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RESUMEN

ESTUDIO invitro e in vivo DEL PROCESO DIGESTIVO DE FIBRA
DIETETICA Y ALMIDON RESISTENTE

La fibra dietética (FD) es un componente funcional esencial en la alimentacion humana.
Una parte de la FD tiene la capacidad de fermentarse en el colon y producir acidos grasos
de cadena corta (AGCC). Los AGCC proporcionan multiples e importantes beneficios a la
salud de quien consume FD regularmente. Dos alimentos mexicanos, bolillo y tortilla,
fueron formulados y elaborados con una combinacién de fibra dietética soluble (FS) e
insoluble (FI). Inulina de achicoria fue usada como fuente de FS y cascara de trigo como
FI. Los alimentos fueron sometidos a un proceso de digestion in vitro y un proceso de
digestion in vivo efectuado en ratas Wistar macho de 12 semanas de nacidas. Se evaluaron
los cambios en la proporcion de Fibra Dietética Total (FT), FS, FI, y Almidon Resistente
(AR) antes y después de cada proceso de digestion para ambos alimentos. Las
modificaciones estructurales fueron monitoreadas por medio de las técnicas de Difraccion
de Rayos X (DRX), Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR) y
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC). Se observo un cambio en la proporcion de
ambas fracciones de fibra y un aumento en la FS durante las digestiones. Los contenidos de
AR fueron variables en los dos alimentos, sin embargo se observo un aumento significativo
del contenido de AR con las digestiones. Con las técnicas de DRX, FTIR y DSC se

confirmaron los cambios estructurales del almidon y la produccion de AR a nivel géstrico.



ABSTRACT

In vitro AND in vivo STUDY OF THE DIGESTIVE PROCESS OF DIETETIC
FIBER AND RESISTANT STARCH

Dietary fiber (DF) is an essential functional component in the human diet. Part of DF is
fermentable in the colon and is able to produce short chain fatty acids (SCFA). SCFA
provide multiple and important health benefits to people who ingest appropriate amounts of
DF. Two Mexican foods, bolillo and tortilla, were formulated and prepared with a
combination of soluble (SF) and insoluble (IF) dietary fiber. Chicory fiber was used as a SF
source and wheat husk as IF source. The foods were submitted into an in vitro digestion
process and an in Vvivo process using male Wistar rats of twelve-weeks old. Changes in
proportion of total dietary fiber (FT), SF, IF and resistant starch (RS) were evaluated before
and after each digestion process in both foods. The structural modifications were assessed
by X ray Diffraction (XRD), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and
Differential Scanning Calorimetry (DSC). During digestions was observed a change in the
rate of both fractions of fiber and it was noted an increase in FS. The contents of RS vary in
both foods, however, a significant increase of RS content after the digestions was observed.
Changes in the wheat structure and production of RS at gastric level were confirmed with

XRD, FTIR and DSC.
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1 INTRODUCCION

La fibra dietética (FD) es un componente esencial de la dieta, y aunque no sea considerada
un nutriente, se ha demostrado que aporta calorias (Roberfroid, 1999) en minimas
cantidades, y ha sido estudiada ampliamente por inducir beneficios a la salud de los
individuos que la consumen (Soergel, 1994; Slavin, 2003; Hoebler et al., 1998 (a);
Gotteland y Brunser, 2006; Frost et al., 2003).

La FD ha sido dividida en dos tipos principales: fibra soluble (FS) y fibra insoluble
(FI). Cada una se comporta de manera diferente al momento de ser ingerida debido a sus
diferentes estructuras, las cuales determinan la manera fisiologica en la que actian, es decir,
los beneficios que puede aportar al organismo que la consuma.

Debido a los diferentes beneficios que su consumo representa, la FD ha sido
utilizada como ingrediente funcional en alimentos. Con el plan de enriquecer los alimentos
en FI, han sido fabricadas tortillas de harina de trigo adicionadas de salvado de cereal
llamadas integrales; de la misma manera, se han fabricado diversos productos de
panificacion. Por su parte, a las FS también se les ha utilizado como aditivos de alimentos,
en jamones, salchichas, panes, pastas, yoghurt y agua entre otros (Gotteland y Brunser,
2006; Bakke y Vickers, 2007; Jacira, 2006; Karppinen et al., 2000; Toops, 2008).

La inulina pertenece a la familia de las FS y es un ingrediente funcional que por
excelencia ha sido utilizado en la industria, debido a los diferentes beneficios fisiologicos
que representa y a su facil manejo dentro de las formulaciones de alimentos (Jacira, 2006).
Por su parte, la cascara de trigo esta principalmente compuesta de FI, y al ser indigerible, su
consumo también representa beneficios; por lo tanto, es ampliamente recomendada como

ingrediente alimenticio.



En este trabajo se llevo a cabo la digestion de dos alimentos mexicanos, tortilla y
bolillo adicionados con una mezcla de los dos tipos de FD compuesta por céscara de trigo e
inulina. Se evaluaron los cambios estructurales del almidén y los cambios en el contenido
de fibra, tanto durante el proceso de fabricacion de los alimentos como durante la digestion
de éstos.

Este trabajo ayudara a conocer la manera en la que la FD llega realmente a su sitio
de accion y permitird en posteriores estudios, llevar a cabo la correlacion de esto con sus

efectos a nivel fisioldgico.



2 ANTECEDENTES

2.1La Fibra Dietética

En general, los componentes de los alimentos tienen la capacidad de ser digeridos y
absorbidos, con excepcion de la FD. En el 2001, la AACC (American Association of Cereal
Chemists) define a la FD como la parte comestible de las plantas o carbohidratos andlogos
que son resistentes a la digestion y absorcidon en el intestino delgado humano con una
completa o parcial fermentacion en el intestino grueso. La mayor parte de los componentes
de la FD son indigeribles debido a sus enlaces tipo beta, que no pueden ser degradados por
las enzimas tipo alfa que intervienen el proceso de digestion, sin embargo, a finales de los
80’s se dieron las primeras evidencias de que una fraccion del almidon escapaba de la
digestion; esta fraccion fue denominada almidon resistente (AR) y aunque no posee enlaces

beta, es indigerible porque su estructura desordenada no permite el acceso a las enzimas.

2.1.1 Clasificacion

La FD se divide en dos grupos (Cuadro 1); la fibra soluble (FS), que presenta un cierto
grado de hidratacion en el medio géstrico en condiciones fisiologicas y la fibra insoluble

(FI), que presenta un minimo grado de hidratacion (Nelson, 2001).



Cuadro 1- Tipos de fibra dietética.

Tipo de
) Componentes
fibra

Mucilagos, [3-glucanos, inulinas, algunos

Soluble
tipos de hemicelulosas, gomas, pectinas.
Almidones resistentes Celulosa, lignina,
Insoluble algunos tipos de hemicelulosas, quitina,

cutina, suberina y otras ceras.

La FS tiene capacidad de unirse con el agua, formar un gel a nivel gastrico y llevar a
cabo la retencion de macromoléculas. Al llegar al colon es fermentada por las bacterias
coldnicas, promoviendo asi la produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC), como
el acético, propionico y butirico, provenientes de la fermentacion. La FI, por su parte, tiene
una estructura porosa en la cual es capaz de captar macromoléculas, aportar volumen al

bolo alimenticio y posteriormente a las heces.

2.1.2 Beneficios del consumo de FD

El consumo de FD representa multiples beneficios, desde una mayor higiene bucal
(Escudero y Gonzalez, 2006) hasta un sistema pulmonar mas saludable (Haidong et al.,
2008; Fogarty et al., 2007).

Cada uno de los tipos de FD posee diferentes propiedades fisiologicas segin su
estructura. Los efectos fisioldgicos de la FS dependen grandemente de su fermentacion en

el colon (Hoebler et al., 1998a) que esta dada por la produccion de AGCC (Figura 1).
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Fig. 1- Fermentacion bacteriana.

Los AGCC provenientes de la fermentacion de la fibra tienen el potencial de
aumentar el pH coldnico, el butirato sirve como una fuente de energia para los colonocitos
y pueden alterar los lipidos sanguineos (Slavin, 2003; Queenan et al., 2007). Ha sido
demostrado que dietas ricas en FD mejoran las variables metabolicas no solo en diabetes e
hiperlipidemia, sino también en sujetos sanos (Frost et al., 2003; Jenkins et al., 2008;
Queenan et al., 2007; Tudorica et al., 2002). Se ha comprobado que la fermentacion de la
FS también presenta un rango de efectos relevantes en la reduccion del riesgo de cancer
colorectal (Muir et al., 2004) y de otros tipos (Bandera et al., 2007; Heavey y Rowland,
2004; Jacobsen et al., 20006).

La FI por su parte, tiene capacidad de retencion de macromoléculas dentro de su
estructura porosa y ademas adiciona volumen al bolo alimenticio, lo que se traduce en una
mejora del vaciamiento del intestino grueso (Slavin, 2003) debido a que aumenta la
motilidad gastrointestinal. Su consumo retarda el transito intestinal (Gonlanchanvit et al.,
2004; Bortolotti et al., 2008), las comidas que contienen FD también han sido reportadas
por prolongar la duracion de la saciedad (Bjorck et al., 1994; Hlebowicz et al., 2007;
Isaksson et al., 2008).



Ademas, se ha reportado la disminucion de los sintomas de diverticulosis (Aldoori y
Ryan-Harshman, 2002) y el mejoramiento en el control glicémico (Gonlachanvit et al.,
2004; Frost et al., 2003) y disminucion de los sintomas del sindrome de colon irritable.

En cuanto a los cereales, que forman parte de las dietas en humanos y tienen una
proporcion importante de FD en su composicion, también se les atribuyen efectos
fisiologicos. Parece haber una sinergia entre el amplio rango de compuestos funcionales
que contienen los cereales (FD, vitaminas, minerales, lignanos, fito-estrégenos, compuestos
fendlicos y acido fitico), sugiriendo que el grano entero es mas valioso que la suma de sus
partes (Slavin, 2003).

Debido a que ya habia sido estudiado el impacto de cada uno de los tipos de fibra
sobre la salud de los consumidores, Muir et al. (2004), llevaron a cabo la evaluacion
comparativa de los beneficios de la ingesta de una dieta enriquecida con algln tipo de fibra
(12 g salvado de trigo) y una mezcla de fibras (12 g salvado de trigo + 22 g almidén
resistente). Después de tres semanas se concluyd que el consumo de la combinacion de
ambas fuentes de fibra (FI y FS) proporciona mayores beneficios a la salud que el consumo

de tnicamente un tipo de fibra.

2.2 El trigo

El trigo es el segundo cultivo mas importante en el mundo. Es un cultivo anual, se cree que
es originario de Asia occidental. Por medio del método de radiocarbono su existencia data
de alrededor de los 6700 A. C. El trigo se cultivaba en las regiones de Babilonia, Egipto,
Grecia y Roma.

El trigo pertenece al género Triticum (Gramineae) y comprende alrededor de 500
especies. La manera en la que el trigo es consumido se divide principalmente en dos: 1) el
trigo de uso para pan (T. aestivum) que abarca el 80% del consumo de trigo en el mundo y
los trigos duros (T. durum) que se usa para la produccion de pastas y se consumen en las
regiones mediterraneas (Bajaj, 1990)

Este cereal ha sido la base de la alimentacion para las naciones mediterraneas. La
moderna industria alimentaria sigue enfrentando el antiguo reto de convertir los granos de

trigo en una gran diversidad de productos de panificacion; y ha tenido que acompaiarse de
6



recursos cientificos y tecnologicos que han permitido disfrutar de mejores panes, mas
sabrosos, con mayor calidad, mayor vida de anaquel, y de manera reciente con propiedades
funcionales.

Son dos las especies que se cosechan en nuestro pais, T. aestivum, destinado para la
elaboracion de harinas panificables, y T. durum, utilizado para la elaboracion de semolina y
la consecuente elaboracion de pastas alimenticias. Cada especie responde a necesidades
especificas segun las condiciones de produccién y uso al que esté destinada (Benitez y
Salazar, 1998).

A través del tiempo, la principal parte de la planta que ha sido utilizada con fines
alimentarios humanos, es el grano; sin embargo, el resto de la planta es utilizado con fines

alimentarios para animales.

2.2.1 Estructura de la planta

Dentro de la planta del trigo se pueden diferenciar tres partes en general; tallo, hojas y
espiga. Dentro de la espiga se encuentran los granos cubiertos de una céscarilla protectora.
Los granos estan conformados principalmente por almidon, por esta razon es utilizado para
la elaboracion de harinas para consumo humano. El resto de la planta esta principalmente
constituido por FD.

La pared primaria de un tejido de una planta se observa en la Figura 2. Esta
compuesta de fibrillas de celulosa, hemicelulosas y proteina con grandes cantidades de
pectina formando una matriz viscosa que consolida toda la pared. A la izquierda de la
figura, se muestra la relacion entre células contiguas, en el centro una vista de un corte de
las capas de la pared celular y a la derecha un esquema de la relacion de lignina,
hemicelulosa y celulosa en la pared secundaria. El diametro de cada célula es

aproximadamente de 25 um (Segura et al., 2007).



Lignina-hemicelulosa

Fig. 2- Arquitectura molecular de un tejido de una planta.
S1, S2 y S3 son capas de la pared celular secundaria. P = pared
primaria; M. L. = lamela media (Kirk y Cullen, 1998).

La composicion molecular varia entre tipos de células, tejidos y especies de plantas;
una aproximacion de peso seco es 30% de celulosa, 25% de hemicelulosas, 35% de pectina
y un 10% de proteina (Gadd, 2001). Los componentes proteicos de la pared celular primaria
son licoproteinas ricas en hidroxiprolina, llamadas extensinas, que estan involucradas en la
arquitectura de la pared celular y en la resistencia de la planta a enfermedades

(Brownleader et al., 1996; Dey et al., 1997).

2.3 Inulina

La inulina es un polisacarido de reserva energética en vegetales, frutas y cereales
regularmente consumidos; tales como, cebolla, ajo, trigo, achicoria, alcachofa y platano,
entre otros. Sosa y Campos (2008) mencionan que la inulina ha sido definida como un
carbohidrato polidisperso que consiste principalmente, de una glucosa inicial unida a un
grupo de fructosas con enlaces fructofuranosil-fructosa 3(2-1) (Figura 3). Debido a su
estructura y a los tipos de enlaces que presentan, los fructanos tipo inulina, son

oligosacaridos no digeribles que han sido clasificados dentro de la FD.

Todos los denominados fructooligosacaridos (FOS), difieren en el promedio de sus
grados de polimerizacion (GP) desde 3 a 5 para oligofructosa y de hasta 25 para algunos
tipos de inulina. Ellos son clasificados como FD y son ampliamente utilizados en una gran
variedad de productos alimenticios por sus atributos funcionales y nutricionales
(Roberfroid, 2002). Se estima que su consumo en USA es de 1-4 g/d (MoshFegh et al.
1999.) y 3—11 g/d en Europa (Van Loo et al. 1995.).



OH 2

Fig. 3- Estructura quimica de inulina en vegetales.

Ha sido demostrado en gran nimero de estudios in vitro e in vivo que la inulina y
oligofructosa son fermentadas por las bacterias que colonizan el intestino grueso, y han
confirmado la produccion de AGCC como productos finales de la fermentacion. Debido a
los efectos del consumo de inulina y oligofructosa, se puede concluir que una dosis de 5-15
g/d por unas pocas semanas, pueden ser consideradas como prebioticos (Gibson, 2000.
Roberfroid y Dalzenne, 1998.; Van Loo et al., 1998).

La inulina es un carbohidrato fermentable y su ingesta también aporta un contenido
calorico al organismo. En términos de valor caldrico, la inulina y la oligofructosa no se
comportan como los carbohidratos digeribles, a los que se ha asignado un valor calérico de
3.9 Kcal/g (16.3 KJ/g) y que son metabolizados para la produccién de 38 ATP/ mol 0 0.21
mol ATP/g (Roberfroid, 1999). Para términos de etiquetado, se recomienda que la inulina y
oligofructosa de achicoria reporten un valor caldrico de 1.5 Kcal/g (6.3 KJ/g).

Generalmente, los productos con un GP de 2-60 son etiquetados como inulina
(Raftiline), mientras la oligofructosa comercial se produce por hidrélisis enzimatica parcial
de la inulina y tiene un GP promedio de 10 (Raftilose).

Varios grados de inulina comercial de sabor neutro estan disponibles actualmente, y
son usados para mejorar la estabilidad, aceptabilidad y la sensacion oral en alimentos bajos
en grasa (Niness, 1999). Debido a su longitud de cadena larga, la inulina es menos soluble

que la oligofructosa y tiene la habilidad de formar microcristales cuando es incorporada a



agua o leche. Estos cristales no son perceptibles en la boca, pero interactuan para formar
una textura cremosa suave y proveer una sensacion similar a la de una grasa.

La inulina posee varias propiedades nutricionales y funcionales que pueden ser
usadas para la formulacion de alimentos sanos e innovadores para los consumidores de hoy

(Ellegérd et al., 1997).

2.4 Almidon resistente

El almidon es la principal reserva de energia de las plantas, en los granos se encuentra en el
endospermo y tiene propiedades unicas que determinan su funcionalidad en aplicaciones
alimentarias. El granulo de almidon se compone principalmente de dos polimeros, amilosa
y amilopectina (Figura 4) (Rodriguez et al., 2002). La molécula de amilosa es una cadena
lineal con enlaces a-(1,4)-D la cudl dentro del granulo de almidon tiene forma de hélice
(15-30%), mientras que la molécula de amilopectina (85—-70%), presenta ramificaciones en
los enlaces a-(1-6)-D.

La amilosa es una cadena tedricamente lineal, pero en la practica existen algunas
sustituciones iguales a las de la amilopectina, una de cada varios centenares de moléculas,
que no modifican sus propiedades. Las moléculas de amilopectina son significativamente
mas grandes que las moléculas de amilosa; algunas contienen entre 10 mil y 200 millones
de unidades de glucosa. El peso molecular de la amilosa estd entre 0.1 y un milléon de
g/mol, mientras el de la amilopectina esta entre 10000 y 1000 millones de g/mol (Ruiz,

2006).

Fig. 4- Estructura del almidon.
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Actualmente se sabe que una parte del almidon escapa a la digestion y absorcion en
el intestino delgado debido a que en algunas ocasiones su estructura, a pesar de tener
enlaces tipo alfa, son inaccesibles al ataque de las enzimas digestivas (Englyst et al., 1992;
Aparicio-Saguilan et al., 2007) y es capaz de ser fermentado por la flora coldnica para
produccion de AGCC, siendo el butirato el principal resultado de su fermentacion, debido a
esto, muchas investigaciones se han dedicado a estudiar a la fraccion resistente del almidon
y a los multiples beneficios que aporta durante su consumo (Willis et al. 2009; Granfeldt et
al., 2006).

El AR es definido como la suma del almidén mas los productos de su degradacion
que no son absorbidos en el intestino delgado de individuos sanos (Asp, 1992) y tiene la
capacidad de fermentarse a nivel de colon y producir AGCC al igual que los componentes
de la fibra soluble. Ha sido asociado con la reduccion de indices glicémicos, bajos niveles
de colesterol y prevencion de cancer de colon (Asp et al., 1996; Englyst et al., 1992).
Englyst et al. (1996) describio los primeros 3 tipos de AR y un cuarto fue descrito
posteriormente (Woo et al., 2002). En el cuadro 2 describen los 4 tipos de AR descritos

hasta el momento.

Cuadro 2- Tipos de almidon resistente*.

TIPO DE
ALMIDON DEFINICION EJEMPLO
RESISTENTE
1 Fisicamente inaccesible, rodeado por Trigo molido grueso
material de pared celular. '
5 Almidon de alta amilosa, largas Almidon de maiz de
cadenas de pocas ramificaciones. alta amilosa.
3 Amilosa retrogradada, dobles hélices ~ Almidones cocinados
de cadenas largas. y enfriados.
Almidones modificados .
.. Maltodrextrinas
4 quimicamente, reacomodos de enlaces .
modificadas.

por calor o enzimaticos.
* Adaptado de Murphy et al. (2008).

Debido a los beneficios que aporta el consumo de AR en la salud, el uso de este

producto en alimentos funcionales ha tenido mucho éxito.
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2.5 Pan v tortillas ricos en fibra

Los cereales, particularmente el trigo (T. aestivum), arroz (Oryza sativa), y el maiz (Zea
mays L.), han estado muy vinculados con el origen y la evolucion de las grandes
civilizaciones. Hoy en dia, estos aportan ingestas importantes de nutrientes a la poblacion
del mundo y continuaran haciéndolo en el futuro.

En la actualidad, la sociedad enfrenta problemas crecientes de salud debido a los
malos habitos alimenticios que han sido adquiridos en los ultimos tiempos. La gran carga
de carbohidratos o grasas disponibles en algunos alimentos han llevado a la ciencia de los
alimentos al desarrollo de productos que reduzcan sus proporciones de grasas o/y
carbohidratos disponibles, con el objetivo de disminuir diferentes problemas de salud. Una
de las estrategias que se han utilizado para lograr lo anterior es la adicién de FD en la
formulacion de diferentes productos.

Hablando especificamente del pan, desde hace mucho tiempo la FI proveniente de
diferentes cereales ha sido adicionada a su formulacion. De manera mas reciente, se ha
experimentado con gran éxito la incorporacion de la inulina a la formulaciéon de diversos
productos de panificacion (Franck, 2002). La inulina ha favorecido la reduccion de la
gelatinizacion del almidon sin alterar las caracteristicas organolépticas del producto, y
debido a las diferentes propiedades nutricionales y funcionales que la inulina presenta, el
resultado final es un alimento funcional que no ha modificado sus caracteristicas (Jacira,
2006).

En el caso de la tortilla, se han llevado a cabo muchos esfuerzos para mejorar su
valor nutritivo, esto, debido a que la tortilla forma parte de la dieta de todos los sectores de
la sociedad, reportandose un consumo per capita en México de 120 Kg anuales (Figueroa et
al., 2001). El mejoramiento nutricional de la tortilla se ha dado a través de la fortificacion y
suplementacion con nutrientes, se han tenido resultados positivos con las vitaminas del
complejo B, la adicion de lisina y triptofano, como aminoacidos o como proteinas, y de
minerales en particular hierro. Se ha llevado a cabo el mejoramiento de la calidad de la
proteina del maiz a través del desarrollo de maices de alto valor nutritivo como el maiz

opaco-2 (QPM), que soportan bien el proceso de nixtamalizacion (Rodriguez et al., 2008).
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Debido a que el proceso de nixtamalizacion del maiz facilita la eliminacién del
pericarpio, compuesto esencialmente de FD (celulosa, hemicelulosas, lignina y proteina
fijada en estos compuestos), la tortilla presenta un menor contenido de FD en relacion al
maiz sin procesar. El contenido de FD en el maiz, disminuye al convertir el grano a tortilla,
segun lo informado por Bressani y Scrimshaw (1958), Bedolla y Rooney (1982), Saldana y
Brown (1984), por otro lado Acevedo y Bressani (1990) y Bressani et al. (1990) han
reportado cambios en grano y tortilla respecto a los contenidos de FS y FI; debido a lo
anterior, se ha explorado la produccién de tortillas suplementadas con fibra, adicionandoles
salvado de trigo, o de manera mas reciente utilizando nopal (Nopalea cochenillifera) para

su elaboracion.

2.6El proceso de digestion de alimentos

La cinética de la digestion depende de las caracteristicas fisicas y quimicas de los alimentos
y de su interrelacion con los eventos fisioldgicos que ocurren dentro del tracto
gastrointestinal (Hoebler et al., 2002). La digestion de los alimentos y la absorcion de
nutrientes son procesos dinamicos que involucran sistemas de complejos enzimaticos y
reacciones de transporte (Fassler et al., 2006).

El proceso de digestion se compone de varias fases: la bucal, la gastrica, la de
absorcion y la colénica o de fermentacion (Figura 5). Cada una de las fases del proceso de
digestion se lleva a cabo bajo condiciones fisioldgicas muy especificas que tienen ademas
funciones concretas.

La digestion de los alimentos comienza con la masticacion en la boca. La etapa oral
es rapida y juega un papel muy importante en la digestion (Kong y Singh, 2008). Durante la
fase bucal tiene lugar la masticacion que transformard el alimento en particulas mas
pequefias y ademas en este punto comienza la digestion enzimatica del almidon.

La digestion oral es el primer paso en el cual las caracteristicas fisicas y
fisicoquimicas de la comida sélida (textura, tamafio de particula, humedad, y viscosidad)
estan sujetas a mayores modificaciones (Hoebler et al., 2000). Posteriormente, continua la
digestion gastrica. Durante este tiempo, el estobmago transforma su contenido en una

mezcla multifase llamada quimo, la cual es una combinacién de fases separadas en
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soluciones acuosas, grasas y solidos (Kong y Singh, 2008). En el estbmago, principalmente
las proteinas y en segundo término los carbohidratos y lipidos son degradados a través de
una serie de reacciones enzimaticas acompafadas de un pH acido.

Al llegar al duodeno muchas de las macromoléculas ya han sido transformadas a sus
unidades mas simples, y es aqui donde comienza la absorcion de todos los monomeros. En
el intestino delgado tienen lugar muchas reacciones enzimdticas que terminan la
degradacion de macromoléculas, principalmente de lipidos, pero en este punto el pH del
medio acido que prevalecia en la etapa anterior cambia por un pH cercano a la neutralidad.
Por ultimo, el colon esta habitado por una serie de microorganismos denominados
“microflora” que se encargan de fermentar todos los sustratos que llegan hasta este punto.

Se estiman unas 400 especies.

14



glandula parétida

glandula salival

esofago

higado estémago

vesicula pancreas

intestino

intestino delga
grueso

apéndice

recto
ano

Copyright © 2005 McKesson Corporation and/or one of its subsidiaries. All Rights Reserved.

Fig. 5- Esquema del sistema digestivo.

Las bacterias predominantes (Cuadro 3) representan el 99% de la poblacion total y
estan compuestas de Bacteroides, Eubacterium, Bifidobacterium, Peptostreptococcus y

Clostridia. Por su parte las bacterias subdominantes son E. coli, Lactobacilli (L.
acidophilus) y Streptococci.
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Cuadro 3- Bacterias predominantes en el colon humano y actividad enzimatica*.

BACTERIA ENZIMAS PRINCIPALES

. ] Beta-galactosidasa, amilasa, fructo-oligosacaridasa,
Bifidobacteria
galactomanasa.

Peptostreptococcus Beta-glucuronidasa.

o Beta-glucuronidasa, beta-galactosidasa, fructo-
Costridia . _
oligosacaridasa.

) Pectinasa, beta-galactosidasa, fructo-oligosacaridasa,
Eubacterium _ . '
beta-glucuronidasa, 7-alfa-deshidroxilasa.

Beta-glucosidasa, amilasa, pectinasa, celulasa,
galactomanasa, fructo-oligosacaridasa, beta-

Bacteroides ) .
glucuronidasa, proteasa, decarboxilasa, 7-alfa-

deshidroxilasa.
Streptococcus Beta-galactosidasa.
Lactobacilli Beta- galactosidasa, fructo-oligosacaridasa.

* Adaptado de Szylit y Andrieux, 1993.

Los sustratos que llegan al colon pueden variar de un organismo a otro,
dependiendo del régimen alimenticio que se tenga, pero, generalmente estan compuestos en
su mayoria de FS, que al fermentarse se obtienen productos (Cuadro 4) que juegan un papel
importante en el mantenimiento de la salud del hospedero (Rossi et al., 2005; Cummings y

Macfarlane, 1991).
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Cuadro 4- Principales productos de la fermentacion colonica.

PRODUCTO SUSTANCIA
Gases CO,, CHy, H».
Biomasa Incremento de biomasa.
Ac. Organicos Lactico, Succinico, Piraivico.
AGCC Acético, Propionico, Butirico.

Al final de la digestion, cuando ya han sido aprovechados todos los nutrientes
posibles, se absorben los ultimos minerales y el agua en el segmento final del intestino
grueso, y el sobrante de la digestion se almacena hasta su evacuacion (Guyton y Hall,
2001).

Conocer el proceso de digestion es de vital importancia. Se han usado varios
modelos para llevar a cabo las investigaciones relacionadas a este tema. Los modelos in
ViVO mas cominmente usados son vacas, perros, cerdos, ratas y ratones. En cuanto a los
modelos in vitro, se han disenado varios procesos, sin embargo, el proceso de digestion es
tan complejo, que serd dificil poder disefiar un proceso que lo imite a la perfeccion, como lo

han declarado Hoebler et al. (2002) y Fassler et al. (2006).

2.6.1 Digestibilidad de la FD

Conocer el comportamiento de la FD durante el proceso de digestion y su relacion con los
efectos fisioldgicos de su consumo es uno de los principales retos de la ciencia hoy en dia.
Los nuevos conocimientos en este tema, estan siendo aplicados en el mejoramiento de los
procesos de fabricacion de alimentos y en el desarrollo de alimentos funcionales y
suplementos alimenticios.

Varias investigaciones han abordado el tema de la digestibilidad de la FD; tanto en
modelos in vivo (Kong y Singh, 2008; Muir et al., 2004; Golanchanvit et al., 2004; Frost et
al., 2003; Aldoory y Ryan-Harshman, 2002; Jenkins et al., 1998), como in vitro. En estos

ultimos se han investigado las digestiones principalmente de alimentos ricos en AR (Féssler
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et al., 2006; Frost et al., 2003; Hoebler et al., 2002). En los estudios in vitro se han
abordado las diferentes etapas del proceso de digestion por separado; la fase bucal (Hoebler
et al., 2000, Hoebler et al., 1998b; Akerberg et al., 1998), la fase gastrica (Fassler et al.,
2006; Hoebler et al., 2002) y la fermentacion (Hoebler et al., 1998a; Bjorck et al., 1994,
Soergel, 1994; Cummings y Macfarlane, 1991).

Hoebler et al. (1998a), mencionan que la FD es susceptible de ser modificada en su
composicién quimica y en sus propiedades fisicoquimicas durante el proceso de digestion,
y que estos cambios posiblemente afectan la velocidad y el grado de su fermentacion en el
colon; se reporta también que las fibras altamente solubles pueden ser facilmente
degradables por algunas bacterias que se encuentran antes de llegar al colon. Hoebler et al.
(2002) mencionan que durante la preparacion de pan, las proteinas del trigo se
desnaturalizan y forman agregados que pueden limitar su hidrdlisis péptica. Ellos también
reportan que durante el proceso de digestion de pan se observa una disminucion del tamano
de particula del alimento a través de las diferentes etapas.

Féssler et al. (2006) hicieron una comparacion de digestiones in vitro de tipo batch
y dindmico de AR tipo 2 y 3. Ellos reportan que al final de ambos tipos de digestion se
puede observar una proporcion de AR que queda sin ser digerida. En su trabajo, reportan
también que la cinética de digestion varid considerablemente en cada tipo de AR; en el
analisis por difractometria de rayos X, observaron una pérdida de cristalinidad durante la

digestion de maltodextrina de tapioca.
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3 JUSTIFICACION

Desde los inicios de las investigaciones que involucran a la fibra dietética (FD), se ha
argumentado, que al ser ingerida, tiene la capacidad de no sufrir ningin cambio a lo largo
del tracto digestivo y que es Unicamente en el colon cuando la fibra soluble se fermenta.
Antes de su llegada al colon, la FD esta sujeta al ambiente luminal (enzimas, pH,
temperatura, minerales, acidos biliares, etc.) del tracto digestivo superior y esas condiciones
pueden promover cambios irreversibles en las caracteristicas intrinsecas de la FD
(composicion quimica, tamafio de particula) o modificaciones reversibles de las
propiedades fisicoquimicas.

Se ha reportado que durante la digestion gastrica e intestinal, el almidon y las
proteinas se hidrolizan y se separan de la FD y que las condiciones acidas del estdbmago o
neutras del intestino pueden solubilizar parcialmente componentes de las sustancias
pécticas (arabinosa, galactosa, y 4cidos uronicos).

El consumo de la fibra aporta importantes beneficios cuando es consumida en
proporciones adecuadas. Para investigar los posibles efectos de las diferentes fibras es
necesario contar con informacion precisa de cuales son las cantidades y las condiciones en
las que estas llegan al colon.

Seria util el poder desarrollar un sistema in Vvitro para el estudio del
comportamiento de la FD durante el proceso de digestion que nos permita la prediccion del
comportamiento In Vivo con ventajas tales como: un bajo costo para su aplicacion,
relativamente facil manejo, inexistencia de limitaciones éticas, y la posibilidad de poder
evaluar varios sustratos bajo las mismas condiciones estandar de estudio, por esta razon, en
este trabajo se lleva a cabo el estudio de digestibilidad de una técnica in vitro comparada
con el proceso in Vivo y se observan las diferencias en ambos procesos, para que con el
tiempo pueda lograrse el disenio de sistema in vivo que evite el uso de animales de

experimentacion.
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4 HIPOTESIS

Los componentes de la fibra dietética adicionada a dos alimentos (bolillo y tortilla) se
modificaran quimica y estructuralmente al someterse a los procesos de digestion in vivo e in

vitro.
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S OBJETIVOS

5.1General

Someter dos alimentos adicionados con una mezcla de fibra dietética a un proceso de
digestion in vivo y un proceso de digestion in vitro y determinar los cambios que presenta

durante dichos procesos.

5.2Especificos

e (Caracterizar quimicamente las fuentes de fibra dietética.

e Elaborar y caracterizar dos alimentos adicionados con fibra dietética.
e Realizar la digestion in vivo.

e Realizar la digestion in vitro.

e (aracterizar quimicamente los residuos de ambas digestiones

e Determinar las modificaciones en la fibra durante el proceso de digestion.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

Para llevar a cabo las digestiones in Vvivo e in Vitro se trabajo con pan y tortilla control (sin
FD) e integrales adicionados con una mezcla de fibra, una de tipo soluble (inulina de
achicoria) y otra donde predominar la fibra insoluble (cascara de trigo).

Varias formulaciones fueron sometidas a evaluacion para ver cual seria la

proporcion final de fibra, sin embargo, los resultados no son reportados en este trabajo.

6.1.1 Fuentes de FD

La Inulina de Achicoria Raftiline HPX", fue proporcionada por la compaiiia Beneo-Orafti®.
La céascara de trigo utilizada fue obtenida de manera manual de plantas sembradas
en la zona de Alvaro Obregon, Michoacan, México (Figura 6).
El proceso de obtencion de la fuente de fibra consistid Unicamente en retirar la

cascarilla protectora del grano y posteriormente molerla en un molino manual de discos.

Fig. 6- Obtencion de la cascarilla de trigo.
Espiga de trigo completa (izquierda); cascara protectora del
grano (centro-izquierda); grano (centro - derecha); centro de la
espiga (derecha).
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6.2 Métodos

6.2.1 Preparacion del bolillo

El bolillo se preparo de acuerdo a la metodologia descrita por Valencia (2000), utilizandose
los siguientes ingredientes:

e | kg de harina de trigo.

e 20 gde azlcar.

e 20 gdesal

e 30 gde levadura en pasta.

e 600 ml de agua hervida y fria.

e * Mezcla de fibra dietética (75gr de cascara de trigo y 60 gr de inulina).

Preparacién de la masa
Se prepard el bolillo control sin fibra, y bolillo adicionado con la mezcla de fibra dietética.
Se mezcl6 la harina con el resto de ingredientes, incluyendo la mezcla de FD en el
caso del bolillo que llevaba, posteriormente, se agregaron 500 ml de agua y se incorporo6 a
la mezcla hasta formar una masa. A continuacion se agregd el sobrante de agua necesaria
para que fuera manejable. Se amasé durante 15 - 20 min, hasta que quedo lisa y no se
rompiera al estirarla.
Estando terminada, la masa se dejo reposar durante 30 min y posteriormente se
volvié a amasar para sacar el aire que se le hubiera formado con la levadura. Se molded y

se procedio a hornear.

Horneado del bolillo

Para hornear los bolillos se requirié una temperatura de 250 °C, se hizo un corte fino al
lado derecho de cada bolillo con una navaja haciéndole una ligera punta y a continuacion
se metieron los bolillos al horno con ayuda de una pala. Se dejaron cocer los bolillos de 15

a 20 min.
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Una vez preparados los bolillos se molieron y guardaron en bolsas herméticamente
cerradas a -20 °C para posteriormente ser caracterizados y sometidos a los procesos de

digestion.

6.2.2 Preparacion de la tortilla

La tortilla se elabord de acuerdo a lo documentado por Arambula et al. (2001), utilizando

los siguientes ingredientes:

e 1 Kg de Harina instantinea MASECA “.

e 1300 ml de Agua.

e 5gdesal

o * Mezcla de fibra dietética (75 gr de cascara de trigo y 60 gr de inulina).

Preparacion de la masa: Se mezcl6 la harina en polvo con el agua hasta obtener una masa
de consistencia semisélida. Se amasé durante 10 min y se dejo reposar durante 60 min. Se

dividi6 la masa en porciones de aproximadamente 25g y se procedidé al moldeado.

Coccion: Se puso la masa, previamente moldeada, en un comal a ~250 °C, se dejo cocer 25

seg por un lado, 25 por el otro lado y se volte6 una ultima vez.

Al tener las tortillas frias, se cortaron en pedazos lo mas pequefios posible y se

molieron, posteriormente se congelaron a -20 °C y almacenaron bajo esas condiciones.

6.2.3 La digestion in vitro

La metodologia utilizada para esta digestion se baso en el trabajo de Fissler et al. (2006).
Para ambos alimentos se partié de polvo con una humedad de 5%. Para simular la
digestion se partié de 10 g de alimento (sustrato), se suspendieron en 166ml de Buffer
fosfato (20 mM, pH 6.9, Na,HPO,4 1.42 g/1, KH,PO4 1.36 g/1, NaCl 0.58 g/1) y se procedi6 a
incubarlos en una solucion de a-amilasa salival humana (Sigma A1031, 10 mg/ml en

CaCl, 1 mM) a pH 6.9 por 15 min.
24



Se disminuy6 el pH hasta un valor de 2 con HCI 0.5 N para proceder a la digestion
gastrica. Se llevd a cabo la digestion géstrica con suspension de pepsina porcina (sigma
P7012, 1 mg/ml en NaCl 9 g/1) a pH 2 por 30 min. Se ajust6 el pH a 6.9 con NaOH y se
llevdo a cabo la digestion que simuld la primera fraccion del intestino delgado con
pancreatina porcina (sigma P7545, 0.5 mg/ml en CaCl, 25 mM) a pH 6.9 por 3 h en
presencia de bilis bovina (sigma B8381).

Los productos de la degradacion fueron removidos por didlisis (SPECTRA/POR 2
MVCO:12-14,000 Kda, Spectrum Medical Industries INC., Los Angeles, CA, USA.) toda
la noche en movimientos contra agua desionizada a 20 °C y posteriormente liofilizados

para su analisis.

6.2.4 Ladigestion in vivo

Para el estudio biologico fueron usadas ratas Wistar macho de 60 dias de nacidos. Los
animales fueron adquiridos del Bioterio del Instituto de Investigaciones Quimico
Biologicas de la UMSNH.

Los animales fueron mantenidos en jaulas individuales para su adaptacion por un
periodo de 3 dias, alimentados con dieta comercial.

Las condiciones ambientales fueron: temperatura de cuarto de 22 °C + 1 °C, con
ciclo de claridad — oscuridad de 12 h con ventilacion. Para el ensayo in vivo los animales
fueron distribuidos al azar en cuatro grupos de ocho animales. Se alimentaron con las dietas

experimentales y agua, abastecidas ad libitum por un periodo de 5 dias (Cuadro 5).

Cuadro 5- Grupos de trabajo con animales de experimentacion.

GRUPO DIETA
I Tortilla sin fibra
I Pan sin fibra
1 Tortilla con fibra
v Pan con fibra
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6.2.4.1 Obtencion de muestras de la digestion in vivo
Al final del ensayo, los animales se sacrificaron y se hizo la recuperacion del contenido de
estdbmago e intestino delgado.

La eutanasia de los animales se llevo a cabo mediante la inyeccidon intraperitoneal
de una dosis de pentobarbital sodico. La dosis a aplicar fue determinada segin el peso de
cada animal de acuerdo a la siguiente formula 0.04 g/ Kg de peso del animal.

Habiendo esperado a que la inyeccion hiciera efecto, se procedio a abrir la piel del
animal. Se hizo un corte en el cual se separ6 el colon del intestino delgado y se vacié el
contenido de ambos de manera manual. Posteriormente, se uso un lavado con ayuda de una
jeringa y agua. Se vacio el contenido del estdmago de la misma manera que el intestino y se
separaron ambas fracciones para posteriores analisis. El residuo de la digestion se almacend

-20 °C para su posterior liofilizacion y caracterizacion.

6.2.5 Caracterizacion quimica de las muestras

Se llevo a cabo la caracterizacion quimica de los materiales, tanto de la materia prima usada
como fuente de fibra, como del alimento elaborado y digerido por ambos métodos.

Extracto etéreo, humedad y cenizas se hicieron de acuerdo a los métodos de la
AACC (2002). El contenido de proteina fue determinado por el método Kjeldahl usando un
factor de conversion de 5.7. Se realizaron analisis de fibra dietética total (FT), fibra
dietética soluble (FS) y fibra dietética insoluble (FI) de acuerdo al método de Prosky et al.
(1988).

El almidon resistente (AR) se analiz6 de acuerdo a Goiii et al. (1996). El contenido
de inulina fue determinado mediante HPLC como fructosa y el contenido de carbohidratos
totales se llevo a cabo segun Clegg (1956).

A continuacion se hace una descripcion detallada de las técnicas menos comunes.

6.2.5.1 Cuantificacion de FT, FSy FlI

Se llevo a cabo la técnica propuesta por Prosky et al. (1988) que consta de dos partes: la
digestion enzimatica y la filtracion. La digestion enzimadtica consistio en pesar 1g de
muestra en un matraz Erlenmeyer de 250 ml; posteriormente se agregaron 50 ml de
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solucion buffer de fosfatos 0.08M a pH 6 vy se le agregaron 0.1 ml de la a-amilasa
contenida en el kit de cuantificacion de fibra dietética (TDF-100A SIGMA), se puso en un
bafio maria a una temperatura de 95 °C; y se agit6 por 30 min.

A continuacion se dejo enfriar a temperatura ambiente y se ajustd a pH de 7.5 con
NaOH (0.275N), posteriormente se le agregd 0.1 ml de proteasa (TDF-100A SIGMA)
(50mg/ml de solucién de proteasa en buffer de fosfato) y se llevo a bafio Maria a 60 °C,
agitdndose por 30 min. Al terminar los 30 min, la muestra se atempero y se modifico el pH
a 4.5 con HCI1 (0.325M).

A continuacion se agregd 0.1 ml de amiloglucosidasa contenida en el mismo kit, se
llevé a bafio Maria a una temperatura de 60 °C por 30 min, con agitacion constante y al
terminar el tiempo se volvid a poner a temperatura ambiente.

Para la parte de filtracién se pusieron a peso constante dos papeles filtros por
muestra, para hacer la separacion de ambas fracciones de fibra dietética (FS y FI). Se filtr6
la muestra obtenida de la parte de digestion y se lavo con 3 volimenes de 10 ml de agua
destilada, quedando dos partes, el filtrado y el sobrenadante. Se reservaron ambas
fracciones.

A la parte del papel filtro (FI) se hicieron lavados con 3 volimenes de 10 ml de
etanol al 78%, al 95% y con acetona. Posteriormente, se puso el papel filtro a peso
constante a 105 °C por 1 h, se atemperd y se peso.

La parte liquida (FS) se coloco en un vaso precipitado y se ajustdé a 100 ml con agua
destilada, se le adicionaron 400 ml de etanol al 95% a 60°C; posteriormente se dejo
precipitar por aprox. 2 h y a continuacion se lavo de la misma manera como se lavo la FL.

Al finalizar ambos lavados se colocaron los papeles filtro a peso constante en la
estufa por una hora a 105 °C, se atemperaron y se pesaron.

Después de pesar los papeles filtro, se determino proteina y cenizas de los mismos.

La fibra total (FT) de cada tipo se calculd considerando el peso del residuo menos

las correcciones de proteinas y cenizas.

FT=[ (Peso inicial de papel — peso final de papel) / peso muestra] - proteina - cenizas.
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6.2.5.2 Cuantificacion de almidon resistente

Este analisis fue realizado por triplicado con la técnica propuesta por Goni et al.(1996).
Para cada analisis se peso una muestra de 100 mg y se dispersé en 10 ml de solucion de
buffer cloruro (KCI-HCI, pH 0.1M), pH 6.9, 0.2 ml de soln. de pepsina (Sigma P-7000. Sin
conteniendo 1g de enzima en 10ml de buffer KCI-HCI), posteriormente se incub6 con
agitacion constante en un bafio maria a 40 °C por 60 min.

Se saco del bafio y se enfrid, posteriormente se ajustd el pH a 6.9 y se adicionaron 9
ml de buffer tris maleato 0.1M, pH 6.9.

Se adicionaron 1ml de solucidon de o-amilasa (Sigma A-7136, 40 mg por cada ml de
buffer tris maleato) y se incub6 durante 16 hr en agitacion constante.

Se centrifugd por 10 min a 3000 g y se descartd el sobrenadante. El residuo se lavo
dos veces con 10 ml de agua. Al residuo seco se adicionaron 3 ml de agua destilada y 3 ml
de KOH 4 M. La dispersion formada fue dejada a temperatura ambiente por 30min.

Después de ese tiempo se adicionaron 5.5 ml de HCI1 2M y 3 ml de buffer acetato
(0.4M, pH 4.75 conteniendo CaCl, 20mM ), posteriormente el pH se cambi6 a 4.75.

A continuacion se adicionaron 80 pL. de amiloglucosidasa (Sigma A-3514) y se
dejo en agitacion por 45 min a 60 °C.

Se centrifugd a 3000 g durante 10 min y se guard6 el sobrenadante en un matraz
volumétrico, se hizo un lavado del residuo con agua destilada y el sobrenadante se recuperd
en el mismo matraz y se aford el matraz con agua destilada para hacer la determinacion de
contenido de glucosa de la solucion preparada en el matraz.

La cantidad de glucosa producida fue determinada a través de la lectura en
espectrofotometro a 505 nm, después de la oxidacién enzimatica con la glucosa-oxidasa
(reactivo GOD-POD) contenida en el kit de determinacion de glucosa (GLUC-PAP
RANDOX), siguiendo la metodologia sugerida por el fabricante.

Se calculo el % de AR como lo marca la técnica.

[glucosa (ug)] * volumen (ml) = 0.9
1000 x W

% AR = 100 =

Donde 0.9 es el factor de conversion de glucosa y W es el peso de la muestra.
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6.2.5.3 Difraccion de rayos X

Es una técnica de caracterizacion de rango amplio y consiste en hacer pasar un haz de rayos
X a través de la muestra. El haz choca con la superficie de la muestra con un angulo @ de
incidencia, interactiia con los atomos de la superficie y se difracta en varias direcciones
debido a la simetria de la agrupacion de los atomos. La difraccion da lugar a un patréon de

intensidades que puede interpretarse con la aplicacion de la ley de Bragg:

e_n/?,
sen =57

Donde n es un numero entero, A es la longitud de onda de los rayos X, d es la distancia
entre los planos de la red cristalina y 0 es el angulo entre el rayo incidente y los planos de
dispersion.

Esta es una de las técnicas que goza de mayor prestigio entre la comunidad
cientifica para dilucidar estructuras cristalinas en muestras como las manejadas en este

trabajo, y tiene como Unica limitante que no puede usarse en soluciones.

Las muestras fueron procesadas en un difractometro de rayos X (RIGAKU
Dmax2100) equipado con una fuente de cobalto operado a 30 kV y 16 mA produciendo una
radiacion de 1.78899 A. Los datos fueron colectados en un intervalo de 5°-60° con un paso
de 0.02°. La grafica fue suavizada a 12 puntos y el indice de cristalinidad relativa fue
sacado a partir de la integracion de areas de los picos obtenidas mediante el programa
Origin 6.0. El indice de cristalinidad relativa esta definido como se marca a continuacion.

] o ] area de los picos
Cristalinidad relativa = - —— %100
area total de la grafica

6.2.5.4 Espectroscopia de Infrarrojo utilizando Transformada de Fourier
(FTIR)

En esta técnica, un haz de radiacion infrarroja se pasa a través de la muestra, alguna de la

radiacion se absorbe por la muestra y alguna pasa a través de ella, es decir, se transmite. El

espectro resultante representa la absorcion y transmision molecular, creando una huella
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digital de la muestra. Como una huella dactilar, ninguna estructura molecular produce el
mismo espectro, lo que hace a esta técnica util para varios tipos de andlisis, como
identificacion de materiales, determinacion de la calidad y cantidad de componentes en
muestras. La sefial que nos brinda el Infrarrojo es captada por un interferometro, y para
decodificarla y poder tener un espectro de frecuencias, se utiliza una técnica matematica
conocida como Transformada de Fourier generalmente llevada a cabo por una
computadora.

Para la preparacion de la muestra fue retirada la humedad y se pesaron 12mg de
muestra para posteriormente mezclarse con 204 mg de KBr.

El analisis fue realizado en un Perkin Elmer GX acoplado a un detector de
reflectancia difusa, tomando el espectro medio. Cada espectro fue analizado en el rango de

400-4000 cm™' con 16 barridos.

6.2.5.5 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
Esta técnica es usada para estudiar lo que ocurre cuando un polimero es calentado, en lo
que se llama transiciones térmicas de un polimero. La técnica consiste en aplicar calor de
manera independiente a dos charolas iguales, una vacia y otra con muestra. Mediante una
computadora se regula el flujo de calor de manera que ambas charolas eleven su
temperatura igualmente en un rango predeterminado segun la muestra. Es la diferencia de
flujos de calor de ambos calentadores que esta siendo registrada por la computadora lo que
nos brinda la informacidn necesaria para conocer las propiedades caldricas de la muestra.
Las propiedades térmicas de las muestras fueron analizadas en un Calorimetro
Mettler Toledo DSC 822¢ calibrado con Indio. Cada muestra analizada tuvo un peso de
6mg (base seca), las muestras fueron pesadas en una capsula de aluminio y 14 microlitros
de agua fueron adicionados en la capsula. La cépsula fue sellada fuertemente y se dejo
reposar por 30min antes de llevar a cabo el andlisis. Una capsula de aluminio vacia fue
usada como referencia. La muestra se sometio a un programa con un rango de temperatura
de entre 30 — 120° C y una velocidad de calentamiento de 10° C /min. La temperatura de
pico 60 de gelatinizacion (Tp), asi como la entalpia de transicion (AH), fueron obtenidas

usando el programa propio del equipo.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 AndAlisis de la fuente de FD

El analisis inicial consistié en caracterizar las fuentes de fibra a utilizar respecto a su

composicion de fibra (Cuadro 6).

Cuadro 6- Analisis de las fuentes de fibra.

MUESTRA % FT % FI % FS
Céscara de trigo 68.29+4.33° 64.95+3.15 3.34+1.18°
INULINA 65.82+7.43% 0.01° 65.82+7.43%

En base peso seco. Promedios con diferente letra en la misma columna son
estadisticamente diferentes (p < 0.05), (n=3). FT: fibra dietética total, FI: fibra insoluble,
FS: fibra soluble.

En el Cuadro 6 se observa un contenido de FT similar entre ambas fuentes de fibra,

siendo de 68.29% para la cascara de trigo y de 65.82% para la inulina, correspondiendo la

totalidad de la fibra para el tipo de FS en la inulina y en el caso de la cascara de trigo, la FI

correspondiod a la proporcion mayor (64.95%). Los resultados de esta primera etapa fueron

importantes. Se esperaba contar con una fuente de tipo soluble y otra de tipo insoluble para

la formulacion de los alimentos y la cédscara de trigo y la inulina cumplieron con las

proporciones necesarias.
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7.2Formulacion de los alimentos

Después de definir las fuentes de FD se probaron varias formulaciones, se procedid a
evaluar cudl era la mejor, seglin la calidad textural al alimento y, de acuerdo a la salud de
los animales de experimentacion, para no tener ningun problema al momento de llevar a
cabo el experimento de digestion in vivo.

En los Cuadros 7 y 8 se muestra las formulaciones usadas para la elaboracién del bolillo

(con y sin FD) y de la tortilla (con y sin FD).

Cuadro 7- Formulacion de bolillo sin y con FD.

INGREDIENTE FORMULACION 1 (g)
Harina refinada de trigo 1000
Agua 600
Azlcar 20
Sal 20
Mantequilla 20
Mejorante para 20
panificacion
INGREDIENTE FORMULACION 2 (g)
Harina refinada de trigo 1000
Agua 600
Azlcar 20
Sal 20
Mantequilla 20
Mejorante para 20
panificacion
Céascara de trigo 75
Inulina 100

FORMULACION 1: bolillo sin FD. FORMULACION 2: bolillo con FD.

Para los bolillos se uso una base de harina refinada de trigo y para las tortillas se uso
una harina instantdnea de maiz nixtamalizado. A cada harina base, le fue adicionada la

mezcla de fibra dietética para lograr el alimento integral.
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Cuadro 8- Formulacion de tortilla sin y con FD.

INGREDIENTE FORMULACION 1 (g)
Harina MASECA® 1000
Agua 1300
Sal 5
INGREDIENTE FORMULACION 2 (g)
Harina MASECA® 1000
Agua 1300
Sal 5
Céscara de trigo 75
Inulina 100

FORMULACION 1: tortilla sin FD. FORMULACION 2: tortilla con FD.

7.3 Bromatologico de los alimentos

A los alimentos preparados se les realizo su caracterizacion bromatolédgica (Cuadros 9 y
10). Se observo un comportamiento generalizado de dilucion de componentes en el caso de
los alimentos que contenian fibra, debido a que cuando se adiciond fibra dietética a las
formulaciones, los demas componentes cambiaron sus proporciones en la formulacion.

En el caso del extracto etéreo (EE) de bolillo y tortilla, se observo que los
contenidos fueron diferentes; mientras el bolillo contiene 1.08% de EE, la tortilla presento
mas del doble. Esto se debe a que el grano de maiz contiene mayor cantidad de EE que el
grano de trigo (Bressani et al., 2001; Figueroa et al., 2001).

Para el caso de la proteina ocurre un efecto contrario, ya que el grano de trigo
contiene mas proteina que el grano de maiz, por lo cual el contenido proteico es mayor en

el bolillo que en la tortilla, tal como reportan Ikhtiar y Alam (2007).
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Cuadro 9- Caracterizacion bromatologica del bolillo.

ALIMENTO %H %EE* %PC* %ELN*~

pan control 6.00+0.54°  1.08+0.08" 13.87£1.54"  75.25+2.34*

pan100/75 6.50+0.35° 1.30+0.1° 12.6942.13"  76.47+3.13"

Cuadro 10- Caracterizacion bromatologica de la tortilla.

ALIMENTO %H %EE* %PC* Y%ELN*~

Tortillacontrol ~ 11.40+0.68"  2.39+0.098" 10.94+1.71* 76.31+3.23°

Tortilla 100/75 6.50+0.73" 2.83+0.21° 8.71+0.97"  74.38+2.51°

Promedios con diferente letra en la misma columna son estadisticamente diferentes (p <
0.05). (n=3) * En base peso seco.~ ELN: Extracto Libre de Nitrégeno = 100 — (cenizas,
PC, EE, fibra cruda). EE: Extracto etéreo. PC: Proteina cruda. H: Humedad.

7.4 FT,ESvy FI

El contenido de fibra esperada minima teérica (segn las formulaciones) en los alimentos
adicionados con fibra fue de 6.3% en el caso del bolillo (Cuadro 7) y de 7. 9% en el caso de
la tortilla (Cuadro 8), sin embargo, estos valores difieren de los valores reales, tal como se
muestra en los Cuadros 14 y 16. Tomando en cuenta los valores de FT obtenidos para los
alimentos control, es decir, sin FD, los valores de FT esperados para los alimentos con FD
debieron ser de 17.75% para el bolillo y de 26.33% para la tortilla; haciendo un
comparativo entre los valores tedricos esperados con los valores reales obtenidos (Cuadros
12 y 14), se observo que los reales fueron menores a lo esperado, encontrdndose una
diferencia de 1.82% y 2.35%, respectivamente.

Los tratamientos mecanicos, térmicos o quimicos ocurridos durante el procesamiento del
alimento pueden tener un efecto sobre la proporcion de FT, tal como lo mencionan Bello-

Pérez y Paredes-Lopez (2009).
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Cuadro 11- FT, FS y FI de Bolillo sin FD y sus residuos de los procesos de digestion.

MUESTRA %FT" %FS” %FI”
Alimento 11.45+£1.46°¢ 5.5+0.26° 5.94+0.78°¢
in vitro 16.45+0.78" 9.56+1.57" 6.89+0.97"
in vivo 21.24+0.54° 13.35+0.78" 7.89+0.69°

Cuadro 12- FT, FS y FI de Bolillo con FD y sus residuos de los procesos de digestion.

MUESTRA %FT" %FS” %FI”
Alimento 15.93+1.35° 7.46+0.13° 8.47+1.75°
in vitro 21.0142.4° 11.34+2.34° 9.67+2.12°
in vivo 30.69+3.2° 16.24+1.35 14.45+1.8°

Cuadro 13- FT, FS y FI de Tortilla sin FD y sus residuos de los procesos de digestion.

MUESTRA %FT" %FS” %FI"
Alimento 18.43+1.13°  4.84+(.78° 13.59+2.8°
in vitro 22.49+2.4°  10.43+1.81°  12.06+0.78°
in vivo 28.32+41.35*  12.59+2.4° 16.73+1.64°

Cuadro 14- FT, FS y FI de Tortilla con FD y sus residuos de los procesos de digestion.

MUESTRA %FT" %FS” %FI
Alimento 23.98+1.46° 7.13+1.46° 16.85+0.7°
in vitro 29.914+2.51° 12.460.65° 17.45+1.42°
in vivo 37.65+1.59° 15.57+0.59° 22.08+0.77°

*Los valores reportados son los promedios en peso seco de al menos 3 repeticiones (promedio + desviacion
estandar). Promedios con diferente letra en la misma columna son estadisticamente diferentes (p < 0.05). FT:
Fibra Total. FS: Fibra Soluble. FI: Fibra Insoluble.
En los Cuadros 11, 12, 13 y 14 se observa que los residuos de ambas digestiones
aumentaron significativamente su contenido de FT comparados con los alimentos antes de
digerir. Este comportamiento puede ser atribuido a dos posibles causas, por una parte el

residuo de digestion in vivo fue tomado en la parte terminal del ileon, por lo tanto, el

fenomeno de concentracion de FT en todos los residuos puede deberse al proceso de
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absorcion de nutrientes llevado a cabo a nivel de intestino delgado en sus dos primeras
porciones, el duodeno y el yeyuno; por otra parte, los valores aumentados de FT pueden
deberse a una modificacion en los componentes quimicos de la FD (Hoebler et al., 1998a).
En la Figura 7 puede ser observada la modificacion de las proporciones de ambas
fracciones de fibra que indican la transformacion de FI a FS, el mismo comportamiento es
observado en ambos tipos de digestion y para ambos alimentos. Graham et al., (1986)
reportan una solubilizacion de componentes de la FD en dietas aplicadas en ratas. Hoebler
et al. (1998a) observaron un proceso de solubilizacion de FD mientras trabajaban con la
digestion in vitro de tres tipos de fibra, cebada, cana y trigo. Ellos explican que durante la
digestion gastrica, las condiciones de motilidad y pH pueden ser suficientes para solubilizar
parcialmente algunos de los componentes de la fibra y que a nivel intestinal son removidos

del material.

Digestion in vitro 8 - Digestion in vivo
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Fig. 7- Aumentos y disminuciones de % FS y FI durante ambos procesos de digestion.

Los valores maximos de AR provinieron de tortilla (Figura 8), esto coincide con la
obtencion de mayores valores de FS durante ambos procesos de digestion en las muestras
de tortilla, lo que puede indicar que esta fraccion de AR estd siendo detectada como FS;
este comportamiento coincide con Rendon-Villalobos et al. (2008) que encontr6 AR
asociado a fibra durante la elaboracion de tallarines adicionados con almidon de platano y
con Penalver et al., (2007) que trabajo con semillas de legumbres cocidas y encontré6 AR en
un rango entre 3 y 7.2 % para semillas de diferentes fuentes. Por su parte, Kunkel y Seo

(1994) estudiaron la digestibilidad in vitro de 10 polimeros, algunos utilizados como
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fuentes de FD, y encontraron que el almidon, el colageno y la seda fueron mas de 10%
digeridos, mientras la celulosa y sus derivados fueron digeridos en menos de 10%.

Por otra parte, el diferente comportamiento entre los dos alimentos puede deberse
también a la estructura fisica de los alimentos. Hoebler et al. (1998b), Bjorck et al., (1994)
y Hoebler et al., (2000) entre otros, han documentado ampliamente que la digestion es

variable dependiendo de los alimentos en si (textura, humedad, dureza, tamafio).

7.5 Almidon resistente

Durante la elaboracion de los alimentos se llevan a cabo varios fendmenos que pueden
modificar el contenido de fibra de los mismos. En el caso del bolillo y Ia tortilla, se parte de
harinas que contienen aproximadamente 75% de almidon, este se hidrata durante el
amasado y se calienta durante el cocido provocando la gelatinizacion del mismo,
posteriormente, al enfriarse se produce la retrogradacion de las cadenas para formar nuevas
uniones que transforman el almidon de una forma digerible a una forma resistente a la
digestion, el almidon resistente, incluida en la definicion de fibra dietética (Cheung y Chau,
1998; Agama-Acevedo et al., 2005; Penalver et al., 2007).

Los contenidos de AR tuvieron una amplia variacién en cada uno de los alimentos
(Figura 8), siendo en la tortillas sin y con FD de 3.3% y 1.8%, respectivamente, mientras en
el bolillo sin y con FD fueron de 1% y 1.9%, respectivamente. El comportamiento de estos
resultados es comprensible debido a que ha sido demostrado que la forma fisica de los
alimentos tiene un efecto critico en la velocidad y la extension de la digestion del almidon

(Hoebler et al., 2000; Kong y Singh, 2008).
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Fig. 8- Contenido de almidon resistente en los alimentos.
Antes y después de haber sido sometidos a ambos procesos de digestion.

Bello-Pérez y Paredes-Lopez (2009) informan de modificaciones del almidén
durante el calentado, durante la nixtamalizacion, el enfriado, el almacenado del alimento y
el manejo post elaboracion. Por otra parte, comentan también de que la produccion de AR
es un proceso complejo que involucra la fuente botanica del almidoén, la proporcion
amilosa/amilopectina, la concentracion del almidon, el pH, las temperaturas de cocinado y
enfriamiento y la presencia de otros solutos (lipidos, sales, aztcares). Hoebler et al. (1998b)
documentaron ampliamente la diferencia en el comportamiento durante la digestion de dos
alimentos, pan y spaghetti, y concluyeron que la forma fisica de los alimentos es un factor
que modifica el proceso de digestion. Bello-Pérez y Paredes-Lopez (2009) mencionan
valores de 1.99% para maiz, 2.18% para nixtamal y 3.12% para tortilla; Rendon-Villalobos
et al., (2008) obtuvieron 2.16% como valor maximo de AR en pasta y Bello-Pérez et al.

(2004) reportaron 3.9% en galletas.
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Por otra parte, en la Figura 8 se comparan los contenidos de AR para cada alimento
antes y después de haber sido digeridos. En el caso del bolillo control (Figura 8A), se
observo que el contenido de AR fue estadisticamente diferente tinicamente en el caso del
tratamiento in Vitro, en el caso del bolillo con FD (Figura 8B), la diferencia significativa se
presento también en el tratamiento in vitro. Para la tortilla control la diferencia significativa
se presento solo para el tratamiento in vitro (Figura 8C), mientras para la tortilla con FD
(Figura 8D), ambas digestiones dieron valores de AR significativamente diferentes al
alimento sin digerir. Fasler et al. (2006) reportaron un comportamiento similar al del bolillo
(Figuras 8A y 8B) mientras realizaron ambas digestiones con almidon retrogradado de
tapioca (ARin viro= 61% y ARinvivo31%).

Los contenidos mayores de AR fueron encontrados en la tortilla (3.8% y 4.3%,
2.7% y 3.3% en los alimentos sin y con FD respectivamente) comparados contra el bolillo
(1.8% y 1.5%, 2.7% y 1.6 % para los alimentos sin y con FD respectivamente), estos
resultados pueden ser explicados por la anteriormente mencionada susceptibilidad del
almidon a los cambios quimicos. Puede suponerse que la diferencia en la tendencia de
contenido de AR en ambos alimentos se debe a que el almidon de trigo usado para la
elaboracion del bolillo no es procesado de manera quimica, mientras el almidon de maiz si.
Puede pensarse que durante la nixtamalizacion el almidon se modifica de tal manera que se
hace mas susceptible para el ataque y la modificacién por las enzimas, generando asi
mayores cantidades de AR.

La generacion de AR por modificaciones enzimaticas ha sido ampliamente expuesta
con anterioridad por Montes et al. (2008), Pongjanta et al. (2009) y Cairns et al. (1995),

entre otros.

7 .6Difraccion de rayos X

La informaciéon que nos arroja esta técnica corresponde al arreglo estructural de
rango amplio, es decir, podemos analizar la estructura de la muestra como un conjunto de
moléculas. La difraccion de rayos X del bolillo sin FD nos muestra inicialmente lo que
parece ser un patrdn tipo A caracteristico del almidon proveniente del almidon nativo de los

tubérculos, sin embargo, el patron parece estar recorrido. El corrimiento observado puede
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deberse a que si bien, la muestra esta principalmente compuesta de almidon, el compuesto
no es totalmente puro (Rico et al., 2007)(Figura 9). A pesar de que el almidon nativo de los
cereales presenta un patron caracteristico tipo B, se ha reportado que, por retrogradacion o
algiin otro proceso al que el almidén nativo sea sometido, los patrones pueden llegar a
cambiar (Mun, S-H y Shin, M. 2006; Mondragén et al., 2004).

El patron tipo A tiene 5 picos como patron caracteristico en las longitudes 15°,
~17.3°, 18°, 20° y 23° (Corradinia et al., 2007) y el patron encontrado en la harina para la
preparacion del bolillo sin FD (TRIGO), tiene los mismos 5 picos, pero corridos,
encontrandose a 17.94°, 19.8°, 20.94°, 23.18° y 26.81°.

Con la informacion obtenida de las graficas y cristalinidades relativas (Figura 9 y
cuadro 15) podemos darnos cuenta que en las muestras de PB (pan sin FD), APB (residuo
de la digestion in vitro) y RTPB (residuo de la digestion in vivo) se modifica el arreglo
inicial que tenia la harina, sin embargo, a pesar de que podriamos pensar que se pierde el
orden cristalino debido a que se pierde la intensidad de los picos, los datos de cristalinidad
nos indican que existe un grado de ordenamiento que disminuyo en PB y APB comparados
con la harina inicial, pero que aumenta durante el proceso de digestion in vivo. Podemos
entonces pensar que la serie de reacciones enzimaticas a las que es sometido el alimento
durante la digestion en animales de experimentacion causan un ordenamiento que en
difraccion de rayos X se ve representado como un aumento en el indice de cristalinidad
relativa. Varios autores han demostrado que es posible lograr reordenamientos moleculares
por medio de reacciones enzimadticas y producir almidones resistentes con un grado de
polimerizacion ~30 (Htoon et al., 2010; Pongjanta et al., 2009; Hoover & Zhou, 2003;
Mun, S-H y Shin, M. 2006).

Por otro lado, es evidente por la pérdida de intensidad de picos, que las nuevas
estructuras, aunque presentan cierto grado de ordenamiento, son estructuras débiles (Htoon

etal., 2009).
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Intensidad relativa

20 (grados)

Fig. 9- Patron de difraccion de rayos X de bolillo sin FD.
FD- Fibra dietética. TRIGO-Harina de trigo para panificaciéon marca Selecta™ PB-
Bolillo sin FD. APB- Muestra proveniente de digestion in vitro. RTPB- Muestra
proveniente de digestion in vivo.

Cuadro 15- Cristalinidades Relativas de bolillo sin FD.

% CRISTALINIDAD

MUESTRA RELATIVA
TRIGO 9.65071353
PB 7.89863495
APB 7.71931512
RTPB 9.78851364

En el caso del pan con FD tenemos el mismo comportamiento que observamos
anteriormente, donde la harina usada inicialmente nos muestra lo que parece un tipico
patron de difraccion tipo A recorrido en 17.94°, 19.87°, 20.94°, 23.18° y 26.81°. En la
Figura 10 se observa también que existe una pérdida de la estructura inicial, pero que no
por eso se pierde el ordenamiento, Uinicamente puede detectarse un reordenamiento que
conlleva a que la estructura cambie su cristalinidad relativa a través de cada proceso

(Cuadro 18).
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Al 1igual que en el caso del bolillo se observa que la cristalinidad se eleva del

alimento (8.064%) al alimento procesado con la digestion in vivo (8.731%).
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Fig. 10- Patron de difraccion de rayos X de bolillo con FD.

FD- Fibra dietética. TRIGO- Harina de trigo para panificacién marca Selecta™ PI-
Bolillo con FD. API- Muestra proveniente de digestion in vitro. RTPI- Muestra
proveniente de digestion in vivo.

Cuadro 16- Cristalinidades relativas del bolillo con FD.

% CRISTALINIDAD

MUESTRA RELATIVA
TRIGO 9.97456519
Pl 8.06476691

API 6.29972002
RTPI 8.73178709

Para la tortilla sin FD el patron de difraccion de harina inicial es completamente
diferente al patron de la harina usada para la elaboracion de los bolillos. Esta harina no
tiene ningun patron caracteristico, pueden ser diferenciados un conjunto de picos en el
segmento de 20.78° a 24.88°, pero no pertenecen a ninglin patrén previamente descrito.

En la Figura 11 se observa que todas las muestras presentan caracteristicas
diferentes. Se evidencia un cambio en la estructura de cada una de las muestras debido a

que se presentan diferentes tipos de graficas, en el caso de la harina usada para la
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fabricacion de las tortillas (MAIZ) no se observa ningn pico que sobresalga de los demas,
en TB (tortilla sin FD) se observa principalmente un pico en 22.9°, en el caso de ATB
(residuo de digestion in vitro) se muestran dos picos intensos, uno en 19.58° y el otro en
23.17° y en el caso de RTTB (residuo de digestion in vivo) se vuelve a mostrar un patrén
parecido al de la harina inicial, pero recorrido hacia la derecha, presentando picos en el
rango de 22.1° a 24.8°. Se ve entonces un reacomodo estructural en cada una de los
procesos.

En el Cuadro 19 encontramos nuevamente el valor de cristalinidad relativa mayor
en la muestra que proviene de la digestion in vivo, que aunque no parece tener picos de
difraccion muy prominentes, logra un valor de cristalinidad mayor al de MAIZ, TB y ATB.

El valor de cristalinidad relativa de RTTB proveniente de una grafica que no
presenta un patron de difraccion definido nos da la pauta para pensar que la estructura del
almidon presenta un arreglo poco estable, esta informacion coincide con la informacion que

se obtuvo con las técnicas de DSC y FTIR.
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Fig. 11- Patron de difraccion de rayos X de tortilla sin FD.

FD- Fibra dietética. MAIZ-Harina de maiz nixtamalizado para elaboracion de
tortillas marca Maseca™ TB-Tortilla sin FD. ATB- Muestra proveniente de digestion
in vitro. RTTB- Muestra proveniente de digestion in vivo.
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Cuadro 17- Cristalinidades relativas de tortilla sin FD.

% CRISTALINIDAD

MUESTRA RELATIVA
MAIZ 8.16428151
B 8.65536516
ATB 8.08656783
RTTB 10.8203252

Para la muestra de tortilla con FD podemos observar que en la Figura 12 se muestra
la falta de patron caracteristico en el caso de la harina, y también en el resto de las
muestras. Al igual que en las graficas anteriores, podemos deducir que existe un
reordenamiento estructural y el valor de la cristalinidad relativa mas alto estd
proporcionado nuevamente por la muestra proveniente del proceso in vivo (RTTI) (Cuadro
20). Podemos pensar que el proceso de digestion in vivo realiza un ordenamiento molecular
que forma nuevos enlaces, pero débiles. Esta suposicion es apoyada por los resultados que
se obtuvieron de los andlisis de DSC y de FTIR, donde se observa que el almidon inicial
(MAIZ) se reordena formando una estructura débil e inestable. Similarmente, Fissler et al.
(2006) reporta una secuencia de patrones en una muestra de AR digerida de manera in vitro
e in vivo donde se nota una pérdida de picos durante ambos procesos, comparados con el
patron del almidon inicial, sin embargo, en ese caso, fue observada una mayor pérdida de
cristalinidad durante el proceso in vivo. Este resultado puede deberse a que el ensayo in
vivo llevado a cabo por este grupo de investigadores fue realizado en pacientes
ileostdmicos y no en ratas, y el impacto de ambas digestiones in vivo es diferente en cuanto

al ataque en almidones.
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Fig. 12- Patron de difraccion de rayos X de tortilla con FD.
FD- Fibra dietética. MAIZ-Harina de maiz nixtamalizado para elaboracion de tortillas marca
Maseca®™ TI-Tortilla con FD. ATI- Muestra proveniente de digestion in vitro. RTTI- Muestra
proveniente de digestion in vivo.

Cuadro 18- Cristalinidades relativas de tortilla con FD.

MUESTRA % CRISTALINIDAD

RELATIVA

MAIZ 7.66983447
Tl 8.34633542
ATI 8.12999659
RTTI 11.1045638

Los valores de cristalinidad relativa obtenidos en los productos elaborados a partir
de harina maiz fueron menores a los de los productos basados en harina de trigo, por su
parte, Fassler et al. (2006) también reportan valores de cristalinidad relativa menores en
almidones de maiz de alta amilosa comparados contra maltodextrinas de tapioca

retrogradada.
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7 .7 Espectroscopia de Infrarrojo con transformada de Fourier

(FTIR)

La informacion obtenida de esta técnica corresponde al arreglo de rango corto de las

moléculas de la muestra, es decir, nos brinda datos de la presencia de enlaces y su
comportamiento con la radiacion Infrarroja. En este caso es observado principalmente el
almidon, que es el principal componente de la muestra que fue analizada.

Para la serie de muestras del almidon proveniente del bolillo sin FD se observaron
12 bandas. En el Cuadro 21 se muestra un resumen de la ubicacion y sefializacion de las
bandas. En la Figura 13 se observan principalmente cambios en las bandas 3003, 1582,
1481, 956, 875 y 818 cm™.

Se observa una reduccion de la banda 3003 cm™ que nos indica la disminucion de
los modos de estiramiento simétricos de grupos CH, durante ambos procesos de digestion,
lo cual puede sugerirnos una pérdida de OH en los grupos funcionales CH,-OH y un
reordenamiento con una posible formacion de nuevos enlaces intermoleculares a-(1, 6). La
disminucion de la banda 1582 cm™ nos indica una pérdida de OH por posible formacién de
nuevos enlaces que impiden la vibracion de los grupos. La banda 1481 cm’ estd
relacionada con la cristalinidad (Cuadro 19). Esta banda nos indica la vibracion de CH; y
mientras mas intenso es el pico, nos da la sefial de mayor libertad de movimiento, por lo
tanto, nos da los indicios de que se trata de una estructura menos organizada o amorfa. La
sefial de esta banda no es muy clara en las primeras tres muestras, sin embargo, es claro que
RTPB tiene la estructura mas organizada por tener la intensidad menor, en concordancia
con los resultados obtenidos por medio de la técnica de difraccion de rayos X, donde RTPB

tuvo el valor mas alto de cristalinidad relativa de la serie con 9.78%.
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Fig. 13- Espectro de FTIR de bolillo sin FD.
FD- Fibra dietética. TRIGO-Harina de trigo para panificacion marca
Selecta®™ PB-Bolillo sin FD. APB- Muestra proveniente de digestion in
vitro. RTPB- Muestra proveniente de digestion in vivo.

Pueden también observarse diferencias en la banda 1131 cm™ que es sensible a los

cambios de conformacion y evidentes disminuciones de intensidad en las bandas 956, 875 y

818 referentes a los anillos de fructosa. La disminucion en estas bandas nos refleja la

desaparicion de anillos y enlaces glucosidicos, siendo el proceso in vivo el mas agresivo

con la estructura. Los dafios estructurales evidenciados en esta técnica son acordes con los

observados con la técnica de DSC.
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Cuadro 19- Bandas correspondientes al espectro de FTIR de bolillo sin FD.

FRECUENCIA FRECUENCIA

GRUPO s
EXPERIMENTAL TEORICA* ASIGNACION
) . FUNCIONAL
(cm™) (cm™)
3003 y 2903 2990-2900 _CH,-OH Estlramlenté) §s1metrlco de
2.
Sefial ancha tipo meseta
2327 2300-2000 H,O indicacion de presencia de
agua.
1743 1750-1725 Celulosa Estiramiento de C=0.
1582 1635-1600 Celulosa O-H vibracion de
deformacion.
Vibracion de deformacion
1481 1480-1435 Celulosa CH2 Intensidad afectada
por el grado de
cristalinidad.
1393 1480-1410 -CH,-OH CH, vibracion de
deformacion.
Estiramiento de C-O,
Frecuentemente en bandas
1187, 1131 1150-1075 CH-OH multiples sensible a
cambios
conformacionales.
956 960-730  Carbohidratos ~ ciormaciones CH
enlaces glicosidicos.
875 890870 Carbohidratos <) Deformacion
vibracion ecuatorial.
R18 815 Carbohidratos Alargamiento simétrico de

los anillos.
*Ramesh et al., 2007; Hernandez et al., 2007; Mondragon et al., 2006; Dragunski and Pawlicka, 2001.

En la serie de muestras del bolillo con FD se observan cambios principalmente en
las bandas 3016, 1588, 1488, 949, 875 y 818 cm™' (Figura 14).

Se observa una disminuciéon en la banda 3016 cm™ que es indicador de una
reduccion de grupos OH que nos puede sugerir un reordenamiento de la molécula, como lo
sugieren también los resultados de difraccion de RX. Es notable una menor disminucion de
la sefial de estiramiento CH,-OH en comparacién con el bolillo sin FD, lo que nos puede
indicar menor grado de reordenamiento, ademas de que existe cierto indicio de hidrolisis.

Respecto a la sefial de vibracion de deformacion de la banda 1588 cm™, se observa

en general, menor perdida de sefial a través de los procesos en el bolillo con FD comparado
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con el sin FD. Respecto a la proporcion de cristalinidad que nos da la banda 1488, la
muestra RTPI sigue mostrando una estructura que presenta mucho impedimento para
mover los CH,. Estos resultados coinciden con los encontrados por medio de la técnica de
difraccion de rayos X que muestran un mayor arreglo en RTPI con un valor de cristalinidad
relativa de 8.73% que es mayor a la del alimento y a la del alimento digerido in vitro.

El dafio a la estructura de los anillos se observa como una disminucién de las
bandas 949, 875 y 818. Puede notarse un proceso de hidrdlisis que es mas evidente en la
muestra RTPI al igual que para el bolillo sin FD. El dafio a la estructura pudo también ser

observado por medio de la técnica de DSC.
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Fig. 14- Espectro de FTIR de bolillo con FD.

FD- Fibra dietética. TRIGO-Harina de trigo para panificacion marca Selecta®™
PI-Bolillo con FD. API- Muestra proveniente de digestion in vitro. RTPI-
Muestra proveniente de digestion in vivo.
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Cuadro 20- Bandas correspondientes al espectro de FTIR de bolillo con FD.

FRECUENCIA FRECUENCIA
GRUPO -
EXPERIMENTAL TEORICA* SENAL
. . FUNCIONAL
(cm™) (cm™)
3016 y 2905 2990-2900 _CH,-OH Estiramiento asimétrico
de CHZ
Sefial ancha tipo meseta
2308 2300-2000 H,O indicacion de presencia
de agua.
1745 1750-1725 Celulosa Estiramiento de C=0.
1588 1635-1600 Celulosa O-H vibracion de
deformacion.
Vibracion de
1488 1480-1435 Celulosa deformacién CH2 con
intensidad afectada por
el grado de cristalinidad.
1394 1480-1410 -CH,-OH CH, vibracion de
deformacion.
Estiramiento de C-O,
Frecuentemente en
1181, 1126 1150-1075 CH-OH bandas multiples,
sensible a cambios
conformacionales.
949 960-730 Carbohidratos ~ etormaciones CH
enlaces glicosidicos.
875 890-870 Carbohidratos 11 Deformacion
vibracion ecuatorial.
318 815 Carbohidratos Alargamiento simétrico

de los anillos.

*Ramesh et al., 2007; Hernandez et al., 2007, Dumoulin et al., 1998; Mondragon et al., 2006; Guerra-
DellaValle, 2008; Mano et al., 2003; Dragunski and Pawlicka, 2001.

En la serie de espectros de la tortilla sin FD se observan 12 bandas y pueden verse

cambios notorios solo en 7 de ellas (Figura 15 y Cuadro 20).

Se muestra una disminucion importante en la intensidad de la banda 3016

correspondiente a los estiramientos CH, asimétricos de los grupos funcionales CH,-OH en

las muestras que han sido digeridas con ambos tipos de digestion, lo que sugiere un

reacomodo estructural durante las digestiones y la posible formacion de enlaces o-(1,6).

Es notable también la aparicion de la banda 1720 Gnicamente en el almidon de

MAIZ y en la muestra proveniente de la digestion in vitro, mientras en el alimento y el
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residuo de digestion in vivo. La reduccion de la banda 1583 indica una pérdida de vibracion

OH debido a una posible formacién de nuevos enlaces que impiden la deformacion.

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Longitud de onda (cm™)

Fig. 15- Espectro de FTIR de tortilla sin FD.
FD- Fibra dietética. MAIZ-Harina de maiz nixtramalizado
para elaboracion de tortillas marca Maseca®™ TB-Tortilla sin
FD. ATB- Muestra proveniente de digestion in vitro. RTPB-
Muestra proveniente de digestion in vivo.

Por otra parte, la banda 1494 cm™ relativa a la cristalinidad indica un arreglo mayor
en la muestra que ha sido digerida de manera in vivo, ya que es la que representa mas
impedimento para vibrar.

Estos resultados pudieron ser verificados mediante la técnica de difraccion de rayos
X donde RTTB obtuvo el valor mayor de cristalinidad relativa (10.82%). Las bandas 962,

880 y 818 referentes a los anillos indican una pérdida de estos durante las digestiones como
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reflejo del proceso de hidroélisis. Los desarreglos estructurales pudieron ser monitoreados

también por medio de la técnica de DSC.

Cuadro 21- Bandas correspondientes al espectro de FTIR de tortilla sin FD.

FRECUENCIA  FRECUENCIA

GRUPO -
EXPERIMENTAL TEORICA* SENAL
L L FUNCIONAL
(cm™) (cm™)
Estiramiento de grupos
OH. Enlaces
3429 3580-3200 O-H intermoleculares. Bandas
amplias independientes de
la concentracion.
3016 2990-2900 _CH,-OH Es‘uramlen(t:o}si asimétricos
2.
2872 2935-2840 _CH,-OH Est1ram1enctgls simeétricos
2.
2339 2300-2000 H,O Sefial ancha tipo meseta.
1720 1750-1725 Celulosa Estiramientos C=0.
1583 1635-1600 Celulosa ~ Deformacion OH, Banda
ancha.
Vibracion de deformacion
1494 1480-1435 Celulosa CH2 con intensidad
afectada por el grado de
cristalinidad.
Acortamiento C-O.
frecuentemente presenta
1181, 1125 1150-1075 CH-OH bandas multiples sensibles
a cambios
conformacionales.
962 960-730  Carbohidratos Deformaci6n de
carbohidratos.
880 890-870  Carbohidratos CH vibracion de
deformacion ecuatorial
318 815 Carbohidratos Alargamiento simétrico

del anillo.
*Ramesh et al., 2007; Hernandez et al., 2007; Ruiz, 2006; Mondragén et al., 2006; Dave et al., 1997
Dragunski and Pawlicka, 2001.

En el cuadro 22 se resumen las 12 bandas presentes en el espectro de la tortilla con
FD. En la Figura 16 se puede observar una disminucién en la banda 3013 muy similar al
del observado en el espectro de la tortilla sin FD, que nos indica una disminucién de los

estiramientos CH, de los grupos funcionales de alcoholes secundarios por la posible
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formacion de enlaces a-(1, 6) y la reconformacion estructural de la molécula. La banda
1720 se muestra unicamente en MAIZ (harina) y ATI (residuo de digestion in vitro) y
pueden observarse picos un poco mas definidos que los observados en la tortilla sin FD. La
disminucién de la banda 1582 nos indica una pérdida de OH por posible formacioén de
nuevos enlaces que impiden la vibracion de los grupos. La banda 1485 esta relacionada con
la cristalinidad. Esta banda nos indica la vibracion de CH, y mientras mas intenso es el
pico, nos da la sefial de mayor libertad de movimiento, por lo tanto, nos da los indicios de
que se trata de una estructura menos organizada o amorfa. Las bandas 1582 y 1485
presentan un comportamiento similar al de los demas espectros analizados, sin embargo, se

observa una mayor definicion de los picos en los espectros provenientes de los bolillos.
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Fig. 16- Espectro de FTIR de tortilla con FD.

FD- Fibra dietética. MAIZ-Harina de maiz nixtramalizado para elaboracion de
tortillas marca Maseca® TI-Tortilla sin FD. ATI- Muestra proveniente de
digestion in vitro. RTPI- Muestra proveniente de digestion in vivo.
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La banda 1485 relativa al grado de cristalinidad nos muestra claramente que la

estructura con mayor grado de cristalinidad pertenece a la muestra RTTI (residuo de

digestion in vitro), y este resultado fue obtenido tambien mediante difraccion de rayos X,

donde 11.10% fue el valor de cristalinidad relativa obtenido para RTTI como mayor de la

serie. El fendémeno de hidroélisis se ve reflejado en una disminucion de las bandas 961, 882,

815 y este dafio pudo también ser observado con la técnica de DSC.

Cuadro 22- Bandas correspondientes al espectro de FTIR de tortilla con FD.

FRECUENCIA FRECUENCIA
GRUPO -
EXPERIMENTAL TEORICA* SENAL
4 1 FUNCIONAL
(cm™) (cm™)
Estiramiento de grupos
OH. Enlaces
3438 3580-3200 O-H intermoleculares. Bandas
amplias independientes
de la concentracion.
3013 2990-2900 _CH,-OH Es‘uramlen(‘[j(;_sI asimetricos
2.
2872 2935-2840 _CH,-OH Estlrarmenctlo{s simetricos
2.
2331 2300-2000 H,O Sefial ancha tipo meseta.
1720 1750-1725 Celulosa Estiramientos C=0.
1582 1635-1600 Celulosa Deformacion OH, Banda
ancha.
Vibracion de deformacion
1485 1480-1435 Celulosa CH, con intensidad
afectada por el grado de
cristalinidad.
Acortamiento C-O.
Frecuentemente presenta
1186, 1125 1150-1075 CH-OH bandas multiples, sensible
a cambios
conformacionales.
961 960-730 Carbohidratos Deformacion de
carbohidratos.
882 890870 Carbohidratos ~,_ Cl vibracionde
deformacion ecuatorial.
815 815 Carbohidratos Alargamiento simétrico

del anillo.

*Ramesh et al., 2007, Hernandez et al., 2007; Ruiz, 2006; Mondragén et al., 2006; Dave et al., 1997,

Dragunski and Pawlicka, 2001.
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7.8 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Esta técnica, al igual que la difractometria de rayos X, nos brinda informacion de cambios
del arreglo de rango amplio de la molécula, es decir, nos da un panorama de la estructura de
un conjunto de moléculas en la muestra. En el cuadro 25 se muestran las propiedades
térmicas del bolillo sin FD, se puede observar que la entalpia de fusion de la harina de la
cual se parti6 (5.28 J/g) disminuyo notablemente (0.8 J/g) al elaborar el alimento.

En la figura 17 para APB y RTPB existe ausencia de datos debido a que no pudo
detectarse ningtin proceso de fusion o gelatinizacion, lo que sugiere que la gelatinizacion de
la muestra se habia completado en estos puntos o que la entalpia de fusion de los cristales
remanentes fue muy débil para ser detectada por esta técnica (Htoon et al., 2010). El efecto
del procesamiento fue importante, pero el efecto de los procesos de digestion fue atin mas.
La desorganizacion de los componentes del almidon y la ruptura de los granulos durante

estas modificaciones son responsables de este comportamiento (Guerra-DellaValle et al.,

2008).

Cuadro 23- Propiedades térmicas del bolillo sin FD.

AH (J/g) Ti (°C) Tp (°C) Tf (°C)

TRIGO 5.28 58.56 63.57 70.32
PB 0.8 79.05 89.62 98.08
APB - - - -
RTPB - - - -

Ti- Temperatura inicial. Tp- Temperatura del pico. Tf- Temperatura final. FD- Fibra dietética.
TRIGO-Harina de trigo para panificacion marca Selecta® PB-Bolillo sin FD. APB- Muestra
proveniente de digestion in vitro. RTPB- Muestra proveniente de digestion in vivo.
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FD- Fibra dietética. TRIGO-Harina de trigo para panificacién marca Selecta™ PB-
Bolillo sin FD. APB- Muestra proveniente de digestion in vitro. RTPB- Muestra
proveniente de digestion in vivo.

El bolillo con FD es el tnico alimento en el cual la técnica DSC pudo detectar todas
las muestras (Figura 18 y Cuadro 26) y puede observarse claramente que la entalpia de la
harina de la cual se parti6 disminuyo drasticamente, indicando que la estructura fue
debilitada, y por lo tanto la energia para causar el proceso de fusion fue muy baja en
comparacion a la estructura inicial. Los valores de entalpia in vitro e in vivo en esta muestra
(0.46 J/g y 1.02 J/g respectivamente) son contrarios a los reportados por Fissler et al.
(2006) quienes encuentran un valor menor en almidones de maiz y tapioca digeridos in vivo

comparados a los digeridos in vitro (5.2 J/g y 10.8 J/g respectivamente).

Cuadro 24- Propiedades térmicas del bolillo con FD.

AH (J/g) Ti Tp Tf
TRIGO 5.28 58.56 63.57 70.32
Pl 0.45 79.02 86.25 92.98
API 0.46 86.18 95.76 101.36
RTPI 1.02 76.56 83.61 88.96

Ti- Temperatura inicial. Tp- Temperatura del pico. Tf- Temperatura final. FD- Fibra dietética.
TRIGO-Harina de trigo para panificacion marca Selecta™ PI-Bolillo con FD. API- Muestra
proveniente de digestion in vitro. RTPI- Muestra proveniente de digestion in vivo.

56



— TRIGO

) ——PI
——— API
——RTPI
N — ~
C
5 .
[ -
o1\
) AN
© o —_—
o
2| - -
'8 —
\
T T T T T
40 60 80 100 120
Temperatura °C
Fig. 18- Termogramas DSC de bolillo con FD.

FD- Fibra dietética. TRIGO-Harina de trigo para panificacion marca Selecta®™
PI-Bolillo con FD. API- Muestra proveniente de digestion in vitro. RTPI-
Muestra proveniente de digestion in vivo.

Los analisis de la tortilla con y sin FD fueron similares (Cuadro 27 y 28), en ambos
solo se pudieron detectar las propiedades térmicas de la harina de la cual se parti6 para
hacer el alimento, y este valor (1.31 J/g) es bajo comparado con el de la harina de la cual se
parti6 para hacer el bolillo (5.28 J/g), por lo tanto, es de esperarse que si la estructura no era
ya muy fuerte, al ser procesada se perdiera la capacidad de encontrar cierta cristalinidad en

la muestra que permitiera detectar un cambio de fase.

Cuadro 25- Propiedades térmicas de la tortilla sin FD.

AH (J/g) Ti Tp Tf
MAIZ 131 61.82 71.08 82.9
B - - - :
ATB - - - :
RTTB - - - :

Ti- Temperatura inicial. Tp- Temperatura del pico. Tf- Temperatura final. FD- Fibra Dietética.
MAIZ- Harina nixtamalizada MASECA®. TB- Tortilla sin FD. ATB-Muestra proveniente de
digestion in vitro. RTTB- Muestra proveniente de digestion in vivo.
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FD- Fibra dietética. MAIZ-Harina de maiz nixtramalizado para elaboracion de
tortillas marca Maseca® TB-Tortilla sin FD. ATB- Muestra proveniente de
digestion in vitro. RTPB- Muestra proveniente de digestion in vivo.

El termograma DSC de Ia tortilla con FD esta también incompleto (Figura 20),
podemos darnos cuenta que TI, ATI y RTTI no pudieron experimentar un proceso de

gelatinizacion porque ya estaban gelatinizados.

Cuadro 26- Propiedades térmicas de la tortilla con FD.

AH (J/9) Ti Tp Tf

MAIZ 131 61.82 71.08 82.9
Tl - - - -
ATI - - - -
RTTI - - - -

Ti- Temperatura inicial. Tp- Temperatura del pico. Tf- Temperatura final. FD- Fibra dietética.
MAIZ-Harina de maiz nixtamalizado MASECA". TB-Tortilla sin FD. ATB- Muestra proveniente
de digestion in vitro. RTPB- Muestra proveniente de digestion in vivo.
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FD- Fibra dietética. MAIZ-Harina de maiz nixtramalizado para elaboracion de
tortillas marca MASECA® TI-Tortilla sin FD. ATI- Muestra proveniente de
digestion in vitro. RTPI- Muestra proveniente de digestion in vivo.



8 CONCLUSIONES

En este trabajo se muestra el cambio en la proporcion de ambos tipos de FD durante el
proceso de digestion, tanto in vitro, como in vivo. Se observo que una parte de la
proporcion de FI se hace soluble, aportando una mayor cantidad de sustrato fermentable al
colon y a su flora.

Por otro lado, se muestra también la evidencia de una elevacion del contenido de
AR durante los procesos de digestion y una modificacion estructural del almidon a nivel
gastrico. Esta informacién pudo ser corroborada por las técnicas de determinacion
resistente, calorimetria diferencial de barrido, difractometria de rayos X 'y
espectrofotometria de IR medio.

El aumento del contenido de AR durante el proceso de digestion, nos indica que las
enzimas involucradas en los procesos de digestion tienen el potencial de causar un
reacomodo estructural en la estructura del almidon que lo hace aumenta su resistencia al
ataque de enzimas. Podemos pensar que este reacomodo se verd reflejado el sustrato

disponible para la fermentacion a nivel colonico con los beneficios que esto conlleva.
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