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RESUMEN

Actualmente, la industria de los alimentos busca desarrollar almidones que ademas
de presentar propiedades funcionales, también presenten un efecto benéfico a la
salud del consumidor. Los tratamientos hidrotérmicos han sido empleados para
minimizar la reduccion del ADL y AR cuando el almidén es sometido a coccion. Se
evalud el efecto del tratamiento hidrotérmico (HMT) sobre la digestibilidad y las
caracteristicas fisicoquimicas de almidén nativo de platano Morado (Musa sp. Grupo
AAA Red cv. Tafetan rojo). El almidén fue aislado de frutos en estado verde. Se
determinaron sus caracteristicas fisicoquimicas (humedad, pureza del almidén,
contenido de amilosa), morfologicas (distribucion de tamafio de granulo, tamafio y
forma, cristalinidad). Para la aplicacion de los tratamientos se planted un disefio
central compuesto con dos puntos al centro, donde los factores de variacidon fueron
el contenido de humedad (30-40 %) y el tiempo de calentamiento (6.5-10.5 h),
temperatura 100 °C; las variables respuesta fueron el contenido de AR y ADL
determinados por el método de Englyst. Al mejor tratamiento se le determinaron
propiedades fisicoquimicas, estructurales y moleculares, mediante calorimetria,
espectroscopia IRTF y DRX. El mejor tratamiento que cumplié con AR cercano al
30 % y un valor maximo para ADL en estado gelatinizado fue 32.2 % de humedad
y 6.5 h de calentamiento. Los modelos encontrados tuvieron un R? ajustado de 0.87
y 0.90 para ADL y AR, respectivamente. Las propiedades térmicas presentaron un
aumento respecto al almidén nativo. Tr aumentd 16.42 °C, Tp 13.95°C yla Ti 11.5
°C; AH incremento desde 11.4 a 12.6 J-g*. La espectroscopia IRTF indicé un mayor
ordenamiento de corto rango, reflejado en el aumento en las relaciones de
intensidad 1047/1022 cm* y 995/1022 cm™. El porcentaje de cristalinidad para
almidon nativo fue de 28.9 %, menor que el de almidon HMT, el cual tuvo un valor
de 31.5 %. Estos resultados indican que el tratamiento HMT causa un mayor
ordenamiento de corto y largo rango en los granulos de almidén de platano Morado,

afectando su digestibilidad.

Palabras Clave: (Almidén; hidrdlisis enzimatica; tratamientos hidrotérmicos;
platano).



SUMMARY

Banana starch from “Morado” (purple) showed elongated granules similar to those
reported in high-amylose maize starch and higher amylose content than plantain
starch. The goal of this study was to evaluate the hypothesis that HMT produces
physicochemical changes in Morado banana starch and those changes affect starch
fractions digestion. Starch was isolated from unripe Morado banana and starch purity
and amylose content were determined. Central composite design (moisture: 30-40
%,; heating time: 6.5-10.5 h; temperature: 100 °C) was employed to evaluate the
effect of these factors on the yield of slowly digestible starch (SDS) and resistant
starch (RS). Response surface methodology (RSM) was used to optimize HMT
conditions for starch production containing the maximum SDS and RS content.
Englyst’s method analyzed SDS and RS fractions of native and HMT starches
previously gelatinized. Gelatinization parameters, FTIR and X-ray diffraction pattern
of native and optimal HMT modified starch were determined. The most adapted
treatment for technological requirements was 32.2 % moisture content and 6.5 h of
heating time at 100°C. These conditions produced starch with 12 % SDS and 30 %
RS content, which did not deviate significantly from model prediction (12 % SDS and
29 % RS). ANOVA indicated that the predictive equation explained 87 % of SDS and
90 % of RS variation. HMT treatment increased the onset, peak and end
temperatures as well as gelatinisation enthalpy of starch. The melting temperatures
(To, Tp and Te) of the starch crystallites are controlled indirectly by the surrounding
amorphous region. After HMT, amylose-amylose interactions reduce the mobility of
the amorphous region, and treated starches require a higher temperature for
swelling and disruption of the crystalline regions. FTIR spectroscopy showed a major
short-range order due to the increase of 1047/1022 cm and 995/1022 cm-* intensity
ratio. Crystallinity percentage was higher in HMT starch (31.5 %) than native starch
(28.9 %). This study showed that HMT induced a major order in Morado banana

starch that significantly affected its digestibility, increasing SDS and RS content.

Key words: (Starch; enzymatic hydrolysis; hydrothermal treatments; banana).
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l. INTRODUCCION

El almidén es un carbohidrato ampliamente difundido en la naturaleza, el cual es
almacenado en diferentes érganos de plantas. Su uso se ha extendido a diferentes
procesos industriales, debido a sus propiedades fisicoquimicas, funcionales y de
digestibilidad, siendo la industria de los alimentos la que mas ha aprovechado estas

caracteristicas para emplearlo en diferentes productos.

Los alimentos con almidén, como parte de su composicion (pan, pasta, tortillas, etc.)
o adicionados (aderezos para ensalada, embutidos, productos congelados, etc.),
eran considerados con una carga energética alta; sin embargo, hace 20 afios se
descubrié que, no todo el almidén es digerido y adsorbido en el intestino delgado de
las personas, sino que una parte resiste esta digestion, llegando hasta el intestino
grueso donde va a ser fermentado por la microbiota, esto es lo que se denominé
como almidén resistente (AR). EI AR presenta bajo contenido cal6rico y los
productos de su fermentacion (principalmente el &cido butirico) estan asociados con
efectos benéficos a la salud de los consumidores. También, se encontré que el
almidon que es digerido se hidroliza a diferente velocidad, uno es rapidamente
digerido y se llamo almidén de digestion rapida (ADR), otro es lentamente digerido
y se denomind almidon de digestion lenta (ADL) (Englyst et al., 1992). Tanto el AR
como el ADL tienen efectos benéficos a la salud de las personas que lo consumen
(Lehmann y Robin, 2007).

El platano es una de las frutas de mayor produccion en el mundo y se ha encontrado
gue en estado verde o inmaduro tiene gran cantidad de almidon (alrededor de 70%
del peso seco de la pulpa) y una fraccion importante de este almidon tiene la
caracteristica de ser resistente, siendo de interés como materia prima. Sin embargo,

durante la coccion, el almidén se gelatiniza, disminuyendo apreciablemente la

12



resistencia a la hidrolisis por las enzimas digestivas y por lo tanto, su caracteristica
nutracéutica (Zhang y Hamaker, 2012).

Los tratamientos hidrotérmicos, con los cuales se modifica la estructura del almidén,
pueden ocasionar que la disminucion del ADL y AR sea menos drastica cuando el
alimento se somete a calentamiento (coccién), lo cual es de interés para la
obtencién de ingredientes nutracéuticos que se puedan adicionar a productos

saludables para los consumidores.

13



II. ANTECEDENTES

2.1 Platano

El platano y banano son plantas Monocotiledoneas, pertenecientes a la familia
botanica Musaceae, dentro de la cual el género Musa comprende una gran variedad
de especies que producen un fruto o baya partenocarpica (se forma sin necesidad
de que las flores femeninas sean polinizadas), de forma oblonga, alargada y algo
curvada, diferenciandose en parte por su tamafio y peso, ya que generalmente los
frutos de platanos son de mayor tamafio y peso (200 g en promedio) que los frutos
de banano (120 g en promedio). Otra de las caracteristicas que diferencia estos
frutos es el color, el cual también estd dado por la variedad y por el grado de
maduracioén, ya que el color de la piel o cascara puede ser de color amarillo verdoso,
amarillo, amarillo-rojizo o rojo. El platano y banano son frutos climatéricos, por lo

gue se cosechan en estado verde.

La diferenciacién genética de platanos y bananos viene de los cultivares que dieron
origen a las variedades cultivadas por poliploidia e hibridacién, Musa acuminata y
Musa balbisiana, las cuales son representadas en las composiciones ploidica y
gendmica de los diferentes clones por las letras A y B, respectivamente. Estos
clones se clasifican en grupos por la contribucién genotipica y el grado de ploidia
con que esta constituido el clon o cultivar, asi el principal grupo difundido a nivel
comercial es el triploide de M. acuminata (AAA), dentro del cual se encuentran los
bananos Cavendish, seguido por el grupo AAB correspondiente a algunos platanos.
En orden de importancia econémica existen grupos triploides (AAA, AAB y ABB),
diploides (AA y AB), y tetraploides (AAAA, AAAB y AABB). Las principales
variedades o clones son triploides, altamente estériles, partenocarpicos y

propagados asexualmente (Lescot, 2008).
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En los Ultimos afios, se han realizado diversas investigaciones acerca de las formas
de consumo de platano y banano a nivel mundial, de las cuales ha surgido una
clasificacion segun dicho criterio, encontrando dos formas de consumo
predominantes, como postre o para coccion. De esto surgen los grupos de bananos
de postre, platanos de postre, hibridos de postre, bananos de coccién y platanos de
coccion. Estas diferencias en la forma de consumo fueron explicadas por Dufour y
colaboradores (2008), quienes encontraron una relacién entre el contenido de
materia seca y el consumo, ya que los bananos de postre presentaron valores
alrededor del 27% inferior a los clones que se consumen cocinados. Otra de las
caracteristicas importantes, relacionadas a la forma de consumo, es el contenido de
almidon vy la influencia del gen balbisiana (AAB y ABB) en la cantidad de este
carbohidrato en el fruto, ya que se ha especificado que los clones con este gen

tienen mayor contenido de almidén que los del grupo AAA.

2.2 Almidoén

El almidon es el segundo carbohidrato més abundante en la naturaleza, solamente
superado por la celulosa. Se puede encontrar en hojas verdes, tallos, semillas o
frutos (Zeeman, 2010). Las caracteristicas fisicas, quimicas, funcionales y
nutricionales del almiddn lo diferencian del resto de los carbohidratos. Se considera
la reserva energética predominante en plantas y provee del 70 al 80% de las
calorias consumidas por los humanos a nivel mundial; ademas, se considera entre
los carbohidratos mas digeribles (Whistler y BeMiller, 1997). Ademas de usar el
almidon como fuente de energia, el hombre le ha encontrado diversas aplicaciones
(Taggart, 2004). Este carbohidrato se considera como una excelente materia prima
para modificar la textura y consistencia de los alimentos (Biliaderis, 1991). Su
funcionalidad depende del peso molecular promedio de la amilosa y la amilopectina,

asi como de la organizacién molecular de estos glucanos dentro del granulo.
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2.2.1 Estructuray composicion del almidon

El almidon estd compuesto por dos polimeros distintos, ambos de glucosa, la
amilosa y la amilopectina. El almidén presenta en su conjunto una estructura
cristalina. Bajo luz polarizada presenta el esquema tipico de "cruz de malta”, que
indica un ordenamiento de los componentes del almidon dentro del granulo. La
amilopectina presenta zonas amorfas y cristalinas, por lo que esta molécula es
responsable de la cristalinidad del almidén, debido a que en ella se forman puentes
de hidrégeno entre las ramificaciones, dando lugar a una estructura muy estable.
Se puede decir que la amilopectina es la parte insoluble, mientras que la amilosa es
la parte soluble. La amilopectina constituye alrededor del 70-75 % de los almidones
mas comunes. Algunos almidones estan constituidos exclusivamente por

amilopectina y son conocidos como céreos o “waxy”.

En general, las variedades céreas gelatinizan a temperaturas mas bajas y las ricas
en amilosa a temperaturas mas altas. Esto se debe a que las moléculas de amilosa,
lineales, forman mas puentes de hidrogeno entre ellas, formando una estructura de
doble hélice. Mayor cantidad de puentes de hidrégeno requieren mas energia para
romperlos y solubilizar las moléculas (Buleon, 1988).

La cantidad de amilosa y amilopectina tiene influencia en las propiedades
funcionales de los almidones, por lo que la proporcion de ambos componentes del
almidén debe de tomarse en cuenta al desarrollar un producto. La amilosa se
caracteriza porque favorece la retrogradacion o reorganizacion de las pastas de
almidén durante el enfriamiento, ocasionando el fenbmeno de sinéresis, mientras
que la amilopectina presenta pastas con mayor viscosidad que no se retrogradan

facilmente al enfriarse (Hoover, 2002).
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2.2.2 Amilosa

La amilosa es un polimero lineal de 200 a 2500 unidades de glucosa unidas
mediante enlaces a-1,4 y pesos moleculares hasta de un millon de Da; es un a-D-
1,4-glucano, cuya unidad repetitiva es la a-maltosa (Badui, 1996); sin embargo, se
ha demostrado la presencia de cierta cantidad de enlaces a-1,6 en esta
macromolécula (Cura et al., 1995). Dichas ramificaciones se encuentran de manera
espaciada e infrecuente, lo que permite observar que la amilosa se comporta como
un polimero lineal (Lineback y Rasper, 1988). El modelo simplificado de la estructura
de la amilosa es tipicamente ilustrada como una estructura de cadena lineal; por
motivos de simplicidad, la amilosa es a menudo helicoidal. El interior de la hélice
contiene los atomos de hidrégeno y debido a esto es susceptible a formar complejos
con moléculas hidr6fobas como el yodo, acidos grasos o hidrocarburos; en este tipo
de complejos los grupos hidrofilicos de la cadena estan orientados hacia el exterior
y los hidréfobos hacia el interior de la cavidad (Guilbot y Mercier, 1985).

En una suspension acuosa calentada a una temperatura superior de la temperatura
de gelatinizacion del almiddn, la amilosa se asocia rapidamente para formar un
precipitado insoluble. Las moléculas lineales presentan una cierta tendencia a
orientarse paralelamente, asocidndose mediante puentes de hidrogeno. Esta
asociacion forma una doble hélice y produce una estructura cristalina, resultando en
una red tridimensional en la que cada vuelta de hélice consta de seis moléculas de
glucosa; la afinidad por el agua decrece, aumentando el tamafio del agregado. La
amilosa lixiviada a partir del granulo forma una malla tridimensional y produce un

gel (Lenninger et al., 1985).
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2.2.3 Amilopectina

La amilopectina es un polimero ramificado formado por cadenas de residuos a -D-
glucopiranosidos unidos por enlaces a-1,4 en las partes lineales y con 5-6 % de
enlaces a-1,6 en los puntos de ramificacion. Las cadenas poliméricas se clasifican
como cadenas A (insustituibles) y cadenas B (sustituibles por otras cadenas)
(Marchal et al., 2001). En general, la molécula de amilopectina es de 1.0 a 1.5 nm
de didmetro y de 12 a 40 nm de longitud (Bello et al., 2002).

Se considera que las cadenas de amilopectina presentan un acomodo radial desde
el centro hacia el exterior, las cuales asociadas a la amilosa, dan lugar a las zonas
cristalinas y amorfas del granulo de almidon (Bello et al., 2002). Los granulos
formados por estos polimeros asumen determinada forma y tamafio, asi como una
relacion de amilosa/amilopectina, caracteristicos de cada fuente vegetal. La
cristalinidad de los grdnulos de almidon se atribuye a las cadenas lineales de la

amilopectina.

2.2.4 Granulos de almidén

El almidén se encuentra organizado en particulas discretas conocidos como
granulos, que pueden verse al microscopio y diferenciarse por su apariencia entre
las especies. Estos granulos tienen un tamafio entre 2 y 100 um, dependiendo de
la fuente botanica, aungque en una misma fuente aparece una cierta heterogeneidad
de tamafio. La forma puede ser circular, eliptica, ovalada, lenticular o poligonal
(Jane et al., 1994). La forma y el tamafo de los diferentes granulos de almidén
pueden afectar el comportamiento fisico-quimico, reoldgico, textural y morfolégico

de los productos donde se adiciona como ingrediente (Lindeboom et al., 2004).

En los granulos de almiddn, que no tienen envoltura, las moléculas de amilosa y de

amilopectina se disponen en forma radial, formando una serie de capas
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conceéntricas. En estas capas existen zonas cristalinas, en las que las cadenas estan

asociadas en forma de hélices

2.2.5 Clasificacion del almidén segun su digestion

El almidon, segun su digestibilidad, se clasifica como de digestion rapida (ADR), de
digestion lenta (ADL) y resistente (AR). El AR es la fraccién del almidén y los
productos de su hidrdlisis que escapan a la digestion en el intestino delgado de
individuos sanos. Las enzimas digestivas no lo hidrolizan debido a la dificultad del
acercamiento enzima sustrato o al arreglo de las regiones cristalinas en el almidén
nativo y arreglos formados durante la retrogradacion. El AR sigue su transito en el
sistema digestivo, llegando al colon, donde es fermentado por la microbiota
produciendo acidos grasos de cadena corta (AGCC). Los AGCC se han asociado
con efectos benéficos a la salud de los consumidores, como disminucion del
colesterol y prevencion del cancer de colon. EI AR se considera el tercer tipo de
fibra dietética, ya que pueden ofrecer algunos de los beneficios de la fibra insoluble
y algunos de los beneficios de la fibra soluble (Englyst et al., 1992). La fibra dietética
en definicibn incluye polisacaridos no almidonados, almidén resistente,
oligosacaridos de cadena corta y azlUcares alcoholes (gj. sorbitol) (Cummings et al.,
2009).

El AR se considera como una fibra no viscosa, la cual puede ser fermentable. Se
han identificado cinco tipos de AR, diferenciados por la fuente botanica y el proceso
al gue es sometido. El primero de ellos se conoce como AR1, el cual se define como
granulos de almidon incrustados en material vegetal no comestible, fisicamente
inaccesibles, observado generalmente en las semillas, leguminosas o cereales
integrales sin procesar; AR2, son granulos de almidon nativo, el cual se encuentra
comunmente en papa cruda, maiz y trigo, harina de platano verde, entre otras
fuentes; AR3 es el almiddn retrogradado, que es la reorganizacion interna del
granulo de almidon cuando este es cocinado y enfriado, como en las leguminosas,

pan, cereales y papas; AR4 que es un almidon quimicamente modificado por
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procesos como esterificacion, transglucosilacion, entre otros, y puede tener una
gran variedad de estructuras; AR5 es un complejo entre cadenas de amilosa y
lipidos formado en almidones con altos contenido de amilosa, es un complejo
térmicamente estable y que no puede ser hidrolizado por las enzimas digestivas

(Cummings y Stephen, 2007).

En 1995, Goiii resaltd los beneficios del almidon resistente en la salud como la
disminucién del contenido energético en la dieta, descenso ligero de la saciedad, no
modificacion de los habitos intestinales, disminucién de triglicéridos y colesterol y su

papel preventivo del cancer de colon.

2.2.6 Digestibilidad del almidon

Algunos hidratos de carbono, tales como los azucares y algunas fracciones de
almiddn, son digeridos y absorbidos rapidamente como glucosa en el cuerpo a
través del intestino delgado y posteriormente, utilizados para necesidades
energéticas a corto plazo o son destinados al almacenamiento. El rdpido incremento
de glucosa en la sangre, causado por la ingesta de ADR, aumenta los factores de
riesgo de obesidad, hiperlipidemia, enfermedades cardiovasculares y diabetes. A
diferencia de éste, el ADL es digerido en el intestino delgado a menor velocidad,
liberando glucosa a lo largo de este conducto, induciendo menores niveles de
glucosa en sangre. El AR, en cambio, se resiste a la digestién y pasa a través del
intestino grueso, similar a la fibra dietética. Se ha determinado que la variacion en
la proporcién de amilosa y amilopectina en los granulos de almidén tiene influencia
sobre las propiedades metabdlicas y fisicoquimicas como la solubilidad, estabilidad
del gel y digestibilidad in vitro (Zhou et al., 2002).

La digestion de los granulos de almidon es un proceso complejo, comprendido por
diferentes fases: la difusion de la enzima hacia el sustrato, donde la porosidad de
este Ultimo es un factor importante; la adsorcién de la enzima al material amilaceo

y los eventos hidroliticos (Colonna et al., 1992). Esta digestion también esta
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relacionada con el tamafio de los granulos de almidén y su area superficial (Colonna
et al., 1992); granulos como el del almidon de papa, con un area superficial grande
y una superficie lisa, sumado a sus propiedades supramoleculares especificas,
explican su resistencia a la digestion enzimatica. La relacion amilosa/amilopectina
también tiene un papel importante en esta digestibilidad, ya que la presencia de
enlaces a-1,6 disminuye la hidrolisis enzimatica (Park y Rollings, 1994). El arreglo
cristalino de tipo A y/o B tiene una gran influencia sobre la digestibilidad, ya que
estos tipos de cristales difieren entre los arreglos de las doble hélice de las cadenas
lineales de la amilopectina y el contenido de agua. El arreglo tipo A es mas
susceptible a la digestibilidad debido a que tienen mayor contenido de ADR y ADL,
comparados con los de tipo B, los cuales contienen mayor contenido de AR (Jane
et al., 1997). Marsden y Grey (1985), reportaron que la hidrélisis con la a-amilasa
ocurre predominantemente en la regién amorfa del granulo. Cuando el almidén es
gelatinizado, se desarregla la red cristalina (Mangala et al., 1999), lo que facilita la
accion enzimatica (Perera et al., 2001).

Zhang y colaboradores (2008), investigaron la relacion entre las propiedades de
digestion y la estructura molecular de almidon de diferentes variedades de maiz
cocido. Los resultados con digestién in vitro mostraron un rango de digestion para
ADR entre 70.1 y 98.9 %, para ADL entre 0.2 y 20.3 %, asi como para el almidon
resistente AR entre 0y 13.7 % en muestras de harina de maiz. El ADR fue el que
se encontrd en mayor proporcion en todas las muestras analizadas y es consistente
con el proceso de coccion, que aumenta la pérdida de ADL (Zhang et al., 2006). Las
variedades de maiz presentaron variacion en el contenido de ADL y AR, lo que
indica que la modificacién genética tiene un alto potencial para cambiar la calidad
nutricional de materiales ricos en almidon. La manera mas efectiva de aumentar el
contenido de ADL puede ser reduciendo sustancialmente el contenido de ADR y no
el AR. Estos autores también encontraron una correlacion significativa (R=0.76)
entre el contenido de AR y el de amilosa, lo que sugiere que este componente del
almidon es la principal molécula relacionada con el AR. De igual forma, en esta

investigacion reportaron una relacion parabolica entre ADL y la proporcion en peso
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de cadenas corta (CC) y cadena larga (CL) de amilopectina, sugiriendo que las
muestras con amilopectina que tengan una alta proporcion de cadenas cortas o una
alta proporcion de largas cadenas, tienen un alto contenido de ADL; asi dividieron
las muestras en dos grupos: grupo | con una proporcion CC/CL entre 0.166 y 0.525
y el grupo Il con altos valores de CC/CL (0.52 y 0.78). En base al andlisis de
correlaciones entre el contenido de ADL y las proporciones CC/CL de los dos
grupos, se encontré que el contenido de ADL esta principalmente determinado por
las cadenas largas de la amilopectina. También se encontré una relacion entre el
contenido de AR y el de cadenas de amilosa en el grupo | de las muestras, esto es
debido a la alta cantidad de amilosa comparada con la de amilopectina cuando se
tiene valor de la relacion CC/CL bajo. La digestion de la fraccion de ADL se realizd
entre 20 y 120 min, para dos muestras representativas de los grupos | y Il con altos
contenidos de ADL, observandose variabilidad en los picos de los productos
resultantes de la despolimerizacion (DP) durante la digestion, los picos con una area
de la fraccion con una DP<34 fue 39 % del area total, indicando una sustancial

proporcion de moléculas pequeiias en el material desramificado.

En otra investigacién realizada por Zhang y colaboradores (2008a), reportaron el
mecanismo de la baja digestion del almidon de maiz gelatinizado, basados en los
resultados encontrados en la investigacion anteriormente presentada (Zhang y col.,
2008). La recristalizacion de la amilosa ocurre rapidamente y es conocida como
retrogradacion a corto plazo; mientras que, las moléculas de amilopectina requieren
de mayor tiempo para asociarse, en un proceso conocido como retrogradacion a
largo plazo. Esta retrogradaciéon de la amilopectina esta relacionada con su
estructura fina (Shi y Seib, 1992, 1995) y es térmicamente reversible en una
temperatura menor de 100 °C (Miles et al., 1985). La retrogradacion del almidén,
particularmente de la amilopectina, es un proceso dinamico conducido por fuerzas
termodinamicas hasta llegar al equilibrio. Durante la retrogradacion de almidones
con mayor cantidad de cadenas largas (ACL), el contenido de AR aumenta mientras
gue el de ADR se estabiliza después de un periodo de 40 horas. Contrariamente,

en almidones con mayor cantidad de cadenas cortas (ACC), los cambios en los
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contenidos de ADL, ADR y AR no son significativos durante un periodo de
retrogradacion aproximado a 7 dias. Como se menciond, la base de la baja digestién
de ACC es una propiedad relacionada con la estructura fina de la amilopectina y
ramificaciones de cadena corta. En difraccion de rayos X, el patrén presentado es
un rapido aumento de la cristalinidad en las primeras etapas de la retrogradacion y
se vuelve constante a los 7 dias. Consistentemente, la entalpia en la retrogradacion
del almidén también increment6 a 3 dias de almacenamiento y permanecié
constante a los 7 dias. Acerca de esto, los autores sugirieron que la retrogradacion
de la amilopectina en ACL esta asociada con la propiedad de baja digestion y que
la estructura fina de la amilopectina en ACC es responsable de sus propiedades de
baja digestion. Un analisis por CDB de las muestras ACL, mostré una amplia fusién
endotérmica, aproximadamente de 40 a 95 °C, sugiriendo estructuras de doble
hélice con diferentes DP de las cadenas lineales; un estado fisico intermedio
durante la retrogradacion con cierto ordenamiento de la estructura cristalina puede
ser el mecanismo para las propiedades de baja digestion. Asi, la propiedad de baja
digestion de ACL es dependiente del estado fisico de la asociacion de la
amilopectina durante la retrogradacion, y puede ser definida como una entidad fisica
especifica de la relacion dindmica entre la propiedad de la baja digestion y la
retrogradacion de la amilopectina, con las primeras etapas de retrogradacion
favoreciendo la formacién de ADL y etapas tardias favoreciendo la formacién de
AR. En los grupos identificados con la relacién CC/CL (Grupo |: bajo CC/CL y grupo
II: alto CC/CL) no se identificé una asociacion entre la retrogradacién y el contenido
de ADL en el grupo I, lo que los llevo a concluir que en ACC la propiedad de baja
digestidbn en este grupo es inherente a la estructura fina de la amilopectina; en
cuanto al grupo |, estos autores indicaron que la retrogradacion del almidén es la
base para la aparicion de un estado transitorio con alta formacion de ADL, y la
estructura de la amilopectina es la base fundamental del estado transitorio formado
a través de la retrogradacion. Finalmente los autores reportaron que la
retrogradacion de la amilopectina aparentemente contribuye a la formacién de AR,
como se vieron en sus perfiles de desramificacion después de digestion durante 120

min.
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Lee y colaboradores (2013) reportaron que el grado de hidrolisis con alfa amilasa
pancreética de cerdo es mayor en almidon gelatinizado que en ADL y éste a su vez
mayor que AR. Ademas, indicaron que el almidén con menor grado de digestion es
el nativo; este comportamiento lo atribuyen posiblemente al incremento de la
cristalinidad por el tratamiento enzimatico. Otros autores (Yadav et al., 2007) han
reportado que en sistemas in vitro e in vivo, el almidén nativo tiene menor
degradacion por la enzimas, a diferencia del almidon gelatinizado, en donde la
ruptura y desintegracion de la estructura compacta cristalina del grano, aumenta su

susceptibilidad a la enzima.

Zhang y colaboradores (2013) realizaron un estudio sobre las diferencias en la
susceptibilidad a la accion enzimatica de almidon granular y en solucion; esta
condicion de solucién da lugar a la gelatinizacion, donde se presentan residuos
granulares denominados “Ghost”, bajo condiciones de gelatinizaciébn con baja
agitacion mecanica o cizallamiento. Estos residuos se pierden bajo condiciones de
cizallamiento, ya que esta agitacion conduce a su rompimiento, produciéndose
moléculas de polimero disueltas o fracciones mas pequefas. Estos autores
encontraron que la tasa de digestion de los granulos de almidon (“Ghost”) es menor
que la del almidén cocido, de lo que partieron para proponer que este tipo de
granulos involucra moléculas de amilosa o cadenas largas de amilopectina; ademas
los autores proponen que este fendbmeno es debido a los factores estructurales,
particulas intactas de muy baja dimension, donde su tamafio y robustez pueden ser
determinados por la velocidad de hinchamiento durante el proceso de
gelatinizacion, en lo que puede influir la presencia de componentes no amilaceos
en la superficie del granulo. Sin embargo, la estructura de estos granulos aun

continda en investigacion.
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2.3 Tratamientos hidrotérmicos

Los almidones nativos son aquellos almidones que no han sufrido ninglin proceso
de modificacion durante su obtencion; se utilizan porque regulan y estabilizan la
textura por sus propiedades espesantes y gelificantes (Cousidine, 1982). Sin
embargo, la estructura nativa del almidon puede ser menos eficiente a las
condiciones de procesos (temperatura, pH y presion), por lo que reducen su uso en
aplicaciones industriales. En general, los almidones nativos presentan baja
resistencia a esfuerzos de corte, no son estables a altas temperaturas, presentan
alto nivel de retrogradacion y sinéresis. Las limitaciones anteriores se pueden
superar modificando la estructura nativa del almidén por métodos quimicos, fisicos
(tratamientos hidrotérmicos) y enzimaticos (Fleche, 1985), dando como resultado
un almidon modificado. Tanto los almidones nativos como los almidones
modificados tienen un nimero importante de posibles aplicaciones en los alimentos,
que incluyen las siguientes: adhesivo, ligante, enturbiante, formador de peliculas,
estabilizante de espumas, agente antienvejecimiento de pan, gelificante, glaseante,

humectante, estabilizante, texturizante y espesante.

En general, el almidén es consumido después de ser procesado, donde sus
propiedades fisicoquimicas y las caracteristicas nutricionales se ven afectadas por
condiciones como temperatura, tiempo de calentamiento, humedad y niamero de
ciclos de calentamiento-enfriamiento (Sagum et al., 2000). Con el fin de mejorar las
propiedades fisicoquimicas del almidon, los tratamientos hidrotérmicos pueden
realizarse en almiddn nativo o gelatinizado, donde se produce un hinchamiento sin

perder su estructura granular, conservando la birefrigerancia del granulo.

Jacobs y Delcour (1998) describen los tratamientos hidrotérmicos como
modificaciones fisicas que ocurren a una temperatura superior a la de transicion
vitrea, pero sin sobrepasar la temperatura de gelatinizacion de los granulos de
almidon; dichas modificaciones solo pueden tener lugar cuando los polimeros de

almidon en la fase amorfa estan en un estado gelatinoso movil.
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2.3.1 Tipo de tratamientos hidrotérmicos

Los tratamientos hidrotérmicos mas empleados son el anillamiento o “annealing” y
tratamientos de calor con humedad “HMT” (por sus nombre en inglés “Heat-Moisture
treatment”). El primero implica una incubacion de los granulos de almidon en exceso
o contenido medio de agua (40-55 %); a diferencia de éste, el tratamiento calor
humedad (HMT) se realiza con menor proporcion de agua (10-35 %) vy
calentamiento a temperaturas entre 90 y 120 °C, por un periodo de tiempo que
puede variar entre 15 min a 16 h (Chung et al., 2009). EI ADL y AR son formados
durante estos procesos y estan asociados con fenébmenos de reorganizacién de la
estructura del almidén (Ozturk et al., 2009).

El tratamiento HMT, gracias a la limitada cantidad de agua, permite el control de la
movilidad molecular a altas temperaturas. Se han reportado que los cambios
inducidos por este tratamiento en la estructura y las propiedades fisicoquimicas del
almidon pueden variar segun la fuente botanica de la cual se aisl6 el almidén o por
su contenido de amilosa; asi, se ha encontrado que los almidones de tubérculos son
mas sensibles al HMT que los almidones de leguminosas o cereales (Zavareze y
Guerra, 2011).

2.3.2 Cambios fisicoquimicos

Los cambios fisicogquimicos, moleculares y estructurales en el almidén, causados
por la aplicacién de tratamientos hidrotérmicos, incluyen aspectos como cambios en
la cristalinidad del granulo, contenido de las dobles hélices, la cantidad y el aspecto
de los complejos formados entre cadenas de amilosa y lipidos, gelatinizacion y
empastamiento, poder de hinchamiento y solubilidad, las propiedades del gel, y la

susceptibilidad a la hidrdlisis 4cida y enzimatica. (Jacobs y Delcour, 1998)

El tratamiento HMT se ha investigado en almidon de diferentes fuentes botanicas,

dichas investigaciones no han mostrado cambios externos en la morfologia del
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granulo, es decir, no cambia el tamafio, la forma ni las caracteristicas superficiales
del granulo de almidéon (Jacobs y Delcour, 1998); sin embargo, Jiranuntakul y
colaboradores (2011) observaron una gelatinizacion parcial en la superficie de los
granulos de almidon de arroz; de igual forma, Kawabata y colaboradores (1994)
reportaron la formacion de grietas en la superficie del granulo de almidén de maiz y

de papa, los cuales presentaron orificios dentro del granulo.

Un efecto caracteristico del HMT es la evolucion de los patrones de cristalinidad de
B a cristalinidad de tipo A o C, en almidones de papa y fiame. El almidon de papa
no presentd dichos cambios en todas las condiciones de temperatura y humedad.
Los cambios inducidos por HMT en el patrén de difraccién de almidones pueden
atribuirse a la deshidratacion, o por el movimiento de un par de doble hélices en el
canal central, este movimiento durante HMT podria alterar algunos cristales de
almidon o cambiar la orientacion cristalina (Gunaratne y Hoover, 2002). En
almidones de otras fuentes botanicas diferentes a las anteriores, no se han

reportado cambios en el patrén de difraccion de rayos X (Zavareze y Dias, 2011).

HMT causa una reduccion en el poder de hinchamiento y la solubilidad del almidon,
estos cambios se han atribuido al incremento en la cristalinidad, reduccion de la
hidratacion, incremento en la interaccion entre las moléculas de amilosa y
amilopectina, fortalecimiento de uniones intramoleculares, formacion de complejos
entre lipidos y las cadenas de amilosa, y cambios en el arreglo de las regiones

cristalinas del granulo.

Las propiedades de empastamiento también presentan cambios, debido a la
asociacion entre las cadenas de las regiones amorfas del granulo, asi como a los
cambios en la cristalinidad durante el tratamiento hidrotérmico. Como las
interacciones intramoleculares se fortalecen gracias al HMT, el almid6n requiere de
mayor aplicacién de calor para su desintegracion estructural y la formacioén de la
pasta (Olayinka et al., 2008); este fortalecimiento también tiene efecto sobre una

reduccion de la lixiviacion de amilosa, la cual es mas notable en almidones con
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mayor contenido de esta fraccion del polisacarido, ya que se promueven
interacciones adicionales de amilosa-amilosa y amilopectina-amilopectina, lo que
causa la reduccion en la lixiviacion y una disminucion en la retrogradacion (Chung
et al., 2009). Otro aspecto que se ve influenciado por el fortalecimiento de estas
interacciones es la firmeza del gel y la adhesividad, permitiendo la formacién de mas
uniones en la fase continua del gel, el cual tiene un comportamiento estable al

cizallamiento (Collado y Croke, 1999).

Las propiedades térmicas de los almidones modificados con tratamientos
hidrotérmicos también se ven alteradas, notandose principalmente un aumento en
el valor de las temperaturas de inicio de gelatinizacién, temperatura de pico y
temperatura final;, el incremento en su valor depende de las condiciones de
temperatura y humedad aplicadas durante el tratamiento. Algunos autores han
atribuido estas variaciones a los cambios estructurales de los granulos de almidon,
siendo de mayor impacto las interacciones amilosa-amilosa y amilosa-lipidos, las
gue causan estos incrementos en las temperaturas de gelatinizacion, ya que
reducen la movilidad de las regiones amorfas, implicando un mayor requerimiento
de calor con el fin de alterar la region cristalina e inducir al hinchamiento del granulo
(Adebowale et al., 2009). En cuanto a la entalpia de gelatinizacion, en la mayoria
de los casos, el HMT ha causado una reduccion en su valor, la cual se ha
relacionado con la alteracidon de las dobles hélices (cadenas lineales de la
amilopectina) presentes en las regiones cristalinas y no cristalinas de los granulos

(en el caso de la amilosa) (Gunaratne y Hoover, 2002).

2.3.3 Digestibilidad

Se han estudiado los cambios en la digestibilidad de almidon tratado bajo
condiciones hidrotérmicas, donde se han reportado diferentes niveles de variaciéon
en cuanto a los valores de las fracciones de ADR y ADL, asi como de AR. Estas
variaciones dependen de las condiciones de temperatura y humedad del tratamiento
(Shin et al., 2005)
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Shin y colaboradores (2005) reportaron la digestibilidad de almidon de camote
sometido bajo diferentes condiciones de temperatura humedad en HMT. El almidon
sometido a tratamiento a 100 °C y 20 % de humedad presenté mayor incremento
de AR, este incremento lo atribuyeron a la parcial retrogradacion (o asociacion) de
cadenas de amilosa dentro de regiones amorfas, produciéndose una baja
accesibilidad enzimatica.

Chung y colaboradores (2009) realizaron diferentes tratamientos hidrotérmicos a
almidon de maiz, chicharo y lenteja. Estos autores encontraron que el annealing y
el HMT incrementan los niveles de ADR y AR, pero disminuyen el valor de ADL,
siendo mejores los valores encontrados para HMT que para el almidén tratado con
annealing. También, los investigadores reportaron que estos tratamientos
incrementaban los valores de ADL y AR en almidén gelatinizado, siendo mas
pronunciados en HMT. Estos incrementos en ADL y AR sugieren que algunas
interacciones formadas durante el tratamiento hidrotérmico pueden continuar
estables después de la gelatinizacion y causar una restriccion parcial al acceso

enzimatico a las cadenas que forman el granulo.

Jiranuntakul y colaboradores (2011) reportaron incrementos significativos de ADR y
ADL gracias al tratamiento hidrotérmico, pero una disminucion en la cantidad de AR.
Estos autores estudiaron almidones normales y waxy encontrando que los cambios

en la digestibilidad son méas pronunciados en almidones normales que en los waxy.

En el caso de harina de platano verde sometida a tratamientos térmicos, se encontro
un incremento en las fracciones ADL y AR, y una disminucion del contenido de ADR.
Estos resultados fueron comparados con almidones provenientes de diferentes
especies vegetales con tratamiento hidrotérmicos semejantes que fueron
reportados por Chung y colaboradores (2009), quienes explicaron estos cambios se
producen por las interacciones amilosa-amilosa y amilosa-amilopectina

ocasionadas por las condiciones hidrotérmicas, donde estas interacciones resisten
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la gelatinizacién y tienen un efecto de disminucion de la accesibilidad de las enzimas
hidroliticas a los enlaces entre las unidades de glucosa. De igual formas estos
autores también reportaron que un periodo de almacenamiento posterior al
tratamiento hidrotérmico causa un aumento considerable de estas dos fracciones
(Rodriguez-Damian et al., 2013). Lo anterior concuerda con lo expuesto por Bello-
Pérez en 2005, quien concluy6é que la retrogradacion ocasionada por la baja de

temperatura incrementa el contenido de almidén resistente.

En la actualidad no se presentan reportes de tratamientos hidrotérmicos en almidon

aislado de platano, ni de sus efectos sobre la digestibilidad.

2.4Almidén a partir de musaceas

En la actualidad, se le ha prestado mucha atencién a los almidones de las
musaceas, especialmente del platano verde, ya que son parcialmente resistentes a
la hidrélisis por parte de amilasas digestivas. Se estima que el 84 % del almidén
ingerido es capaz de alcanzar el ileon terminal. Algunos autores han reportado
fracciones altas de almidon resistente (en un rango de 79 a 95 %) respecto a un
48% de almidoén total de la materia seca o del 12.7 % del peso fresco (Englyst y
Cummings, 1986; Faisant et al., 1995; Zhang et al., 2005). La pulpa fresca del fruto
verde de platano contiene aproximadamente 62.4 % de agua, 23.3 % de almidon y
2.1 % de glucosa; sin embargo, el contenido de almidén en la pulpa expresado como
porcentaje de rendimiento, puede oscilar entre 10 y 80 % de acuerdo a la variedad
estudiada, al grado de maduracién de la fruta y al método de extraccién. En
concordancia con lo anterior, algunos autores atribuyen que la pulpa de los platanos
(AAB y ABB) contiene mas almidon y acidos organicos que los bananos (AAA),

siendo el genoma B el que da al fruto esta caracteristica (Pérez y Marin, 2009).

Los bananos y platanos son cosechados en el estado de madurez fisioldgico verde

y durante la maduracion disminuyen el almidon, aumenta la fructosa, glucosa y
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sacarosa, en la pulpa del fruto. Después de cosechado el fruto y hasta alcanzar su
estado de maduracién de consumo, se reduce la concentracion de almiddn, pero se
conserva una cantidad considerable de este en la senescencia. Simultineamente
ocurre la sintesis de azucares, los cuales se incrementan hacia el final del climaterio,
indicando cambios acentuados en la actividad respiratoria del fruto; esta
transformacioén altera el sabor, la textura y consistencia del fruto, haciéndolo mas
dulce y con mayor aceptabilidad. En el platano estos cambios durante la maduracion

ocurren a una tasa menor que la que se presenta en banano.

En el platano Dominico-Harton, la pulpa contiene mayores cantidades de almidon
que la cascara (alrededor de 3 % de peso fresco). Los frutos presentan porcentajes
de almidon tanto en estado verde como amarillo (etapas del color de la cascara, ver
carta de color en Aurore y colaboradores, 2009), observandose una disminucién
gradual del contenido de almidon a medida que el fruto madura (Offen,1993). A
pesar de que ambos O6rganos muestran cambios similares en los carbohidratos
durante la maduracion, la degradacion del almidén es mayor en la pulpa que en la
cascara. Este porcentaje de almidon tanto en la pulpa como en la cascara es
inversamente proporcional al contenido de azlcares totales y reductores, R=0.74
(p<0.01). Los frutos verdes de platano contienen concentraciones de almidén de
77.5 %, en frutos maduros de 36 % y de 2.1 % en muy maduros, lo cual indica que
la mayor transformacion de almidon a azucares ocurre hacia los estados finales de
maduracion de los frutos, siendo explicable que el fruto de platano de Dominico-
Harton en estado amarillo y medio amarillo tenga mayores concentraciones de

almidon como producto de factores genéticos o ambientales (Firmin, 1991).

Agama-Acevedo y colaboradores (2014) aislaron y realizaron una caracterizacion
parcial de almidon de variedades de muséaceas de coccion y postre cultivadas en
México, encontrando que el almidon de platano Morado tiene un contenido de
amilosa de 31 g/100 g de almidén, mayor que otras variedades (23-26 g/100 g de
almidon). De las variedades que analizaron, el platano Morado tuvo menor cantidad

de almiddn resistente; sin embargo, estos autores que la forma de los granulos de
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almidon de esta variedad tienen formas alargadas con tamafos entre 30 y 60 um
de longitud y 10 pm de ancho. Dada la forma alargada de estos granulos, la
distribucion de tamafio mostré un méaximo a las 24 um, por lo que puntualizaron que
el 10 % y 90 % de los granulos tienen un diametro aproximado de 5y 70 um,
respetivamente. Los almidones de maiz con forma elongada tienen altos contenidos
de amilosa y vistos bajo luz polarizada presentan varias cruz de malta, una
sugerencia a esta situacion es la posible union de varios granulos de almidén por
las moléculas de amilosa (Jane, 2009). En este estudio realizado por Agama-
Acevedo y colaboradores (2014) del almidén de diferentes variedades de platano,
los granulos de todas las variedades analizados bajo luz polarizada soélo
presentaron una cruz de malta, indicando que son individuales, incluyendo los de la
variedad Morado, a pesar de su alto contenido de amilosa y forma alargada. A partir
de esto los autores sugieren ensayos estructurales y reolégicos de este almidon, ya
que la forma elongada en los granulos de almidén de platano Morado es poco
comun en lo reportado de almidones aislados de los frutos de las muséaceas vy tal
vez estos granulos presenten nuevas o mejores propiedades funcionales para

aplicaciones en los alimentos.

Agama-Acevedo y colaboradores (2015) evaluaron la digestibilidad in vitro de
diferentes variedades de musaceas, incluido el almidén de platano Morado. Estos
autores analizaron muestras de almidén nativo y gelatinizado, encontrando que el
almidén nativo de platano Morado tiene bajo contenido de ADR (16.6 + 1.6), a
diferencia de su estado gelatinizado, donde esta fraccién present6é un aumento
hasta 77.7 %. Sin embargo esta variedad presenté mayor contenido de ADL en
estado crudo (18.1 %) comparado con la variedad de platano macho (6.8 %) y valery

(4.7 %), las cuales son de mayor consumo.

Debido a las caracteristicas mencionadas -tamafio y forma del granulo, bajo
contenido de almidén de rapida digestion- de esta variedad de platano Morado, asi
como el conocimiento actual del impacto positivo sobre el estado de salud que se

deriva de la ingestion de almidon resistente, ha promovido que en los ultimos afios
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se haya incrementado el interés para determinar las propiedades fisicas, quimicas
y funcionales de las harinas y almidén de musaceas. En este sentido, es importante
conocer el efecto de los tratamientos hidrotérmicos en almidon de platano Morado,
en estado granular sobre su digestibilidad, y determinar los cambios en las
fracciones tanto de almidén de digestion rapida y lenta, como de la fraccion de
almidén resistente, buscando potenciales caracteristicas nutracéuticas vy
aplicaciones en la industria de los alimentos. Aunado a esto, no existen
investigaciones que relacionen la digestion del almidon proveniente de esta

variedad de musacea con modificaciones mediante tratamientos hidrotérmicos.
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ll. JUSTIFICACION

México cuenta con un area sembrada en platano superior a 77 mil hectareas (INEGI,
2012) lo que lo ubica como el segundo producto fruticola después del aguacate,
ademas, el platano tiene un consumo per cépita de 19.7 kg (Garcia-Mata et al.,
2013). El platano es un fruto climatérico, el cual después de ser cosechado, tiene
un proceso de maduracion acelerado, lo que ocasiona que cada afio se pierda de
30 a 50 % del producto, por lo que se debe buscar alternativas tecnoldgicas para

diversificar su uso y aprovechamiento.

El almidén proveniente de las musaceas en su estado nativo posee una alta
resistencia a la hidrolisis por las enzimas digestivas. Recientemente, se ha
encontrado que la variedad de platano Morado presenta un granulo de almidén
alargado y con mayor contenido de amilosa que otras variedades. Los granulos de
almidon alargados se han encontrado en almidones de maiz altos en amilosa, los
cuales se han utilizado para producir almidon resistente mediante ciclos de
calentamiento-enfriamiento. Por lo que, tomando estas dos caracteristicas del
almidén de platano Morado se piensa que se puede aprovechar para producir un
ingrediente nutracéutico que muestre un alto contenido de ADL y AR, cuyo consumo
se ha asociado con efectos benéficos a la salud, usando tratamientos hidrotérmicos,
y que esas caracteristicas se conserven aun después de someter a un proceso de
coccion el almidon tratado. El desarrollo de ingredientes nutracéuticos a partir de
almidon es un area prioritaria en la industria de alimentos; por lo anterior, con este
trabajo se avanza en el conocimiento del efecto que tienen los tratamientos
hidrotérmicos sobre cambios en la estructura del almidon y con esto modificar sus

propiedades de digestion.
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IV. OBJETIVOS

4.10bjetivo General

Determinar el efecto de tratamiento hidrotérmico HMT aplicado a almidén de platano

Morado sobre su digestibilidad y las caracteristicas fisicoquimicas.

4.2 Objetivos Especificos

Caracterizar morfolégica y fisicoquimicamente el almidon nativo de platano Morado.

Modificar el almidon de platano Morado mediante tratamiento hidrotérmico HMT

bajo diferentes condiciones de proceso.

Evaluar la digestibilidad in vitro de almidon de platano Morado, determinando las

fracciones de digestion.

Optimizar las condiciones de proceso de tratamiento hidrotérmico con base en las

fracciones de digestion.
Establecer las diferencias fisicoquimicas entre almidon de platano Morado

modificado mediante tratamiento hidrotérmico HMT y el almidon nativo, y sus

relaciones con las fracciones de digestion.
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V. METODOLOGIA

5.1 Aislamiento y caracterizacién del almidon nativo

5.1.1 Extraccion del almidén

Se empled almidon nativo de platano Morado, el cual fue cosechado en estado de
madurez verde, cultivado en el estado de Morelos, México, a una altitud aproximada
de 1,203 msnm, temperatura media anual de 23 °C, precipitacion media anual de
919.6 mm (CRIM, UNAM, 2006). La extraccion y aislamiento del almidon se realizé
siguiendo el procedimiento descrito por Whistler (1998) en su patente U.S. 5797985,
con algunas modificaciones. Un lote de 250 g de harina de platano Morado en
estado verde se suspendié en 1.25 L de bisulfito de sodio al 1 % (pH 4.5), y se
sometié a agitacion constante durante 12 h a temperatura ambiente. La mezcla fue
tamizada usando una malla US 200, el residuo se lavé con agua destilada, el filtrado
se centrifug6 a 1,000 g para remover fibra de la solucion. Posteriormente, el residuo
se re-suspendid en agua destilada y se centrifugé a 1,000 g para precipitar el
almidén. El almidon se sec6 a 40 °C por 12 h en horno de circulacion forzada,
finalmente se pas6 por un tamiz malla 100 US y se almacend a temperatura

ambiente en un recipiente de plastico cerrado herméticamente.

5.1.2 Determinacién de la humedad

Para determinar el contenido de humedad en el almidén nativo de platano Morado
se pes6 aproximadamente 1 g de muestra, la cual fue puesta sobre una bandeja
aluminio. La muestra se llevd a una estufa de circulacion forzada y se dejo secar a
100 £ 2 °C durante 3 h (AOAC, 16.032, 1984). El procedimiento se realizd por

triplicado. Para cuantificar la humedad se aplicé la ecuacion 1.

(m1-m?2)

%H = 100 (1)
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Donde %H= Porcentaje de humedad; mi= Peso de la muestra hiumeda (g); mz=

Peso de la muestra seca ().
5.1.3 Determinacién de la pureza del almidén

La pureza del almidén nativo se determind cuantificando el almidon total por el
método amiloglucosidasa/a-amilasa empleando el manual para kit Megazyme, de
acuerdo al apartado C de las determinaciones, que es especifico para muestras que
contienen almidon resistente, pero no D-Glucosa ni maltodextrinas, con algunas
modificaciones. Se pesaron 100 mg de la muestra en tubos de ensayo para
centrifuga con capacidad de 50 mL, se humedecio la muestra con 0.2 mL de alcohol
al 80% (v/v) y se agito el tubo en un vortex. Se agregaron 2 mL de KOH 2 M agitando
constantemente el tubo; posteriormente se introdujo una barra magnética y las
muestras se colocaron en un bafio de agua fria (4 £ 1°C) sobre una plancha de
agitacion durante 20 min. Luego se afiadieron 8 mL del regulador acetato de sodio
1.2 M, pH 3.8 y 0.1 mL de cada una de las enzimas a-amilasa y amiloglucosidasa,
respectivamente; inmediatamente los tubos se sumergieron en bafio de agua a 50
°C durante 30 min, en agitacion constante. Posteriormente, la muestra se trasladé
a un matraz volumétrico de 100 mL donde se afor6. Se tomé una alicuota de 1 mL
y se pasoO a un tubo Eppendorf, éste se centrifugé a 1800 g por 10 min. De cada
tubo se tomaron 30 pL y se adicion6 1 mL de GOPOD (glucosa oxidasa/peroxidasa);
simultaneo a esto, también se prepar6 un blanco (30 pL de agua destiladay 1 ml de
GOPOQOD Yy el control con D-glucosa (30 pL de D-glucosa y 1 mL de GOPOD). Los
tubos fueron incubados a 50°C durante 20 min y finalmente se leyeron a una
absorbancia de 510 nm. Para realizar los calculos de almidon total, se utilizaron las

ecuaciones 2 y 3 (Megazyme, 2011).
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Donde %AT= Porcentaje de almidén total (Base humeda); AAbs= Absorbancia
respecto al blanco; F= Relacion entre el volumen D-glucosa/absorbancia de este
volumen de D-glucosa; FV=Volumen Final de dilucion; W= Peso de la muestra (mg)

100
100-% H

%AT (b.s) = % AT = 3)

Donde % AT (b.s)= Porcentaje de almidon total en base seca; % AT= Porcentaje de

almidon total (base humeda); % H= Porcentaje de humedad.

5.1.4 Porcentaje de amilosa

La determinacion del porcentaje de amilosa se realizé usando el manual de Kit
Megazyme (K-AMYL 07/11) con algunas modificaciones. Se pesé una muestra de
aproximadamente 30 mg de almidon nativo de platano Morado (pureza del 83.82%)
en un tubo de ensayo de 10 mL, se agregaron 2 mL de DMSO (dimetil sulfoxido)
con agitacion moderada y el tubo se sumergio en bafio de agua a ebullicion durante
15 min con agitacion ocasional. Se sacaron los tubos del bafio e inmediatamente se
agregaron 4 mL de solvente concavalina A (Con A); la mezcla se paso6 a un matraz
volumétrico de 25 mL, repitiendo lavados con el solvente Con A al tubo y finalmente
se aford el matraz, a esta solucion de llamo “soluciéon A”. Se transfiri6 1 mL de la
solucion A en un tubo Eppendorf de 2 mL, se agregaron 0.50 mL de la solucion Con
A, se homogenizé6 la mezcla y se dejo reposar por 1 h a temperatura ambiente, para
posteriormente centrifugar los tubos a 14,000 g durante 10 min a temperatura
ambiente. Se transfiri6 1 mL del sobrenadante a un tubo de centrifuga de 15 mL, se
agregaron 3 mL de solucién tampén de acetato de sodio (100 mM, pH 4.5), se
mezclo el contenido y se sometid a bafio de agua a ebullicion durante 5 min. Se
coloco el tubo en un bafio de agua de 40 °C para equilibrar su temperatura durante
5 min, luego se agreg6 0.1 mL de la mezcla enzimatica amiloglucosidasa/a-amilasa
y se incub6 a 40 °C durante 30 min; se centrifugo a 2,000 g durante 5 min. Se tomo
una alicuota de 30 pL y se mezcldo con 1 mL de reactivo GOPOD, se incubo6

nuevamente a 40 °C por 20 min. Simultaneo a esto de incub6 una solucion blanco
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(30 pL de solucion tampon de acetato de sodio 100 mM, pH 4.5) con 1 mL de
GOPOD), una solucion patrén D-glucosa (30 pL de la mezcla 0.1 mL D-glucosa+
0.9 mL buffer de acetato de sodio, con 1 mL de GOPOD). Para la determinacion de
almiddn total se mezclaron 0.5 mL de solucion A con 4 mL de acetato de sodio 100
mM, pH 4.5. Se agregaron 0.1 mL de mezcla de enzimas amiloglucosidasa/a-
amilasa y se incubd la mezcla a 40 °C por 10 min; se tom6 una alicuota de 30 pL y
se mezcld con 1 mL de reactivo GOPOD, esto se incubo a 40 °C durante 20 min. La

cuantificacion del porcentaje de amilosa (% AM) se realizé con la ecuacion 4.

Absorbancia (Con A sobrenadante) 6.15 100

% AM = * * — 4
% Absorbancia (Alicuota de Almidén Total) 9.2 1 ( )

Donde % AM= Porcentaje de amilosa; 6.15y 9.2 son factores de diluciéon de Con

Ay almiddn total, respectivamente.

5.1.5 Caracteristicas morfologicas

5.1.5.1 Tamafioy forma del granulo

La morfologia del granulo de almidén se analiz6 usando con un microscopio
electrénico de barrido (MEB). Para observar el almidon en el microscopio, este se
puso en un porta muestra de carbono utilizando cinta adhesiva de doble cara y se
observo en un equipo JEOL JMS 7600F (Akishima, Japén) con el modo de GB-H,
con acelerador de voltaje de 1 kV. Se presentan micrografias con aumentos 503 X
y 820 X (Hernandez-Jaimes et al., 2013).

5.1.5.2 Microscopia 6pticade luz y luz polarizada
Se realizé la medicion en un microscopio Optico de luz y luz polarizada (Leitz,

Wetzlar, Alemania), con objetivo 10 X, equipado con una camara digital (modelo
MTI DC-330, Dage, Chiba, Japdn). Las muestras de almidon se colocaron de forma
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homogénea sobre un portaobjetos y se humedecieron con agua destilada, se
mezclaron con una espatula y se fijaron al cubre objetos. Los granulos de almidén

se seleccionaron al azar (Millan-Testa et al., 2005).

5.2 Tratamientos hidrotérmicos

5.2.1 Calor-Humedad (HMT)

Las muestras de almidén se pesaron en un recipiente con tapa hermética, se
adicion6 agua destilada hasta llevar la suspensién al porcentaje de humedad de
cada tratamiento (respectivo segun el disefio experimental), durante la adicién de
agua las muestras fueron agitadas constantemente para homogenizar la muestra.
El recipiente fue sellado y almacenado durante 24 h a temperatura ambiente,
posteriormente la muestra se llevd a una estufa de circulacién forzada a 100 °C
durante el tiempo correspondiente segun el disefio experimental. Al terminar el
tiempo de calentamiento, el contenedor se dejo cerrado a temperatura ambiente
durante 2 h. La muestra de almidén se sec6 con aire seco hasta llevarla a una

humedad uniforme de aproximadamente el 10 % (Chung et al., 2009).

5.2.2 Disefio experimental

Como se reviso en la bibliografia citada acerca de los tratamientos hidrotérmicos,
entre las principales condiciones que se deben controlar en este tipo de
tratamientos, se incluyen el contenido de humedad, al cual se ajusta la muestra, la
temperatura y tiempo durante el cual el almidén es sometido bajo las condiciones
combinadas de temperatura y humedad. Para este caso se fijé la temperatura como
una condicion estable a 100 °C; para los factores tiempo y humedad, se plante6
inicialmente un disefio factorial 23, donde los factores de variacion fueron: contenido
de humedad (H), con tres niveles (15, 25 y 35 %) y tiempo de calentamiento (t), en
los niveles 1, 8 y 16 h; los niveles establecidos para este disefio estan basados en

la definicion de HMT (Chung et al., 2009). Las variables respuesta o dependientes
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del disefio fueron el porcentaje en digestion de: almidon resistente (AR), almidon de
digestion lenta (ADL) y almidon de digestion rapida (ADR). Cada tratamiento se
realiz6 por triplicado.

A partir de los resultados del anterior disefio experimental, se plante6 un disefio
central compuesto con dos puntos al centro, seleccionando el tratamiento que mas
se adecud a las necesidades tecnolégicas de AR y ADL cuando el almidén se
sometid a digestion in vitro en estado gelatinizado. En el cuadro 1 se resume el
namero de tratamientos, las variables con valor real y las variables codificadas, (-1,

0,1) usadas para el analisis estadistico.

Cuadro 1. Disefio central compuesto con dos factores de variacion:

porcentaje de humedad (H) y tiempo (t) expresado en horas.

Variables Variables

NUumero de reales codificadas
tratamiento H (%) t(h) H (%) t (h)

1 30 6.5 -1 -1

2 30 8.5 -1 0

3 30 10.5 -1

4 35 6.5 0 -1

5 35 8.5 0

6 35 8.5 0

7 35 10.5 0

8 40 6.5 1 -1

9 40 8.5 1 0

10 40 10.5 1
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5.3 Digestion in vitro del almidén nativo y HMT

5.3.1 AImidon nativo y HMT

La digestibilidad in vitro del almidén se determiné por el método de Englyst y
colaboradores (1992) con algunas modificaciones. a-amilasa pancreatica de porcino
(0.40 g) se disperso en agua (2.66 mL) y se centrifugé a 4,000 g por 10 min. El
sobrenadante se transfiri6 a un vaso de precipitado, junto con una mezcla de
amiloglucosidasa (98 pL) y agua destilada (0.25 mL). Esta solucion enzimatica fue
preparada antes de cada digestion. Se pes6 una muestra de almidén (200 mg base
seca) en un tubo de vidrio con tapa roscada, se adicionaron 2 mL agua destilada.
El tubo se sumergid en un bafio de agua a ebullicién durante 20 min con agitacion
magnética, este pasd se realiz6 para gelatinizar el almiddén. Posteriormente, se
adicionaron 4 mL de agua destilada, 1 mL de solucion tampoén de acetato de sodio
(0.5 M, pH 5.2), 2 mL de la solucion enzimatica y 6 esferas de vidrio, las cuales
simularon los movimientos peristalticos durante la incubacién de la muestra en un
bafio de agua con agitacion (37 °C, 160 strokes-mint). Transcurridos los primeros
veinte (20) minutos de la digestion, se tom6 una alicuota de 0.05 mL de la muestra,
se transfirié a un tubo Eppendorf de 2 mL, con 0.95 mL de etanol (90 %), el tubo se
agitdé con inversiones repetidas para detener la reaccion; de igual forma, después
de ciento veinte minutos (120 min), se tomo una segunda alicuota de 0.05 mL, la
cual se trat6 de igual forma que la muestra tomada a los veinte minutos. Los tubos
con las alicuotas se centrifugaron a 11,000 g por 5 min. La glucosa hidrolizada se
midio con el reactivo GODPOD (glucosa oxidasa peroxidasa) y se cuantifico con el

valor de absorbancia a 510 nm.
La clasificacion basada en el grado de hidrolisis fue: digestion rapida (digerido antes

de 20 min), digestion lenta (digerido entre 20 y 120 min) y almidédn resistente (no

digerido antes de 120 min).
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Para realizar la digestion del almidén crudo, se realiz6 el procedimiento
anteriormente descrito, omitiendo los pasos donde se gelatiniza el almidén en el

bafo a ebullicion durante 20 min.

5.3.2 Cuantificacion de las fracciones de digestion

Para la cuantificacion de las fracciones de almidén de digestion rapida (ADR) y lenta
(ADL), asi como de almidon resistente (AR), se emple6é una curva estandar de

glucosa donde se calculé el porcentaje de glucosa.

Asi entonces, las fracciones de ADR, ADL y AR, se calcularon con las siguientes

ecuaciones:

ADR= (G20-Gl) x 0.9 5)
ADL= (G120-Gl20) x 0.9 (6)
AR= AT- (ADR+ADL) 0

Donde Gl= Glucosa libre (Cantidad no considerable); G20= Glucosa medida en la
muestra transcurridos 20 min; Giz2o= Glucosa medida en la muestra después de

transcurridos 120 min; AT=Almiddn total.

5.4 Relacién de digestibilidad con caracteristicas fisicoquimicas vy

morfolégicas del almidén modificado.

5.4.1 Propiedades térmicas

Las propiedades térmicas de gelatinizacion del almidén nativo y modificado HMT se
determinaron usando un calorimetro diferencial de barrido (TA Instrument, Q20,

New Castle, NJ, USA) previamente calibrado con indio. Se tomé una muestra de 2.2
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mg (base seca) de almidon y se puso con 7 yL de agua desionizada en un recipiente
de aluminio, inmediatamente se sell6 y se dejé en reposo durante 1 h previo a su
andlisis. El contenedor se calent6 de 25 a 120 °C, con un incremento de temperatura
de 10 °C-mint. Se us6 un recipiente vacio como referencia. Se registraron los
resultados de la temperatura de inicio de gelatinizacion (Ti), temperatura pico (Tp),
temperatura final (Tr) y entalpia de gelatinizacion (AH), los datos se obtuvieron

directamente del software del equipo (Paredes-Lopez et al., 1994).

5.4.2 Espectroscopiainfrarroja con transformada de Fourier

Para analizar los espectros de infrarrojo con transformada de Fourier de las
muestras de los almidones nativo y HMT se us6 un espectrofotometro de infrarrojo
(Midac, Series M, CA, EE.UU.), equipado con un sistema de reflectancia total
atenuada a 25 + 2 °C. Para cada muestra se colectaron 32 barridos con una
resolucion de 4 cm* y se obtuvo la media en la region de 400 a 4000 cm. Cada

muestra se realizé por cuadruplicado (Zamudio-Flores et al., 2010).

5.4.3 Difraccion de rayos X

Se pesaron 20 mg base seca de la muestra de almidén, la cual se coloco sobre un
porta muestra del difractometro de rayos X (Bruker advance D8) de angulo amplio,
equipado con una fuente de cobre operado a 35 kV, produciendo una radiacién
CuKa con una longitud de onda de 1.542 A, con una velocidad de 60 segundos por

grado. Se tomaron los datos en un intervalo de 3-37° cada 0.05° (Amaya, 2010).

El porcentaje de cristalinidad (% C) se determind con la ecuacion 8, basandose en
los resultados del difractograma (Rodriguez-Garcia, 1995).
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%C = L (8)

Donde Ap= Area de picos cristalinos; At= Area total bajo la curva (halo amorfo y

cristalino); N= Ruido del equipo.
5.5 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos se empleo el software JMP Version 10.1. El
andlisis para el disefio factorial 23 se basé en un andlisis de varianza (ANOVA) y un
andlisis descriptivo. Para el disefio central compuesto se empleé la metodologia de
superficie de respuesta (MSR) descrita por Castafio y Dominguez (2010); dentro de
esta metodologia se realizé el andlisis de varianza, pruebas de ajuste del modelo,
caracterizacion del punto estacionario, superposicion de curvas de nivel y funciones
de deseabilidad, para determinar las condiciones éptimas que se adecuaron a las
necesidades tecnoldgicas sobre las respuestas de almidon resistente (AR) y de
digestion lenta (ADL).
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VI.

RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Aislamiento y caracterizacién del almidon
6.1.1 Caracteristicas fisicoquimicas
6.1.1.1 Purezadel almidon
La pureza del almidén es un parametro que permite cuantificar la eficiencia de la
técnica de extraccion sobre este material. En el cuadro 2 se puede observar que la
muestra de almidén aislado de platano Morado tuvo un porcentaje de almidon total
de 83.82 %, menor que la reportada en muestras de almidén de la misma fuente
botanica por Agama-Acevedo y colaboradores (2014), quienes encontraron una

pureza del 97.12 %.

Cuadro 2. Caracterizacion de almidén de platano Morado

Muestra AT (%) Amilosa (%) H (%)
Almidén de

platano Morado

83.82+1.31 31.54+1.65 4.82+0.18

Los valores representan la media de tres repeticionesz error estandar
AT= Almiddn total (g)/100 g muestra; H= Contenido de humedad;

Amilosa= Contenido de amilosa (g)/100 g muestra.

Estas diferencias en la pureza del almidon pueden estar relacionadas con el método
de extraccion (Agama-Acevedo et al., 2014) y con el tiempo de desarrollo de los
frutos al momento de la cosecha, ya que algunos dias de diferencia en la cosecha
después de la polinizacién del fruto, produce una disminucién en el contenido de
almiddn, incidiendo en las ligeras diferencias en la cantidad de almidén que se
puede extraer. Por otro lado, en el fruto verde o inmaduro, dependiendo de la
variedad, la pulpa contiene otros componentes como lignina, hemicelulosa, latex y

pectinas que limitan el proceso de aislamiento.
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6.1.1.2 Porcentaje de amilosa

En el cuadro 2 se puede observar el porcentaje de amilosa del almidén aislado de
platano Morado nativo empleado como materia prima, éste fue de 31.54 %, similar
al porcentaje reportado en trabajos anteriores realizados con almidon aislado de
esta variedad de Musa sp., donde Agama-Acevedo y colaboradores (2014),

reportaron un contenido de amilosa de 31.88 %.

El contenido de amilosa tiene influencia sobre las caracteristicas fisicoquimicas,
funcionales y nutricionales de productos elaborados con almidén. La cantidad de
este polisacérido presente en los granulos de almidon estd en funcion de la
variedad, técnica de aislamiento y factores agroclimaticos como el tipo de suelo,
clima y/o régimen de lluvia, los cuales tienen efecto sobre su biosintesis. Un alto
contenido en amilosa causa una menor digestibilidad del almidén, debido a una
correlacion positiva entre el contenido de amilosa y la formacién de AR (Berry,
1986). Grandfelt y colaboradores (1995) reportaron que productos elaborados a
base de almidén de maiz con alto contenido de amilosa tienen un potencial para
promover favorablemente bajas respuestas metabdlicas y alto contenido de almidén
resistente. Esto se ha atribuido a que las moléculas de amilosa interactian con la
amilopectina, lo cual restringe el hinchamiento del granulo de almidén y reduce el
acceso enzimatico para hidrolizar las moléculas de almidon (Case et al., 1998; Jiang
et al., 2010).

6.1.2 Caracteristicas morfolégicas
6.1.2.1 Tamafo y forma del granulo
La microscopia electronica de barrido permite establecer las caracteristicas de la

superficie y el tamafio de los granulos de almidén. En la figura 1, los granulos de

almidon nativo de platano Morado presentan formas alargadas y ovaladas, se
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pueden observar un gran nimero de granulos que aparentemente estan en proceso

de formacion o fueron fragmentados en el proceso de aislamiento del almidén.

el 'y
EHT =15.00 kv Signal A=NTSBSD  Vacuum Mode = Extended Presst EHT = 15.00 kV Signal A=NTS BSD  Vacuum Mode = Extended Press
WD = 6.5mm Mag= 503X Spot Size =506 — WD = 65 mm Mag= 820X Spot Size = 506

Figura 1. Microscopia electronica de barrido de almidén nativo de platano
Morado. Aumento 503 X (a) y 820 X (b)

Las particulas grandes tienen un tamafio igual o superior a los 10 um de largo y
menores o iguales que 10 um de ancho. La superficie de los granulos es lisa, lo que
evidencia la ausencia de algun tipo de poro en la capa externa de los granulos; este
tipo de superficies retrasa la difusion de la enzima hacia el interior del granulo, lo
que resultaria en una baja velocidad de hidrolisis enzimética y mayores fracciones
de ADL y AR (Zhang y Hamaker, 2005). El tamafio y la forma de los granulos tiene
efecto sobre las propiedades reoldgicas y funcionales del almidén. A pesar de que
este tipo de forma no es comun en los granulos de almidén, se han encontrado
formas alargadas en almidones de maiz altos en amilosa. Esta forma elongada esta
relacionada con la formacién de AR después de someter el almidén a ciclos de

calentamiento-enfriamiento (Sajilata et al., 2006).

6.1.2.2 Microscopia 6pticade luzy luz polarizada

Los granulos de almidén nativo de platano Morado se observaron bajo luz y luz
polarizada (Figura 2), donde se puede observar que presentaron birrefrigerancia, de
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lo cual se puede inferir que el proceso de aislamiento de almidén no presentd ningin
efecto sobre el arreglo de los componentes del granulo. En la figura 2.a se puede
observar que los granulos alargados, con forma de varilla, presentan una sola cruz
de malta. Agama-Acevedo y colaboradores (2014) reportaron formas de almidén
nativo de platano Morado similares a éste; estos autores observaron que en este
almiddn, al ser visto bajo luz polarizada, los granulos solo presentaban una cruz de
malta, situacion diferente a los reportado por Jane y colaboradores (2009), quienes
observaron almidén con alto contenido de amilosa, que presentaban formas
alargadas, bajo luz polarizada, encontrando varias cruces de malta; con lo anterior,
los autores concluyeron que esta forma alargada de varilla se debia a la unién de
dos o0 mas granulos de almidon gracias a las cadenas de amilosa, lo cual se
puntualiz6 como una caracteristica de los almidones altos en amilosa. Los
almidones altos en amilosa son utilizados para producir un ingrediente con alto
contenido de AR, esto mediante ciclos de calentamiento-enfriamiento. Debido a las
caracteristicas del almidon de platano (mayor contenido de amilosa y granulos
alargados), se cree que puede ser utilizado para producir un ingrediente con alto
contenido de ADL y AR.

b.

Figura 2. Microscopia 6pticade luz (a) y luz polarizada (b) de almiddn nativo

a.

de platano Morado.
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6.2 Caracteristicas fisicoquimicas y morfolégicas de almidéon de platano

Morado modificado por HMT.

6.2.1 Propiedades térmicas

Las propiedades térmicas (Ti, Tp, Tr, AH e 1G) del almidén nativo y modificado por
HMT se pueden observar en el cuadro 3. Estas propiedades evaluadas del almidén
de platano Morado con modificacion HMT presentaron un aumento respecto a los
mismos parametros evaluados en el almidon nativo. La T tuvo el mayor incremento
en 16.42 °C, seguido por Tp (13.95 °C) y la Ti aumento de 60.24 °C en el almidon
nativo a 71.8 °C en el almidon modificado, lo que representa un incremento de
11.5°C; asi mismo, los incrementos en estas temperaturas inciden en el aumento
del IG que paso de 15.44 a 20.3 °C. En cuanto a AH, también presenté un
incremento desde 11.4 a 12.6 J-g*. Los incrementos en Ti, Tp ¥ Tt se han reportado
en almidones tratados por HMT de otras fuentes botanicas (Hoover y Manuel, 1996;
Gunaratne y Hoover, 2002; Chung et al., 2009), y han sido atribuidos a cambios
estructurales dentro del granulo de almiddn, lo cual relaciona interacciones amilosa-
amilosa y amilosa-lipidos. Sin embargo, incremento en AH no fue reportado por
estos autores. Hoover y Manuel (1996) encontraron que AH no tuvo reducciones al
someter el almidon de maiz al tratamiento HMT a 100 °C. Los parametros para
almidon nativo han sido reportados anteriormente en otras investigaciones
realizadas con platano Morado (Utrilla-Coello et al., 2014; Agama-Acevedo et al.,
2014), pero hasta la fecha no se habian reportado los cambios en dichas
propiedades cuando el almidén de platano Morado se ha sometido a modificacion

fisica por HMT.
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Cuadro 3. Propiedades térmicas de almidon nativo y modificado (HMT) de

platano Morado

Muestra Ti (°C) Tp (°C) Ti (°C) AH (J-g1) IG (°C)
Nativo 60.2£0.04 64.5x0.04 75.7+0.0 11.4+£0.14 15.4+£0.04
HMT 71.8+0.2 78.5+0.01 92.1+0.03 12.6x0.1 20.3+0.3

Los valores representan la media de tres repeticionesz error estandar
Ti= temperatura de inicio de gelatinizacién; Tp= temperatura pico de gelatinizacién; Tf =

temperatura final; AH= entalpia de gelatinizacién, IG=intervalo de gelatinizacion (Tf-Ti).

La influencia del tratamiento HMT sobre las propiedades térmicas depende del
porcentaje de humedad, la fuente del almidon y el contenido de amilosa, todos estos
factores son importantes en los cambios a nivel molecular y estructural de almidén
durante el HMT. Se ha reportado que la gelatinizacion, la hidratacion y el
hinchamiento son reflejo del desplegamiento de las dobles hélices (Donovan, 1979).
El aumento de Ti, Tp y Trdurante la gelatinizacion sugiere que las interacciones
amilosa-amilosa, amilosa-amilopectina y amilopectina-amilopectina, ocasionadas
por el tratamiento hidrotérmico retrasan la movilidad de las zonas amorfas, por lo
que el almidén modificado requiere de mayor temperatura para llegar al

hinchamiento que contribuye a la alteracion o disrupcién de las zonas cristalinas.

El incremento en el intervalo de gelatinizacién (IG) después del tratamiento HMT
esta relacionado con la distribucion de las cadenas de amilosa y amilopectina,
ademas de la heterogeneidad del tamafio del granulo de almidén, lo cual produce
un arreglo semi-cristalino al interior del granulo con diferente estabilidad

(Wongsagonsup et al., 2008).
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Figura 3. Termograma de almidén nativo y modificado (HMT) de platano

Morado.

Las variaciones en AH reflejan principalmente la pérdida o incremento del
ordenamiento de las dobles hélices (Cooke y Gidley, 1992). El aumento del valor de
AH sugiere gue las dobles hélices de los granulos de almidén no fueron afectadas
por las condiciones de humedad, tiempo y temperatura del tratamiento hidrotérmico,
que, por el contrario incidieron en un aumento en la organizacién de dobles hélices,
presentando una estructura mas organizada y mas estable térmicamente que el
almidon nativo. Se ha reportado que altos valores en la entalpia de gelatinizacién,
se atribuyen a la presencia de un alto nimero de dobles hélices (Gunaratne y
Hoover, 2002). El valor de AH también se ve reflejado en el aumento del porcentaje
de cristalinidad (ver Figura 6). Hoover y Manuel (1996) reportaron que el AH en
almidones de diferentes tipos de maiz, incluyendo Amilomaiz V modificados por
HMT con 30 % de humedad a 100 °C durante 16 h, no presentd variaciones,
indicando que las dobles hélices no sufrian desorganizacién alguna ocasionada por

las condiciones del tratamiento.

Los anteriores resultados de las propiedades térmicas del almidon modificado por

HMT respecto al almidon nativo se pueden observar en el termograma presentado
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en la figura 3, donde son notables los cambios en los rangos de temperatura que
ocurre la transicion representada por el desplazamiento de la endoterma a mayor

temperatura.

Flujo de Calor Relativo (W-g-1)

50 100 150 200 250
Temperatura (°C)

Figura 4. Termograma de almidén modificado (HMT) de platano Morado en

ausencia de agua.

En la figura 4 se presenta el termograma del almidon de platano Morado modificado
por HMT analizado en CDB en ausencia de agua. En este estudio se evaluaron las
transiciones de fase, principalmente fusion, ya que no se adiciond agua en la
preparacion de la muestra. Se observo una gran estabilidad del almidén cuando fue
sometido a altas temperaturas, sin condiciones de humedad, con Tide 99.3 £ 0.9
°C, Tp 134.9 £ 1.0 °C, T+ 181.8 + 0.2 °C, entalpia de 172.6 + 0.8 J-g* y un intervalo
de transicién de 82.5 + 0.7 °C (Cuadro 4). La transicidon encontrada indica que en el
almidon modificado por HMT se encuentra una estructura (arreglo de los
componentes del almidén), la cual aun después de ser gelatinizada, presenta un
mayor contenido de ADL y AR. Las temperaturas de la transicion de fase
(desorganizaciéon de los componentes del almidén) sugieren que el almidon
modificado por HMT puede ser utilizado en productos con bajo contenido de
humedad (ej. galletas, pastas) y puede mostrar menor digestibilidad a la encontrada
cuando el almidon es gelatinizado. Sin embargo, se necesitarian realizar estudios

en productos especificos.
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Cuadro 4. Propiedades térmicas de almidon modificado (HMT) en ausencia

de humedad.
Muestra Ti (°C) Tp (°C) Ti (°C) AH (J-g1) IT (°C)
HMT 99.3+0.9 134.9+1.0 181.8+0.2 172.6+0.8 82.5%0.7

Los valores representan la media de tres repeticionesz+ error estandar
Ti= temperatura de inicio de transicion; Tp= temperatura pico de la transicion; Tf =
temperatura final; AH= entalpia de la transicion, IT=intervalo de la transicion (Tf-Ti).

6.2.2 Espectroscopiainfrarroja con transformada de Fourier (IRTF)

En la figura 5 se presenta el espectro IRTF de almidon nativo y HMT de platano
Morado. Se puede observar que en la banda donde se present6 mayor incremento
de absorbancia fue en 995 cm, seguido por los incrementos en las bandas
860,1020, 1022, 1041, 1076 y 1149 cm, y en menor medida en la banda 925 cm-
1, van Soest y colaboradores (1995) reportaron que la banda 994, la cual es dada
principalmente por vibraciones de enlaces COH, es sensible al contenido de agua y
estas vibraciones relacionan interacciones agua-almidén, como los puentes de
hidrogeno. Tanner y colaboradores (1987) también reportaron cambios en esta
banda, y se atribuyeron dichas variaciones a cambios en el entorno molecular del
grupo hidroxilo primario en amilosa tipo V, debido a cambios en las uniones
intramoleculares de hidrégeno.

Otros picos de particular interés son 1041 cm, 1020 cm™? y 925 cm™, el primero
asociado a la region cristalina del almidén, el segundo es caracteristico de las
regiones amorfas y el Ultimo es sensible a presencia de agua (Karim et al., 2000).
Las bandas 1047, 1022 y 861 cm son sensibles a cambios en la cristalinidad. La
banda 1047 cm parece estar compuesta por la superposicion de dos bandas la
1040 y la 1053 cm?, los incrementos en esta banda representan aumentos en la
cristalinidad; sin embargo, esta banda no es sensible al contenido de agua.

Incrementos en las bandas 925, 1041 y 1077 cm™ pueden atribuirse a flexiones de
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enlaces C-O-H, en la banda 1150 cm debido al estiramiento de C-O y C-C con

contribuciones de COH (van Soest et al., 1995).

Absorbancia Relativa

1200 1100 1000 900 800
NUmero de Onda (cm-1)

Figura 5. Espectro infrarrojo con transformada de Fourier (IRTF)

deconvulado de almidén nativo (AN) y modificado (HMT) de platano Morado.

La cantidad de ordenamiento de corto rango puede expresarse usando la intensidad
de las bandas mas caracteristicas de las regiones cristalina y amorfa, ésta es la
relacion R (1047/1022 cm?), o usando la intensidad de la banda caracteristica del
almidén cristalino en 1047 cm, la cual es expresada como R (1047/1035 cm™).
Esta dltima relacion es muy sensible a los cambios en el contenido de agua;
mientras que la primera esta influenciada por cambios en la posicion y forma de la
banda. En el cuadro 5 se presenta el ordenamiento de corto rango, mediante las
relaciones de intensidad 1047/1022 cm y 995/1022 cm™. Se puede observar que
ambas relaciones resultaron en un aumento ocasionado por el tratamiento HMT. El
incremento en la primera relacion sugiere que las condiciones de temperatura,
humedad y tiempo de calentamiento causan un arreglo de dobles hélices dentro de
la lamella cristalina. La segunda estéa influenciada con la pérdida o conservacion de
agua, que relaciona el arreglo cristalino del granulo de almidén durante el
tratamiento HMT (Varatharajan et al. 2010); su incremento implica un incremento en
el orden molecular observado en la difraccion de rayos X (Figura 6).
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Cuadro 5. Orden molecular de corto rango de almidén nativo y modificado
(HMT) de platano Morado, determinado por espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (IRTF)
Muestra R (1047/1022 cm™)2  (995/1022 cm1)=
Nativo 0.69+0.004 1.19+0.004
HMT 0.70+0.002 1.22+0.004

Los valores representan la media de seis repeticionest error estandar.

aRelacion de Intensidad.

6.2.3 Difracciéon de rayos X

El porcentaje de cristalinidad para el almidén nativo de platano Morado fue de 28.9
%, menor que el presentado por este mismo almidon después de ser sometido a
modificacion HMT, el cual tuvo un porcentaje de 31.5 % (Figura 6). El efecto del
tratamiento HMT sobre la cristalinidad del almidon depende de la fuente de donde
se aislo6 el almidon y de las condiciones de tratamiento. La cristalinidad también esta
relacionada con diversos factores, entre los cuales se incluye el tamafio del cristal,
el niamero de regiones cristalinas, que son influenciadas por el contenido de
amilopectina, y la longitud de sus cadenas, la orientacion de las dobles hélices
dentro de la regién cristalina, y la extension de orientacion de las dobles hélices
(Miao et al., 2009).

El almiddén nativo present6 un pico mas pronunciado en el &ngulo 17°, uno de menor
intensidad en el angulo 23° (Figura 6); mientras que el almidon HMT presenté picos
de similar intensidad en los angulos 17° y 23°, y uno de menor intensidad en el
angulo 15°. En este Ultimo angulo, el almidéon nativo no presentd un pico
sobresaliente en su difractograma. Se ha reportado que los almidones nativos de
platano tienen picos en los angulos 17° y 23°, con ausencia de pico definido en el
angulo 18°, que los hace asemejarse mas al patron de difracciéon tipo B con
caracteristicas del patrén A, lo que se conoce como patrén de difraccion Cs. Aunque

el tratamiento HMT aumentd el porcentaje de cristalinidad, no causé cambios en su
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patréon de difraccion, situacion que se ha presentado en almidones tipo B de otras
fuentes botanicas, como el caso de almidon de papa y fiame, cuando son sometidos
a este tipo de tratamiento hidrotérmico (Guaratne y Hoover, 2002). Sin embargo, se
ha reportado que no todas las condiciones de humedad, tiempo y temperatura
inducen cambios en el patron de cristalinidad desde el tipo B al tipo A, asi como
tampoco se han presentado este tipo de cambios en almidones modificados por
HMT, aislados de fuentes vegetales como la yuca o almidones de cereales (Jacobs
y Delcour, 1998). Dependiendo de las condiciones de proceso, los cambios que son
inducidos por el HMT sobre el patrén de difraccion se han atribuido a la
deshidratacion, asi como al movimiento de un par de dobles hélices dentro del canal
central (Zavareze y Dias, 2011).

C HMT %C: 31.5%
8
[O]
n'd
g AN %C: 28.9%
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C
(O]
=
0 10 20 30 40
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Figura 6. Patrones de difraccién de rayos X de almidén nativo (AN) y

modificado (HMT) de platano Morado.

Incrementos en la intensidad de la difraccién de rayos X en almidones modificados
por HMT son debido a un desplazamiento de las cadenas de doble hélice con los
cristales del granulo de almidén, resultando en una matriz cristalina que es mas
ordenada que en el almidon nativo (Zavaraze y Dias, 2011). Este ordenamiento de
segundo grado en el granulo de almidén también se ve reflejado, en menor medida,

en los resultados del aumento de la entalpia de gelatinizacion.
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6.3 Digestibilidad in vitro de almidon nativo y HMT

Los resultados de digestibilidad para el disefio factorial 22 se presentan en el cuadro
6. Se pueden observar los porcentajes de las dos fracciones de almiddn con interés
nutracéutico (ADL y AR), cuando el almidon se encuentra en estado crudo como
gelatinizado. Esta ultima presentacion del almidén es de gran interés de estudio, ya
qgue su principal forma de consumo es en productos que deben ser sometidos a
procesos de coccion con cierto contenido de humedad. En la gelatinizacion, los
granulos se hinchan y pierden su arreglo molecular, lo que los hace mas

susceptibles a la hidrdlisis enzimatica.

. Cuadro 6. Fracciones de digestion de almidon modificado (HMT) tratado

bajo diferentes condiciones de humedad y tiempo de calentamiento.

Almidon crudo Almidon
Tratamiento H (%) t(h) (%) gelatinizado (%)

ADL AR ADL AR
1 15 1 7.6+1.2 83.0+2.0 4.3+0.2 25.9%+0.3
2 15 85 8.2+0.8 87.7+0.4 7.7+0.5 26.8+0.7
3 15 16  8.5+0.1 84.0+0.3 4.2+0.3 21.0+0.2
4 25 1 8.9+0.7 57.4+0.6 7.4+0.4  26.8+0.2
5 25 85 8.3+0.3 75.5+0.6 6.8+0.4 22.8+0.3
6 25 16 17.9+0.2 56.3+0.2 10.8+0.4 28.1+1.0
7 35 1 15.4+1.2 26.5+1.0 8.6x0.5 24.31+0.7
8 35 85 6.3t1.2 34.840.2 5.6+0.8 29.3+0.3
9 35 16 7.7+0.4 41.840.1 8.5+0.2 24.6+0.3

Los valores representan la media de tres replicast error estandar
H= porcentaje de humedad; t= tiempo de calentamiento expresado en horas (h); ADL=

porcentaje de almidon de digestion lenta; AR= porcentaje de almidon resistente

Cuando el almidén de platano Morado modificado por HMT en estado crudo fue

sometido a hidrdlisis enzimatica con amiloglucosidasa y a-amilasa pancreatica, los
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tratamientos con mayor porcentaje de AR se obtuvieron bajo condiciones de 15 %
de humedad, a diferencia de los tratamientos con 35 % de humedad que
presentaron menor cantidad de esta fraccién (26.5, 34.8, y 41.8 % para los
tratamientos 7, 8 y 9, respectivamente). Se not6 una influencia directa de la
humedad sobre la pérdida de AR, lo que indica que a mayor humedad en el
tratamiento HMT se obtiene menor porcentaje de AR. El analisis de varianza
(ANOVA) indicé que ambos factores de variacion (humedad y tiempo), asi como su
interaccion, presentan un efecto estadisticamente significativo sobre la respuesta
de AR (p<0.0001). En cuanto a la fraccion de ADL, el mejor tratamiento correspondi6
al numero 6, con niveles de humedad y tiempo de calentamiento en 25 % y 16 h,
respectivamente, y una respuesta en ADL de 17.9 %, mayor que la presentada por
el almidon nativo de platano Morado (ADL=6.5 %, cuadro 8), lo que representa un
incremento del 175.4 % en esta fraccion. EIl ANOVA de ADL indicé que los factores
humedad, tiempo y su interaccién presentaron un efecto estadistico significativo
sobre la respuesta a esta variable (p=0.005; 0.002; 0.0001, respectivamente). Cabe
resaltar que en ninguno de los tratamientos de HMT se presentd pérdida de la
fraccion de ADL,; caso contrario a la fraccion de AR, la cual se redujo en todos los
tratamientos, comparada con el valor del almidon nativo (AR=89.4 %). Lee y
colaboradores (2012), encontraron que el nivel de humedad tiene un efecto
estadistico significativo tanto lineal como cuadraticamente sobre la produccion de
ADL, asi como la interaccion entre la humedad y la temperatura. Los aumentos en
la fraccion de ADL estan dados por la reduccién de la fraccién de AR, a partir de la
cual también aumenta el porcentaje de ADR. Los incrementos en la fraccion de ADL
se han reportado anteriormente; por ejemplo, Shin y colaboradores (2005)
concluyeron que dependiendo de la temperatura y el contenido de humedad del

tratamiento, se pueden obtener incrementos de hasta el doble de ADL.

En cuanto a los resultados de digestibilidad cuando el almidén es analizado en
estado gelatinizado, el tratamiento con mayor porcentaje de ADL fue el nimero 6
(10.8 %), indicando un aumento del 44 % respecto a esta fraccion en almidén nativo

(7.5 %, cuadro 8). El tratamiento namero 8 presentd el mayor valor de AR (29.3 %),
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valor superior al presentado por el almidon nativo gelatinizado (12.7 %), lo que
representa un incremento del 130 % gracias a la modificacion HMT. El analisis de
varianza mostro que bajo estas condiciones de proceso, la humedad y la interaccién
tiempo-humedad tienen un efecto estadisticamente significativo (p=0.0018 vy
0.0035, respectivamente) sobre la fraccion de ADL y de AR (p= 0.0017 y <0.0001,
respectivamente); en esta ultima fraccion, el tiempo también presentdé un efecto
estadisticamente significativo (p=0.0006). El proceso de gelatinizaciébn aumenta la
digestibilidad de los almidones, ocasionando la disminucion de ADL y AR del estado
nativo al gelatinizado; ademas, en este proceso se pierde la estructura granular
debido al hinchamiento ocasionado por la coccién (Zhang et al., 2008a). Chung y
colaboradores (2009) reportaron aumentos en las fracciones de ADL y AR en
almidones de maiz, chicharo y lentejas modificados por HMT, valores hasta de 4.7
% para ADL y 11.2 % para AR. Estos aumentos en las fracciones de interés
nutracéutico cuando el almidon fue analizado en estado gelatinizado, es decir
fracciones termoestables de ADL y AR, se relacionaron con la estabilidad de las
interacciones amilosa-amilosa, la cuales indicaron ser mas fuertes que las amilosa-
amilopectina o amilopectina-amilopectina, y que restringen parcialmente el acceso

de las cadenas de almidén a la hidrolisis enzimaética.

En la digestibilidad del almidon influyen diferentes factores entre los que se
encuentra la relacion amilosa/amilopectina, longitud de estas cadenas, arreglo
cristalino, tamafo y &rea superficial del granulo, siendo la estructura granular
cristalina el factor mas importante (Zhang y Oates, 1999). La digestibilidad se vié
afectada con la aplicacion de los tratamientos hidrotérmicos, modificando asi la

proporcion de ADR, ADL y AR de un almidon nativo.

Dando prioridad a los resultados de almidon modificado HMT en estado
gelatinizado, en base a que en esta forma es principalmente consumido en los
alimentos, y buscando porcentajes de AR cercanos al 30 %, se planted un disefio
central compuesto con dos puntos al centro en el tratamiento nimero 8, con 35 %

de humedad y 8.5 h de calentamiento, el cual resultd estar mas acorde a los
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requerimientos anteriormente descritos (AR= 29.3 % en estado gelatinizado). La
finalidad de este disefio fue encontrar modelos estadisticos que permitieran predecir
y optimizar los porcentajes de ADL y AR. Los resultados se presentan en el cuadro
7.

Cuadro 7. Fracciones de digestion de almidén modificado (HMT) sometido a
diferentes condiciones de humedad y tiempo de calentamiento, previamente

gelatinizado.

Almidon gelatinizado
Tratamiento H (%) t(h)

ADL (%) AR (%)
1 30 6.5 11.5+0.2 29.5+1.5
2 30 85  6.5+0.3 31.6+0.5
3 30 105  3.1+0.6 35.9+1.5
4 35 6.5  10.9+0.7 27.0+0.2
5 35 85  5.3+0.5 30.9+0.6
6 35 85  5.3+0.1 30.7+0.6
7 35 10.5 16.9+0.3 26.5+0.2
8 40 6.5  10.2+1.0 13.9+0.5
9 40 85  9.3+0.2 18.0+0.8
10 40 105  7.9+0.5 16.8+0.6

Los valores representan la media de tres repeticionesz error estandar
H= porcentaje de humedad; t= tiempo de calentamiento expresado en horas (h); ADL=

porcentaje de almidén de digestion lenta; AR= porcentaje de almidon resistente.

En el disefio central compuesto, el tratamiento con 30 % de humedad y 10.5 h de
calentamiento presenté menor fraccién de ADL (ADL=3.1 + 0.6 %), mientras que el
maximo fue con 35% de humedad y 10.5 h (ADL=16.9 = 0.3 %); esta respuesta
presentd bajos valores en el punto central evaluado (H: 35 %; t. 8.5 h);
aparentemente el comportamiento de esta variable no arrojé una superficie que

represente valores maximos, ya que desde el punto central de los factores de
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variacion hacia los niveles maximos y minimos tuvo un comportamiento variable, en
los que aumentd y disminuy6 segun la interaccion de los niveles de humedad y
tiempo de calentamiento; en ambos casos se observd que independiente de la
humedad (30 o 40 %) cuando el tiempo de calentamiento se aumentaba, la
respuesta de ADL disminuia, situacidon que no se presentd en el nivel de 35 % de
humedad, ya que el tiempo de calentamiento que presenté mayor fraccion de ADL
fue a 10.5 h.

En cuanto al AR, el valor minimo se obtuvo con 40 % de humedad y 6.5 h de
calentamiento (AR=13.9 + 0.5 %), mientras que el maximo fue con 30 % de
humedad y 10.5 h (AR=35.9 = 1.5 %). En estos resultados se puede observar el
efecto estadistico significativo lineal (p<0.01) y cuadrético (p<0.05) de la humedad
sobre el AR. Los valores menores de AR se presentaron con 40 % de humedad, lo
que indica que a mayores cantidades de agua en el tratamiento HMT menor fraccién
de AR; esto puede deberse a que la cantidad de agua afiadida al sistema y la alta
temperatura de proceso, causan un desarreglo molecular al interior del granulo de
almidon, desestabilizando las interacciones amilosa-amilosa, amilosa-amilopectina
y amilopectina-amilopectina, lo que conlleva a una mayor susceptibilidad
enzimatica. En los niveles de humedad de 30 y 35 %, las fracciones de AR se
encontraron en un rango entre 26.5 y 35.9 %, parametros deseados para obtener

un ingrediente con caracteristicas nutracéuticas.

6.3.1 Modelamiento estadistico de la fraccion de almidén de digestién lenta
(ADL).

De los resultados de ADL presentados en el cuadro 7, se realiz6 un andlisis de
superficie de respuesta para obtener un modelamiento estadistico que permitio

predecir la fraccion de ADL.

En cuanto a los pardmetros de validacion del modelo, el R? tuvo un valor de 0.95y

R? ajustado de 0.87, indicando un ajuste del 87 % del modelo a los datos
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experimentales. El analisis de varianza (ANOVA) demostré que existe un efecto
estadistico significativo del modelo (p= 0.033), indicando que al menos uno de los
parametros estimados tiene un efecto importante sobre los resultados de ADL.

El modelo estadistico esta representado por la ecuacion 9:

ADL (%)= 5.8+1.06H-2.9t+1.52Ht+1.56H2+1.05t2 (9)
Donde ADL: almidon de digestion lenta; H: humedad (%); t: tiempo (h).

En la caracterizacion del punto estacionario, la solucién resulté ser un minimo, con
valores criticos en los niveles 27.2 % y 13.5 h para la humedad y el tiempo,
respectivamente, teniendo como respuesta 1.3 % de ADL. En la figura 7 se puede
observar la superficie de respuesta para ADL. Concordante con un punto
estacionario minimo, los eigenvalores obtenidos son positivos (2.1 y 0.50),

representados por las siguientes ecuaciones 7 y 8 de eigenvectores (Ecuaciones 10
y 11):

W1: 0.81H+0.58t (10)
W2: -0.58H+0.81t (11)

El comportamiento de la respuesta, segun los eigenvectores, indica que al aumentar
el tiempo de calentamiento resulta en una disminucion en el porcentaje de ADL,
situacion inversa a la encontrada para la humedad, la cual debe disminuir para

presentar el mismo efecto.
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Figura 7. Superficie de respuesta para la fraccion de almidon de digestion
lenta (ADL).

6.3.2 Modelamiento estadistico de la fraccion de almidén resistente

Para el modelamiento estadistico de la fraccion de AR, se encontraron los siguientes
parametros de validacion del modelo: R? de 0.95 y R? ajustado de 0.90, indicando
que hay una representatividad del 90 % del modelo hacia los resultados
experimentales. EI ANOVA presento tener un valor p de 0.0069, lo cual expresa que
existe un efecto estadisticamente significativo de la humedad y el tiempo de
calentamiento sobre la fraccion de AR. De los pardmetros estimados del modelo, la
humedad y el factor cuadratico de ésta resultaron tener un efecto estadistico

(valores p de 0.0009 y 0.0464, respectivamente).

El modelo estadistico para AR esta representado por la ecuacion 12:

AR (%)= 29.89-8.05H+1.44t-0.89Ht-4.12H2-2.19t? (22)
Donde H: humedad (%); t: tiempo de calentamiento (h); AR: fraccién de almidon resistente
(%).
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En la caracterizacion del punto estacionario, la solucidén resulté ser un maximo
(Figura 8), con valor critico en los niveles 29.8 % y 9.57 h de humedad y tiempo de
calentamiento, respectivamente, para un valor predicho de 34.4 % de AR. De
acuerdo a lo anterior, un punto estacionario maximo tiene eigenvalores negativos;
para este modelo estos tuvieron valores de -2.09 y -4.22, representados por los

siguientes eigenvectores (Ecuaciones 13y 14):

W1: -0.21H+0.97t (13)
Wa: 0.97H+0.21t (14)

Segun los eigenvectores anteriores, aumentos en la humedad resultan en una
disminucién de la fraccién de AR, mientras que el tiempo debe disminuir para lograr

el mismo resultado.

Figura 8. Superficie de respuesta para la fraccién de almidon resistente (AR)
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6.3.3 Superposicion de curvas de nivel y funciones de deseabilidad para

obtener el tratamiento Gptimo.

Debido a que la superficie resultante para ADL no representa una solucion de
maximizacion, se emplearon dos tipos de analisis para establecer un tratamiento
gue cumpliera con los requerimientos establecidos anteriormente descritos (AR
cercano al 30 % y el mayor porcentaje de ADL cuando el almidon se encuentra en
estado gelatinizado). El primero de ellos y mas aplicado cuando se tienen dos
respuestas medidas simultaneamente es la superposicion de curvas de nivel, las
cuales se presentan en la figura 9; en esta figura se pueden observar las curvas de
nivel para ADL (en color rojo) y AR (en color azul). En la parte izquierda superior de
la figura se encuentra la region éptima para AR y una regién minima para ADL; sin
embargo, cuando se fijan niveles de tiempo menores de 9 h con humedades entre
30y 32.5 %, se obtienen valores mayores de ADL, cumpliendo el requerimiento de

AR aproximado a 30 %.
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Figura 9. Curvas de nivel superpuestas para las fracciones de almidén de

digestion lenta (ADL) y almidon resistente (AR)
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El segundo analisis se realizé aplicando funciones de deseabilidad, con AR mayor
o igual a 29 % y ADL mayor o igual a 12.5 %. Dentro de las condiciones de
deseabilidad se establecen valores para las respuestas requeridas entre O y 1,
siendo 0 la respuesta menos deseaday 1 la que mas cumple con los valores ideales.
La aplicacion de la funcion de deseabilidad, segun los parametros fijados, fue
determinada de la siguiente forma: respuestas de ADL de 3, 13.1 y 16.3 % se
establecieron con deseabilidad de 0.066, 0.964 y 0.99, respectivamente; en el caso
de AR, las respuestas de 12.5, 33.99 y 37.5 % se establecieron con deseabilidad
del 0.066, 0.97 y 0.98 (Figura 10). En los dos andlisis, los niveles indicados para
cumplir con estos requerimientos fueron de 32.2 % de humedad y 6.5 h de
calentamiento a 100 °C, para obtener una respuesta predicha de 29 % de AR y 12
% de ADL. Con estos niveles de humedad y tiempo de calentamiento, la

deseabilidad corresponde al 89.2 % (Figura 10).
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Figura 10. Optimizacién de almidon de digestion lenta (ADL) y almidén

resistente (AR) mediante funciones de deseabilidad.
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El tratamiento con las condiciones de 32.2 % de humedad y 6.5 h de calentamiento
fue realizado por triplicado, determindndose sus fracciones de digestion para
compararlos con el valor predicho y, posteriormente, a este almidon se le realizaron

los analisis moleculares y estructurales para relacionarlos con su digestibilidad.

En el cuadro 8 se pueden observar los resultados de la digestibilidad del tratamiento
seleccionado como via para validar los modelos estadisticos. Los resultados de las
fracciones de ADL y AR obtenidos experimentalmente son similares a los predichos
por la funcién de deseabilidad y por la superposicidén de curvas de nivel, lo que indica

los modelos encontrados si permiten predecir dichas fracciones.

Cuadro 8. Fracciones de digestion de almiddon nativo y modificado (HMT) de
platano Morado tratado bajo condiciones 6ptimas de humedad y tiempo de

calentamiento

Crudo Gelatinizado

Muestra H (%) t(h)
ADL AR ADL AR

Almidén HMT 32.2 6.5 13.6+0.7 59.9+1.5 12.1+0.6 30.7+0.6

Almiddn nativo 6.5+0.4 89.4+0.4 7.5+x1.0 12.7+0.5

Los valores representan la media de tres repeticionesz error estandar
H= porcentaje de humedad; t= tiempo de calentamiento expresado en horas (h); ADL=

porcentaje de almidon de digestion lenta; AR= porcentaje de almidon resistente.

El incremento en las fracciones ADL y AR sugiere que algunas interacciones
formadas durante HMT se conservan después de la gelatinizacion, de este modo
se restringe parcialmente el acceso enzimatico para hidrolizar las cadenas del

almidon. Se ha reportado que las interacciones mas fuertes formadas durante el
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tratamiento hidrotérmico son entre cadenas de amilosa, las cuales requieren de

mayor temperatura para ser alteradas.

El incremento en ADL puede atribuirse a la organizacion de dobles hélices
aumentada por el tratamiento hidrotérmico, la cual esta evidenciada en el aumento
de la entalpia de gelatinizacion y el aumento del porcentaje de cristalinidad
expresado en la difraccion de rayos X y en la espectroscopia IRTF. Los aumentos
en la cantidad de AR, cuando el almidon se lleva a la gelatinizacion, reflejan la
estabilidad de ciertas interacciones entre las cadenas del almidén, lo cual fue visible
al analizar las muestras de almidon por CDB, donde las propiedades térmicas de

gelatinizacion aumentaron en sus valores significativamente.

O’Brien y Wang (2008) postularon que almidones con estructura cristalina tipo B
(tubérculos y almidones con alto porcentaje de amilosa) o tipo A+B, tienen puntos
de ramificacion en mayor proporcion en las regiones amorfas del granulo, lo que lo
provee de una mayor estructura cristalina, que lo hace mas resistente a la hidrdlisis

por las enzimas digestivas.
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VIl.  CONCLUSIONES

El tratamiento HMT del almidon de platano Morado permite la obtencion de almidén
con caracteristicas nutracéuticas, al inducir el aumento de fracciones de almidon de
digestion lenta (ADL) y almiddn resistente (AR) bajo ciertas condiciones especificas
de humedad y tiempo de calentamiento. Con el analisis de superficie de respuesta
se encontrd que no todas las condiciones de humedad y tiempo de calentamiento
son favorables para obtener aumentos considerables en dichas fracciones; sin
embargo, se lograron obtener modelos estadisticos a partir de los cuales se puede
predecir las respuestas de ADL y AR. El mejor tratamiento para obtener fracciones
de interés tanto de ADL como AR fue a 32.2 % de humedad y 6.5 h de
calentamiento, obteniendo una fraccion de almidon nutracéutico mayor al 40 % con

un incremento del 100 %, respecto al almidon nativo.

Esta resistencia a la digestion de almidén modificado por HMT es debido al
ordenamiento, tanto de corto como de largo rango; el primer caso se ve evidenciado
en el fortalecimiento y organizacion de dobles hélices, observado en los incrementos
en la intensidad de algunas bandas en la espectroscopia IRTF y por los
incrementos en las propiedades térmicas de gelatinizacién, en especial AH, la cual
sugiere una estructura de dobles hélices mas organizadas que en el almidén nativo.
En general, el ordenamiento de largo rango fue notable gracias al incremento de la

cristalinidad.
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ABREVIATURAS

AH Entalpia de transicion térmica
%C Porcentaje de cristalinidad

A Amstrong

Abs Absorbancia

ACC Almidon de cadenas cortas
ACL Almidon de cadenas largas
ADL Almidon de digestion lenta
ADR Almidoén de digestion rapida
AGCC Acidos grasos de cadena corta
AN Almidon nativo

ANOVA Andlisis de varianza

AR Almidodn resistente

AT Almidon total

b.s Base seca

CC Cadena corta de amilopectina
CDB Calorimetria diferencial de barrido
CL Cadena larga de amilopectina
Con A Concavalina A

Da Dalton

DMSO Dimetil sulfoxido

DP Despolimerizacion

DRX Difraccion de rayos X

g gravedad centrifuga

GOPOD Glucosa oxidasa/peroxidasa

H Humedad

HMT Tratamiento calor-humedad (Heat-Moisture Treatment)
IG Intervalo de gelatinizaciéon (T+Ti)

IT Intervalo de transicion (TsTi)

IRTF Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier



KOH
kV

MEB
MSR

Ti
Tt

Hidréxido de potasio

kilo Volt

Microscopio electronico de barrido
Metodologia de superficie de respuesta
Valor p

Tiempo

Temperatura inicial de transicion térmica
Temperatura final de transicion térmica

Temperatura pico de transicion térmica
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