases, la
primera compuesta por los granulos de almidén que no fueron gelatinizados
durante el proceso de extrusion (Figura 10, circulo rojo), lo que indicaria que la
temperatura utilizada en los tratamientos fue insuficiente para lograr una completa
gelatinizacion de los granulos de almidén. Por otro lado, la fase que embebe a los
mismos corresponde a los granulos de almiddn que presentaron una disrupcion
durante el proceso termomecanico, es decir, almidones gelatinizados (Liu et al.,
2017). De acuerdo lo observado en las micrografias SEM (Figura 10, extrudido), el
almidon HPZ 1 conservé una mayor integridad al ser sometido a extrusiéon en

comparacién con el almidén HPal 1.
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Figura 10. Microestructura de almidén de maiz (1250 X). El porcentaje indica el
contenido de pectina anadido.

En las micrografias se observdé que a medida que se aumenté el contenido de
pectina, se conserva una mayor integridad de los granulos de almidoén (Figura 7,
circulos azules, magentas y verdes). Ademas, se observa una fase que recubre a
los granulos de almidon (flecha roja), dicho efecto puede ser causado por la
interaccion entre el almidon gelatinizado y la pectina, lo que indicaria que la pectina

puede actuar como protector para evitar la gelatinizacion total del almidon.

6.4.2 Difraccion de rayos X

En la Figura 11 se muestra el patron de difraccion de rayos X del almidén nativo
(linea negra), extrudido (linea roja), complejo con pectina 2% (linea azul), complejo
con pectina 5% (linea magenta) y complejo con pectina 7% (linea verde), asi como
de la pectina (linea gris) correspondiente al HPZ 1 y HPal 1. Las muestras nativas
de ambos almidones mostraron un patron de rayos X correspondiente a una
estructura ortorrombica, también llamada del tipo A, caracteristico de los almidones
provenientes de cereales. Este tipo de estructura tiene picos indexados
correspondientes al angulo 20: 15°, 17°, 18°, 20° y 23°, los cuales corresponden al
plano hkl: (200), (031), (211), (040) y (231) respectivamente (Rodriguez-Garcia et
al., 2021).
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Tras el proceso de extrusion se observd que los picos correspondientes al angulo
20: 15°, 17°, 18° y 23° disminuyeron su intensidad en comparaciéon con las
muestras nativas, este comportamiento puede indicar una pérdida de cristalinidad
debido al tratamiento termomecanico al que fueron sometidas las muestras
(Cervantes

Ramirez et al., 2020). Por otro lado, en el pico correspondiente al angulo 26 20° se
observé un incremento de intensidad, dicho pico ha sido asociado al almidén
gelatinizado-retrogradado (Morales-Sanchez et al., 2021), que corresponde a los

cambios que sufre el almidén al ser sometido al proceso de extrusion.

Figura 11. Patrén de difraccion de rayos X de: a) almidon proveniente de maiz
pozolero (HPZ 1) y b: almiddén proveniente de maiz palomero (HPal 1).
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El comportamiento observado en las muestras extrudidas sin pectina, asi como las

muestras de ambos almidones con pectina afiadida (2, 5 y 7%) fue similar. En
donde la disminucién en cuanto a la intensidad de los picos correspondientes al
angulo 206 15°, 17°, 18° y 23° se puede asociar con la pérdida de cristalinidad del
almidon debido a la gelatinizacion parcial de los granulos de almidon por la
combinacién del estrés mecanico, la presion y la temperatura a la cual fueron
sometidos durante el proceso termomecanico. En las muestras con 5% de pectina
(linea magenta) se observo un ligero desplazamiento hacia la derecha de los picos
correspondientes al angulo 26: 15° y 18°. Dicho desplazamiento indica una
modificacion en la distancia interplanar, es decir, el tamano del cristal disminuye
(Cervantes-Ramirez et al., 2020). Sin embargo, a pesar de este desplazamiento y
la disminucion de la intensidad en los picos, el patron ortorrombico se mantiene
tras ser sometido a la extrusion y tras adicionar pectina, lo que indicaria que la
estructura cristalina de este polisacarido se preserva. Los resultados de rayos X
se relacionan con lo observado en las micrografias de SEM, en dénde se
observan granulos de almidon intactos después del tratamiento termomecanico
(Figura 10), lo cual puede ser atribuido a un efecto protector de la pectina ante la

extrusion de los granulos de almidén.

Por otro lado, el patrén de rayos X de la pectina utilizada mostré picos definidos en
los angulos 20: 9°, 18.2°, 20.5° y 28.15°. Estos picos no se encuentran indexados
o pertenecen a una estructura especifica, sin embargo, al ser definidos podrian
indicar un comportamiento cristalino de este hidrocoloide, ademas, dichos
resultados

corresponden a lo reportado por Carbinatto et al. (2012) y Mishra et al. (2008) para

pectina de bajo grado de metil esterificacion.

6.4.3 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FT
IR)

En la Figura 12 se presentan los espectros FTIR de los almidones HPZ 1 y HPal 1



nativos (linea negra), extrudidos (linea roja), complejo almidén-pectina 2% (linea
azul), complejo almidon-pectina 5% (linea magenta), complejo almidon-pectina 7%

(linea verde) y pectina de bajo grado de metil esterificacion (gris).
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Figura 12. Espectro FTIR de almidén proveniente de: a) maiz pozolero (HPZ-1) y
b) maiz palomero (HPal-1). n: almidon nativo; e: almidon extrudido; 2: complejos
almidoén-pectina al 2%; 5: complejos almidon-pectina al 5%; 7: complejos almidén
pectina al 7%.
Todas las muestras de almidon (identificadas con lineas punteadas vy letras) y la
pectina (identificadas con lineas discontinuas y numeros) presentaron las bandas

caracteristicas de cada carbohidrato.



En las muestras de almiddn nativo la banda a 3300 cm™'[a] corresponde a los

grupos hidroxilos presentes en el carbohidrato, especificamente al estiramiento O-
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H. Por otro lado, la banda de 2927 cm™'[b] se asocia con el estiramiento asimétrico

del grupo C-H (Lépez-Silva et al., 2019). La banda a 1637 cm™[c] se atribuye a la
vibracién de las moléculas de agua adsorbida, mientras que la banda a 1336 cm™
[d] corresponde a la vibracion del grupo -CH2 (Xiong et al., 2017). La banda de
1150 cm'[f] corresponde al estiramiento del grupo C-O-H (Warren et al., 2016). La
huella digital del almidén se encuentra en la zona de 1100 a 900 cm™, en donde la
banda a 1022 cm™ es asociada con la region amorfa del almidén, mientras que la
banda a 1047 cm™ con la regién cristalina del carbohidrato (Cervantes-Ramirez et
al., 2020). Finalmente, las bandas a 997 cm™[g] y 927 cm'[h] se identificaron

como los enlaces hidrégeno de la unidad de glucosa anhidra y las vibraciones del

enlace a
1,4 glucésido (C-O-C) (Xiong et al., 2017).

Por otro lado, en la muestra de pectina se observé la banda a 1745 cm™"[1], que se
identifico como la vibracion del grupo carboxilico metil esterificado (COO-R). A
1243 om[2] y 1100 cm™[3] se observaron las bandas correspondientes al
estiramiento de C-O. La banda a 1019 cm™"[4] corresponde al estiramiento de C-C.

Finalmente, la banda a 960 cm™[5] se atribuye a la unién C-O (Xiong et al., 2017).

En los espectros de las muestras de almiddén con pectina afadida predomina el
comportamiento del almidén, ademas de que no se identificaron la formacion de
nuevas bandas o desplazamientos de éstas que se esperaban como resultado de
la interaccién entre ambos carbohidratos. Esto puede atribuirse a dos factores; el
primero es el que sugiere que los enlaces que se forman entre el almidon y la
pectina no son covalentes, sino que la interaccién entre ambos se lleva a cabo a

través de puentes de hidrogeno (Dangi et al., 2020), ademas de que el contenido



de pectina fue muy bajo en comparacién con el almidon para que la técnica
detectara las interacciones entre ambos, sin embargo, los porcentajes de pectina
se decidieron de acuerdo a lo reportado en literatura (Zhang et al., 2018), ademas,
de que un alto porcentaje de pectina en la muestra de almidon podria generar
dificultades en el paso de éste a través del extrusor. Por otro lado, el alto

contenido de glucosa en la
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pectina (Cuadro 3) pudo producir un enmascaramiento del efecto del hidrocoloide

en el almidon.

6.4.4 Propiedades térmicas
La Figura 13 muestra los termogramas de los almidones HPZ 1 y HPal 1
respectivamente. El almidén nativo (linea negra) mostré una endoterma que se
asocia a la gelatinizacion del almidén (65-75.41 °C) con una temperatura pico (Tp)
de 70.25 °C en HPZ 1, mientras que en HPal 1 el rango fue de 63.16 °C a 74.76
°C, con una Tp de 69.25 °C, dichas temperaturas corresponden a lo reportado en
literatura para el proceso de gelatinizacion del almidon de maiz
(Cervantes-Ramirez et al., 2020; Morales-Sanchez et al., 2021). HPal 1 presento
un mayor rango de temperatura de gelatinizacion (AT 11.6 °C) respecto a HPZ 1
(AT 10.09°C). Las diferencias pueden atribuirse a las caracteristicas fisicas de los
granulos de almidon, ya que se ha reportado una correlacion negativa entre el
tamano del granulo de almidén y el rango de gelatinizacion, debido a que los
granulos de almidon pequefos provenientes de granos de maiz de alta dureza, al
tener cristales mas perfectos, tienen un proceso de gelatinizacion mas lento
(Narvaez-Gonzalez et al., 2007), como se observo en los resultados. Ademas, el
contenido de amilosa en los almidones tiene un efecto en las propiedades
térmicas, ya que un alto porcentaje de amilosa en el almidon aumenta las
temperaturas de gelatinizacion (Xie et al., 2020). En este sentido, el almidén HPZ
1 nativo (Figura 13a) fue el que mostré un mayor porcentaje de amilosa (Cuadro

2), el cual presenta una mayor temperatura de gelatinizacién respecto con el



almidén HPal 1 (Figura 13b).

La entalpia de gelatinizaciéon (AH) de HPZ 1 fue mayor (10.53 J/g) respecto con
HPal 1 (9.63 J/g). La entalpia representa la cantidad de energia necesaria para
llevar a cabo una reaccion, en este caso para llevar a cabo la gelatinizacion del
almidon. En este sentido, HPZ 1 necesitd6 mayor energia para gelatinizar sus
granulos de almiddn, lo que podria asociarse a que este almidén presenta mayor
orden estructural en comparacion con HPal 1 (Morales-Sanchez et al., 2021).

Ademas, se ha reportado una correlacion positiva entre el tamafo del granulo y la
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entalpia de gelatinizacion, sugiriendo que los granos suaves gelatinizan antes y

tienen entalpias mayores en comparacion con los granos pequefios (Narvaez
Gonzalez et al., 2007).

En los almidones extrudidos (linea roja) de ambos almidones se observé un
desplazamiento hacia la derecha de la endoterma de gelatinizacion, es decir,
mayores temperaturas respecto con el almidon nativo. Dicho aumento podria
atribuirse a la formacién de un material térmicamente mas estable, ya que requiere
mayor temperatura para mostrar un cambio de fase (Figura 13). Tanto AH de HPZ
1 (5.39 J/g) como de HPal 1 (4.78 J/g) disminuyeron en comparacion con el
almidoén nativo indicando que el tratamiento de extrusién al cual fueron sometidos
provoca gelatinizacion parcial de los granulos de almidon (Cervantes-Ramirez et
al., 2020).

Almidones extrudidos de ambas fuentes mostraron una segunda endoterma a
bajas temperaturas (39 °C a 61 °C) con una AH entre 0.3 J/g a 1.3 J/g, esta
endoterma se observé independientemente si tenian pectina anadida o no, lo cual
puede asociarse a la des-ramificacion de la amilopectina debido al cizallamiento

que se presenta en el proceso de extrusion (Morales-Sanchez et al., 2021).

La adicion de pectina al almidon de maiz aumentd las temperaturas de

gelatinizacion (Figura 13), se observé en HPZ 1 que a medida que aumentaba el



porcentaje de pectina afadido aumentaba la temperatura inicial de gelatinizacion
(To) de 69.92 °C (HPZ1-2) a 70.61 °C (HPZ1-7). Por otro lado, en el almidon HPal
1 no se observo una tendencia en las temperaturas de gelatinizacion al aumentar
el porcentaje de pectina. El aumento en la temperatura de gelatinizacion de los
almidones con pectina en comparacion con los almidones nativos y extrudidos
puede asociarse a la formaciéon de un material térmicamente mas estable al
interactuar las cadenas laterales de la pectina con el almidon a través de puentes
de hidrégeno (Zheng et al., 2021). Por otro lado, la pectina pudo haber competido
con el almidon por la captacion de agua y por ende disminuir la relacion

almidén/agua, lo que retraso la gelatinizacion del mismo (Dangi et al., 2020).
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Figura 13. Termograma de almidon proveniente de: a) maiz pozolero (HPZ-1) y b)
maiz palomero (HPal-1). n: nativo; e: extrudido; 2: 2% pectina afiadida; 5: 5%
pectina anadida; 7: 7% pectina anadida.

Uno de los factores que debe considerarse es el alto contenido de glucosa
presente en la pectina. De acuerdo con la literatura, altas concentraciones de
azucares (relacion almidén:azucar 1:2), en principio los disacaridos seguidos de los
monosacaridos, pueden reducir la cantidad de agua disponible en la matriz, por lo

tanto, disminuye la movilidad de las cadenas del almiddn, lo que inhibe la
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gelatinizacion (Zhang et al., 2013). En este sentido, el contenido de glucosa
presente en la pectina (Cuadro 3) pudo competir con el almidon por el agua,
actuando junto con la pectina como protector del almidon ante el proceso de

gelatinizacion.

Se observo una disminucion de la AH en muestras con pectina en comparacion
con los almidones nativos y extrudidos, e independientemente del origen del
almidon, se presentd una disminucién de este factor a medida que aumentaba el
porcentaje de pectina afiadida, observandose un rango de AH para HPZ 1 de 4.99
J/g (2% pectina) a 4.29 J/g (7% pectina), mientras que en HPal 1 se observé un
rango de AH de 3.47 J/g (2% pectina) a 3.25 J/g (7% pectina). Los resultados
obtenidos concuerdan con lo reportado en literatura (Dangi et al., 2020; Zheng et
al., 2021), en donde la disminucién de la entalpia al afiadir hidrocoloides, como la
pectina, se asocia a una modificacién que se produce en el almidén gelatinizado al

interactuar con pectina.

6.4.5 Propiedades de pasta
Las Figura 14 a y b muestran los perfiles de viscosidad de los almidones nativos,
extrudidos y de los complejos almiddn-pectina provenientes de las variedades de
maiz HPZ 1 y HPal 1, respectivamente. Se observé que ambos almidones nativos
(lineas negras) fueron los que presentaron mayor viscosidad maxima (Vmax) en
comparacién con el resto de las muestras. El almidon nativo HPZ1 present6
diferencias significativas en el parametro de Vmax en comparacion con el almidon
HPal 1 (HPZ1: 4858 + 44.5 cP y HPal 1: 5628.5 £ 105 cP). Dichas diferencias se
pueden asociar con la relacién amilosa:amilopectina en el almidén. Se ha
reportado una correlacion negativa entre el contenido de amilosa y la viscosidad
maxima del almidén (Karakelle et al., 2020). En este sentido, el almidén HPal 1,
presentd menor contenido de amilosa (Cuadro 2) tuvo un mayor pico de
viscosidad en comparacion con el almidén HPZ 1 (Figura 14 ay b, linea negra),
esto se debe a que el hinchamiento del almidon es dependiente del contenido de

amilopectina, mientras
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que la cadena lineal del almidén, es decir, la amilosa, puede actuar como inhibidor

del hinchamiento (Karakelle et al., 2020).

Figura 14. Viscoamilograma de almidon proveniente de: a) maiz pozolero (HPZ 1),
b) maiz palomero (HPal 1) y c) pectina. n: nativo; e: extrudido; 2: 2% pectina
afiadida; 5: 5% pectina afiadida; 7: 7% pectina afiadida.



No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en las

temperaturas de pasta (TP) de ambos almidones nativos (HPZ: 71.53 £+ 0.1 °C y
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HPal 1: 71.72 £ 0.20 °C), dichas temperaturas son similares a lo reportado en

literatura para almidon de maiz (Narvaez-Gonzalez et al., 2006).

Una vez que todos los granulos se disrumpen disminuye la viscosidad de la
muestra hasta llegar a una viscosidad minima (Vmin). La diferencia entre la Vmax
y Vmin se le conoce como viscosidad de ruptura (Vrup) y se relaciona con la
estabilidad del material ante calentamiento y estrés mecanico (Dangi et al., 2020).
El almidon HPal 1 tuvo una mayor Vrup en comparacién con el almidon HPZ 1,
siendo diferentes estadisticamente (p<0.05). Por lo tanto, HPal 1 demostré ser un
material mas estable ante un calentamiento. Al disminuir la temperatura se
observa un aumento en la viscosidad de las muestras (Figura 14a y b). Ademas,
no se presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre ambos almidones
nativos en el parametro de viscosidad final (Vf). Por otro lado, la viscosidad de
retroceso (Vret) se asocia con la retrogradacion que pueden presentar las
muestras, dicho parametro se obtiene a partir de las diferencias entre la Vfy Vmin.
El almidéon HPZ 1 mostré una mayor Vret en comparacién con el almidon HPal 1,
siendo estadisticamente diferentes (p<0.05), dichos resultados pueden atribuirse
al contenido de amilosa, el almidén HPZ 1 al tener un mayor contenido de amilosa

(Cuadro 2) tiende a retrogradar mas facilmente que el almidén HPal 1.

Las muestras extrudidas (Figura 14, lineas rojas) tuvieron una menor Vmax y Vf en
comparaciéon con las muestras nativas (p<0.05), lo que se atribuye al tratamiento
termomecanico al cual fueron sometidas las muestras durante el proceso de
extrusion, que provocd una gelatinizacién parcial de los granulos de almidén como
se observo en las propiedades térmicas, resultados similares observé Cervantes

Ramirez et al. (2020) en almidones de maiz extrudidos. En ambos almidones se
presenta un aumento en TP de 1 °C, siendo diferentes significativamente con las

muestras nativas. Dicho aumento, indica que se requiere mayor temperatura para



gelatinizar a los granulos de almidén que no sufrieron dafio durante la extrusion.

La Vrup y Vret de los almidones extrudidos disminuyeron significativamente

(p<0.05) comparados con los nativos. Lo anterior indica que al someter el almidén
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a extrusién presenta mayor estabilidad al estrés mecanico en altas temperatura y,

ademas, tiende a presentar menor retrogradacion al disminuir la temperatura
(Dangi et al., 2020).

La adicion de pectina durante la extrusion de los almidones produjo un aumento en
sus propiedades de pasta, mismo que aumenta respecto con el contenido de
pectina en comparacién con las muestras extrudidas (Figura 14, lineas azules,
rosas y verdes). Los almidones HPZ 1 mostraron un aumento de su Vmax a
medida que se aumentaba la concentracion de pectina, llegando a 4296.5 + 85.5
cP con 7% de pectina, mientras que en HPal 1 se observé una Vmax de 3275 +
13.4 cP con 7% de pectina. Se observo en el perfil de viscosidad de la pectina
(Figura 14 c) que, al aumentar la temperatura y el cizallamiento, la viscosidad del
hidrocoloide disminuye, por lo que el aumento de la viscosidad en las muestras de
almiddén con pectina (Figura 14 a y b) se puede atribuir a una posible interaccién
entre ambos carbohidratos y no por la viscosidad propia de la pectina. Sin
embargo, a pesar del aumento de Vmax respecto con la concentracion de pectina,
ésta fue inferior a lo observado en almidones nativos. Dichos resultados pueden
atribuirse a la competencia por el agua entre la pectina y el granulo de almidodn,
que puede ser causado por el recubrimiento de los granulos de almidén por el
hidrocoloide, como se observé en las micrografias de SEM (Figura 10), por lo que
el almidén no puede conseguir un maximo en su hinchamiento. Asi mismo, el
contenido de glucosa presente en la pectina puede tener un efecto en las
propiedades de pasta del almidon, debido a que reduce el agua disponible para
reaccionar con el almidon, por lo tanto, disminuye el grado de gelatinizacion de

éste.

Almidones HPZ 1 con pectina (Figura 14 a) mostraron un perfil de viscosidad



similar al nativo a medida que la concentracién de pectina aumenta, lo que podria
estar indicando que la pectina presenta un efecto protector sobre el granulo de
almidon  durante el proceso de extrusidn, es decir, se causa una menor
gelatinizacion del

almidon, lo que explicaria su aumento de Vmax en comparacién con la muestra

extrudida sin adicién de pectina.
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Por otro lado, los almidones HPal 1 extrudidos con y sin pectina (Figura 14 b)

presentaron un pequefio hombro antes de su Vmax, el cual se atribuye a la
amilopectina des-ramificada producida durante el proceso de extrusion (Cervantes
Ramirez et al., 2020). Dichos resultados se relacionan con las propiedades
térmicas de las muestras, en donde se observd una endoterma antes de la

temperatura de gelatinizacién del almidon.

La temperatura de pasta del almidén HPZ 1 con 2% de pectina fue mas baja,
siendo estadisticamente diferente a las muestras con mayor porcentaje de pectina
(5y 7%) (Figura 14a). En tanto, en el almidon HPal 1 no se encontraron diferencias
significativas entre las temperaturas de pasta independientemente de la
concentracion de pectina afadida (Figura 14 b). Dichos resultados indican que el
material requiere la misma temperatura para iniciar el proceso de hinchamiento a

pesar del aumento de pectina en la muestra.

Finalmente, los almidones extrudidos con pectina mostraron una disminucién
significativa (p<0.05) en Vrup, Vret y Vf en comparacién con ambos almidones
nativos, resultados similares con la adicion de pectina nativa y pectina hidrolizada
en almidon de cebada han sido reportados (Dangi et al., 2020). En el caso de HPZ
1, las muestra con 2 y 5% de pectina anadida mostraron menores Vrup (Figura
14a), lo que indicaria que son mas estables. En tanto, en las muestras de HPal 1
no se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) con
diferentes concentraciones de pectina, por lo que se pueden considerar estables.

Almidones extrudidos con pectina mostraron menor Vret en comparacion con



almidones nativos (p<0.05), en HPZ 1, muestras con 2 y 5% de pectina mostraron
menor Vret, mientras que en HPal 1, no hubo diferencias significativas (p<0.05)
entre las tres concentraciones de pectina. Dicha disminucion de Vret se puede
atribuir a la interaccidn entre la pectina y la amilosa lixiviada del granulo de
almidon, reduciendo las asociaciones entre cadenas de amilosa al disminuir la
temperatura, asi mismo, la pectina, al recubrir los granulos de almidon, puede

restringir la salida de amilosa,
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por lo que al disminuir las cadenas de amilosa lixiviada se disminuye su

reasociacion, y, por lo tanto, su retrogradacion (Dangi et al., 2020; Ma et al.,
2019Db).

6.4.6 Sinéresis del sistema almidén-pectina

La Figura 15 representa el porcentaje de sinéresis del almiddn nativo, extrudido y
de los complejos almidon-pectina de ambos almidones estudiados. En el almidon
HPZ 1 se observo un aumento significativo (p<0.05) en la sinéresis proporcional a
los ciclos de congelacion-descongelacion en las muestras nativas (Figura 15 a,

circulo negro), observandose el mayor porcentaje de sinéresis al dia 15 (6.2 + 1.3
% de sinéresis). Por otro lado, el almidén nativo HPal 1 no presenté diferencias
significativas al paso del tiempo, teniendo 0.9 £ 0.56% de sinéresis en el dia 15.
Las diferencias entre ambos almidones se pueden atribuir al contenido de amilosa.
El almidén HPZ 1 al tener mayor contenido de amilosa (Cuadro 2) que HPal 1,
presentd mayor retrogradacion (Figura 14 a), lo que se relaciona con una menor

retencién de agua y por lo tanto presentd valores mayores de sinéresis.

Las muestras extrudidas presentaron un aumento de sinéresis en comparacion con
el almidén nativo, sin embargo, esta diferencia no fue significativa. Lo anterior se
pueden atribuir a que el proceso termomecanico aplicado al almidén, provoco que
la amilopectina se des-ramificara y, por lo tanto, el contenido de amilosa aparente

aumento, teniendo como resultado una menor retencidén de agua en el almidon.



Finalmente, en los complejos almidon-pectina de ambos almidones, si bien, se
observé un incremento de sinéresis con el paso del tiempo de almacenamiento en
congelacion, éste no fue significativo comparado con las muestras nativas y
extrudidas, lo que indicaria que en los resultados de sinéresis dominoé el efecto del

almidon.
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Figura 15. Sinéresis de almidon proveniente de: a) maiz pozolero (HPZ 1) y b)



maiz palomero (HPal 1). n: nativo; e: extrudido; 2: 2% pectina afiadida; 5: 5%
pectina afadida; 7: 7% pectina afiadida.

En el almidon HPal 1 se observa que el porcentaje de sinéresis disminuye al
aumentar el contenido de pectina, dichos resultados podrian atribuirse al contenido
de glucosa presente en la pectina (Cuadro 3) que actua como crioprotector dentro
de la matriz, disminuyendo asi la sinéresis del almidon. Resultados similares

fueron reportados por Hedayati et al. (2016).

6.4.7 indice de absorcién y solubilidad en agua
La Figura 16 representa el indice de absorcion de agua (IAA) correspondiente al

almidon HPZ 1 (a) y el almidon HPal 1 (b). Las muestras nativas de ambos
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almidones (Figura 16, circulos negros) no presentaron diferencias significativas a

bajas temperaturas (30 °C y 60 °C). Los resultados obtenidos corresponden con lo
reportado por Morales-Sanchez et al. (2021) para almidon de maiz nativo. Valores
bajos de IAA en almidones nativos se atribuyen a la estructura que presenta el
granulo de almidéon, que tiene pocos grupos hidrofilicos disponibles para
interactuar con el agua y formar geles. Por otro lado, altas temperaturas (90 °C) se
observé que el IAA de los almidones nativos se duplicd, observandose un 10 % en
HPZ 1 y en HPal 1, dicho aumento se atribuye al proceso de gelatinizacién del

almidon.



Figura 16. indice de absorcion de agua de almidén proveniente de: a) maiz
pozolero (HPZ 1) y b) maiz palomero (HPal 1). n: nativo; e: extrudido; 2: 2%
pectina afiadida; 5: 5% pectina afiadida; 7: 7% pectina afiadida.
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Por otro lado, las muestras extrudidas de ambos almidones (Figura 16, cuadros

rojos), presentaron un mayor IAA en comparacion con las muestras nativas en las
tres temperaturas aplicadas, siendo estadisticamente diferentes (p<0.05) entre
muestras y tratamientos. Dichos resultados se atribuyen al proceso
termomecanico, el cual produjo una pre-gelatinizacién de los granulos de almidén
(Morales-Sanchez et al., 2021), la cual permiti6 una mayor absorcion de agua

debido a una mayor disponibilidad de grupo hidrofilicos en el granulo de almidon.



Finalmente, en las muestras con pectina, se observdé un mayor IAA que el almidén
nativo, dicho efecto se atribuye al proceso de extrusién. Ademas, a medida que
aumenta el contenido de pectina en el almidén se observé un incremento en el IAA
en las tres temperaturas analizadas, estos resultados pueden atribuirse al caracter
hidrofilico que tiene la pectina (Nagash et al., 2017), la cual permiti6 una mayor

absorcion de agua en las muestras.

La Figura 17 representa el indice de solubilidad del almidén (ISA) del almidén HPZ
1 (a) HPal 1 (b). El ISA indica la cantidad de solidos disueltos en agua de la
muestra (Neder-Suarez et al., 2018). En este caso, ambos almidones nativos
fueron los que tuvieron los valores mas bajos de ISA en comparacién con el resto
de las muestras, siendo estadisticamente diferentes (p<0.05). En el almidon HPal
1 nativo (Figura 17b, circulos negros) se observd que a temperaturas superiores
de 60 °C se incremento el porcentaje de solidos solubles en la muestra, dichos
resultados corresponden con lo observado en propiedades térmicas (Figura 13),
en donde dicho almidon presentd menor temperatura para gelatinizar en
comparacién con el almidon nativo HPZ 1, el cual necesitdé de mayor temperatura

(90 °C) para el proceso de gelatinizacion.
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Figura 17. indice de solubilidad en agua de almidén proveniente de: a) maiz
pozolero (HPZ 1) y b) maiz palomero (HPal 1). n: nativo; e: extrudido; 2: 2%

pectina afiadida; 5: 5% pectina afiadida; 7: 7% pectina afiadida. Las muestras
extrudidas con y sin pectina, fueron significativamente diferentes a las muestras
de almidodn nativo (p<0.05), ya que mostraron un mayor porcentaje de ISA, lo cual
se atribuye al daio causado por la combinacion de temperatura y cizallamiento
durante la extrusion de las muestras (Morales-Sanchez et al., 2021). El aumento
en la concentracion de la pectina provoco un mayor porcentaje de sélidos solubles
debido a que a altas temperaturas la pectina puede ser soluble en agua (Nagash

et al., 2017). Ademas, este aumento se puede atribuir al contenido
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de glucosa presente en la pectina anadida, que al tener un azucar soluble en agua

aumenta el porcentaje de sélidos solubles en la muestra.

6.5. Modelo de digestion in vitro con extracto de intestino delgado de rata
(EIDR)

Ademas del almiddon nativo y extrudido, la muestra que se selecciond para ser
sometida a la digestiéon in vitro fue el almidon HPZ 1 con 7% de pectina. La
eleccion de esta muestra se explica principalmente por las propiedades
fisicoquimicas observadas, ya que fue la muestra con mayor temperatura de
gelatinizacion (Figura 13), y por ende con mayor temperatura de pasta (Figura 14),
dichos resultados indicarian una posible interaccion entre ambos carbohidratos
(pectina y almidén). Ademas, se ha reportado que almidones con mayor contenido
de amilosa son menos susceptibles a la digestion que almidones con mayor
contenido de amilopectina, debido a que la amilopectina contiene mayor numero
de puentes de hidréogenos intramoleculares que la amilosa (Yang et al., 2022). En
este sentido, el almidon con mayor contenido de amilosa fue el HPZ 1, lo que

robustece su eleccion.

6.5.1 Caracterizacion del extracto de intestino delgado de rata
(EIDR) 6.5.1.1 Contenido de proteina y actividad enzimatica
del EIDR
En el Cuadro 4 se presentan las actividades enzimaticas especificas del extracto

de intestino delgado de rata (EIDR). Se evalué la actividad enzimatica especifica

de amilasa/glucosidasa, sacarasa, maltasa y pectinasa.

Cuadro 4. Actividades enzimaticas especificas y contenido de proteina* del
extracto de intestino delgado de rata (EIDR).
Actividad Sustrato U (umoles/min g proteina) Amilasa/glucosidasa
Almidon 1678 £ 127 Sacarasa Sacarosa 1431 £ 476 Maltasa Maltosa 306.98 +
0.36 Pectinasa Pectina ND
*El contenido de proteina del extracto de intestino delgado de rata (EIDR) fue de

1.475 £ 0.29 %. Los resultados se expresan como la media + DE. ND: no
detectable.
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El complejo enzimatico amilasa-glucosidasa tuvo mayor actividad enzimatica,

seguido de la sacarasa y la maltasa, en contraste, no fue detectada la actividad
enzimatica de la pectinasa, lo que indicaria que no hay presencia de dicha enzima
en el EIDR. Los datos obtenidos concuerdan con lo reportado por Ferreira-Lazarte
et al. (2017), en dénde hay una gran diferencia entre la actividad de sacarasa y
maltasa del EIDR.

La enzima de mayor interés durante el estudio es la a-amilasa, ademas de ser la
predominante en el EIDR, es asociada a la hidrdlisis del almidon, su accion no
selectiva y aleatoria hidroliza los enlacies a-(1-4) de la amilosa y de la
amilopectina, produciendo maltosas, maltotriosas, dextrinas limitantes
(proveniente de la amilopectina) y llegar hasta la unidad basica del almidon, la

glucosa (Tomasik y Horton, 2012).

6.5.1 Digestion in vitro de la muestra HPZ 1
En la Figura 18 se presenta la cinética de degradacion del almidén de maiz HPZ 1
nativo (barra negra), extrudido (barra roja) y con 7% de pectina (barra verde) tras
una digestion con extracto del intestino delgado de rata. La hidrdlisis del sustrato

se siguio y cuantifico a través de cromatografia de gases (CG).

A

Figura 18. Cinética de degradacion durante la digestion de almidén de maiz HPZ,



n: nativo, e: extrudido, 7: 7% pectina anadida. Letras mayusculas indican
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diferencias entre los tiempos de una misma muestra, letras minusculas indican

diferencias entre todos los tratamientos.

Las tres muestras presentaron una mayor liberacion de glucosa en el minuto 60. La
muestra nativa mostré una mayor hidrdlisis durante de la digestion (507.6 + 45.1
mg) en comparacion con la muestra extrudida (379.7 + 16.9 mg) y el complejo
(391.2 £ 79.9 mg). Un comportamiento similar se observé hasta el término de la
digestion (120 minutos). Dicha diferencia se puede atribuir al tratamiento de las
muestras, ya que, en la muestra nativa, el almidén se encuentra mas disponible
para las enzimas presentes en el EIDR (amilasas-glucosidasas). Por otro lado, la
muestra extrudida y con pectina afadida, al haber sido sometidas a un tratamiento
termomecanico, como lo es la extrusién, es posible que se haya llevado la
formacion de almidén resistente tipo 3, es decir, almidon
gelatinizado-retrogradado, el cual es resistente al ataque enzimatico. La diferencia
entre la muestra extrudida y la muestra con pectina es constante a través del
tiempo, este efecto se puede atribuir al contenido de glucosa presente en la
pectina que se utilizé durante el estudio, que pudo influir en la cuantificacion del

contenido de glucosa durante la digestién por el EDIR.

Aunado a esto, en la muestra almidon-pectina (7%), al ser sometido a una
combinacion de temperatura, presion y cizallamiento puede generar posibles
interacciones entre ambos carbohidratos. Lo anterior contribuye con una menor
actividad enzimatica durante la digestion, que se atribuye a que la pectina recubre
los granulos de almidon (Figura 10) protegiéndolos de dicho ataque. Los datos de
digestion obtenidos se relacionan con los resultados de las propiedades térmicas y
de pasta, por lo tanto, la hipotesis de una interaccion entre los dos carbohidratos, a
pesar del contenido elevado de glucosa encontrada en la pectina, provocada
durante el proceso de extrusiéon se robustece, modificando las propiedades tecno
funcionales y nutricionales el almidéon, dando como resultado final un ingrediente

potencialmente benéfico al consumidor.



Durante el estudio unicamente se evalud la digestién in vitro equivalente a la fase

intestinal, debido a que, en la fase oral y estomacal se presenta unicamente el 15%
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de hidrdlisis del almidén, mientras que en la fase intestinal se obtiene la mayor

hidrolisis de carbohidratos (Taylor et al., 2015). Sin embargo, seria de gran interés
e importancia evaluar la fase oral y gastrica para tener una vision completa de la

digestion de este ingrediente a base de almiddn proveniente de maiz criollo.

7. CONCLUSIONES
Las propiedades fisicas del grano de maiz, influyeron en las propiedades quimicas

y fisicoquimicas de los almidones aislados.

La caracterizacion de la pectina demostrd tener una alta concentracion de glucosa
que no esta presente en la estructura del hidrocoloide, por lo que no puede ser

llamado como un aditivo E440 (pectina).

La extrusion causo6 una pre-gelatinizacion de los granulos de almidén, modificando

su estructura, asi como sus propiedades térmicas, de pasta y tecno-funcionales.

Se obtuvo un ingrediente a base de almidon de maiz criollo y pectina producido a
través de extrusion, el cual presentd propiedades fisicoquimicas vy

tecno-funcionales significativamente diferentes al almidén nativo.

La estructura del almidon y la integridad del granulo se conservan, sin embargo,
las temperaturas de gelatinizacion, temperaturas de pasta, asi como su viscosidad
aumentaron al incrementar el contenido de pectina, lo que demuestra una
interaccion entre la pectina y el almidon pre-gelatinizado formada durante el
proceso termomecanico. Si bien, la pectina presentd un elevado contenido de
glucosa en su composicion, este monosacarido no disminuyd el efecto de la

pectina en el almidén.

Se eligio el almidén nativo, extrudido y con pectina (7%) del maiz HPZ 1 para el

estudio de digestién in vitro debido a su contenido de amilosa, asi como las



caracteristicas fisicoquimicas y tecno-funcionales que presenté dicho almidén con

el mayor porcentaje de pectina.

Durante la digestion intestinal in vitro, se observaron diferencias significativas que

demuestran que la extrusion, asi como la adicion de pectina disminuyen la

65
digestibilidad del almidon, permitiendo la formacién de un ingrediente que resiste la

digestion enzimatica derivado de una interaccion entre ambos carbohidratos.

Por lo tanto, de acuerdo con los datos obtenidos, se puede concluir que la pectina
y el almidén forman un complejo al usar extrusion, que afecta sus propiedades
fisicoquimicas, tecno-funcionales y de digestibilidad, teniendo como resultado la

generacion de un ingrediente funcional con posibles beneficios al consumidor.
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