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RESUMEN

La fruta de pan (Artocarpus Altilis), de importante valor energético y por su contenido en
almidon, podria ser incluida en productos con requerimientos funcionales en cuanto a la salud
gastrointestinal como: fibra dietética, proteina, almidones resistentes y B-glucanos. El
objetivo principal del estudio fue evaluar nutricional y funcionalmente el almidon de fruta de
pan (Artocarpus altilis) aislado de plantaciones de la provincia de El Oro. El estudio partié
por el aislamiento del almidén en la planta piloto de la Universidad Técnica de Machala,
mediante el procedimiento expuesto por (Bello—Pérez, A., 2000). Se trasladaron las muestras
a los laboratorios del departamento de Nutricion de la Universidad del Estado de Hidalgo en
Mexico. Los resultados indican que el rendimiento porcentual del almidén con relacion fruta
entera fue (42,8 — 44,2%), presentd 1,70% de cenizas, 10,53% de humedad, 17,21% en
proteina, 4,3% de grasa, 12,29% de fibra dietética, 38,41% en almidones totales; de los cuales
el 37,05% pertenece a los almidones resistentes y 1,36% a los almidones disponibles. Por
otra parte el contenido de B-glucanos fue (4,36%), valor por encima a la avena (4,2%) y otras
fuentes caracterizadas por contener estos componentes. Finalmente se podria sugerir que, el
almidon de la fruta de pan en la variedad (Artocarpus Altilis), podria ser incorporado en

alimentos que requieran caracteristicas funcionales en almidones resistentes -glucanos.

Palabras clave: Funcional, extraccion, fibra, gastrointestinal, nutrimental.
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SUMMARY

Breadfruit (breadfruit) in major energy value and its starch content could be included in
products with functional requirements regarding gastrointestinal health as dietary fiber,
protein, resistant starches and B-glucans. The main objective of the study was to assess
nutritional and functional starch breadfruit (breadfruit) isolated plantation in the province of
El Oro. The study began by isolating the starch in the pilot plant Technical University of
Machala, by the procedure set forth by (Bello-Pérez, A., 2000). The samples to the
laboratories of the Department of Nutrition at the University of the State of Hidalgo in
Mexico moved. The results indicated that the percent yield of the relative whole fruit starch
was (42.8 to 44.2%), filed 1.70% ash, 10.53% moisture, 17.21% protein, 4.3 % fat, dietary
fiber 12.29%, 38.41% in total starches; of which 37.05% belong to resistant starches and
starches 1.36% available. Moreover the content of -glucans was (4.36%), a value above oats
(4.2%) and other sources characterized by containing these components. Finally one could
suggest that starch breadfruit in variety (breadfruit), it could be incorporated into functional

foods that require features in resistant starches B-glucans.

Keywords: Functional, extraction, fiber, gastrointestinal, nutritional.
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INTRODUCCION

Una de las politicas nacionales enmarcadas en la constitucion del estado y dentro de las
estrategias del buen vivir, se encuentra el llamado “Cambio de la matriz productiva”, que
vislumbra el paso de una economia extractivista y exportadora de materias primas, al paso
de una economia autosustentable, basada en el valor agregado y el rechazo a la dependencia

en importaciones.

Durante el 2012, el Ecuador superd los 200 millones de ddlares en importacion de trigo
proveniente de Canada y Estados Unidos, esto represent6 un total de 570.000 toneladas de

este cereal, cuyo 70% fue utilizado para panaderia y reposteria.

Estudios oficiales del Gobierno Nacional estiman un ahorro de 15 millones de dolares por la
sustitucién de un 10% de harina de trigo por algin producto nacional, pero se necesita
investigar nuevas fuentes de materias primas, estudiar su composicién para que esta no

perjudique la calidad de los productos.

Una posible alternativa de industrializacion es la fruta de pan (Artocarpus Altilis), que crece
en la zona tropical, sus frutos son grandes y ovalados. Sus semillas (fase comestible) de
agradable sabor. Previos estudios han demostrado que poseen un elevado contenido en
proteinas, fibras y almidén. Estos ultimos son hidratos de carbono de notable valor
energético, el mas abundante en la naturaleza después de la celulosa. No obstante solo el 25%
de este fruto es aprovechado en la alimentacién humana, el resto se desperdicia por la baja
demanda y desconocimiento de sus propiedades.

Desde un punto de vista tecnolégico, los almidones se destacan por su funcionalidad como
agentes espesantes, estabilizantes y gelificantes; mejorando la textura, apariencia y
consistencia de los productos donde sean adicionados. Desde la perspectiva nutrimental el
almidon es una fuente de rapida absorcion en el organismo humano, sin embargo no todo
puede ser asimilado, existe una parte resistente a la digestién, denominados almidones
resistentes (AR) (langkide et al 2002). Varios autores sefialan el efecto positivo en la salud

humana la ingesta de almidones resistentes u analogos de fibra, relacionandolos con la



disminucion del colesterol, mejora de la digestion, reduccion de la taza de absorcion de
glucosa, entre otros (LECUONA VILLANUEVA, 2004).

Por todo lo anteriormente argumentado, es necesario consolidar este trabajo efectuando la
“Evaluacion nutricional y funcional de la Fruta de Pan” de acuerdo a los intereses nacionales,
como alternativa de industrializacién, componente potencial en alimentos y evaluar ciertas
propiedades nutracéuticas como son los almidones resistentes que provean beneficios

superiores a los que aportan algunos nutrientes tradicionales.



PROBLEMA

Segun datos revelados por el ministerio de Salud, el 72% de los ecuatorianos mayores de 19
afios sufren de sobre peso. Mas de 4.400 personas fallecen al afio a causa de la diabetes y
cancer de colon, uno de los principales factores predisponentes es la ingesta de dietas con
bajo contenido en fibra e incluso el exceso de arroz y pan en nuestras dietas estan

incrementando estas cifras.

Nuestro pais posee diversas fuentes botanicas ricas en fibra y almidén que pueden ser

incluidas en la alimentacion, lamentablemente la mayoria de estas no son aprovechadas.

En la actualidad se carece de estudios de caracterizacion cientifica de frutos y plantas que

logren encontrar compuestos funcionales que ayuden en el cuidado del organismo humano.



JUSTIFICACION

Desde hace un tiempo atras el Ecuador ha venido incentivando la produccion agricola, con
nuevas politicas relacionadas a una economia auto sustentable, pese aquello aun dependemos
de las importaciones. En los Gltimos afios varios analistas plantean soluciones como el
remplazo de productos extraeros con productos nacionales. Pues se necesita que se empiece

a sustituir por nuestros productos agricolas y si para evitar excesivas importaciones.

Uno de los inconvenientes en sustituir harina de trigo por cualquier otra fuente de hidrato de
carbono, es la pérdida de propiedades reoldgicas de las masas en general, este es uno de los
principales obstaculos que hace desistir al sector industrial, por tal razén como futuros
profesionales en alimentos intervenimos para buscar alternativas de industrializacion
totalmente rentables y que no solo mantengan las propiedades de las masas, sino que también

tenga un porte beneficioso en cuanto a la salud gastrointestinal.

En este caso como lo es la fruta de pan, que a pesar de que es una alternativa, encaminada a
contribuir con la alimentaciéon humana mas del 70% de este producto (a nivel nacional) se

pierde por baja demanda y escaso conocimiento de su valor nutricional.

Por todos lo anteriormente planteado, urge respaldar de la mejor manera con una
investigacion que permita evaluar las caracteristicas fisico—quimicas, nutricionales y
funcionales del almidon de la fruta de pan y poder determinar su comportamiento como

componente potencial en los alimentos.



OBJETIVOS

Objetivo General

— Evaluar nutricional y funcionalmente el almidén de fruta de pan (Artocarpus altilis)

como potencial componente en alimentos.

Objetivos Especificos

— Obtener almidon nativo a partir de la fruta de pan (Artocarpus altilis) de plantaciones
locales, El Oro - Ecuador.

— Evaluar caracteristicas nutricionales del almidon.

— Evaluar comportamientos funcionales.



HIPOTESIS
Hipotesis Alternativa
El almidon de la fruta de pan es un componente de alto valor funcional en alimentos.

Hipotesis Nula

El almidon de la fruta de pan no es un componente de alto valor funcional en alimentos.



1.  MARCO TEORICO
1.1. Origen y generalidades de fruta de pan (Artocarpus altilis).

El género Artocarpus comprende alrededor de 50 especies de arboles siempre verdes y
caducifolios pertenecientes a la familia de las Moraceas (PUA, y otros, 2008). Es una planta
majestuosa cuya altura esta entre los 9 y 21 m; sus hojas son de color verde oscuro brillante,
dispuestas de forma alternada, largas, de forma ovalada con pronunciadas incisiones, en
ramas adultas y jovenes, respectivamente. Es un arbol monoico, cuyas flores emergen de las
ramas mayores. Todas sus partes contienen abundante latex, blanco y pegajoso (CRANE &
BALERRDI, 2000).

Figura 1. Planta (A) y presencia de latex (B) de: Artocarpus altilis. (Fuente el autor).

Fuente: (Villasefior, 2015).

Artocarpus altilis sin. Artocarpus communis, A. incisa; Se estima su origen en la region laya
y que los polinesios lo llevaron consigo colonizando el pacifico, de frondoso follaje, cuyas
ramas ascendentes de hojas verdes con profundas incisiones alcanzando 75 cm de longitud
(BURNIE, y otros, 2006). Crece naturalmente en los bosques humedos tropicales y
subtropicales, por encima de los 1 300 m de altura (KHAM, 20004); aunque la calidad de los

frutos, especialmente maduros, es superior en elevaciones hasta los 200 m.s.n.m. (CRANE



& BARLERDI, 2000). Excelente ejemplo como alimento muy valorado en lagunas zonas del
mundo y desconocido en otras, arboles de resistente comportamiento, pero tan poco
conocimiento general sobre ellos (MORTON, 1987).

1.1.1. Generalidades del fruto

Los frutos son compuestos o agregados, de pequefios a muy grandes (1,4 a 6 kg) (MORTON,
1987; Jagadeesh, 2007; CRANE & BALERRDI, 2000) coinciden en que puede distinguirse
tres regiones primarias (Figura 2), las cuales son: el eje o centro del fruto, con numerosas
celulas laticiferas y no comestible; el perianto, que forma la mayor parte del fruto y a la vez
esta conformada por la region comestible fresca, una regién media fusionada (formando el
anillo del sincarpo) y la regién externa cérnea no comestible de color verde y amarillo al
madurar. La tercera region corresponde al fruto verdadero (semillas) que es desarrollado

desde el carpelo del ovario y esta rodeado por el perianto fresco (Ong, 2006).

Figura 2. Regiones de

| fruto: centro (a), pulpa o perianto (b) y semilla o fruto (c).

Fuente: (Villasefior, 2015).

En la etapa verde, el fruto es duro y el interior es blanco y algo fibroso. Cuando madura,

la fruta es algo suave, el interior se torna de color crema o amarillo pardo, también
dulcemente fragante. Las semillas son irregularmente ovaladas y redondeadas, llegan a

medir alrededor de (1 a 3 cm) de largo y poseen una cobertura muy delgada color marrén
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con rayas mas oscuras, que se oxida facilmente cuando es cortada (MORTON, 1987). El
centro del futo es de color blanco hueso (Figura 3), muy lizo y recae en la denominacién
“"Magnoliopsida” o dicotiledonea, donde almacena los nutrientes como parte de la planta

embrionaria dentro de la semilla (Pendergast, 2013).

Figura 3. Semillas de fruta de pan (Artocarpus altilis) (A) y estructura dicotiledonea (B).

Fuente: (Villasefior, 2015).

1.1.2. Composicion quimicay proximal.

Morton, J., (1987), la fruta de pan se da de forma permanente durante todo el afo, siendo los
meses de junio a septiembre donde los frutos obtienen su maximo rendimiento tanto en
tamafio como en semillas. Haciendo de este una alternativa econdémica y de gran valor
nutricional frente a cultivos convencionales; como por ejemplo el contenido de proteina
cruda es de (5.1 a 5.8%) superando los niveles de la harina de maiz y de yuca (Buitrago &
Gil, 2001). Y se acercan a los de la harina de raiz de boniato (Rostagno, 2005)



El contenido de fibra bruta se encuentra alrededor de (7,74 %), lignina y celulosa es superior
al del maiz, el sorgo, el trigo, la cebada y la harina de platano (Dale, 2006; Leyva, Ortiz,
Marti, & Valdivié, 2013) El contenido de extracto etéreo es extremadamente bajo (0,71 %),
por lo que este alimento en la practica no aporta &cidos grasos esenciales a los animales; sin

embargo, es una excelente fuente de almidon (56,43 %), sacarosa, glucosa y fructosa.

(Valdivié & Alvarez, 2003) Obtuvieron un 58 % de almidon en este alimento. El valor de los
carbohidratos reportan alrededor de 77,25 % MS, en correspondencia con lo indicado por
(Acero, 1995), quien plante6 que la concentracion de este nutriente es superior a la de la

papa, la yuca y el platano, y similar a la del maiz, el arroz y el trigo.

Cuadro 1. Composicién quimica y proximal de harina de Artocarpus altilis.
_________________________________________________________________________________________________________________|

Nutriente (%) Concentracion
Materia seca, (base seca). 88,79
Proteina bruta, (base seca). 5,80
Extracto etéreo, (base seca). 0,71
Fibra bruta, (base seca). 7,74
F. neutro detergente, (base seca). 27,82
F. acido detergente, (base seca). 17,7
Lignina, (base seca). 6,17
Celulosa, (base seca). 11,13
Carbohidratos totales, (MS). 77,25
Almidon, (MS). 56,43
Sacarosa, (MS). 13,66
Glucosa, (MS). 145
Fructuosa, (MS). 13,0

Fuente: (Leyva, Ortiz, Marti, & Valdivie, 2013).
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La harina del fruto del arbol del pan realiza un buen aporte de minerales (Cuadro 2), ya que
supera al maiz en cuanto a Fe, Cu 'y Zn, lo iguala en Mg y es ligeramente inferior en Ca, K'y
Mn (Dale, 2006).

Cuadro 2. Aporte de minerales en harina de Artocarpus Altilis.
______________________________________________________________________|

Nutriente Concentracion
Calcio, % 0,98
Fosforo total, % 0,14
Potasio, % 1,63
Magnesio, % 0,09
Azufre, % 0,07
Hierro, ppm 120,0
Zinc, ppm 6,0
Magnesio, ppm 0,44
Cobre, ppm 3,03
Vitamina A, Ul/mg 283,00
Tiamina, mg/100g 0,12
Riboflavina, mg/100g 0,30
Vitamina C, mg/100g 6,50

Fuente: (Leyva, Ortiz, Marti, & Valdivié, 2013).

Por su parte, Ragone (1997) determin0 el contenido de nutrientes del fruto del arbol del pan

en diferentes formas de elaboracion (crudo, asado, hervido, fermentado y en pasta),
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destinadas al consumo humano en la Polinesia, y sefialé que es rico en carbohidratos y

constituye una buena fuente de vitaminas y minerales.

(Leyva, Ortiz, Marti, & Valdivié, 2013) Muestran los resultados de su investigacion y sefialan
que el tamizaje fitoquimico realizado a la harina del fruto del arbol del pan no posee
triterpenos ni flavonoides, pero presenta taninos y saponinas, como lo plantea en el siguiente
(cuadro 3).

Cuadro 3. Tamizaje fitoquimico realizado a la harina de Artocarpus Altilis.

Factor Presencia/ Cuantificacion
antinutricional ausencia (/100 g de MS)
Taninos + 4,24
condensados

Saponinas + 0,33
Triterpenos - -
Flavoncides - -

Fuente: (Leyva, Ortiz, Marti, & Valdivié, 2013).
1.2. Generalidades del Almidén

Después de la celulosa, el almidon es el polisacarido de reserva mas abundante en la
naturaleza, formado por agregados semicristalinos insolubles en agua fria llamados granulos,
representando la principal fuente de energia para el hombre. Los granulos de almidon se
encuentran naturalmente organizados en particulas pequefias cuya morfologia, composicion
quimica, estructura sipermolecular (disposicion de las macromoléculas en el estado s6lido),
vulnerabilidad al ataque enzimatico y reaccion quimica, son caracteristicas especiales de cada
especie vegetal (Rivas Gonzales, 2012). El almiddn en estado nativo presenta diferencias en
la apariencia y microestructura de los granulos (French, 1984). El intervalo de tamafio de los
granulos almidon va de 0.5 a 100 um, se han encontrado reportes en los cuales el tamafio de
los granulos oscil6 entre 10.6 y 16.5 um (Hernandez-Medina, 2007). Estas caracteristicas
estan muy relacionadas con a las propiedades funcionales, se ha reportado que los granulos
de almidén con menor tamafio presentan una mayor solubilidad y una alta capacidad de

adsorcion de agua (Singhal, 1988). Los granulos de almidon pueden presentar diversas
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formas: elongadas, esféricas o aplanadas con un surco longitudinal (Donald, 2001; Smith,
2001); se han encontrado granulos helicoidales con un hilio excéntrico; mientras que en
cereales son poliédricos o polimorficos; otra forma que pueden presentar es esférica truncada
y poligonal, entre otras (Hernandez-Medina, 2007). EI almiddn consiste principalmente de
dos homopolimeros de a-glucosa estructuralmente diferentes: la amilosa y la amilopectina
(Buleon, 1998; Vermeylen, 2005).

1.2.1. Amilosa

(Rosales, 2012) La amilosa es un polimero lineal, producto de la condensacion de D-
glucopiranosas unidas por enlaces a (1-4), los cuales constituyen un 99% de la molécula,
mientras que los enlaces a (1-6) se encuentran en 1 % (Figura 1a). La estructura de la amilosa
ha sido muy estudiada, en la cual se ha encontrado que presenta algunas ramificaciones; el
numero de las ramificaciones de las moléculas de amilosa depende del tamafio molecular y
la fuente botanica de la que se obtenga (Jane J., 2006). Es soluble en agua a temperatura de
70 a 80 °C. También se han encontrado reportes en donde la amilosa presenta un grado de
polimerizacion (GP) que va de 324 a 4920, con puntos de ramificacién que van desde 9 a 20
unidades de glucosa; y con un peso molecular que va desde 1x105 a 1x106 g/mol (Buleon,
1998; Tester, 2004). Se ha reportado que la amilosa se encuentra interdispersa en las
moléculas de amilopectina. El orden de la estructura molecular, es debido al arreglo de las
dobles hélices localizadas en la regidn cristalina, pero no participan en la formacion de los

cristales de almidén.

La configuracion de la amilosa en solucion ha estado en controversia por lo que se han
propuesto tres modelos a) helicoidal, b) hélice interrumpida, c) espiral al azar (Figura 4b).
En funcidn a esas caracteristicas se ha concluido que en solucidn a temperatura ambiente, la
rotacion de los enlaces D-glucosidicos presentan impedimento estérico y la estructura que se
puede encontrar es en forma helicoidal ¢ hélice interrumpida. Se considera que las regiones
helicoidales son rigidas y presentan de 10 a 15 giros por region (Whistler R. L., 1984). La
amilosa tiende a asociarse con iodo dando lugar a la formacién del complejo amilosa-iodo
(Figura 1c), dando como resultado una coloracién azul de la dispersion obtenida, la hélice de
la amilosa consiste de seis unidades de anhidroglucosa por vuelta con una inclinacién de 0.8
nm y una cavidad helicoidal de 0.5 nm de diametro (Hoover, 2001).
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Figura 4. a) Estructura quimica de la amilosa b) conformacion helicoidal de la amilosa c)
complejo amilos-iodo.

a) bl

= {&)
o 1 complejo amilosa-iodo

(=) Estructura del complejo amilosa-iodo

Fuente: (Villasefior, 2015).
1.2.2. Amilopectina

La amilopectina es el mayor componente en los almidones, que ademas de enlaces o (1-4)
los cuales representan un 92-96 %, presenta enlaces o (1-6) en sus puntos de ramificacion (4-
5 %), dichos enlaces se dan forma a lo que se conoce como la estructura de los racimos.
(Figura 5a) (Hizukuri, 1986; Jane J. a., 1993).

Dentro de la literatura se ha constatado que el peso molecular de la amilopectina fluctta en
un intervalo de 7.0 x 107 a 5.7 x 109 g/mol (Hizukuri, 1986) y las ramificaciones se localizan
aproximadamente cada 15-25 unidades de glucosa. Por otro lado también se ha reportado que
las cadenas que conforman la amilopectina son de tres tipos y pueden ser distinguidas por su
tamano: a) cadenas cortas A con grado de polimerizacion (GP) de 14-18 unidades de glucosa,
b) cadenas interiores largas B (GP = 45-55), y c¢) cadena con un GP mayor de 60, que posee

el extremo reductor (Figura 5b) (Manners, 1989).
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En diversos estudios realizados ha sido posible identificar lamelas amorfas y cristalinas en la
amilopectina, en donde los racimos conformados por las dobles hélices de las cadenas se
encuentran empaguetadas y el espacio entre ellas es de 9-10 um; por otro lado; se ha
encontrado que la longitud de las cadenas varia segun la fuente botanica de la que se obtenga
el almidon (Figura 5c¢) (French, 1984; Yamaguchi, 1979; Srichuwong, 2007). A nivel
molecular la lamela cristalina es atribuida al empaquetamiento de las dobles hélices de las

cadenas arregladas en pequefios cristales (Thys, 2008).

El fraccionamiento del almiddn en sus dos componentes, la amilosa y la amilopectina, puede
llevarse a cabo por diferentes métodos, porque presentan caracteristicas estructurales
diferentes, asi como también; el grado de ramificacion, peso molecular y distribucion de la

amilosa y la amilopectina.

Todo esto provoca diferencias en el comportamiento de difusion y solubilidad, propiedades
hidrodindmicas y reacciones. El almidon nativo posee propiedades fisicoquimicas y

funcionales que son necesarias para determinada aplicacion.
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Figura 5. a) Estructura quimica de la amilopectina; b) Cadenas A, B y C de la amilopectina,
bl) longitud de las cadenas A, B, Bl y c) arreglo estructural de las regiones amorfas y

cristalinas; direccion de los racimos de las cadenas de amilopectina en el granulo.
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Fuente: (Bertof 2000; Srichuwong y Jane, 2007 y Alvani et al., 2011)
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1.3. Caracteristicas nutricionales del almidén

El almiddn es uno de los principales carbohidratos en la dieta (Ao, y col., 2007), y contribuye

con el 60 — 70 % de los carbohidratos disponibles o glucémicos.

La funcion del almidon en la nutricion humana es la de combustible celular, para que el
almidon pueda aportar su riqueza nutritiva al organismo, necesita su correcto desdoblamiento
en azucares simples (glucosa) que pueden utilizar las células. Cuando el organismo advierte
exceso de glucosa disponible, el higado y los musculos almacenan los excedentes,
recombinando dichos azlcares simples en forma de glucégeno (estructura polisacarida de
reserva) o como grasa (tejido adiposo). Cuando hay carencia de azUcares, el organismo se ve
obligado a recurrir al glucdgeno o a los tejidos (proteinas) para producir energia. Es decir, la
adecuada presencia de azucares permite reservar proteinas para construir estructuras. Vale
agregar que ademas de nutrir las células de todo el organismo, los azUcares también sirven
para regular el metabolismo de las grasas (oxidacion) o para completar procesos de
desintoxicacion hepatica.

Antiguamente los cereales se comian sin moler. Algunos granos se recolectaban antes de su
completa madurez, cuando todavia no todos los azlcares se habian convertido en almidén.
Hoy en dia hacemos eso s6lo con algunas legumbres frescas (arvejas, habas). Una vez que el
grano ha madurado, si bien es practico su almacenaje, para utilizarlo se hace necesario
provocar el proceso de inversion del almidon en azlcares simples y asimilables. El proceso
mas natural es la germinacion de las semillas. Con humedad, temperatura y ausencia de luz
solar, el germen despierta, poniendo en marcha la natural cascada enzimatica que la

naturaleza previo para transformar el almidén en azlcares simples.

El germinado era un sistema muy usado en la antigiiedad. Por ejemplo, los soldados romanos
solian llevar en la cintura una reserva de semillas, que por accion de la humedad y el calor
corporal, germinaban y suministraban una excelente reserva nutritiva en medio de las largas
travesias. Otro ejemplo era el pan de las comunidades esenias, descrito en los evangelios y

apenas comentado.
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El desarrollo de la agricultura y la capacidad de almacenar reservas en forma de granos, fue
cambiando los habitos humanos de consumo. En primer lugar comenz6 a modificarse la
genética de los granos mas populares: de la primitiva seleccion manual, se paso luego a la
domesticacion de especies no originales (exportacion de cultivos a nuevos ambientes), a las
hibridaciones agricolas (cruce entre variedades), hasta llegar a la manipulacion genética
(transgénicos obtenidos por biotecnologia). Hoy se desarrollan determinadas variedades de
trigo para que alcancen elevadas concentraciones de gluten, proteina responsable de su
respuesta esponjosa y liviana en la panificacion. Estas alteraciones han crecido
exponencialmente en las ultimas décadas, a partir de la “revolucion verde”, y los cereales
mas populares han cambiado sustancialmente muchas estructuras (sobre todo a nivel

proteico) con respecto a las variedades originales, con las cuales evoluciond el ser humano.

1.3.1. La via metabolica del almiddn.

Empieza con a las enzimas orgénicas que intervienen en el desdoblamiento del almidon, las
primeras y mas importantes estdn en la saliva, cuya accidon convierte las estructuras
polisacaridas (almiddn) en disacaridas (maltosa). La amilasa salival (conocida antiguamente
como ptialina) tiene un pH neutro (7) que es Gptimo para este proceso. Su accion se ve
interrumpida cuando el bolo alimenticio llega al estémago y se encuentra con el pH &cido de
los jugos gastricos. De alli que algunos sugieren no mezclar almidones y elementos acidos
en la misma comida. En cualquier caso, es obvio que la lenta y cuidada masticacion resulta
elemental para el buen desdoblamiento de los almidones, sobre todo en presencia de la
habitual permeabilidad intestinal que veremos a continuacién. Comprobar los efectos de una
buena masticacion es muy sencillo de experimentar: basta tomar un bocado de cereal cocido
neutro, es decir sin aporte de sal o aztcar que puedan modificar su sabor. A medida que pasen
las masticaciones y la saliva vaya actuando sobre el almidén, podremos ir notando como
aparece gradualmente un delicado sabor dulzén que se va intensificando: es la conversion

del insipido almiddn en azlcares mas sencillos (maltosa).

Luego de pasar por el estbmago, los almidones del bolo alimenticio reciben en el intestino la
benéfica influencia de nuevas enzimas secretadas por el pancreas: la amilasa pancreatica.

Bajo la presencia de las amilasas, los almidones se convierten en dextrina y
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maltosa (disacarido). Finalmente, por accion de la maltasa (enzima sintetizada en la
vellosidad intestinal), la maltosa se convierte en un carbohidrato simple:
la glucosa (monosacarido). Aun asi, se estima que un 20% de los almidones de las legumbres
no puede ser digerido en el intestino delgado y debe ser procesado por la flora del colon.
Cuando la flora coldnica estd desequilibrada, cosa que ocurre habitualmente, se advierte la
clasica flatulencia, que injustamente se adjudica a las legumbres.

Tharanathan y Mahadevamma, 2003; refieren algunos factores que determinan la
asimilacion de estos carbohidratos en la dieta habitual y que interfieren en la digestion

y/o absorcion del almidon en los alimentos. Estos factores son divididos en 2 tipos:
1.3.1.1. Intrinsecos o propiedades del alimento.

Son aquellos que propician que el almidon tenga una digestion lenta dentro del intestino
delgado, por las caracteristicas fisicas del propio alimento, que dificulta el acceso de
la amilasa pancredtica para su hidrdlisis (contenido de amilosa, amilopectina, lipidos,
proteinas). Esto tiene como consecuencia que su absorcion como producto de la digestion
sea reducida y la respuesta de glucosa postprandial e insulina sean modificados Yy
sus efectos retardados. Cuando la hidrolisis es fuertemente inhibida, el almidon
fisicamente inaccesible pasa al colon para ser fermentado y/o en algunos casos puede ser

eliminado en las heces sin ser asimilado en su totalidad.
1.3.1.2. Extrinsecos 0 masticacion y transito a través del intestino delgado.

Los factores extrinsecos, determina la accesibilidad fisica de las enzimas hacia el almidon
contenido dentro de las estructuras rigidas del propio alimento en el intestino delgado. Esto
es debido a que la disponibilidad esta influenciada por variables externas que modifican
la susceptibilidad del almidén a la hidrélisis por la amilasa pancreatica. Otro aspecto
a considerar es la concentracion de amilasa en el intestino, la cantidad de almidon
y la presencia de otros componentes de los alimentos que puedan retardar la hidrdlisis

enzimatica y su grado de digestibilidad.
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1.3.2. El almidén como componente funcional para la nutricion humana.

Son aquellos que proveen un beneficio a la salud superior al que aportan los nutrientes
tradicionales que contenga, ademéas mejoran la salud intestinal mediante la interaccion y
modificacion de la microbiota en el intestino. Se caracterizan por un alto contenido de fibra
que no tienen un componente estrictamente nutricional ni calorico y también promueven
efectos fisioldgicos benéficos sobre el tracto gastrointestinal y ayudan a regular los niveles

de glucosa y colesterol en sangre.

El déficit de fibra conlleva a la aparicion de enfermedades cronicas funcionales como
estreflimiento, diverticulitis, apendicitis, sindrome de colon irritable y cancer de colon. Desde
un enfoque nutrimental, la susceptibilidad a la digestion humana es el proceso en el que se
basa tres claras categorias en la clasificacion de los almidones: a) almidones de digestion
rapida o digestible y b) almidones indigestibles o almidones resistentes (Englyst y col.,
1992).

1.3.2.1. Almidon digestible (AD)

La digestion del almidon inicia a través de la amilasa salival (pH éptimo de accion es 6,9),
secretada por las glandulas parotidas y submandibulares (Slaughter y col., 2001). Esta enzima
hidroliza el almidén en disacaridos y oligosacaridos. La amilasa salival al Ilegar al estomago,
es inactivada por las condiciones acidas que éste presenta. Al pasar el almidon y sus
productos de hidrolisis al intestino delgado, se inicia la actividad de la amilasa pancreéatica

(sintetizada en el pancreas), para luego desembocar en el duodeno (Heller, 1998).

En el duodeno, continua la hidrolisis de los enlaces a-(1- 4) del almidén y sus productos, por
la presencia de la alfa — amilasa pancreéatica (Heller, 1998). Los residuos de esta hidrolisis
para amilosa son: glucosa, maltosa y maltotriosa, mientras que para amilopectina: glucosa,
maltriosa y alfa — dextrinas segun Eliasson, 1996; yTester y col., 2004. Los productos de la
accion de la amilasa salival y amilasas pancreaticas se difunden del lumen hacia el borde de
cepillo del intestino delgado, actuando sobre ellos las enzimas di y oligosacéaridos, los

complejos de sacarasa — isomaltasa y las glucoamilasas. Como resultado de la hidrolisis, se
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obtiene glucosa, la cual es absorbida y transportada al torrente sanguineo via vena hacia el
higado (Bjorck, 1. 1996).

En investigaciones recientes sobre el almidon digestible (Vargas y col., 2006), refieren la
importancia de tomar en cuenta la cantidad de almidén digestible presente en leguminosas y
muséaceas que mas convenga, de esta manera se cubre requerimientos nutricionales y

caloricos en la dieta de la poblacion.

1.3.2.2. Almidon resistente (AR)

Faisant y col. 1995 y Lehman y col., 2002, realizaron trabajos con la resistencia del almidon
de banano a la hidrdlisis enzimatica en individuos sanos. De ahi descubrieron que un 84 %
del almiddn ingerido alcanzaba el ilium terminal, demostrando ser resistente a la hidrdlisis
por las amilasas. Luego, reportaron que un 17 % de almidon se puede escapar por las heces

fecales (Pacheco y col., 1998).

De la hidrolisis enzimatica de la digestion escapa el almiddn resistente, pudiendo encontrar
tanto en los alimentos crudos como también procesados de cereales, leguminosas y
musaceas. El almidon resistente (AR) recientemente se le puede decir que es como la suma
del almidon y productos de degradaciéon del almidon que no se absorben en el intestino
delgado, es decir, el AR es la porcion de almiddn de un 15 por ciento que no es facilmente

digerida y por lo tanto supera el intestino delgado (Eerlingen. y Col. 1995).

Las investigaciones realizadas sobre el AR en seres vivos mostraron que hay AR que se
depositan en el intestino grueso y resisten la digestion en el estdmago Y el intestino delgado,
actuando como un sustrato para la fermentacion microbiana. Los productos finales de este
proceso son los acidos grasos de cadena corta (AGCC), hidrégeno, dioxido de carbono y el
metano. El almiddn resistente AR fue conceptualizado por EURESTA definiéndolo como
la cantidad total de almidén y de sus productos de degradacion resistentes a la
digestion en el intestino delgado de individuos sanos (Escarpa y Gonzélez,1997 y Osorio,
2003). Investigaciones recientes (Jenkis, y col., 1998; Tharanathan y Mahadevamma,
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2003; Nugent, 2005; vy Sajilata, 2006), reportan que el AR produce efectos positivos
sobre la salud del individuo. Entre los que se han reportado:

— Efecto hipoglucémicos.

— Mejora el perfil lipidico en la sangre

— Aumenta la saciedad y reduce el aporte de energia
— Incrementa la absorcion de micro nutrimentos

— Reduce la incidencia de cancer de colon

— Interacciones sinérgicas con otros componentes

— Mejora la digestion

Es de gran importancia asimismo, conocer el hecho de que el AR ha demostrado que tiene
funciones prebidticas (promocion y proteccién de probidticos) contribuyendo a la regulacion
de la flora intestinal. Como regla general, los almidones que contienen méas amilasa producen
mas AR después de la retrogradacion, que los que tienen méas contenido de amilopectina. Es
decir, los almidones ricos en amilasa son generalmente mas resistentes a la digestion y
también mas susceptibles a la retrogradacion. Estas funciones presentadas por el AR
muestran una similitud con las de la fibra dietética, por lo que le confieren, como un

componente mé&s dentro de la familia fibra dietética.
1.3.3. B-glucanos

Son polisacaridos de mondémeros D-glucosa ligados con enlaces glucosidicos. Los beta-
glucanos son un grupo muy diverso de moléculas que pueden variar en relacién a su masa
molecular, solubilidad, viscosidad, y configuracion tridimensional. Normalmente, se
presentan como celulosa en las plantas, el salvado de los granos de cereales, la pared
celular de lalevadura del panadero, algunos hongos, setas y bacterias. Algunas formas de
beta-glucanos son utiles en la nutricibn humana como agentes de textura y como suplementos

de fibra soluble.
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Figura 6. Estructura de B-glucanos
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Fuente: (Carbajal, 2009).

1.3.3.1. Beneficios para la salud
— Reduce los niveles de colesterol total y LDL-col ¢ previene la EC.
— Reduce la tasa de absorcion de glucosa y regula la glucemia y la insulinemia
postprandial.
— Regula la presion arterial.
— Regula el apetito y ayuda a controlar el peso corporal.

— Mejora la salud gastrointestinal (efecto prebi6tico).

Figura 7. Estudio sobre la reduccién del nivel de colesterol en voluntarios.
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Fuente: (Groot, Luyken, & Pikaar, 1963).
1.3.3.2.Parametros reoldgicos

Efectivamente la viscosidad, claridad de los geles, solubilidad, capacidad de retencién de
agua e hinchamiento, son algunas de las propiedades importantes para aplicabilidad en la

industria de los alimentos.

Cuando este polimero se somete a tratamientos hidrotérmicos, sufre cambios fisicoquimicos
y estructurales, que provocan cambios en la organizacién de las moléculas de amilosa y la
amilopectina: Debido a que son calentados a temperaturas cercanas a la gelatinizacion, en la
cual los enlaces de puente de hidrogeno que hay entre la region cristalina de los granulos son
destruidos, posteriormente se lleva a cabo la introduccion de agua e hidratacion de los
segmentos de las moléculas de amilopectina, esto es el resultado del hinchamiento y
solubilidad de sus componentes (Whistler & BeMiller, 1997).

La desorganizacion estructural de los almidones se explica mediante los estudios de

gelatinizacion y retrogradacion.

1.3.4. Gelatinizacion
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La gelatinizacién es el resultado de la modificacion del arreglo estructural de sus
componentes, que ocurre cuando los granulos de almidon en solucion acuosa son sometidos
a calentamiento lo que provoca el hinchamiento hasta su limite maximo (30-50 % almidon
en base seca), este proceso puede ser reversible a temperaturas cercanas a la temperatura de
gelatinizacion, por otro lado, el colapso de la estructura cristalina es un proceso irreversible
(French, 1984; Lai, 1991).

Otros cambios irreversibles que ocurren durante la gelatinizacion son la pérdida de
birrefringencia y la solubilizacion de amilosa (Figura 7), este comportamiento puede
representarse en una curva de viscosidad, la cual puede ser obtenida por un analizador rapido
de viscosidad (ARV), donde se muestran los parametros como el pico de viscosidad maxima
y el tiempo en que se obtiene, asi como, la temperatura de formacién de pasta o de gel
(viscosidad final) antes del rompimiento y la lixiviacion de la amilosa (Atwell, 1988;
Mitchell, 1997).
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Figura 8. Curva tipica de analizador rapido de viscosidad del almidon nativo y

Viscosidad (RYU)

representacion de la formacion de un gel de almidon.
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Fuente: Mitchell et al., 1997; Srichuwongry Wang, 2007

Por otro lado se conoce que el hinchamiento de los granulos es una caracteristica propia de
la amilopectina, mientras que la amilosa restringe dicho comportamiento dando como
resultado picos de viscosidad de pasta bajos analizados en ARV.

(Tako, 2009) Sugieren que durante la gelatinizacion y la retrogradacién de los almidones de
papa y arroz se lleva a cabo la asociacion de los O6 de la amilosa y el OH2 de las cadenas
cortas de la amilopectina (cadenas A y B1) por medio de puentes de hidrogeno, las cuales no

estan involucradas en la asociacién intramolecular.
1.3.5. Retrogradacion

La retrogradacion se lleva a cabo por la insolubilizacion y la precipitacion espontanea de las

moléculas de amilosa, debido a que sus cadenas lineales se orientan paralelamente entre si
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por puentes de hidrogeno a través de sus grupos hidroxilos; esto puede llevarse a cabo por
diversos factores que van a depender de la concentracion y temperatura del sistema.

La retrogradacion se manifiesta por la formacion de precipitados o geles que afectan la
textura, aceptabilidad y digestibilidad de los alimentos que contienen almidon. A pesar de
que la amilosa y la amilopectina estan sujetas a la retrogradacion, al parecer la amilopectina
es la molécula que més influye en los cambios que se suscitan en los alimentos que contienen
almidon cuando se almacenan (Biliaderis, 1994) Numerosos estudios muestran que la
estructura de la amilopectina afecta las propiedades de retrogradacion de las pastas o geles

del almidon waxy (Chung, 2008).

Por otro lado, también se ha encontrado que el contenido de cadenas tipo A, explica que la
presencia de estas provocan una retrogradacion mas lenta que las cadenas tipo B. (Jane J. C.,
1999; Shi, 1992) reportaron que las cadenas largas con grado de polimerizacion (GP)> 50
aceleran la retrogradacion mientras que las cadenas cortas (GP 6- 9) retardan dicho

fenémeno.

El fendmeno de retrogradacion es un proceso complejo que depende de diversos factores
como: el pH, la presencia de solutos como lipidos, sales, azlcares, tipo y concentracion del

almidon, regimenes de cocimiento y enfriamiento.
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Figura 9. a) Asociacion de los OH de las cadenas de amilosa y la amilopectina durante la
gelatinizacion del almiddn de papa y arroz; b) asociacion entre las cadenas de amilosa y las

cadenas cortas de la amilopectina durante la retrogradacion del almidon de papa y arroz.

a)

b)

Fuente: Tako et al., 2009

Cuando la suspension de almidon se gelatiniza y se enfria, se produce la retrogradacion,
implicando cambios en la estructura cristalina y por consiguiente en sus propiedades
mecénicas. En un estudio de calorimetria diferencial de barrido realizado por (Paredes-
Lopez, 1994) en almidon de amaranto, encontraron una menor tendencia a la retrogradacion
después de almacenarlo durante siete dias; sin embargo, los valores entalpicos aumentaron,

hasta alcanzar valores mas altos que los de maiz ceroso y normal.

En todos los casos, los graficos mostraron endotermas méas amplias las cuales iniciaron a

temperaturas menores a la de gelatinizacion, debido a la posible formacion de cristales
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pequefios imperfectos. También encontraron que la amilopectina del almidén de amaranto
presentd una baja tendencia a la retrogradacion después de haber sido almacenada durante
21 dias. EI almidén es ampliamente utilizado en la industria de los alimentos, asi como
también en la industria no alimentaria, con la finalidad de obtener productos de calidad, sin
afectar las caracteristicas originales del producto, las fuentes principalmente utilizadas para
la extraccion de este polisacarido son las que se conocen como fuentes convencionales que a

continuacion se describen.
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2. METODOLOGIA
2.1. LOCALIZACION DE LA INVESTIGACION.

La presente investigacion se realizé en la Unidad de Quimica de la Universidad Auténoma

del Estado de Hidalgo, la cual se encuentra localizada en México.

2.2. TIPO DE INVESTIGACION

2.2.1. Investigacion Descriptiva

En el presente trabajo investigativo se cuantifico la cantidad de almidon que contiene la fruta
de pan (Artocarpus Altilis.), ademas de su composicién fisico-quimica y nutricional

mediante una serie de analisis cuantitativos y cualitativos del laboratorio.

2.3. DISENO EXPERIMENTAL

2.3.1. Poblacién, Muestra y Seleccién de la Muestra

Todo proceso analitico, depende de una 6ptima toma de muestras la cual es fundamental para
los resultados. En esta fase se pueden realizar errores que invaliden parcial o totalmente
dicho proceso. La toma de muestra de la fruta de pan (Artocarpus Altilis.) se debe tener una
correcta seleccion, evitar la recoleccién de fruta en mal estado para evitar una serie de

interferencias que se pueden dar al trascurso del proceso a la cuantificacién de almidon.
2.3.2. Toma de Muestra

Las muestras fueron tomadas de los cultivos del canton pasaje, los frutos inmaduros fueron
seleccionados de forma totalmente aleatoria de diferentes arboles se obtuvo de la fruta de pan

(Artocarpus Altilis).

Luego fueron llevadas a Planta Piloto de Alimentos de la Unidad Académica de Ciencias
Quimicas y de la Salud de la Universidad Técnica de Machala , se pesaron lotes entre 100 -
150 kg de fruta y se separd la cascara, se cortaron rodajas de 1 cm, después el fruto se colocd

dentro de un contenedor con &cido citrico al 0,3%.
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2.4. DESARROLLO EXPRIMENTAL

2.4.1. Aislamiento del almidon

El almidon se obtuvo de la fruta de pan Artocarpus Altilis, se determind el contenido de
azucares reductores (método Felhing) dando valores no detectables, confirmando que el
mayor porcentaje de la fraccion de carbohidratos lo constituye el almidon. ElI método de
obtencion de almidon utilizado fue el propuesto por Bello — Pérez (2004) con algunas
modificaciones para implementacion a escala de planta piloto. Se pesaron lotes entre 100 y
150 kg de fruta y se separd la cascara, se cortaron rodajas de 1 cm, después el fruto se colocd
dentro de un contenedor con 4cido citrico al 0,3%. Se realizé una molienda en himedo, con
recambio de agua, se utilizé una licuadora semi-industrial marca Hobart con capacidad para
20 Its de 110 voltios, a velocidad méxima por dos minutos, posteriormente el fruto molido se
cribd sucesivamente en mallas de 20, 40, 100 y 200 U.S. En cada malla el residuo se lavd
hasta que el liquido de salida no tuviera residuo aparente de almidon. La suspension obtenida
se separ0 por precipitacion del almiddn, luego de decantado, se le realizé un secado por
medio de una estufa de marca MEMMERT (rango de temperatura de 30 °C a 200 °C; a 110
voltios) atemperatura de entre 48 y 50 ° C, por 48 horas, para evitar posibles gelatinizaciones,
luego se almacené en fundas herméticas a temperatura menores a 25 °C, hasta su posterior

anélisis.
2.4.2. Forma Microscopica del granulo de almidon

Se utilizdé un microscopio electronico de barrido de alto vacid, marca JEOL modelo SSM
6300 con alcance de 300,000 magnificaciones, spot 5.20 10 -2 a 10 -5 amp., resolucion de
30 Kv, equipo con un detector de energia dispersiva de rayos (x) (EDS) marca NORAN
(perteneciente a la Unidad de Quimica de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo —
México). Las muestras de almidon de fruta de pan (Artocarpus altilis) fueron depositadas
sobre una cinta adhesiva de grafito que posteriormente fueron recubiertas con una capa

delgada de oro (0.5 mm) para mejorar la conductividad y obtener mejor resolucion.
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Figura 10. Microscopia electrénica de barrido. Universidad Auténoma del Estado de
Hidalgo-México. Almidon de la fruta de pan. A) 500x aprox.; B) 2000 aprox.; C) 5500
aprox.
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Fuente: (Villasefior, 2015).
2.4.3. Caracterizacion Fisico-quimica y nutricional

Se trabajo en los laboratorios del departamento de Nutricion de la Universidad del Estado de
Hidalgo — México. Se determind de acuerdo a los métodos oficiales descritos por la AOAC

(1997) comprendiendo los siguientes analisis:
2.4.3.1. Humedad (Método 925.09).
Se calcul6 mediante la pérdida de peso después de secar la muestra a 105 °C por 4 horas.

Formula:

PP
% Humedad = % x 100

Donde:

P4= Peso de la placa mas muestra.

P;= Peso de la placa mas muestra seca
m= Peso de la muestra.

¥ ¥ ¥
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2.4.3.2. Cenizas (Método 923.03).
Se calculé como el peso permanente después de calcinar la muestra en la mufla a 550 °C.

; Py — Po) 85
% Cenizas = T x 100 Xm

Donde:
P4+= Peso del crisol mas las cenizas

Y

¥

Po= Peso del crisol

Y

P= Peso inicial de la porcion de muestra

H= Humedad de la muestra (%)

Y

2.4.3.3. Proteinas (Método 954.01).

Se determino con el sistema Kijeltec (Tecator), calculando el contenido de proteina como

nitrogeno x 6.25.
2.4.3.4. Grasa cruda (Método 920.39).
Se cuantificé mediante el sistema Soxtec después de una hora de extraccion con hexano.

2.4.4. Contenido de Fibra dietética
2.4.4.1.Método Enziméatico-gravimétrico.

Previamente desgrasadas las muestras, se gelatiniza con a - amilasa térmicamente estable y
luego digerida enzimaticamente con proteasa y amiloglucosidasa para remover la proteina y
el almidon. La fibra dietética soluble es precipitada por la adicion de etanol, el residuo total
se filtra, se lava, se seca y se pesa. En el residuo en duplicado se determina proteina, y en el
otro cenizas (Official Methods of Analysis., 1990).

2.4.4.2. Determinacion
1. Pesar en duplicado alrededor de 1 g de muestra en un vaso de precipitados de 400
mL. El peso de las muestras no debe diferir en mas de 20 mg. Registrar m en el
cuaderno foliado del Laboratorio de Aditivos y Contaminantes.

2. Agregar 50 mL de tampdn fosfato pH 6,0 a cada vaso.
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10.
11.

12.
13.

14.

15.

Controlar el pH y ajustar a pH 6 + 0,2 si fuese necesario.

Adicionar 0,1 mL de la solucién de a amilasa. Cubrir el matraz con papel aluminio,
colocarlo en un bafio de agua y hervir durante 15 minutos. Agitar a intervalos de 5
minutos. El contenido debe llegar a 95 - 100 °C. 7.3.5. Enfriar la solucion a
temperatura ambiente.

Ajustar pH a 7,5 0,2 con aproximadamente 10 mL NaOH 0,275 N.

Adicionar 5 mg de proteasa. Cubrir el matraz con papel aluminio e incubar 30 minutos
a 60 °C con agitacion continua.

Enfriar y afiadir 10 mL de HCI 0,325 N. 7.3.9. Medir el pH y agregar gotas de acido
si fuese necesario. El pH final debe ser 4,0 - 4,6.

Afadir 0,3 mL amiloglucosidasa, cubrir con papel aluminio e incubar 30 minutos a
60 °C con agitacion continua.

Adicionar 280 mL de etanol al 95 % precalentado a 60 °C.

Dejar precipitar a temperatura ambiente por 60 minutos.

Pesar el crisol que contiene celite, humedecerlo y redistribuir el celite en el crisol
usando etanol al 78 % vy aplicar succion.

Mantener la succion y transferir cuantitativamente el precipitado al crisol.

Lavar el residuo sucesivamente con tres porciones de 20 mL de etanol al 78 %, dos
porciones de 10 mL de etanol al 95 % y dos porciones de 10 mL de acetona. Se puede
formar goma con algunas muestras, atrapando el liquido. Si asi fuera, rompa la
pelicula de la superficie con espéatula para mejorar el filtrado. EI tiempo de filtracion
y lavado variara de 0,1 a 6 horas, con un promedio de 1 1/2 hora por muestra. Se
pueden evitar tiempos largos de filtracion, mediante una succion intermitente y
cuidadosa.

Secar el crisol que contiene el residuo durante la noche en estufa de vacio a 70 °C o
en estufa de aire a 105 °C.

Enfriar en desecador y pesar . Restar el peso del crisol y del celite para determinar el
peso del residuo. Registrar m1 en el cuaderno foliado del Laboratorio de Aditivos y
Contaminantes. Analizar proteinas usando N x 6,25 como factor de conversion en el
residuo de una de las muestras de los duplicados. Registrar P en el cuaderno foliado
del Laboratorio de Aditivos y Contaminantes.
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16. Calcinar el residuo de la segunda muestra del duplicado durante 5 horas a 525 °C.
17. Enfriar en desecador y pesar.
18. Restar el peso del crisol y del celite para determinar cenizas. Registrar C en el
cuaderno foliado del Laboratorio de Aditivos y Contaminantes.
19. Efectuar la determinacion del blanco en duplicado y en las mismas condiciones
descritas en el procedimiento para el analisis de muestras.
2.4.4.3. Célculos

2.4.4.4. Determinacion del blanco

B = blanco, mg = masa del residuo - PB - CB

Donde:
- Masa del residuo = promedio de masa del residuo (mg) para la determinacion
blanco.
- PB y CB = masa (mg) de proteina y cenizas, respectivamente en los residuos de
los blancos.

2.4.5. Calculo de fibra dietética total
% FDT =[ (masa del residuo - P - C - B)/ masa de la muestra) ] x 100
Donde: - m = masa de la muestra = promedio de la masa de 2 muestras (mg).

- m1 = masa del residuo = promedio de las masas de las muestras determinadas en

duplicado (mg).

- P y C = masa (mg) de proteina y cenizas, respectivamente en los residuos de las

muestras.

- B = blanco, indicado.
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2.5. CARACTERIZACION FUNCIONAL

2.5.1. Contenido de B-glucano (Método Enzimatico-Espectro metrico).

Fundamento: (1-3)(1-6)-p-D-glucano, (1-3)(1-4)-B-D-glucano y (1-3)-B-D-glucanosson
disolucion / hidratado en hidroxido de potasio N2 con agitacion y la solucion es
posteriormente ajustada a pH 4.0-4.5 con buffer.7 de acetato de sodio de 1,2 M la mezcla es
incubada con mezcla de enzimas GlucazymeTM (B-glucanasas, B-glucosidasa y chitinase)
de 16 h a 40 ° C. Después de dilucion y centrifugacion, se extrae una alicuota para

determinacion de la glucosa con el reactivo de GOPOD (© Megazyme , 2013).

2.5.1.1. Kit Megazyme
Un kit Megazyme contiene el método de ensayo completo:

Botella 1: preparacion de GlucazymeTM (exo-1, 3-B-glucanasa, exo-1, 3-p-glucanasa, -

glucosidasa y chitinase suspension), 2,2 mL. Estable > 4 afios a 4° C.

Botella 2: GOPOD reactivo tampén. Tampdn (48 mL, pH 7.4), acido p-hidroxibenzoico
y azida de sodio (0.4% wi/v).

Estable > 4 afios a 4° C.

Botella 3: GOPOD reactivo enzimas. Glucosa oxidasa y peroxidasa y 4-aminoantipirina.

Congelacion de polvo seco.

Estable > 5 afios a-20 ° C.

Botella 4: D-glucosa solucion estandar (1,5 mg/mL, 5 mL) en 0.2% w/v acido benzoico.
Estable > 5 afios a temperatura ambiente.

Botella 5: Control de preparacion de B-glucano de levadura (~ 2 g, B-glucano contenido

indicado en la etiqueta de la botella).
Estable > 5 afios a temperatura ambiente.

Botella 6: Control preparacion de almidén (~ 2 g, 96% almidon dwb).
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Estable > 5 afios a temperatura ambiente.
2.5.1.2. Instrumentos
1. 12 tubos de ensayo (redondo fondo, 16 x 100 mm, 14 mL de capacidad).

2. tapon de tubos, 16 x 125 mm (Fisher Scientific Cat. No. TKV-173-030B) ademas de
las tapas (Cat. No. TKV-178-020V).Fisher Scientific.

3. micro-pipetas, 100 plitre (e.g. Gilson Pipetman ® o Rainin EDP-2 ® motorizado

dispensador).

4. pipeta volumétricas, e.g. Eppendorf Multipette ® - con 5,0 mL Combitip ® (para
dispensar alicuotas de 0,4 mL de 2 M KOH y 0,2 mL de una mezcla de enzimas
GlucanexTM) con 25 mL Combitip ® [para dispensar alicuotas de 1,5 mL de tampdn de
acetato de sodio de 1,2 M (pH 3.8) y 4,0 mL de reactivo de GOPOD].

5. agitador ademas barras de agitador (5 x 15 mm).
6. balanza analitica.

7. espectrofotometro situado a 510 nm.

8. agitador vortex.

9. bafio de agua termostatizado a 40° C.

10. Centrifugar banco (requiere velocidad 3.000 rpm; es decir, approx.1,500 g), con los

titulares de tubo para acomodar tubos 20 x 125 mm.
2.5.1.3. Reactivos y acondicionamiento
— tampodn de acetato de sodio (200 mM, pH 5.0).

Afadir 11,6 mL de &cido acetico glacial (1,05 g/mL) a 900 mL de agua destilada y
ajustar a pH 5.0 utilizando 4 M (16 g/100 mL) solucion de hidroxido de sodio. Ajustar
el volumen a 1 litro. Estable para ~ 1 afio a 4° C.
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tampon de acetato sodio (1,2 M, pH 3.8).

Afadir 69,6 mL de acido acético glacial (1,05 g/mL) a 800 mL de agua destilada y
ajustar a pH 3.8 uso de 4 M de hidrdéxido de sodio. Ajustar el volumen a 1 litro con

agua destilada. Estable por > 2 afios a temperatura ambiente.
Hidroxido de potasio (2 M).

Afadir 112 g de KOH a 800 mL de agua destilada y disolver por agitacion. Ajustar

el volumen a 1 litro. Almacenar, a temperatura de refrigeracion.

2.5.1.4. Determinacion

muestra de levadura molino u otro material para pasar de una pantalla de 0,5 mm
usando un molino ultracentrifugo Retsch, o similar.

Afada muestra molida (aproximadamente 20 mg, pesado con precision con
aproximacion de 0,1 mg) un 16 x 100 mm tubo de cultivo marca Fisher.

Anote el peso. Toque el tubo para asegurarse de que todas las caidas de muestra a la
parte inferior del tubo.

Agregar 0,4 mL de 2 M KOH y una barra de agitacion 5 x 15 milimetros. Revuelva
el contenido durante 30 minutos en un bafio de agua helada sobre un agitador
magnético (Figura 1).

Agregue 1,6 mL de tampdn de acetato de sodio de 1,2 M (pH 3.8), mezclar bien y
luego anadir 40 pL de GlucazymeTM y tapa los tubos. Contintie batiendo en el bafio
de agua helada durante 2 min y luego transferir los tubos a un conjunto de bafio de
agua a 40° C e incubar (sin revolver) durante la noche (~ 16 h).

Afadir 10 mL de agua a cada tubo y mezcle bien el contenido. Centrifugar los tubos
a 3000 rpm en una centrifugadora de banco durante 10 minutos 6. Cuidadosamente
transferir alicuotas de 0,1 mL de la muestra por duplicado a la parte inferior de los
tubos de 16 x 120 mm.

Agregue 4 mL del reactivo GOPOD a cada uno de los tubos de reaccion, los controles,
las normas y espacios en blanco de reactivo e incubar los tubos durante 20 min a 40°
C.
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— Leer la absorbancia a 510 nm de cada solucion contra un blanco del reactivo. Nota:
Con cada conjunto de determinaciones, incluyen al menos un control levadura
preparacion. También incluyen espacios en blanco de reactivo y el nivel de glucosa
de 150 pg (por cuadruplicado).

— El reactivo blanco consiste en 0,1 mL de tampo6n de acetato de sodio (200 mM, pH
5.0) + 4,0 mL glucosa oxidasa/peroxidasa reactivo.

— La norma D-glucosa consta de 0,1 mL D-glucosa estandar (1,5 mg/mL) + 4,0 mL

glucosa oxidasa/peroxidasa de reactivo.
2.5.1.5. Célculos

1 (%) = aExF 1204 100 1 162
B—glucano (%)= AEXEX —52=X 77X 7655 X 180

w F
B — glucano (% W) = AEx Wx 10.836

Donde:

— AE = absorbancia leer contra el blanco del reactivo.

— F =conversion de absorbancia a pug (150 pg de D-glucosa) estandar dividida por
la absorbancia GOPOD de este 150 pg).

— 12.04/0.1 = correccidon de volumen (0,1 mL de 12,04 mL).

— 1/1000 = conversion de pg a mg. W = peso de la muestra analizada en mg. 100/W
= Factor B-glucano de presentar como un porcentaje del peso de la muestra.

— 162/180 = factor de conversion de D-glucosa libre a anhydro-DGlucosa como
ocurre en -glucano.

2.6. Contenido de almidones resistentes (Método Enzimatico-gravimétrico)

Fundamento: Las muestras se incuban en bafio de agua sacudiendo con a-amilasa pancreatica
y amiloglucosidasa (AMG) por 16 horas a 37° C, durante el cual el almidon no resistente es
solubilizado e hidrolizado a D-glucosa por la accién combinada de las dos enzimas. La

reaccion es terminada por la adicion de un volumen igual de etanol o alcohol industrial (IMS,
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etanol desnaturalizado) y el RS se recupera como en el residido de centrifugacion. Después
esto se lava dos veces por suspension acuosa IMS o etanol (50% v/v), seguido de
centrifugacion. Se extrae liquido libre por decantacion. RS en el residuo precipitado se
disuelven en 2 M KOH agitando vigorosamente en un bafio de agua helada sobre un agitador
magnético. Esta solucidn se neutraliza con tampon de acetato y el almidon se hidroliza
cuantitativamente a glucosa con AMG. D-glucosa se mide con el reactivo de glucosa
oxidasa/peroxidasa (GOPOD), y esta es una medida de contenido de RS en la muestra. El
almidon no-resistente (almidon solubilizado) se determina por juntar el sobrenadante original
y los lavados, ajustar el volumen a 100 mL y medir el contenido de D-glucosa con GOPOD
(AOAC , 2002).

2.6.1. kit Megazyme

Botella 1: Amiloglucosidasa [12 mL, 3300 U/mL de almidon soluble (200 U/ml en p-
nitrofenil B-maltoside *)] a pH 45 y 40 ° C. AMG solucidén debe ser
esencialmente libre de niveles detectables de D-glucosa libre. Caducidad > 3

afios a 4° C.
Botella 2: A-amilasa pancreatica (pancreatina, 10 g, 3 Ceralpha unidades/mg).
Durabilidad > 3 afios a-20 ° C.

Botella 3: GOPOD reactivo tampdn. Tampdn (48 mL, pH 7.4), acido p-hidroxibenzoico
y azida de sodio (0.4% w/v).

Durabilidad > 4 afos a 4° C.

Botella 4: GOPOD reactivo enzimas. Glucosa oxidasa y peroxidasa y 4-

aminoantipirina. Polvo liofilizado.
Durabilidad > 5 afios a-20 ° C.

Botella 5: D-glucosa solucion estandar (1,0 mg/mL, 5 mL) de acido benzoico 0.2%
(Wiv).

Durabilidad > 5 afios a temperatura ambiente.
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Botella 6: Control de almidén resistente. Contenido de almidon resistente indicada en la

etiqueta.

Durabilidad > 5 afios a temperatura ambiente.

2.6.2. Instrumentos

— Pulido molino - centrifuga, equipado con 12 dientes rotor y un tamiz de 1,0 mm o
dispositivo similar. Alternativamente, puede utilizarse un molino ciclon para pequefias
muestras.

— Picadora - manual o eléctrico, equipado con una pantalla de 4.5 milimetros.

— Banco de centrifuga - capaz de sostener 16 x 120 mm tubos de ensayo de vidrio con
calificacion de aproximadamente 1500 g (~ 3.000 rpm).

— Temblando bafio de agua (Grant OLS 200) (Grant Instruments Ltd. de Cambridge) (o
similar) puso en marcha lineal a 100 revoluciones por minuto en el dial (equivalente a
una velocidad de batido de 200 golpes/min), un recorrido de 35 mmy 37° C.

— El agua del bafio - capaz de mantener 50 + 0,1 ° C.

— Agitador vortex.

— Agitador.

— Barras de agitador magnético — 5 x 15 milimetros.

— Medidor de pH.

— Stop-reloj/temporizador (digital).

— Balanza analitica (correcto a 0,1 miligramos).

— Espectrofotémetro - capaz de operar a 510 nm, preferiblemente equipado con celda de
flujo (10 mm de longitud de ruta).

— Pipeta - capaz de entregar 100 uL; con puntas desechables. Alternativamente, puede
utilizarse dispensador portatil motorizada.

— Pipeta volumétricas - equipado con puntas 50 mL capaces de entregar 2,0 mL, 3,0y 4,0
mL.

— Corning tubos de cultivo - tapon de rosca, 16 x 125 mm [Fisher Scientific gato no.
TKV-173-030B (tubos); TKV-178-020V (caps)], Fisher Scientific.

— Vidrio tubos de ensayo - 16 x 100 mm, 14 mL de capacidad.

41



— Plastico "lonchera”, gran bafio suficiente para sostener el estante del prueba-tubo y

servir como un agua helada (ver figura 1).

— TermoOmetro - capaz de leer 37 +0,1°Cy 50+ 0,1 °C.
— Volumétricos matraces - 100 mL, 200 mL, 500 mL, 1 L y 2 L de capacidad.

2.6.3.

Reactivos y acondicionamiento:

Usar el contenido de la botella 1 (AMG; Solucion 1) segun lo proveido. Esta
solucion es viscosa y por lo tanto debe eliminarse con un dispensador de
desplazamiento positivo, por ejemplo, Eppendorf Multipette ® con 5,0 mL
Combitip ® (para dispensar alicuotas de 0,1 mL). Durabilidad > 3 afios a 4° C.
Diluir AMG (300 U/mL). Diluir 2 mL de solucién concentrada de AMG (1 botella)
a 22 mL con el tampon de maleato de sodio de 0.1 M (0.1 M, pH 6.0; Reactivo 1; No
se suministra). Se dividen en alicuotas de 5 mL y congelado en envases de
polipropileno entre el uso de la tienda. Estable a los ciclos repetidos de
congelacion/descongelacion y durante 5 afios a-20 ° C.

Urgente antes del uso, suspender 1 gramo del contenido de la botella 2 (a-amilasa
pancreéatica) en 100 mL de tampdn de maleato de sodio (100 mM, pH 6.0; Reactivo
1; No se suministra) y revuelve durante 5 minutos afiadir 1,0 mL de AMG (300 U/mL)
diluir y mezcle bien. Centrifugue a > 1.500 g por 10 min y decantar con cuidado la
solucion sobrenadante. Utilice esta solucion (solucion 2) en el dia de preparacion.
Diluir el contenido de la botella 3 (GOPOD reactivo tampon) a 1 L con agua destilada
(esto es solucion 3). Use inmediatamente.

Disolver el contenido de la botella 4 en 20 mL de solucion 3 y esto Transferir
cuantitativamente a la botella que contiene el resto de la solucion 3. Cubrir la botella
con papel de aluminio para proteger el reactivo adjunto de luz. Esto es reactivo para
la determinacion de glucosa (GOPOD reactivo). Estable para ~ 3 meses a 2-5° C 0 >
12 meses a-20 ° C.

Si este reactivo debe almacenarse en estado congelado, preferiblemente se deben
dividir en partes alicuotas. No congelar/descongelar mas de una vez.

Cuando el reactivo recién preparado puede ser rosa de color amarillo o ligero. Se
desarrollara un color rosa mas fuerte durante 2-3 meses a 4° C. La absorbancia de la

solucion debe ser menos de 0.05 cuando leyo frente agua destilada.
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— Utilice el contenido de las botellas 5 y 6 como las suministradas. Durabilidad > 5
afios a temperatura ambiente.

2.6.4. Reactivos (no suministrados en el Kit)
Los reactivos deben ser grado de pureza analitica.

— Tampdn de maleato sodio (100 mM, pH 6.0) mas cloruro de clorhidrato de calcio y
sodio azida de 5 mM (0.02% w/v).

Disolver 23,2 g de acido maleico (Sigma cat no. M- 0375) en 1600 mL de agua
destilada y ajustar el pH a 6.0 con hidréxido de sodio de 4 M (160 g/litro). Afiadir
0,74 g de cloruro de calcio dihidratado (CaCl2.2H20) y 0,4 g de azida de sodio y

disolver. Ajustar el volumen a 2 L. estable durante 12 meses a 4° C.
— Tampon de acetato sodio (1,2 M, pH 3.8).

Afadir 69,6 mL de acido acético glacial (1,05 g/mL) a 800 mL de agua destilada y
ajustar a pH 3.8 uso de 4 M de hidréxido de sodio. Ajustar el volumen a 1 L con agua

destilada. Estable durante 12 meses a temperatura ambiente.
— Tampon de acetato de sodio (100 mM, pH 4.5).

Afadir 5,8 mL de &cido acético glacial a 900 mL de agua destilada y ajustar a pH 4.5
con 4 M de hidréxido de sodio. Ajustar el volumen a 1 L con agua destilada.
Durabilidad 2 meses a 4° C.

— Hidroxido de potasio en solucion (2 M).

Afadir 112,2 g KOH a 900 mL de agua desionizada y disolver por agitacion. Ajustar
el volumen a 1 tienda L. en un recipiente cerrado herméticamente. Durabilidad > 2

afios a temperatura ambiente.
— Etanol en estado liquido (o IMS) (aprox. 50% v/v).

Agregar 500 mL de etanol (95% v/v 0 99% v/v) o industrial desnaturalizado que

comprende (IMS; etanol desnaturalizado; ~ etanol 95% v/v mas metanol 5% v/v) en
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500 mL de H20. Guarde en un frasco bien sellado. Estable por > 2 afios a temperatura

ambiente.

2.6.5. Determinacion (a) Hidrdlisis y solubilizacion del almiddn no resistente.

— Pesar exactamente una muestra de mg 100 + 5 directamente en cada tubo de tapon de
rosca (tubo de cultivo Corning; 16 x 125 mm) y golpee suavemente el tubo para
asegurar que la muestra caiga a la parte inferior.

— Afadir 4,0 mL de a-amilasa pancreéatica (10 mg/mL) que contiene AMG (3 U/mL)
(solucion 2) a cada tubo.

— Tapar los tubos firmemente, mezclar en un vértex y adjuntarlos horizontalmente en
un bafo de agua con agitacion, alinear en la direccion del movimiento (vea las figuras
2y 3).

— Incubar los tubos a 37° C con agitacion continua (200 golpes/min) exactamente 16
hrs (Nota: para movimiento lineal, un ajuste de 100 en el bafio de agua es equivalente
a 200 golpes/min; 100 adelante y reversa 100).

— Retirar los tubos del bafio y quitar el exceso de agua superficial con toalla de papel.
Retire los tapones de tubo y tratar los contenidos con 4,0 mL de etanol (99% v/v) o
IMS (99% v/v) con agitacion vigorosa en un vortex.

— Centrifugar los tubos a 1.500 g (aprox. 3.000 rpm) durante 10 minutos (sin tapa).

— Decantar cuidadosamente el sobrenadante y resuspender el pellet en 2 mL de etanol
al 50% o el 50% IMS con agitacidn vigorosa en un vortex. Afadir otros 6 mL de 50%
IMS, mezclar los tubos y centrifugar nuevamente a 1.500 g durante 10 minutos.

— Decantar el sobrenadante y repetir una vez mas este paso suspension y centrifugacion.

— Decantar el sobrenadante e invertir los tubos sobre un papel absorbente para drenar
el exceso de liquido.

2.7. Medicion de almidon resistente.

— Afada un agitador magnético (5 x 15 mm) y 2 mL de 2M KOH a cada tubo y
resuspendidas pelotillas (y disolver la RS) removiendo durante aprox. 20 min en un
bafio de hielo/agua sobre un agitador magnético (Figura 1).
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Afada 8 mL de tampdn de acetato de sodio de 1,2 M (pH 3.8) a cada tubo con
agitacion en el agitador magnético. Inmediatamente afiadir 0,1 mL de AMG (solucion
1; 3300 U/mL), mezclar bien y colocar los tubos en un bafio de agua a 50° C.

incubar los tubos durante 30 minutos con la mezcla intermitente en un vortex.

2.7.1. Para las muestras que contienen > 10% RS contenido;

Transferir el contenido del tubo cuantitativamente a un matraz aforado de 100 mL (utilizando

una botella de lavado de agua). Use un iman externo para retener la barra agitadora en el tubo

mientras la solucion del tubo con el lavado de la botella de agua de lavado. Ajustar a 100 mL

con agua destilada y mezclar bien. Centrifugar una parte alicuota de la solucion a 1.500 g

durante 10 minutos.

2.7.2.

Para muestras que contienen < 10% RS contenido;

Directamente Centrifugar los tubos a 1.500 g durante 10 minutos (sin dilucion). Para
dichas muestras, el volumen final del tubo es aproximadamente 10,3 mL (sin
embargo, este volumen dependera sobre todo si se analizan las muestras humedas, y
espacio apropiado para el volumen debe dejarse en los célculos).

VI. transferir alicuotas de 0,1 mL (por duplicado) de la diluida (paso iv) o los
sobrenadantes sin diluir (paso v) en tubos de ensayo de vidrio (16 x 100 mm), afiadir
3,0 mL de reactivo de GOPOD (solucion 4) e incubar a 50° C durante 20 min.

VII.  medir la absorbancia de cada solucion a 510 nm contra el blanco del reactivo.
Preparar soluciones en blanco reactivo mediante la mezcla de 0,1 mL de tampdn de
acetato de sodio de 100 mM (pH 4.5) y 3.0 mL de reactivo GOPOD.

Preparar normas D-glucosa (por cuadruplicado) mediante la mezcla de 0,1 mL de D-
glucosa (1 mg/mL) y 3.0 mL de reactivo GOPOD.

2.8. (c) medicion de almiddn resistente-no (Solubilizado).

Combinar las soluciones sobrenadante obtenidas por centrifugacion de la incubacion
inicial (a) [vii] con los sobrenadantes obtenidos de los siguientes dos lavados etanol
de 50% [(a) viii y ix (a)] y ajuste el volumen con tampdn de acetato de sodio 100 mM

(pH 4.5) en un matraz aforado de 100 mL. Mezclar bien.
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— Incube alicuotas de 0,1 mL de esta solucion (por duplicado) con 10 pL de la soluciéon
diluida de AMG (300 U/mL) en 100 mM sodio maleato de tampon (pH 6.0 por 20
min a 50° C.) Afiadir 3,0 mL de reactivo de GOPOD (solucion 4) e incubar los tubos
por un adicional 20 min a 50° C.

— Medir la absorbancia a 510 nm contra un blanco del reactivo.

— Calcular el contenido de almiddn no resistente (disolucion).

— Contenido de almidon total es la suma de almiddn resistente y el almidon no resistente

(disolucion).
2.8.1. Célculos Almidones resistentes (AR)
Para muestras que contienen > 10% RS:

100 1 100 162

AR (g/100g de muestra) = AExFx 0.1x 1000x W x 180

F
AR = AEx — x 90
XWX

(Para muestras que contienen < 10% RS):

10.3 1 100 162

AR (g/100g de muestra) = AEx Fx 01 b 1000x W x 180

F
AR = AEx — x9.27
XWX

Almidon Digestible (AD):
ANR (g / 100g de muestra) = AE x Fx 100/0.1x 1/1000 x 100/W x 162/180
ANR = AExF/Wx90
Almidoén Total:

Almidén total = almidén resistente + almiddn no resistente.
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2.9. RECURSOS EMPLEADOS

2.9.2.

Recursos Humanos

Investigador

Ayudantes

Tutor

Equipos y Materiales

Balanza analitica, con sensibilidad de 0,1 mg.

Bafos termorregulados: (a) a ebullicion y (b) ajustable a 60 °C con agitacion directa
en el interior de cada matraz de digestion para dar un movimiento constante al matraz
de digestion durante la hidrolisis enzimatica.

Bomba de vacio.

Crisol con placa porosa, porosidad N° 2 o equivalente de 40 - 60 mm.

Desecador con silicagel o similar.

Estufa de vacio a 70 °C o alternativamente estufa de aire de acuerdo a lo indicado en
la referencia.

Mufla a 525 °C. 6.1.8. Tamiz de 0,3 - 0,5 mm.

Potenciometro

Vortex

Material usual de Laboratorio.

Reactivos

Etanol al 95 %, p.a.

Etanol al 78 %.Mezclar un volumen de agua con cuatro volimenes de etanol al 95 %.
Acetona p.a.

Tampon fosfato 0,08 M, pH 6,0: Disolver 1,4 g de fosfato dibasico de sodio anhidro
(Na2HPO4 ) (o 1,753 g dihidratado) y 9,68 g de fosfato monobésico de sodio
monohidratado (NaH2PO4 ) (o 10,94 g dihidratado) en alrededor de 700 ml de agua.
Diluir a 1 L con agua. Chequear el pH con pHmetro.

a - amilasa termoestable. Mantener refrigerada.

Proteasa. Mantener refrigerada.

Amiloglucosidasa. Mantener refrigerada.
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— Hidrdxido de sodio 0,275 N. Disolver 11,00 g de NaOH en 700 ml de agua en un
matraz volumétrico de 1 L. Diluir a volumen con agua.

— Acido clorhidrico 0,325 N Diluir una solucion stock de HCI de titulo conocido. por
ejemplo, 325 mL de HCI 1 N a 1 L con agua.

— Celite C - 211, lavado con é&cido.

— Eter de petroleo.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. RESULTADOS DEL RENDIMIENTO PORCENTUAL EN BASE SECA DEL
ALMIDON DE LA FRUTA DE PAN.

Figura 11. Porcentaje de rendimiento de la fruta de pan.

Rendimiento

43,57%
56,43%

¥ Residuo m Almidon

Fuente: Villasefior, 2015.

Como podemos apreciar en la figura 12 el rendimiento porcentual en base seca del almidén
con relacion fruta entera fue (56,43%), que difiere con otros autores los que reportaron un
rendimiento de (60 %). Esta diferencia podria deberse a que en nuestro estudio se llevo a

escala piloto, mientras que los otros autores reportan rendimientos tedricos de laboratorio.
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Tabla 1. Rendimientos del almiddn obtenidos en base seca de la fruta de pan.

Almidon Residuo
Media 56,4200 43 5700
Il = =
Desv. tip. O1000 L1000

Fuente: Villasefior, 2015.

Como podemaos apreciar en la tabla 1 el rendimiento porcentual en base seca del almiddon de
fruta de pan (media (p<0,05), SD; N=3).

3.2. TAMANO Y FORMA DE LOS GRANULOS DE ALMIDON DE LA FRUTA DE
PAN.

Las caracteristicas que presentaron los granulos de almidédn de fruta de pan en referencia a
su tamafio y forma es regular, los granulos no se encuentran retrogradados ni destruidos, esto
se debe a que el método de extraccion no modifica los granulos. EI tamafio de los almidones
se encontrd en el intervalo de 25-30 um, se los puede relacionar con los de trigo, el mismo
que posee tamarios que van desde las 25 a 55 um, los grandes y pequefios desde 2 a 10 pum.

Esto favoreceria la homogeneidad como componente en alimentos.
3.3.Composicion Fisico-quimica y nutricional del almidén de fruta de pan.

Tabla 2. Composicion Fisico-quimica de el almidén de fruta de pan (media (p<0,05), SD;
N=3)

Carbohidrato

Humedad | Cenizas Proteina Grasa Fibra 5
Media 10,6328 16841 17,2000 A166T 12,2933 53,3000
M 3 3 3 3 3 3
Desy. tip. 04241 02728 E1421 8275 A6580 28618

Fuente: Villasefior, 2015.

Como podemos apreciar en la tabla 2 la composicion del almidon de la fruta de pan presento
(1,68%) de cenizas, (10,53%) de humedad, (17,2%) en proteina, (12,29%) en fibra, (5,17%)
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en grasa y (53,3%) en hidratos de carbono totales, constatando un buen aporte nutricional,
como lo consta en la siguiente tabla de composicion quimica proximal del almidon de la

fruta de pan.

Estos valores difieren de estudios realizados en Nigeria por (Akambi T.O, 2009), debido a
que sus muestras fueron previamente acetiladas, a fin de mejorar la purificacion para

almidones de usos no alimenticios.

3.4.Caracterizacion funcional del almidon de la fruta de pan.
3.4.1. Contenido de p-glucano

Tabla 3. Contenido de B-Glucano en el almidon de fruta de pan (media (p<0,05), SD;
N=3) T i Pemeeminm

Componente Proporcion

p - glucano 4.39=0.046

Fuente: Villasefior, 2015.

Como podemos apreciar en la tabla 3 el contenido de B-glucano en la fruta de pan fue del
4.39%, valores mayores a los presentados por otros autores en cereales como la avena (4.0%).
No existen antecedentes bibliograficos de B-Glucano en fruta de pan, por lo que estos datos
permiten la caracterizacidn de estas semillas y con el fin de tener un valor agregado de estos

productos.
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3.4.2. Contenido en: almidones resistentes (AR), almidones digestibles (AD) y
almidones totales (AT):

Tabla 4. Valores de los almidones resistentes (AR), almidones digeribles (AD), almidones
totales (AT) y muestra control (MC). (Media (p<0,05), SD; N=3)

MC AR AD AT
5381 Media 37,8941 1,3673 | 39,2614
M 1 1 1
Desv. tip. , . .
53,89 Media 36,8198 1,3673 38,1871
M 1 1 1
Desv. tip. , . .
53,91 Media 36,429 1,34786 37,7769
M 1 1 1
Desv. tip. _ . .
Tatal Media 37,0477 1,3608 38,4085
M 3 3 3
Desv. tip. 75861 01128 16661

Fuente: Villasefior, 2015.

Como podemos apreciar en la tabla 4 se encuentran los valores pertenecientes al contenido
de AR, AD y AT contra una muestra control (MC) previamente caracterizada en el Kit
Megazyme, la cual es un ensayo independiente que se lo realizé por triplicado, paralelo a las
muestras de almidén de la fura de pan. De esta manera se puede llevar un control de cada
ensayo. Ademas se observa que en los valores de AR, AD y AT mantienen una media (p) por
debajo del 0,5. Y en cuanto a la muestra control esta dentro del rango de exactitud planteado

por el kit Megazyme.

En la presente investigacion, se tuvo precaucion de que la temperatura de secado del
almidon, no excediera los 50 °C para evitar el inicio de la gelatinizacion, pues en caso
contrario, se provocaria el comienzo de este proceso. Este fendmeno descrito, induce a la

disminucion de la actividad hidrolitica en la o amilasa pancreatica como resultado del
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analisis realizado de simulacién del extracto digestivo de los seres humanos. Los valores
encontrados en el presente trabajo son muy importantes desde el punto de vista nutricional
y funcional. Los almidones resistentes u analogos de fibra, se encuentran como responsables

de multiples beneficios para la salud y prevencion de enfermedades.

Por otra parte los almidones disponibles o digeribles se encuentran en un porcentaje no
superior del 3% con relacion a los almidones resistentes, siendo los almidones totales el

ciento por ciento.

No existen antecedentes bibliograficos de Almidones resistentes en fruta de pan, pero se lo
puede comprar con distintas fuentes boténicas, siendo la fruta de pan el mas alto después del
almidon de Banano ecuatoriano (45,61%).
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4. CONCLUSIONES

La fruta de pan en su variedad (Artocarpus altilis), de la zona sur del Ecuador,
alcanzo altos rendimientos de extraccion de almidén, si se comparan a los
reportados por otros autores. Esto se debe al control de la temperatura (45-48 °C),
previniendo de posibles retrogradaciones.

Los granulos del almidon de fruta de pan, tuvieron una forma oval y esférica con
tamarios alrededor de 30 um.

El almidon de fruta de pan, presenta valores nutritivos superiores a la semilla en su
estado natural, esto se debe a su concentracion en base seca por perdida de
humedad. Ademas que representa una fuente significativa de fibra dietética.

Los B-glucanos presentes en la fruta de pan, superan a los valores funcionales de
otras fuentes como la avena.

El contenido en almiddn resistente ante el almidon disponible se sitta en un 96,46
%. Esto demuestra la excelente disponibilidad funcional para la elaboracion de
productos alimenticios con caracteristicas saludables.

Estos resultados nos permiten la caracterizacion de esta materia prima en cuanto a
sus contenidos de componentes funcionales.

El almidon de la futa de pan en la variedad (Artocarpus altilis) estudiada, representa
una fuente natural de compuestos nutricionales y funcionales de bajo aporte calérico

con beneficios superiores a los que aportan los alimentos convencionales.
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5. RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar las propiedades nutricionales y funcionales de almidon de la

fruta de pan de otras regiones del mundo, para poder corroborar con otros autores.

Se espera que este trabajo sirva como base para nuevas investigaciones con el fin de
elaborar alimentos que demanden caracteristicas nutriciones y funcionales superiores

a las que aportan algunos nutrientes tradicionales.

La sociabilizar el metodo de extraccion del almidon, como tecnologia de trasferencia
para distintos sectores productores del Ecuador, como estrategia para diversificar las

materias primas ricas en hidratos de carbono.
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ANEXOS
Anexo 1. Preparacion de las muestras para analisis del almidon.
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Anexo 3. Pastilla para catalizar muestras de proteinas

Anexo 4. Filtrado al vacio, determinacién de fibra dietética
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Anexo 5. Crisoles con Celita para filtrado de muestras

Anexo 6. Microscopio electrénico de barrido
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Anexo 7. Metalizacion con oro para microscopia electronica de barrido
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