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RESUMEN

El exceso de peso y sus enfermedades asociadas representan serios problemas de salud publica
en México. La regulacion endogena del consumo de alimentos juega un rol crucial en la
aparicion de la enfermedad, ya que la ingesta se puede suprimir a traves de péptidos intestinales
anorexigénicos; como el péptido YY y el péptido similar a glucagbn 1 (GLP-1). Las
pirodextrinas y Maltodextrinas Enziméaticamente Resistentes (MER) son producto de la
modificacion del almidon nativo y, debido a que poseen enlaces atipicos indigeribles, pudieran
utilizarse como promotores de la secrecion de péptidos anorexigénicos. Con base a lo anterior
el objetivo del presente trabajo fue evaluar el estado de saciedad post-ingesta de pirodextrinas y
MER sintetizadas por piroconversion e hidrolisis enzimatica complementaria a partir de
almidones no convencionales y caracterizarlas fisicoquimicamente. La metodologia consistié
en obtener pirodextrinas y MER a partir de rizomas de makal (Xanthosoma yucatenense) y
semillas de ramon (Brosimum alicastrum), para posteriormente caracterizarlas con base a sus
particularidades fisicoguimicas: contenido de material indigerible, cambio de color,
equivalentes de dextrosa, propiedades de hidratacion (absorcion de agua, poder de hinchamiento
y solubilidad) y propiedades térmicas (temperatura y entalpia de gelatinizacion). Finalmente se
evalud el efecto agudo del consumo de las mejores pirodextrinas y MER sobre el estado de
saciedad en una muestra de adultos sanos, mediante la determinacion de la sensacion de saciedad
y la medicion sérica de péptido YY y GLP-1. Los resultados demostraron que los procesos de
piroconversion e hidrolisis enziméatica complementaria solo fueron efectivos en las muestras de
makal. La evaluacién del estado de saciedad demostré que la MER inhibi¢ el apetito y generd
una mayor secrecion de péptido Y'Y, mientras que la pirodextrina produjo mayores respuestas

de saciedad e incremento la liberacién de GLP-1.



ABSTRACT

Overweight and its comorbidities represent serious public health problems in Mexico. The
endogenous regulation of food intake plays a crucial role in the emergence of the overweight
because the intake can be suppressed through anorexic intestinal peptides; such as peptide YY
and glucagon-like peptide 1 (GLP-1). Pyrodextrins and Enzymatically Resistant Maltodextrins
(ERM) are products of native starch modification. Because they have indigestible atypical
bonds, could be used as promoters of anorexigenic peptides secretion. The aim of this study was
evaluate the satiety post-intake level of pyrodextrins and ERM synthesized by pyroconversion
and complementary enzymatic hydrolysis from unconventional starches and characterize them
physicochemically. The methodology consisted in obtaining pyrodextrins and ERM from makal
rhizomes (Xanthosoma yucatenense) and ramon seeds (Brosimum alicastrum). Samples were
characterized based on their physicochemical characteristics: indigestible material content,
color change, dextrose equivalents, hydration properties (water absorption, swelling power and
solubility) and thermal properties (temperature and enthalpy of gelatinization). Finally the acute
consumption effect of the best pyrodextrins and ERM on the healthy adult’s satiety level was
evaluated by determining the satiety sensation and the serum measurements of peptide Y'Y and
GLP-1. Results showed that pyroconversion and complementary enzymatic hydrolysis were
only effective in the makal samples. Satiety level evaluation showed that ERM inhibited the
appetite and generated a greater secretion of peptide Y'Y, while the pyrodextrin produced higher

satiety responses and increased the GLP-1 release.
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Capitulo 1: Introduccion

I.  CAPITULO 1: INTRODUCCION

En nuestro pais (Gutiérrez et. al., 2012), y especificamente en Yucatan (Gutiérrez et. al., 2013),
los datos de la més reciente Encuesta Nacional de Salud y Nutricion reportan cifras crecientes
de exceso de peso en la poblacién infantil y adulta. EI panorama en Mérida es mucho peor, ya
que la prevalencia de exceso de peso en todos los grupos de edad rebasa la media nacional y
estatal (Barbosa et. al., 2016). Esta situacion se convierte alarmante al tener en cuenta las
comorbilidades que conllevan en si la obesidad y el sobrepeso, como la resistencia a la insulina,
diabetes, hipertensién, etc. (Moreno et. al., 2004).

Al ser la elevada ingestion de calorias en la dieta, junto con un estilo de vida sedentario, el
principal factor causal del exceso de peso no asociado a patologias (presente en el 95% de los
casos) (Moreno et. al., 2004), se hace de suma importancia plantear estrategias de prevencion y
atencion desde esta perspectiva. Es preciso mencionar que el control del consumo de alimentos
depende primariamente de factores enddgenos y su regulacion resulta crucial en la aparicion de
la enfermedad; ya que a través de mecanismos neuroendocrinos el cuerpo posee la capacidad de

suprimir o favorecer la ingesta de alimentos (Raff y Levitzky, 2013).

Pese a que la accion de los diversos mediadores neuroenddcrinos es a nivel central (SNC), la
estimulacion para la liberacion de la gran mayoria de ellos se da a nivel gastrointestinal. Por
ejemplo, la distension del tracto digestivo, particularmente del estomago e intestino delgado, a
consecuencia del bolo alimenticio, contribuye a finalizar la ingesta de alimentos debido a la
secrecion entérica de mediadores anorexigénicos como péptido YY (Alvarez, 2002) y GLP-1
(Romero, 2007).

Por otro lado, las pirodextrinas y Maltodextrinas Enzimaticamente Resistentes (MER) son
elementos derivados del almidon nativo, los cuales se obtienen por piroconversion (Laurentin
et. al., 2005) e hidrolisis enzimatica complementaria (Toraya et. al., 2016), respectivamente.
Ambos componentes poseen enlaces atipicos indigeribles y caracteristicas fisicoquimicas
particulares que los hacen homdlogos a la fibra dietética soluble (FDS); como alta solubiliad y
baja viscosidad (Laurentin et. al., 2005). Pese a que existen diversos estudios que demuestran

un variado potencial biolégico muy similar a dicho tipo de fibra (Kishimoto et al., 2007)
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(Kendall et. al., 2008) (Chu et al., 2014), a la fecha existe poca evidencia acerca del efecto que

pudieran tener sobre el estado de saciedad.

Con base a todo lo anterior se planted el presente trabajo de investigacion, en el cual se tuvieron
a consideracion las caracteristicas fisoquimicas similares de las pirodextrinas y MER con la
FDS. Se hipotetiz6 que la alta afinidad de las pirodextrinas y MER con el agua pudiera generar
un incremento del bolo alimenticio a nivel intestinal, lo que a su vez estimularia al intestino
delgado a emitir sefializaciones neuroenddcrinas anorexigénicas: liberacion de péptidos

intestinales y, consecuentemente, sensacion de saciedad.

Para el desarrollo del proyecto se emplearon rizomas de makal (Xanthosoma yucatenense) y
semillas de ramon (Brosimum alicastrum), como fuentes de almidones nativos no
convencionales para obtener pirodextrinas y MER. Posteriormente las muestras se
caracterizaron con base a sus particularidades fisicoquimicas y finalmente se evalu6 el efecto
del consumo de los mejores tratamientos sobre el estado de saciedad en una muestra de adultos

Sanos.

Los resultados dejaron en evidencia el potencial de las pirodextrinas y MER como nutraceuticos
moduladores de la ingesta de alimentos, por lo que pudieran ser utilizados como promotores de
saciedad e inhibidores del apetito. Se recomienda continuar el estudio de las pirodextrinas y
MER para dilucidar sus mecanismos fisiolégicos especificos, tanto en experimentaciones

agudas como cronicas.
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II. CAPITULO 2: MARCO TEORICO
1. EL ALMIDON
1.1. Estructura y composicion

El almiddén forma parte de los carbohidratos que, junto con los lipidos, las proteinas y los acidos
nucleicos, constituyen las cuatro clases principales de biomoléculas (Medina y Camilo, 2008).
Homdlogo a lo que el glucdgeno es para los animales, este carbohidrato es la principal fuente
de energia vegetal y se encuentra en las semillas de cereales (maiz, trigo, arroz, sorgo), en
tubérculos (papa), en raices (yuca, batata, arrurruz), en semillas de leguminosas (frijoles,
lentejas, guisantes), frutas (bananas, manzanas y tomates verdes), troncos (palma sago) y hojas
(tabaco) (Aristizabal et. al., 2007). Las diferentes caracteristicas del almidon, no sélo la
morfologia y el tamafio del granulo, sino también la calidad y la composicién que posee, estan
muy relacionadas con la procedencia de la fuente vegetal y también con el grado de maduracion
(Pefiaranda et. al., 2008).

El almidon esté organizado en particulas discretas conocidas como granulos, cuya morfologia,
composicion quimica y estructura supermolecular (arreglo relativo de las macromoléculas en el
estado s6lido), son caracteristicas de cada especie. La variacion del tamafio de los granulos de
almidon varia desde 1 a 100 um. Los méas grandes estan presentes en la papa (15 a 100 um) y

los méas pequefios en las especies de amaranto (0.8 a 2.5 um) (Prieto et. al., 2009).

El granulo de almidén se conforma de dos polimeros de unidades repetitivas de D-glucosa:
Amilosa, cadena esencialmente lineal, y amilopectina, que presenta una estructura ramificada.
Las diferencias en la proporcion entre estas dos moléculas y la forma en que estan organizadas
dentro de los granulos, dan lugar a considerables variabilidades entre y dentro de las especies
de los granulos, en el tamafio, forma y propiedades. La estructura granular en la mayoria de los
almidones se conforma por 20 — 30% de amilosa, 70 - 80% de amilopectina con un 10 — 12 %
de humedad (Wang y Copeland, 2013).

La amilosa es un polimero lineal, que adquiere en el espacio una forma de espiral que consta de

moléculas de glucosa unidas por enlaces glucosidicos a(1-4), con un peso molecular promedio
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de 10° a 10° g/ gmol (Pefiaranda et. al., 2008). EIl nimero de unidades varia entre los diferentes
tipos de almidones, encontrandose generalmente entre 1000 unidades de glucosa por molécula
de amilosa. En un extremo de la macromolécula la unidad de glucosa contiene el hidroxilo del
carbono anomérico libre, por lo cual se llama extremo reductor. En el extremo opuesto, 0 no
reductor, el hidroxilo del carbono anomérico forma parte del enlace glucosidico. La abundancia
de hidroxilos otorga propiedades hidrofilicas al polimero, impartiéndole afinidad por el agua.
Sin embargo, debido a su linealidad, los polimeros de la amilosa tienden a agruparse muy
estrechamente en forma paralela mediante la formacion de puentes de hidrogeno entre los
hidroxilos de los polimeros adyacentes, reduciendo asi su afinidad por el agua. Este fendmeno
de asociacion intermolecular entre las moléculas de amilosa es comUnmente llamado
retrogradacion. La amilosa forma muchos complejos insolubles con un gran numero de
moléculas organicas como alcoholes alifaticos, acidos monoglicéridos o acidos grasos lineales.
El complejo generalmente precipita cristalizandose lo que permite hacer la separacion con la
amilopectina (Aristizabal et. al., 2007) (Figura 1.1).

La otra fraccion componente del almidén es la amilopectina, la cual es una molécula méas grande
que la amilosa ya que ademas de las cadenas lineales a(1-4) posee ramificaciones a(1-6). Esta
constituida de alrededor de 100 000 moléculas de glucosa, alcanzando un peso molecular
comprendido de 10" a 10® g/mol (Pefiaranda et. al., 2008). El gran tamafio y naturaleza
ramificada de la amilopectina reduce la movilidad de los polimeros e interfiere su tendencia a
orientarse muy estrechamente para permitir niveles significantes de enlaces de hidrégeno. En
sus estructuras lineales puede formar también complejos pero, como sus segmentos lineales son
cortos, las hélices formadas solo pueden introducir moléculas pequefias (Aristizabal et. al.,
2007) (Figura 1.1).

Los granulos de almidon usualmente se caracterizan en varias escalas de tamafo (Figura 1.1).
En primera instancia se encuentran los granulos intactos, cuyo tamafio oscila entre 1 — 100 um,
segun la fuente botanica. De manera mas especifica puede identificarse anillos de crecimiento
que conforman las regiones alternadas de estructuras cristalinas y amorfas (100 — 500 nm), las
cuales pueden apreciarse como estriaciones bajo la luz del microscopio (Wang y Copeland,
2013).
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Mediante la aplicacion del método de difraccion de rayos X, también pueden caracterizarse los
anillos de crecimiento a través de la identificacion de lamelas cristalinas y amorfas alternadas
(Wang y Copeland, 2013).

Actual internal growth-nng structure of a starch granule,

Bulk amorphoas regson (mainly amylose and

disordered reducing ends of amylopectin

Amorphous growth ring (disoedered and
jextended side chains of amylopectm and

interspersed amylose chains

Hilum |

Growth ring model Chain distribution model

Figura 1.1. Organizacion estructural de los granulos de almidén (Wang y Copeland, 2013).
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1.2. Propiedades funcionales del almidon y su uso en la industria de alimentos

El almidén es el polisacarido més utilizado como ingrediente funcional en la industria
alimentaria (Hernandez et. al., 2008) y cuando no ha sufrido algin proceso de modificacion
quimica durante su obtencion se denomina almidon nativo (Granicaet. al., 2010). Los almidones
nativos de las diferentes especies de vegetales tienen como caracteristica fundamental que sus
propiedades fisicoquimicas y funcionales estaran influenciadas por sus estructuras granular y
molecular. Las propiedades méas importantes a considerar para determinar la utilizacion del
almidon en la elaboracién de alimentos y otras aplicaciones industriales incluyen las
fisicoquimicas (gelatinizacién y retrogradacion) y las funcionales (hinchamiento, absorcién de

agua y solubilidad) (Hernandez et. al., 2008).

La gelatinizacién es un fendmeno que involucra la disociacion de las dobles hélices de la
estructura de la amilopectina en presencia de agua (arriba del 70 % con base al peso seco de
almidon) por efecto de la aplicacion de calor (Agama et. al., 2013). Durante este fendmeno se
produce la lixiviacion de la amilosa y la gelatinizacion total se produce normalmente dentro de
un intervalo mas o menos amplio de temperatura, siendo los granulos mas grandes los que

primero gelatinizan (Prieto et. al., 2009).

Durante este fendmeno existe una ruptura del orden molecular interno del granulo de almidon y
ocasiona cambios irreversibles en sus propiedades, tales como el incremento del tamafio del
granulo, fusion de la estructura cristalina e incremento de la viscosidad. Los granulos de almiddon
son insolubles en agua fria, sin embargo, posterior a la aplicacion de temperatura y pérdida de
estructura (gelatinizacién) adquieren la capacidad de absorber agua de manera irreversible
(Santos et. al., 2009).

En este mismo sentido, la calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) es una técnica utilizada
para medir las propiedades térmicas de algunos materiales y es capaz de establecer la conexién
entre temperatura y propiedades especificas de los objetos de estudio. Este método resulta ser
el méas utilizado para estudiar la gelatinizacion de los granulos de almidoén, ya que brinda
informacidn sobre los rangos de temperatura y sobre la energia (entalpia) involucrada (Gill et.
al., 2010).
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La retrogradacion del almidon es un proceso que ocurre cuando las moléculas en los granulos
de almiddn gelatinizados comienzan a reasociarse en una estructura ordenada (Rodriguez et. al.,
2007). Este ordenamiento se debe a que las moléculas de almiddn, tras la gelatinizacion y
posterior almacenamiento, se asocian a manera de cristales formados por las dobles hélices del
almidon. Debido a su linealidad las moléculas de amilosa forman dobles hélices (retrogradan)
inmediatamente después de la gelatinizacion. Por su parte, la retrogradacion de la amilopectina
es mas lenta y puede llevar dias o semanas debido a su estructura ramificada (Srichuwong y
Jane, 2007). En tanto a sus propiedades, el comportamiento reoldgico de la pasta resultante
cambia, siendo evidente el incremento en su firmeza y rigidez. Ademas, la pérdida de la
capacidad de retencion de agua y la restauracion de la cristalinidad también se presentan durante

este “envejecimiento” de la estructura gelatinizada (Rodriguez et. al., 2007).

Como ya se menciond, los almidones nativos son insolubles en agua por debajo de su
temperatura de gelatinizacion. No obstante, por debajo de este punto, los granulos pueden
absorber agua de manera reversible generando asi el hinchamiento. Cuando son calentados
progresivamente y se rebasa su temperatura de gelatinizacion, los granulos se hinchan
irreversiblemente (Prieto et. al., 2009) hasta el punto donde la estructura se fractura y los grupos
hidroxilos internos del granulo se exponen uniéndose a las moléculas de agua. Como resultado

directo se genera un incremento gradual de la solubilidad del almiddn (Aristizabal et. al., 2007).

Debido a las propiedades antes mencionadas, los almidones nativos tienen una amplia variedad
de aplicaciones en los alimentos ya que actian como adhesivos, ligantes, enturbiantes,
formadores de peliculas, estabilizantes de espumas, agentes antienvejecimiento de pan,
gelificantes, glaseantes, humectantes, estabilizantes, texturizantes y espesantes. También
pueden usarse para aglutinar, desintegrar, expandir o apelmazar, clarificar u opacar, atrapar
humedad o repelerla, modificar textura y estabilizar emulsiones. Por la cantidad de usos se
considera un ingrediente multifuncional en la industria de alimentos (Granica et. al., 2010),

especialmente en la manufactura de las harinas y en la produccion de pan (Prieto et. al., 2009).

En ocasiones la estructura nativa del almidén resulta poco eficiente, ya que ciertas condiciones

de los procesos tecnoldgicos, como temperatura, pH y presion, reducen su uso en aplicaciones
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industriales al provocar una baja resistencia a esfuerzos de corte, descomposicion térmica, alto
nivel de retrogradacion y sinéresis. Ademas, algunas dispersiones de almidon nativo, como
aquellas obtenidas a partir de raices y tubérculos, imparten una textura gomosa y cohesiva en

aquellos alimentos donde se utilizan como agentes espesantes (Pacheco y Techeira, 2009).

Estas limitaciones se pueden superar modificando la estructura nativa del almidén por métodos
quimicos, fisicos y enzimaticos, los cuales permiten obtener diferentes almidones modificados

de acuerdo a las condiciones especificas para cada alimento (Pacheco y Techeira, 2009).
1.3. Fuentes no convencionales de almidon

Las fuentes mas importantes para la extraccion del almidon son los granos de cereales (maiz,
trigo, arroz y sorgo) y tubérculos (papa, yuca, boniato y sagu) (Hernandez et. al., 2008). No
obstante, se sabe que la produccion de almidon no es suficiente para satisfacer la demanda que
existe por las diferentes industrias y por ello la tendencia actual es buscar fuentes no
convencionales como alternativas (Bello et. al., 1999). Lo deseable es que estos nuevos
almidones presenten caracteristicas fisicoquimicas, estructurales y funcionales especificas, que

amplien la gama de usos en la industria alimenticia (Hernandez et. al., 2008).

En este sentido, tanto el fruto del &rbol de ramdn (Brosimum alicastrum Swartz) como el rizoma
del makal (Xanthosoma yucatenense) pueden ser considerados como fuentes vegetales no
convencionales de almiddn, con un gran potecial de uso, debido a que presentan propiedades,

estructura y composicion similares a los almidones comunes.
1.3.1. El ramon (Brosimum alicastrum Swartz)

Brosimum alicastrum Swartz, conocido como “ramon” en los estados de Oaxaca, Campeche y
Yucatan es un arbol tropical que estd adaptado a crecer y regenerarse en situaciones de bosque
cerrado y sus plantulas presentan tolerancia a niveles medios de sombra. Se adapta a suelos muy
arcillosos, profundos e inundables durante la época de lluvia, asi como suelos someros y

altamente pedregosos (Pérez et. al., 2012).
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Es un arbol perenne de porte mediano a grande de 12 hasta 20 m de altura y con un diametro a
la altura del pecho de hasta 1 m. Sus hojas son ovadolanceoladas de color verde oscuro y
brillante en el haz y verde grisaceas en el envés, con dimensiones aproximadas de 2-7.5 cm de
ancho por 4-18cm de longitud. Sus frutos son bayas de 2 a 2.5 cm de didmetro, globosas con
pericarpio carnoso que presentan coloracion verde cuando estan inmaduros y verde-amarillentos
a anaranjado-rojizo al madurar, con sabor y olor dulces (Figura 1.2). En el estado de Yucatan
tiene una distribucion natural en la parte central, sur y oriente, ya que forma parte de la

composicion de la selva baja y mediana subcaducifolia (Morales y Herrera, 2009).

Es muy apreciado por ser un arbol forrajero cuyas hojas son altamente digestibles (> 60%) y
que contienen hasta el 13% de proteina. Otro uso importante en la regién es como arbol de
sombra y ornato (Morales y Herrera, 2009) y su madera se emplea en el medio rural para lefia,
postes para cercas, estacas, mangos de herramientas y construccion de viviendas (Ascencio et.
al., 2015).

Figura 1.2. Arbol, corteza, hojas y fruto de ramén (Brosimum alicastrum Swartz)
(Morales y Herrera, 2009).

Su fruto, segun un estudio realizado por Pérez y colaboradores (2014), es rico en almidén y con
caracteristicas muy similares al de maiz. Tras realizar el proceso de extraccion de este
polisacarido, estos autores afirman que ambos almidones poseen cantidades practicamente
iguales de carbohidratos (90.16% y 90.07%, respectivamente), fibra cruda (1.27% y 1.24%,
respectivamente) y de lipidos (0.47% y 0.49%, respectivamente). Igualmente encontraron

similitudes en los contenidos de amilosa (25.36% y 27.33%, respectivamente) y de amilopectina
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(74.64% y 72.67%, respectivamente). De esta manera los resultados del estudio demuestran que

el fruto del ramon puede ser aprovechado como un sustituto no convencional de almidén.
1.3.2. El makal (Xanthosoma yucatenense)

El makal (Xanthosoma yucatenense) es una monocotiledénea conocida en las comunidades
rurales mayas como kukut makal. Es una planta endémica de México y se encuentra distribuida
unicamente en la peninsula de Yucatan (CICY, 2015). Este género de tubérculo pertenece a la

familia Araceae y también es conocido como malanga (Teran et. al., 2017).

La planta presenta un tallo acaule con hojas grandes y acorazonadas de 12 a 25 cm. de ancho.
Las flores machos estdn separadas de las hembras por Grganos neutros y tienen anteras
entrelazadas que se abren en la cispide. La raiz es un rizoma tuberoso rodeado de tubérculos de
menor tamafio, los cuales constituyen la parte comestible (Contreras et. al., 2013) y se consumen
en cualquier grado de crecimiento siempre y cuando ya puedan pelarse (Sanchez et. al., 2008).
La raiz y las hojas son también utilizadas como forrajeras, especialmente en alimentacion de
ganado bovino y porcino (CICY, 2015) (Figura 1.3).

Nutrimentalmente el tubérculo del makal es rico en carbohidratos (30.9%, b.h.) y posee
cantidades limitadas de proteina (1.7%, b.h.), cenizas (1.2%, b.h.), fibra (0.6%, b.h.) y grasa
(0.6%, b.h.) (Sanchez et. al., 2008).

En un estudio realizado por Hernandez y colaboradores (2008) se demostrd que en este rizoma
el almidon es abundante y con caracteristicas similares a los almidones de maiz, papa, yuca,
sagu y camote. Particularmente en relacion con el almidon de maiz, ambos poseen cantidades
analogas de humedad (8.99% y 9.99%, respectivamente), proteinas (0.16% y 0.10%,

respectivamente) y carbohidratos (99.28% y 98.93%, respectivamente).

Estructuralmente, estos autores observaron que las cantidades de amilosa (23.6% y 22.7%,
respectivamente) y amilopectina (76.4% y 77.3%, respectivamente) fueron similares entre el
almidon de makal y de sagu. Morfoldgicamente encontraron semejanzas entre los almidones de
makal, camote y papa. De esta manera, el tubérculo del makal también parece ser una excelente

matriz vegetal no convencional para la obtencion de almidédn y sus derivados.

10
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Figura 1.3. Planta, rizomas y flor de makal (Xanthosoma yucatenense)
(CICY, 2015) (Teran et. al., 2017).

2. EL ALMIDON COMO FUENTE DE MATERIAL INDIGERIBLE
2.1. Almidon Resistente

Teniendo en cuenta su digestibilidad, existen diversos tipos de almidon cuyas propiedades se
relacionan estrechamente con el ambito fisioldgico. En este sentido, Englyst y Hudson (1996)
han identificado al almidén digerible (AD) y al almidén resistente (AR) como las dos principales
tipologias de este polimero.

El AD, definido como aquel que es susceptible a la hidroélisis y absorcién por el intestino delgado
humano, puede subclasificarse a su vez en almiddn rdpidamente digerible (ARD) y en almidén
lentamente digerible (ALD). La principal diferencia entre ellos depende del tiempo que
requieren para hidrolizarse hasta moléculas de glucosa: el rapidamente digerible demanda 20
minutos mientras que el lento de 20 a 120 minutos (Englyst y Hudson, 1996) (Parada y
Rozowski, 2008) (Tabla 1.1).

Por su parte, el AR es aquel que no puede ser hidrolizado in vivo por las enzimas digestivas
humanas (Shi y Gao, 2011) ni tampoco in vitro mediante incubacion con a-amilasa y pululanasa
(Englyst et. al., 1982); a menos que éste sea adecuadamente disperso con hidréxido de potasio
(KOH) o dimetilsuféxido (DMSO) (Berry, 1986).

11
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Ya que no puede ser digerido por el intestino delgado pero si es material fermentable por la
microbiota (Shen et. al., 2011), el AR debe definirse especificamente como aquella fraccion del
almidon dietético que escapa a la hidrolisis del intestino delgado (Sajilata et. al., 2006). Segun
su origen, pueden identificarse cuatro tipos de AR (Tabla 1.2) (Nugent, 2005) y debido a sus
propiedades antidiabéticas (Shen et. al., 2011), prebidticas (Fuentes et. al., 2011),
hipolipidémicas (Yeon et. al., 2012), entre otras, puede ser considerado como un ingrediente

funcional que aumenta la calidad de los alimentos.

De los cuatro tipos de AR, los tipos 1 y 2 forman naturalmente parte de ciertos vegetales. El de
Tipo 1 se ubica protegido por la pared celular en algunos granos y tubérculos y el de Tipo 2 se
encuentra en papas crudas y platanos verdes. El resto de los almidones resistentes son generados
a partir de procesos tecnoldgicos tanto involuntarios (Tipo 3) como inducidos (Tipo 4) (Nugent,
2005).

Tabla 1.1. Tipos de almiddn y sus caracteristicas.

Hidrolizado Tlempo
absorbido  nEcesario de
. _— Ejemplos en y hidrolisis Respuesta
Tipo de almidon . en el L L
alimentos . . enzimatica glicémica
intestino
para formar
delgado
glucosa
Alimentos
Réapidamente amilaceos ] .
Almidon  digerible recientemente St 20 minutos Corta
digerible cocidos
Lentamente Mayoria de los . 20-120
L Si . Larga
digerible cereales crudos minutos
Granos
parcialmente +120 minutos
Almidon resistente molidos, pan No usando KOH 6 Nula
refrigerado, papa DMSO

y platano crudos
(Berry, 1986) (Englyst y Hudson, 1996) (Parada y Rozowski, 2008)

12
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Especificamente para el AR Tipo 4, diversas modificaciones quimicas tales como
repolimerizacion, entrecruzamiento y sustitucion, dan lugar a su formacion. Todos estos
cambios que puede sufrir el almidon favorecen la indigestibilidad a través de mecanismos
especificos. La repolimerizacion (usando éteres, ésteres o dextrinas con enlaces modificados)
da lugar a enlaces que poseen resistencia a la a-amilasa (Fuentes et. al., 2011) y el
entrecruzamiento es capaz de disminuir la digestibilidad tanto por una disminucion en la
susceptibilidad de la enzima (Yeon et. al., 2012) como por la formacién de enlaces atipicos
(Fuentes et. al., 2011). Por otro lado, las sustituciones quimicas aumentan la resistencia
enzimatica probablemente porque los voluminosos grupos de derivacion dificultan

estéricamente la formacion del complejo enzima — sustrato (Yeon et. al., 2012).

Tabla 1.2. Tipos de almiddn resistente y sus caracteristicas.

Ti o . :
20Rde Descripcion Ejemplos en alimentos

AR 1 Inaccesible fisicamente al estar Granos enteros o parcialmente
protegido por la pared celular molidos, tubérculos y pastas

AR 2 Grénulos no gelatinizados que poseen Papas crudas, platanos verdes y
estructura cristalina tipo B almidones ricos en amilosa

Papas cocidas y enfriadas, pan,

AR 3 Almidén retrogradado cereales y productos alimenticios con

tratamiento térmico humedo
prolongado y/o repetido
Almidones modificados quimicamente
AR 4 debido al entrecruzamiento con
reactivos quimicos
(Nugent, 2005)

Alimentos incorporados con
almidones quimicamente modificados

Otra técnica de modificacion al almidon es la hidrolisis, la cual es una via sencilla para producir
carbohidratos con propiedades funcionales especificas y que tradicionalmente se ha realizado
por catalisis con acido mineral. Debido a los avances biotecnoldgicos existen enzimas que
permiten una produccion controlada y alto rendimiento de productos derivados de la hidrolisis

acida del almidén, como son las maltodextrinas (Antonio et. al., 2009).

13
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2.2. Pirodextrinas y Maltodextrinas Enziméaticamente Resistentes

Existe un tipo de maltodextrinas que se obtienen por sintesis quimica y que se categorizan
dentro del AR de tipo 4 (Rosch et. al., 2015) (Nunes et. al., 2016), ya que poseen la capacidad
de resistencia a la hidrdlisis por enzimas digestivas (Jochym et. al, 2012). Estas, denominadas
maltodextrinas enzimaticamente resistentes (MER), se sintetizan a partir de almidones nativos
mediante la aplicacién secuencial de dos procesos principales: piroconversion e hidrolisis
enzimética complementaria (Okuma y Kishimoto, 2004) (Toraya et. al., 2016).

El proceso de piroconversién 6 pirodextrinizacién es quiza una de los métodos méas antiguos de
produccion de almidones modificados. Desde el siglo XIX fue utilizado para obtener
compuestos adhesivos en estampillas y también para la elaboracion de gomas y confites por la

industria alimentaria (Laurentin et. al., 2005) (Figura 1.4).

HYDROLYSIS TRANSGLYCOSIDATION
S >
Heat, water, acid Heat, acid
NS %
starch dextrins pyrodextrins

Figura 1.4. Principales reacciones quimicas durante la pirodextrinizacion. Representacion
esquematica de las reacciones de hidrdlisis y transglucosidacion para amilosa (arriba) y
amilopextina (abajo). Los circulos abiertos y cerrados representan los extremos reductores y

no reductores del glucano, respectivamente (Laurentin et. al., 2005).

14
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De manera general, el método consiste en la exposicion de almidon nativo a altas temperaturas,
durante tiempos prolongados y usando &cido como catalizador. Se realiza en condiciones de
baja humedad (Campechano et. al., 2007) e involucra reacciones de hidrolisis,
transglucosidacion y repolimerizacion (Figura 1.4) que favorecen la formacion de enlaces

atipicos indigeribles como 1-2, 1-3 y -anémeros 1-4 y 1-6 (Laurentin et. al., 2003).

El resultado final, las pirodextrinas, son productos de bajo peso molecular, altamente solubles
en agua y que generan poca 0 ninguna viscosidad (Laurentin et. al., 2005). Ademas, se ha
observado que el contenido de material indigerible obtenido por piroconversion es inversamente
proporcional al contenido de enlaces glucosidicos a 1-4. Por ello, las pirodextrinas muestran

caracteristicas similares a la fibra dietética (Wang et. al., 2001).

Segun diversos reportes en la literatura, la temperatura, el tiempo y el &cido son los principales
factores experimentales a considerar durante la pirodextrinizacion. En este sentido, Wurzburg
(2006) reporta que la temperatura y los tiempos de reaccion son variables y dependen
principalmente del producto que se desea obtener, del pH acido al que se expone el almidén y

del tipo de almiddn nativo que se utiliza.

En tanto a la pérdida de la estructura glucidica, Jochym et. al. (2011) reportan que el proceso de
piroconversion mediado solamente por acidos no incrementa el grado de esterificacion. El
trabajo de estos autores reveld que el grado se sustitucion, expresado como el porcentaje de
grupos hidroxilo esterificados, fue solamente del 0.0073% en almidon pirodextrinizado de papa.
Sin embargo en este mismo trabajo se reporta un alto grado de hidrélisis, ya que el largo de las
cadenas en sus pirodextrinas fue entre 8.2 y 10.4, asi como un grado de polimerizacion de entre
1y 16,871.

Una vez concluido el proceso de hidrolisis y trasglucosidacion del almidon nativo
(piroconversién), la solucion resultante rica en dextrinas es hidrolizada con amilasas para
eliminar los remantes de enlaces digeribles. Este producto posteriormente se filtra, decolora,

desioniza, concentra y seca por aspersion (Figura 1.5) (Sungsoo y Samuel, 2009).
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De esta manera, el producto

{ Almidon nativo ‘ resultante, las  Maltodextrinas
Enzimaticamente Resistentes
‘ Dextrinizacion con acido a 140 - 160°C ‘ (MER), poseen la caracteristica de

‘ ser resistentes a cualquier hidrdlisis

‘ Hidrélisis con amilosas , . .
por calor, acidos o0 enzimas;

. L incluyendo las del tracto digestivo.
Remocion de glucosa por filtracidn

Por ello la mayor parte de las MER

‘ Decoloracién por cabono activado llegan casi intactas al intestino

grueso, donde son facilmente

Desioniozacion por resina de o
intercambio iénico fermentables por la microbiota

(Miyazato et. al., 2010).

Concentrado y secado por aspersion

Las MER ostentan las propiedades

Pesaje y empaque fisiologicas asociadas la fibra

dietética soluble y fueron producidas

Maltodextrina Enzimaticamente Resistente y registradas inicialmente como
Fibersol®-2 por  Matsutani

Figura 1.5. Metodologia para la obtencion de Chemical Industry Co. en Hyogo,

Maltodextrinas Enzimaticamente Resistentes

(Sungsoo y Samuel, 2009). Japon (patente N°5, 620, 873 USP

1997) (Sungsoo y Samuel, 2009)

Poseen un peso molecular promedio de 2000 g/g mol. Sus cadenas se forman de una baja
proporcion de oligosacaridos con un grado de polimerizacién (unidades repetidas) de 1-9 y una
alta cantidad de polisacaridos con un grado de polimerizacion de 10 o mas. En su estructura no
solamente se encuentran enlaces 1-4 y 1-6, como las maltodextrinas convencionales, sino que
también se observan enlaces 1-2 y 1-3 formados durante el proceso de dextrinizacion (Sungsoo
y Samuel, 2009).

Existen diversos reportes cientificos acerca del efecto fisioldgico que poseen las pirodextrinas

y maltodextrinas enzimaticamente resistentes; asociandose en gran medida con los efectos ya
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conocidos de la fibra, particularmente de la fibra dietética soluble. Estos trabajos estan
enfocados principalmente a los efectos metabdlicos, laxantes y anticancerigenos y cabe
mencionar que existe poca evidencia cientifica que respalde el efecto que puedan tener sobre el
estado de saciedad (Tabla 1.3).

Diversos estudios han corroborado la efectividad de la piroconversion para generar material
indigerible, el cual que pudiera ser usado como sustituto de fibra dietética en situaciones
especiales. En este sentido, se ha comprobado la formacion de enlaces atipicos en almidones
pirodextrinizados de diversas matrices vegetales; como rizomas (Laurentin et. al., 2003),

leguminosas (Campechano et. al., 2007) y cereales (Subpuch et. al., 2014).

En el estudio con pirodextrinas de maiz de Kendall et. al., (2008) se afirma que, ademas del
beneficio de indigestibilidad, estos componentes son capaces de generar respuestas glicémicas
e insulinicas pospandriales bajas. Lo anterior pudiera ser coadyuvante para el control de la
glicemia en pacientes con diabetes o resistencia a la insulina. Las pirodextrinas también parecen
poseer efectos sobre la modulacion de la secrecidn de péptidos gastrointestinales, ya que Nazare
et. al., (2011) encontraron que la ingestion de 50 gr de dextrinas genera una disminucién en las

concentraciones sanguineas de grelina.

Respecto a las maltodextrinas enzimaticamente resistentes (MER), un trabajo realizado por
Kishimoto et. al. (2007) evidencié que la ingesta de MER junto con dietas altas en grasa
suprimio la elevacion pospandrial de triglicéridos en ratas y de triglicéridos, lipoproteinas
remanentes e insulina en humanos. Similar a esta linea de investigacion, Hira et. al. (2015)
demostraron que el consumo crénico de MER en ratas sanas incrementd la secrecion y
produccion de GLP-1, la cual es una incretina que regula positivamente los niveles séricos de

glucosa.

En tanto a la reduccion de peso corporal, Chu et. al. (2014) manifestaron en un estudio con
modelos de 23% y 40% de grasa en la dieta de roedores, que el consumo de 2.07 g/kg de MER

mostrd un efecto antiobesidad al reducir significativamente la ganancia de grasa corporal.
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Tabla 1.3. Algunos estudios que respaldan la funcionalidad biolégica de las Pirodextrinas y

Maltodextrinas Enziméaticamente Resistentes (MER).

Objetivo Modelo Resultados Referencia
Secfec.'on de Pirodextrinas en Disminucion de la secrecion Nazare et. al.,
péptidos .
. . Humanos de grelina 2011.
intestinales
Pirodextrinas en Disminucioén pospandrial de Kendall et. al.,
Humanos glucosa e insulina 2008.

Metabolismo de
lipidos y
carbohidratos

MER en Ratas

MER en Humanos

Supresion pospandrial de
triglicéridos.

Aumento de la secrecion y
produccién de GLP-1.

Inhibicion de la ganancia de
peso corporal en dietas
hiperlipidicas.

Supresién pospandrial de LR e
insulina.

Kishimoto et al.,
2007.

Hira et al., 2015.

Chuetal., 2014.

Kishimoto et al.,
2007.

Disminucién de
estrefiimiento

MER en Humanos

Incremento en la frecuencia
defecatoria y en el volumen
fecal.

Disminucidn de las

Inaki et al., 1999

sensaciones de evacuacion Lopez et al.,
incompleta y de obstruccién 2008.
fecal.
Efecto MER en Humanos . _E_fe_c,t 0 antitumoral por Soetal., 2015.
antitumoral inhibicidn celular y apoptosis.

Evaluacion de

MER en Humanos

Nulidad en pruebas
mutageénicas Yy altas dosis sin

Yoshikawa et

inocuidad efectos adversos observados al., 2013.
(crénico y agudo).
Efecto sobre el .,
estado de MER en Humanos _Reducmon de hambre € Yeetal., 2015.
saciedad incremento de saciedad.
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Por otro lado, diversos estudios realizados demuestran la utilidad de las MER en el estrefiimiento
cronico idiopatico. Inaki et. al. (1999), en un estudio de ciego simple realizado entre jovenes
con estrefiimiento a los que se les administré 9.2 g/dia de Fibersol®-2 o placebo, encontraron
cambios positivos significativos en la frecuencia defecatoria y en el volumen fecal del grupo

experimental.

En este mismo sentido, Lopez et. al. (2008) demostraron que la ingesta de un preparado lacteo
con un suplemento de fibra que contenia 20 gramos de fibra soluble (inulinay MER), disminuyd
significativamente la sensacion de evacuacion incompleta y la sensacion de obstruccion en la

evacuacion en humanos.

Respecto al efecto antitumoral de las MER, en un estudio prometedor realizado por So et. al.
(2015) se expusieron lineas celulares humanas de cancer colorrectal (HCT116) al Fibersol-2.
Los investigadores de demostraron que la MER inhibe significativamente el crecimiento de
tumores en dichas células mediante la induccion de apoptosis in vitro. De igual manera se

observo que la MER previene el crecimiento de tumores sin signos de toxicidad in vivo.

En relacién a la seguridad de su consumo, el trabajo de Yoshikawa et. al. (2013) indico6 que las
MER no son mutagénicas y que los niveles sin efectos adversos observados fueron de
10g/kg/peso 0 mas y de 5 g/kg/peso 0 mas para los estudios agudo y subcrénico (90 dias),
respectivamente. En tanto a la dosis aguda con efecto nulo para diarrea, ésta fue alta tanto para
hombres como para mujeres; siendo de 0.8 g/kg peso y mas de 1 g/kg peso respectivamente. En
este sentido cabe mencionar que la Food and Drug Administration ha categorizado a las MER
como “Generalmente Reconocidas como Seguras” (“GRAS”, por sus siglas en inglés) (CFR21,
184-1277) y que la FAO/WHO las ha clasificado como “Seguras”; sin embargo ain no se les
ha asignado alguna ingesta diaria aceptada (Cho y Almeida, 2012).

En tanto al efecto promotor de la saciedad, existe un reporte reciente de este potencial en
humanos. Ye et. al. (2015) suministraron 0, 5 y 10 gramos de Fibersol®-2 a 19 sujetos adultos
sanos y evaluaron indicadores de saciedad tanto subjetivos (escalas visuales analogas) como

objetivos (niveles séricos de grelina, colecistokinina, gastrina, péptido Y'Y, polipéptido
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inhibidor géstrico y GLP-1). Los autores de este trabajo revelaron que la ingestion de una
colacion con 10 gr de Fibersol®-2 estimula la secrecion de hormonas promotoras de la saciedad.

3. FISIOLOGIA DE LA SACIEDAD
3.1. Sistema neuroenddcrino regulador de la ingesta de alimentos

La homeostasis nutricional supone el conjunto de procesos fisiologicos implicados en los
mecanismos de digestion, absorcion de los nutrientes, almacenamiento de los mismos, asi como
su utilizacion y consiguiente gasto cuando proceda. Este proceso tiene su inicio con la ingestién
de los alimentos y su posterior digestion y absorcion de las sustancias nutritivas, donde

participan enzimas y hormonas gastrointestinales (Kirsz y Zieba, 2011).

La regulacién de dicha ingesta es muy compleja y depende de sefiales aferentes, integradas por
dos impulsos opuestos: el apetito y la saciedad. De manera general, esta basqueda de alimento
y la terminacion de la ingesta dependen de diversos mediadores que integran el Illamado sistema

de regulacion neuroenddcrina de la alimentacion (Malacara, 2004).

En tanto al mecanismo de busqueda de alimento, se han documentado hormonas que aumentan
el apetito y reducen el gasto de energia; como la grelina, la hormona concentradora de la
melanina, los andrdgenos, los glucocorticoides y la progesterona (Tortora y Derrickson, 2008).
De igual forma las aferentes sensoriales tienen una influencia importante en el hambre; ya que
tanto el olfato, el sabor y la vista de los alimentos tienen componentes orexigénicos demostrados
(Malacara, 2004) (Tabla 1.4).

Existen diversos experimentos que han demostrado la presencia de sefiales de plenitud y de
modificaciones quimicas o neuronales que ayudan a terminar de comer cuando el individuo
alcanza la saciedad. Por ejemplo, un incremento en los niveles de glucosa, como ocurre después
de una comida, disminuye el apetito. De manera similar muchas hormonas como el glucagon,
la colecistokinina, el GLP-1y el Péptido Y'Y actlan indicando saciedad y aumentando el gasto

energético (Tortora y Derrickson, 2008) (Tabla 1.4).

20



Capitulo 2: Marco teérico

Todos estos mediadores estan interconectados y controlados por un amplio nimero de sefiales
nerviosas periféricas, moléculas y procesos de accién neuroenddcrina integrados en el sistema
nervioso central (SNC). Ahi mismo, en el SNC, especificamente en el hipotalamo, residen las
estructuras responsables del control de las sensaciones de hambre y saciedad en el organismo

sano: nucleos lateral, ventromedial, paraventricular y arcuato (Vasquez y Ulate, 2010).

Tabla 1.4. Principales mecanismos reguladores de la ingestion de alimentos.

Mecanismo orexigeno Mecanismo anorexigeno
Hiperglucemia
Hipoglucemia Colecistokinina
Lipidemia Bombesina
Neuropéptido Y Glucagon
Grelina Polipéptido pancreético
Hormona concentradora de melanina Amilina
Endocanabinoides Enterostatina
Andrbgenos Péptido YY
Glucocorticides Leptina
Progesterona Insulina
Percepcion sensorial de alimentos GLP-1

Hormona a-melanocito estimulante
(Gonzalez y Schmidt, 2012), (Tortora y Derrickson, 2008) (Gonzalez et. al., 2006).

El nacleo lateral es predominantemente el responsable de la sensacién de hambre y el nicleo
ventromedial se encarga del manejo y control de la saciedad, durante el proceso de ingestion de
alimentos. Son precisamente en estos centros cerebrales donde la informacion se procesa al
integrar los mecanismos que controlan la cantidad de alimentos ingeridos a corto, medio y largo

plazo (Badman y Filier, 2005).

Diversos estudios corroboran lo anterior, ya que el dafio del ntcleo hipotaldmico lateral produce
anorexia severa y perdida de peso corporal, en tanto que las lesiones experimentales de los

nucleos ventromedial y paraventricular originan hiperfagia y obesidad (Gonzélez, et. al., 2006).
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Ademas, en afos recientes se ha reconocido al nucleo arcuato como el elemento central

integrador de las funciones de apetito y saciedad (Malacara, 2004).

Dos tipos de neuronas del nucleo arcuato controlan la ingestion y metabolismo de calorias. Las
neuronas orexigénicas estimulan las ganas de comer produciendo y liberando neuropéptido Y
(NPY), las cuales envian al cerebro la sefial de “comer”. El nivel en sangre del NPY aumenta
durante la inanicién y es presumiblemente una causa del exceso de peso. Por su parte, las
neuronas anorexigenicas de este nucleo producen la hormona estimuladora de los a-melanocitos
(a-MSH), formada a partir del precursor polipeptidico propiomelanocortina (POMC). La
liberacion de a-MSH activa a una segunda neurona del circuito para inducir al cerebro la

instruccion de “parar de comer” (Nelson y Cox, 2009) (Figura 1.6).

Pese a que la accion de los diversos mediadores mencionados es a nivel central (SNC), la
estimulacion para la liberacion de la gran mayoria de ellos se da a nivel gastrointestinal. Por
ejemplo, la distension del tracto digestivo, particularmente del estdmago e intestino delgado, a
consecuencia del bolo alimenticio, contribuye a finalizar la ingesta de alimentos debido a la
secrecion entérica de mediadores como péptido YVYs.36 (Alvarez, 2002) y GLP-1 (Romero,
2007). De manera contraria, la relajacién del tracto promueve el hambre debido a la liberacion

de mediadores como la grelina (Véasquez y Ulate, 2010).

No obstante, la distencién o relajacion de estructuras del tubo digestivo no es la Unica via
secretora de reguladores, ya algunos dependen del tejido adiposo o de componentes
nutrimentales especificos de la dieta (Carlo et. al., 2007). Los efectos sobre apetito y saciedad
de los mediadores mencionados son controlados a nivel de SNC, puesto que las sefiales aferentes

son procesadas en bulbo raquideo e hipotalamo (Raff y Levitzky, 2013) (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Regulacién neuroenddcrina del apetito y la saciedad (Modificado de Raff y
Levitzky, 2013).

3.2. Efecto del Péptido Y'Y sobre el estado de saciedad

El Péptido Y'Y336s (PYY336) €s una hormona liberada principalmente por las células L del ileon.
Se le considera como una de las mayores hormonas gastrointestinales anorexigénicas ya que se
ha demostrado que posee la capacidad de reducir la ingestion de alimentos tanto en humano
como en animales (Greenberg y Geliebter, 2012). Tras la ingestion de alimentos, las

concentraciones de este péptido aumentan y se mantienen hasta 12 horas (Stock et. al., 2005).
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Se trata de un péptido de 36 amino&cidos que posee efectos inhibitorios sobre la secrecion
gastrica &cida, la secrecion pancredtica exdcrina, la motilidad del sistema digestivo, el
vaciamiento gastrico y el flujo sanguineo del sistema gastrointestinal. Ademas, recientemente
se ha reportado que el efecto inhibidor que los &cidos grasos de cadena corta ejercen sobre la

motilidad del colon es mediado por este péptido (Dvorkin et. al., 2010).

El mecanismo de accion del PYY3.36 difiere de muchas hormonas intestinales ya que parece
modular el estimulo nervioso de la célula blanco en lugar de actuar sobre ella misma. Por
ejemplo, el PYY3.36 disminuye la secrecion gastrica acida y pancreatica mediante la depresion
del tono colinérgico vagal (Kelley, 1992). Tras su secrecion a nivel intestinal, en el SNC, este
péptido posee la capacidad de inhibir las neuronas orexigénicas del ndcleo arcuato a través de
su unién a los receptores Y subtipo 2 presinapticos. De esta manera el PYY 3.3 tiene el potencial
de inhibir la secrecién de neuropéptido Y y suprimir la ingestion de los alimentos (Martos y
Argente, 2005) (Figura 1.6).

Debido a esta funcion anorexigénica es que también se le reconoce al PYY3.3s como un
regulador del peso corporal. En este sentido, Batterham et. al. (2003) demostraron que las
concentraciones sanguineas de PYY3.3s se encuentran disminuidas en los sujetos obesos y que

su administracion sanguinea continua producia en ellos un consumo menor de alimentos.
3.3. Efecto del Péptido Similar al Glucagon Tipo 1 sobre el estado de saciedad

El Péptido Similar al Glucagén Tipo 1 (GLP-17.36) es un neuropéptido producido en el sistema
nervioso central y en el intestino delgado, sintetizado a través del gen del preproglucagon. Se
ha demostrado que este péptido tiene efectos potentes como sustancia anorexigénica ya que su

liberacion es capaz de inducir saciedad (Dorantes et. al., 2016).

Se trata de un péptido amidado de 30 aminoéacidos producido por neuronas del nucleo del tracto
solitario hipotalamico y por las células L ubicadas en el intestino delgado distal y en el colon
(Quintanilla et. al., 2010). Posee su receptor (GLP1-R) en el cerebro y en los nucleos

hipotaldmicos paraventricular y arcuato. En este ultimo, el GLP-1 posee la capacidad de inhibir
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la secrecidn de neuropéptido Y por las neuronas orexigénicas y consecuentemente la ingestion
de alimentos (Coniglio et. al., 2004) (Figura 1.6).

Diversos estudios justifican este potencial anorexigénico e incluso se ha demostrado que en
sujetos obesos podria existir un descenso de la respuesta pospandrial de GLP-17.36. De igual
manera existe evidencia que indica la eficacia de esta hormona para disminuir la ingesta

energeética ad libitum, tanto en sujetos obesos como sanos (Moreno et. al., 2004).

Entre los efectos fisiologicos del GLP-17.3s Se encuentran el aumento del gasto energético (por
incremento de temperatura), la inhibicion del vaciamiento géstrico y de la secrecion de
glucagon, la estimulacion de la secrecion insulinica y la disminucién aguda del consumo de

agua y alimentos (Coniglio et. al., 2004).

Debido a que induce la liberacion de insulina, este péptido es también reconocido como una
incretina que reduce la glucosa sanguinea. Su accion la ejerce a nivel de célula B pancreética y
es capaz de secretar insulina después de comer, aun cuando los valores de glucosa se encuentran

elevados (Dorantes et. al., 2016).
3.4. Participacion de otras hormonas en el mecanismo neuroendécrino de la saciedad

La leptina es una de las adipocinas sintetizada y secretada casi exclusivamente por el tejido
adiposo y la cantidad liberada es directamente proporcional a la masa del mismo tejido; algunas
células inmunocompetentes y endoteliales también secretan leptina, aunque en menor
proporcién (Carlo et. al., 2007). La proteina madura comprende una secuencia de 167
aminoéacidos con una secuencia sefial de 21 aminoacidos y tiene un peso molecular de 16 kD
(Almanza et. al., 2008).

Tras su secrecion, este péptido circula en sangre y acta a nivel del SNC, suprimiendo el apetito
a traves de su accion hipotalamica (Carlo et. al., 2007). La saciedad asociada a la leptina se
consigue a través de las interacciones cerebrales que ejerce sobre diferentes moléculas en el
nucleo arcuato. Tales moléculas son las de tipo anorexigénicas derivadas de células secretoras

de propiomelanocortina (POMC), como la a-MSH (Almanza et. al., 2008) (Figura 1.6).
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La Colecistokinina (CCK) es un octapéptido liberado tanto por las células duodenales
enddcrinas en respuesta a diversos estimulos alimentarios (principalmente &cidos grasos y
aminoacidos), como por neuronas entéricas. Sus efectos principales son la estimulacion de la
secrecion enzimatica del pancreas y de la contraccion de la vesicula biliar. Su administracion
exogena suprime las contracciones antrales y duodenales del estébmago, produciendo en

consecuencia un enlentecimiento del vaciamiento estomacal. (Lorenzo et. al., 2008).

La CCK fue el primer péptido gastrico identificado como un factor de la saciedad, ya que la
contraccion pilérica que produce inhibe el vaciamiento gastrico, produce su distencidn y genera
consecuentemente la sensacion de saciedad (Palma e Iriarte, 2010). Otra via de accion de la
CCK se da tras la distencion del intestino delgado, la cual activa receptores de estiramiento que
generan sefiales vagales hacia el nicleo del tracto solitario (bulbo raquideo). Este, finalmente,
hace relevo hacia el nicleo ventromedial hipotaldmico para generar la respuesta de saciedad
(Gonzalez et. al., 2006).

Por otro lado, la grelina es el ligando del receptor GHSR (Growth Hormone Secretagogue
Receptor), cuya activacion en el hipotadlamo también provoca la liberacién de la hormona de
crecimiento por la hipdéfisis. Sin embargo este péptido parece ser mas importante en la
regulacion del apetito que en la de la hormona de crecimiento por su capacidad para inducir la
liberacion del neuropéptido Y, al estimular neuronas hipotalamicas orexigénicas. La grelina,
incluida entre los péptidos gastrointestinales, estimula el consumo de alimentos y su

administracion cronica en ratas causa obesidad (Vasquez y Ulate, 2010).

Las células que sintetizan la grelina se ubican a lo largo del tracto gastrointestinal, con una
mayor densidad en el fondo gastrico. Los niveles plasmaticos de grelina aumentan durante el
ayuno e inmediatamente antes de las comidas, y caen dentro de una hora posterior al consumo
de alimentos; lo que ha sugerido que la grelina esta involucrada en la induccion del apetito
(Véasquez y Ulate, 2010).
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I1l.  CAPITULO 3: JUSTIFICACION

Hoy en dia el exceso de peso y sus enfermedades asociadas representan serios problemas de
salud publica que comienzan a mostrar prevalencias epidémicas. En México mas del 70% de la
poblacion adulta y mas del 30% de la poblacion escolar presentan esta condicién. En Yucatan
su prevalencia en adultos es proxima a la media nacional, pero en los nifios escolares es cercana
al 45%.

Los principales factores causales para el desarrollo del sobrepeso y la obesidad son, por una
parte, la adopcién de un estilo de vida sedentario y, por otra, un consumo desmedido de
nutrimentos. Por ello la regulacion del consumo de alimentos juega un rol crucial en la aparicion
de la enfermedad, ya que a través de mecanismos neuroenddcrinos el cuerpo posee la capacidad
de suprimir la ingesta (al inhibir el apetito y producir saciedad).

El estudio de la regulacion del consumo de alimentos ha llevado hasta la caracterizacion de
mediadores que actlan en el sistema nervioso central, estimulando neuronas orexigénicas o0
anorexigénicas hipotalamicas. Pese a su efecto a nivel central, algunos mediadores
anorexigénicos, tales como Péptido YY3.36 y GLP-1, se secretan en el tracto gastrointestinal
como respuesta a la distencion de estructuras anatomicas. Por ello, aquellos alimentos (o
nutrimentos) que generen un mayor aumento en el volumen del bolo favoreceran la secrecion

precoz de estos péptidos y pudiera ser utilizado como agente saciante.

En la literatura cientifica existen diversos reportes sobre el efecto funcional y fisioldgico que
supone el consumo de pirodextrinas y maltodextrinas enzimaticamente resistentes. Teniendo en
cuenta que estos derivados del almidon se comportan de manera similar a la fibra dietética
soluble, resulta entonces relevante estudiar qué efectos tendrian sobre propiedades funcionales

como retencidn de agua, para poder utilizarlos en estudios de regulacion del apetito y saciedad.

Pese a que el maiz ha sido considerado cominmente como la principal fuente de almidén para
la obtencion de pirodextrinas y maltodextrinas enziméaticamente resistentes, existen otras
matrices vegetales que podrian utilizarse para la sintesis de estos compuestos. Dos opciones

regionales y no convencionales son el fruto ramon o el rizoma del makal.
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Por todo lo anterior, el presente trabajo de investigacion plantea la obtencion de pirodextrinas y
maltodextrinas enzimaticamente resistentes a partir de fuentes vegetales no convencionales,
para evaluar el efecto sobre el estado de saciedad posterior a su consumo; midiendo tanto

indicadores sensoriales como cambios hormonales séricos.
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IV. CAPITULO 4: OBJETIVOS

1. GENERAL

Evaluar el estado de saciedad post-ingesta de Pirodextrinas y Maltodextrinas Enziméaticamente
Resistentes (MER) sintetizadas por piroconversion e hidrolisis enziméatica complementaria a

partir de almidones no convencionales y caracterizarlas fisicoquimicamente.

2. ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto de la cantidad de 4cido, temperatura y tiempo de reaccion necesarios
para la obtencién de Pirodextrinas a partir de almidén de Ramoén (Brosimum alicastrum

Swartz) y de Makal (Xanthosoma yucatenense).

e Evaluar el efecto de la relacion enzima-sustrato y tiempo de hidrdlisis enzimatica sobre
el contenido de azUcares simples residuales de las Pirodextrinas de Makal (Xanthosoma
yucatenense), para la obtencion de Maltodextrinas Enziméaticamente Resistentes (MER).

e Seleccionar las mejores Pirodextrinas y MER obtenidas, mediante de pruebas de
cuantificacion de material indigerible, cambio de color, microscopia y equivalentes de
dextrosa.

o Determinar el perfil funcional de las mejores Pirodextrinas y MER obtenidas, mediante
pruebas de calorimetria diferencial de barrido, absorcion de agua, poder de hinchamiento
y solubilidad.

e Determinar el estado de saciedad posterior a la ingestion de las mejores Pirodextrinas y
MER obtenidas, mediante la evaluacion de indicadores sensoriales y de cambios
hormonales de peptidos anorexigénicos séricos (Péptido YY3.36 y GLP-1).
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V. CAPITULO5: MATERIALES Y METODOS

ETAPA 1: OBTENCION Y CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE ETAPA 2: EVALUACION FUNCIONAL Y BIOLOGICA DE LOS

PIRODEXTRINAS Y MER MEJORES TRATAMIENTOS

FASE 1: OBTENCION DE ALMIDONES NATIVOS
Extraccion con bisulfito de sodio, SO2 1500 ppm
(Novelo y Betancur, 2005)

FASE 1: DETERMINACION DEL PERFIL FUNCIONAL
Calorimetria Diferencial de Barrido (Ruales et. al., 1994)
Temperatura de gelatinizacion

FASE 2: PIROCONVERSION
Disefio factorial 22 con cuatro réplicas del tratamiento central
(Laurentin et. al., 2003)

CUANTIFICACION DE ALMIDON
RESISTENTE
Método enzimético - espectrofotométrico
(Método 2002.02 de la AOAC y Método 32-
40.01 de la AACC)

DETERMINACION DE CAMBIO DE
COLOR
Lectura en colorimetro fotoeléctrico
(Hunter, 1958)

Entalpia de gelatinizacion
Propiedades de hidratacion (Toraya et. al., 2016)
Absorcion de agua
Poder de hinchamiento
indice de solubilidad

FASE 2: DETERMINACION DEL ESTADO DE
SACIEDAD POST-INGESTA
Medicion de la sensacion de saciedad (Gonzélez et. al., 2014 y
Ye et. al., 2015)
Medicion de parametros bioquimicos
(Kits ELISA)

MICROSCOPIA

FASE 3: HIDROLISIS ENZIMATICA COMPLEMENTARIA
Disefio factorial 22 con cuatro réplicas del tratamiento central
(Toraya et. al., 2016)

CUANTIFICACION DE ALMIDON
RESISTENTE

DETERMINACION DE CAMBIO DE
COLOR

DETERMINACION DE EQUIVALENTES
DE DEXTROSA
Meétodo espectrofotométrico
(Miller, 1959)

SECADO POR ASPERSION
(Antonio et. al., 2009)
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De manera general, la metodologia del proyecto se divide en dos etapas principales. La primera
consiste en la obtencion y caracterizacion parcial de las pirodextrinas y MER, mientras que la
segunda abarca su evaluacion funcional y bioldgica. La etapa 1 se divide a su vez en tress fases
principales (Obtencién de los almidones nativos, Piroconversion e Hidrolisis enzimatica

complementaria) y en cada una de ellas se incluyen métodos de caracterizacién (Figura 5.1).

1. ETAPA 1: OBTENCION Y CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE
PIRODEXTRINAS Y MALTODEXTRINAS ENZIMATICAMENTE RESISTENTES
(MER)

1.1. Fase 1: Obtencién de almidones nativos

El almidon nativo aislado del fruto de ramon fue proporcionado por el Instituto Tecnoldgico
Superior de Calkini del Estado de Campeche (ITESCAM). Para su extraccion se siguieron los
lineamientos de la técnica descrita por Betancur et. al. (2001), la cual consiste en una separacion

del almidon en medio alcalino (pH 10) usando bisulfito de sodio (0.1% p/v).

Para la obtencidn del almidédn nativo de makal se utilizaron rizomas adquiridos en la localidad
de Kimbil4, Yucatan y se procesaron con base al método establecido por Novelo y Betancur
(2005), realizando algunas modificaciones. Los rizomas fueron pelados y cortados en cubos de
3 cm de lado y se remojaron durante 30 minutos en una solucion de bisulfito de sodio (1500
ppm de SO>) en relacion 1:3 (p/v). Para reducir el tamafio de particula los cubos se molieron en
una licuadora Oster 465-42 y la masa resultante se diluyd en bisulfito de sodio (1500 ppm de
S0O») en relacion 1:1 (v/v). Para eliminar el excedente de material mucilaginoso se centrifugé 2
veces a 2500 rpm durante 12 minutos en una centrifuga Mistral 3000i, desechando en cada caso
los sobrenadantes. El precipitado se diluyé nuevamente con bisulfito de sodio (1500 ppm de
SO») en relacion 1:1 (v/v), se filtr6 en malla 80 para eliminar la fibra y el filtrado se dejo
sedimentar a 4°C durante 24 horas. Posteriormente, tras la separacion de fases, el sobrenadante
se elimino por sifoneo mientras que el precipitado se lavd con agua destilada y se centrifugo6 a
2500 rpm en una centrifuga Mistral 3000i durante 12 minutos. EIl almidén obtenido se secé en
un horno de conveccidn Fisher Scientific a 55°C durante 24 horas, se macer0é (malla 100) y

finalmente se almacend hasta su uso posterior.
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1.2. Fase 2: Piroconversion

Los almidones nativos se modificaron quimicamente (en experimentos individuales) mediante
el proceso de pirodextrinizacion definido por Laurentin et. al. (2003), siguiendo un disefio
factorial 22 con cuatro réplicas del tratamiento central (Tabla 5.1) que se explica mediante un
modelo de primer orden. Los factores y sus correspondientes niveles fueron: concentracion de
almidon/HCI 2.2 M (80/1 y 160/1 p/v), temperatura (90 y 110 °C) y tiempo de reaccion (1y 3
horas). Se colocaron 15 g de almidon nativo (B.S.) en una caja Petri y se adicion6 HCI 2.2 M
con base a la relacion establecida para cada tratamiento. El &cido se dispersé en el almidon y se
dejo reaccionar en desecador por 16 horas. Finalmente las cajas petri se colocaron en un horno
de conveccion Fisher Scientific a la temperatura y durante el tiempo correspondiente a las

condiciones de cada tratamiento.

Tabla 5.1. Condiciones experimentales para la piroconversion.

Factores y niveles

Tratamiento Almidon:HCI Temperatura Tiempo de
22 M (°C) reaccion (min)
1 (Factorial) 160:1 (-1) 90 (-1) 60 (-1)
2 (Factorial) 80:1 (+1) 90 (-1) 60 (-1)
3 (Factorial) 160:1 (-1) 110 (+1) 60 (-1)
4 (Factorial) 80:1 (+1) 110 (+1) 60 (-1)
5 (Factorial) 160:1 (-1) 90 (-1) 180 (+1)
6 (Factorial) 80:1 (+1) 90 (-1) 180 (+1)
7 (Factorial) 160:1 (-1) 110 (+1) 180 (+1)
8 (Factorial) 80:1 (+1) 110 (+1) 180 (+1)
9 (Central) 120:1 (0) 100 (0) 120 (0)
10 (Central) 120:1 (0) 100 (0) 120 (0)
11 (Central) 120:1 (0) 100 (0) 120 (0)
12 (Central) 120:1 (0) 100 (0) 120 (0)
13 (a, axial) 53:1(1.68179) 100 (0) 120 (0)
14 (a, axial) 187:1 (-1.68179) 100 (0) 120 (0)
15 (a, axial) 120: 1 (0) 117 (1.68179) 120 (0)
16 (o, axial) 120: 1 (0) 83 (-1.68179) 120 (0)
17 (a, axial) 120: 1 (0) 100 (0) 221 (1.68179)
18 (a, axial) 120: 1 (0) 100 (0) 19 (-1.68179)

Puntos axiales: o = (2")¥4, n=nlmero de variables independientes. En este caso (2%) * = 1.683
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Con base al andlisis estadistico, posteriormente fue necesario aplicar experimentos adicionales
para pasar a un modelo de segundo orden y asi describir adecuadamente los datos. Se incluyeron

seis puntos axiales para sumar un total de 18 tratamientos (Tabla 5.1).

Las pirodextrinas obtenidas en cada tratamiento se maceraron en mortero, se tamizaron en malla
80 y se almacenaron en desecador. Para seleccionar el mejor tratamiento se utilizaron como
variables de respuesta el contenido de almidon resistente (AR) y la diferencia de color (AE) de
cada uno con respecto al almidon nativo. Se determiné como mejor pirodextrina aquella donde

el AR fue mayor y la AE menor, con base en el andlisis estadistico.
1.2.1. Determinacién del contenido de almidon resistente (AR)
1.2.1.1. Hidrdlisis y solubilizacion del almidon no resistente

Se realiz6 con base a los lineamientos descritos en el Kit de Almidon Resistente de Megazyme®
(Método 2002.02 de la AOAC y Método 32-40.01 de la AACC). Para la hidrdlisis se contempl6
amiloglucosidasa (AMG) diluida a 300 U/mL (Solucion 1) y una mezcla de a-Amilasa
pancreatica con AMG 300 U/mL (Solucién 2). La solucion 1 se prepar6é con 2 mL de AMG
3300 U/mL diluida en 22 mL de buffer de maleato de sodio 0.1 M, pH 6 y la solucion 2 se
prepard con 1 g de a-Amilasa pancreatica (en solucién con 100 mL de buffer maleato de sodio
0.1 M, pH 6) mas 1 mL de AMG 300 U/mL.

Se pesaron 100 mg de cada muestra (b.s.) en tubos de vidrio con tapa y se agregaron 4 mL de la
solucion 2. Los tubos, cerrados herméticamente y mezclados previamente en vortex, se
colocaron horizontalmente en un bafio de agua New Brunswick Scientific R76 con agitacion
(200 golpes/min) a 37°C durante 16 horas. Posteriormente se agregaron 4 mL de etanol al 99%
agitando vigorosamente en vortex, se centrifugé en un equipo Hettich EBA20 (3000 rpm, 10
min, T° ambiente) y cuidadosamente se decanto el sobrenadante. El precipitado se resuspendio
en 2 mL de etanol al 50% mezclando en vortex y seguidamente se agregaron otros 6 mL de
etanol al 50%. La mezcla se centrifugd nuevamente (3000 rpm, 10 min, T° ambiente),
decantando los sobrenadantes. Los lavados con etanol al 50% Yy la posterior centrifugacion se

repitieron una vez mas.
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1.2.1.2. Cuantificacién del almiddn resistente

Los precipitados se disolvieron con 2 mL de KOH 2M, agitando magnéticamente durante 20
minutos en un bafio de agua-hielo a 10°C. A la mezcla homogénea se le agregaron 8 mL de
buffer de acetato de Na 1.2 M, pH 3.8 bajo agitacion magnética. Inmediatamente después se
agregaron 100 uL de AMG (3300 U/mL) y la muestra se incubd en bafio de agua New
Brunswick Scientific R76 a 50 °C durante 30 minutos, con mezclado cada 10 minutos en vortex.
Concluida la hidrdlisis se transfiri6 todo el contenido en un matraz volumétrico de 100 mL, se

ajusto el volumen con agua destilada y se mezclé correctamente.

Posteriormente se tomd una alicuota de la solucion (10 mL) y se centrifugd en un equipo Hettich
EBA20 a 3000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Del sobrenadante se transfirio otra
alicuota (100 pL) a tubos de vidrio, se adicionaron 3 mL de reactivo enzimatico GOPOD vy se
incubo en bafio de agua a 50°C durante 20 minutos. Finalmente se midié la absorbancia de la
solucién en un espectrofotémetro Agilent Technologies Cary 60 UV-Vis a 510 nm contra el
blanco de reactivos (100 uL de buffer de acetato de sodio 0.1 M pH 4.5 més 3 mL de reactivo
enzimatico GOPOD).

El contenido de AR se estimé considerando la absorbancia del estandar de glucosa (100 pL de
D-glucosa [1 mg/mL] més 3 mL de reactivo enzimatico GOPOD), mediante la siguiente

ecuacion:

F
% AR = (Abs muestra) (W) (90)

Donde:

e Abs muestra = Absorbancia de la muestra a 510 nm.

e F = Concentracion del estandar / Absorbancia del estandar = 100 / Absorbancia del
estandar

e W =Peso seco de la muestra = (Peso) (100 — humedad) / 100
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1.2.2. Determinacion de cambio de color (AE)

Tanto el color como la AE se establecieron utilizando la escala de Hunter (1958). Utilizando un
colorimetro fotoeléctrico BYK — Gardner 6805, el color se identifico en tres atributos: L (blanco
=100, negro = 0), a (rojo = positivo, verde = negativo) y b (amarillo = positivo, azul = negativo).
La diferencia de color se estimé tomando como estandares los colores presentados por los
almidones nativos de ramén y makal. Los tres atributos (L, a y b) se relacionaron entre si usando

la siguiente ecuacion:

AE = /AL? + Aa? + Ab?
1.2.3. Microscopia

Debido a los bajos rendimientos de AR obtenidos en el ramén posterior al proceso de
piroconversion, se sospecho de una resistencia del granulo a la hidrélisis. Para poder justificar
lo anterior se realizaron observaciones de los granulos (nativos y mejores pirodextrinas) en

microscopio.

Para ello se prepard una solucién de almidon, o pirodextrina en su caso, al 0.5% (p/v). La
observacién se hizo en un microscopio 6ptico OMAX 14000 KPA y las imagenes se procesaron
con el programa OMAX Toup View 3.7. Por la diferencia en el tamafio de los granulos, las

muestras se makal se observaron en objetivo de 40x mientras que las de ramén en 100x.
1.3. Fase 3: Hidrdlisis enziméatica complementaria

Para eliminar los remanentes de enlaces digeribles y asi obtener las MER, se realiz6 una
hidrolisis complementaria usando a-amilasa (Sigma A-3306); de acuerdo al método descrito por
Toraya et. al. (2016). Este procedimiento se llevo a cabo Unicamente con la mejor pirodextrina

de Makal ya que en las muestras de Ramon se obtuvieron bajos contenidos de AR.

Se utiliz6 un disefio factorial 22, con cuatro réplicas del tratamiento central. Los factores y sus
niveles fueron: concentracion enzima-sustrato B.S. (0.1 y 0.05 %, v/v) y tiempo de reaccion (10
y 30 minutos) (Tabla 5.2). La pirodextrina se colocd en una suspension de agua (20% p/v) y se

ajusté a pH 6 usando NaOH 1N. Posteriormente se incubd a 95°C en un bafio de agua New
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Brunswick Scientific R76 y se coloco la enzima a las concentraciones y tiempos respectivos.
Concluida la hidrdlisis, se inactivd la enzima a 120°C durante 15 minutos en un horno de
conveccién Fisher Scientific. Por Gltimo, el concentrado se secd por aspersion y se tamizo en
una malla 80. Como variable respuesta se utilizo el nimero de equivalentes de dextrosa para

establecer el mejor tratamiento.

Tabla 5.2. Condiciones experimentales para la hidrolisis enzimatica complementaria.

Factores y niveles

Tratamiento Enzima Tiempo de reaccion
(%) (min)
1 0.05 10
2 0.1 10
3 0.05 30
4 0.1 30
5 0.075 20
6 0.075 20
7 0.075 20
8 0.075 20

1.3.1. Secado por aspersion

Para obtener las MER en polvo, el concentrado obtenido en la hidrélisis complementaria se seco
en un equipo Spry Dryer SD-05 Lab Plant. Se tomaron como referencia las condiciones

propuestas por Antonio et. al. (2009) para adecuar el procedimiento a la muestra de estudio.
1.3.2. Determinacion de equivalentes de dextrosa (ED)

Esta determinacion se realizo en todos los tratamientos de hidrolisis complementaria para poder
seleccionar la MER mas adecuada. Con base en la metodologia descrita por Miller (1959), 1 gr
de MER (b.s.) se disolvio en 100 ml de agua destilada y de ahi se tom6 una alicuota de 1 ml.
Posteriormente se adiciond 1.5 ml del reactivo acido 3, 5-dinitrosalicilico (DNS), se mezclé con

ayuda de un vortex y se calentd a ebullicién durante 15 minutos. Finalmente cada tubo se enfrio
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en un bafio de agua a temperatura ambiente y se procedié a su lectura a 550 nm en un
espectrofotometro Agilent Technologies Cary 60 UV-Vis. La curva de calibracion se realizo a
partir de soluciones de glucosa (0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 mg/ml) tratadas de la misma manera
que las muestras y se realizé un blanco con agua destilada. EI contenido de azlcares reductores
directos se cuantifico por interpolacion de los valores de absorbancia de las muestras, con

respecto a la curva estandar.

El resultado se expresdé como porcentaje con base al total de muestra utilizada en base seca y se
determin6 como la mejor MER aquella cuyo valor de ED fue menor a 20, con base al anélisis
estadistico. Una vez definida la mejor MER, se determino su contenido de almiddn resistente y

su cambio de color con base a las técnicas previamente descritas.

2. ETAPA 2: EVALUACION FUNCIONAL Y BIOLOGICA DE LOS MEJORES
TRATAMIENTOS

2.1. Fase 1: Propiedades funcionales de los mejores tratamientos
2.1.1. Determinacion de la Temperatura (TceL) y Entalpia (AH) de gelatinizacion

Segun el método descrito por Ruales y Nair (1994), se pesé 1 mg de muestra (b.s.) en charolas
de aluminio, se hidrataron con agua destilada (1:3 p/v) y se sellaron herméticamente. Posterior
a 24 horas de reposo, las muestras se escanearon en un calorimetro DSC-6 Perkin Elmer

aplicando las siguientes condiciones:

e Flujo de calentamiento: 10°C/min
e Rampa de temperatura: 30 - 130 °C
e Flujo N2: 20 mL/min

Utilizando el software Pyris, se determiné tanto la temperatura de gelatinizacién (T°ceL) como

la entalpia de gelatinizacion (AH).
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2.1.2. Determinacion de las propiedades de hidratacion

Se realizaron con base a la metodologia descrita por Toraya et. al. (2016). En un tubo de
centrifuga de 50 ml previamente tarado se afiadieron 40 ml de una suspension de muestra (b.s.)
al 1 % (p/v). Posteriormente el tubo fue colocado en un bafio de agua New Brunswick Scientific
R76 a temperatura constante (30, 60, 70, 80 6 90 °C), proporcionando agitacion para mantener
la suspension uniforme durante 30 min. Transcurrido el tiempo se retird el tubo del bafio y se
centrifugd en un equipo Hermle Z300 a 2121 x g durante 15 min. Por ultimo, el sobrenadante
se recuperd y el gel resultante se peso. La capacidad de absorcidn de agua se calculé con base a

la siguiente ecuacion:

Peso de los granulos hinchados

Capacidad de absorciéon de agua = Poso de lamuestra B.S.

Del sobrenadante recuperado anteriormente se tomaron 10 ml y se colocaron en un crisol a peso
constante. Posteriormente los crisoles se secaron en un horno Fisher Scientific a 120 °C durante
4 horas y, transcurrido el tiempo, se enfriaron y registraron sus pesos. Los célculos de poder de

hinchamiento y solubilidad se realizaron de acuerdo a las siguientes formulas:

Peso de los granulos hinchados
(Peso de la muestra B.S.)(100 — % Solubilidad)

Poder de hinchamiento =

Peso del almidén soluble

Indice de solubilidad (%) = ( ) (400)

Peso de la muestra B. S.

2.2. Fase 2: Evaluacion del estado de saciedad posterior a la ingestion de los mejores

tratamientos
2.2.1. Descripcidn y seleccién de la poblacién de estudio

El estudio fue conducido de acuerdo con los lineamientos de la Declaracion de Helsinki (AMM,
2013) y todos los participantes expresaron su inclusion voluntaria firmando una carta de

consentimiento informado (Anexo 1). Se contd con la colaboracion de 11 sujetos sanos, cuyas
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edades oscilaron entre los 21 y 30 afios. Las variables antropométricas y clinicas que se

utilizaron para describirlos se enlistan a continuacion:

e Sexo (hombre/mujer)

e Edad (afios)

e IMC (kg/m?)

e Peso (kg)

e Talla(m)

e Circunferencia de cintura (cm)

e Masa grasa corporal (%)

e Masa muscular corporal (%)

e Presion arterial sistélica (mm de Hg)

e Presion arterial diastélica (mm de Hg)

Para la medicién del peso corporal y de los porcentajes de grasa y musculo se empleé un monitor
de composicion corporal con cuatro electrodos Omron HBF-514C. La talla se determino
utilizando un estadimetro de pared Seca 206, para la cintura se empled una cinta ergonémica

Seca 201 y la presion arterial se midi6 con ayuda de un baumandmetro aneroide Hergom.

Los participantes fueron seleccionados mediante la aplicacion de una Historia Clinica
Nutriolégica (Anexo 2), la cual revel6 la condicion actual de salud y enfermedad, asi como los
habitos (dietéticos y deportivos) de los participantes. Con base a lo anterior, los criterios de

seleccidon fueron los siguientes:
Criterios de inclusion

e Tener entre 19 y 35 afios.

e Tener IMC entre 18.5 —29.9 kg/m2.

e Aceptar voluntariamente a participar en el experimento (Anexo 1).
e No padecer trastornos gastrointestinales ni endocrinos (Anexo 2).
e Poseer el habito de colacion matutina (Anexo 2).

e Realizar actividad fisica nula, leve o moderada (Anexo 2).

39



Capitulo 5: Materiales y métodos

Criterios de exclusién

e Ser fumador habitual (Anexo 2).

e Ser consumidor actual de medicamentos y/o de suplementos a base de fibra (Anexo 2).
e Ser deportista de alto rendimiento (Anexo 2).

e Estar embarazada o ser madre lactante (Anexo 2).

e Estar en periodo menstrual (Anexo 2).
Criterios de eliminacion

e Presentar intolerancia a los tratamientos y/o a los alimentos evaluados.
e Presentar lesiones graves por la puncion venosa.

e Exclusion voluntaria del experimento.
2.2.2. Metodologia general empleada

Se llevo a cabo siguiendo las metodologias propuestas por Gonzalez et. al. (2014) y Ye et. al.
(2015), realizando algunas modificaciones. Se realiz6 un estudio de tipo simple ciego cruzado,
aleatorizado y prospectivo en las Instalaciones del Instituto Tecnoldgico de Mérida. Se probaron
4 tratamientos en total: Control positivo (MER comercial, Fibersol-2®), Control negativo
(Agua), Tratamiento 1 (Pirodextrina 5) y Tratamiento 2 (MER 1).

Para cada participante la aplicacion de los tratamientos se realizo al azar y de manera semanal;
teniendo asi diferentes tratamientos en la misma sesion experimental y cuatro sesiones en total.
Ademas de las cuatro sesiones experimentales, se realizé una reunion previa para la toma de
variables antropométricas y para el levantamiento de los instrumentos diagnosticos antes

mencionados.

En los dias cuando se realizd la experimentacion se recomendd que el desayuno de los
participantes sea a las 7:00 horas y que conste de platillos ligeros (quesadillas, sandwiches, hot
cakes, etc) que no rebasen las 600 kcal. De igual manera se confirmé que 24 horas previas al
experimento no hayan bebido alcohol o realizado actividad fisica excesiva.
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Cada dia de sesion experimental los voluntarios fueron citados a las 10:30 horas y, tras 10
minutos de reposo, se levantd la primera Escala Visual Analoga (EVA) (Anexo 3). En este
mismo tiempo se realizo la primera toma de muestra sanguinea (Tiempo 0”). Posteriormente se
les pidié que ingieran una colacion estandarizada compuesta de leche entera y cereal no
azucarado, acompariada de su tratamiento correspondiente (15 g b.s. de muestra disueltos en
250 ml de agua). A partir de que finalizaron el consumo de su colacion, se contaron 60 minutos
y se volvio a levantar otra EVA y se realizo otra toma de muestra sanguinea (Tiempo 60”). Este
procedimiento se repitié en los tiempos 120’ y 180°. Durante el curso del experimento los
participantes podian beber solamente 200 ml de agua y no podian dormir o realizar actividad
fisica.

Para la toma de muestras de sangre se contd con la colaboracién de un médico (Cédula
profesional 8929811) y un quimico farmacobidlogo (Cédula profesional 4518706) quienes
colocaron catéters 18G Punzocat o realizaron punciones venosas, segun la tolerancia de los
voluntarios. Se tomaron 5 mL aproximadamente de sangre de las venas basilica, cefélica y/o
antecubital en cada uno de los tiempos establecidos (0°, 60°, 120’ y 180”). Posteriormente la
sangre se deposito en tubos de 13 x 100 mm con gel separador de suero BD Vaccutainer® y se
centrifug6 en un equipo Centra CL2 Thermo IEC a 2,800 xg a 4°C durante 10 minutos. Las
alicuotas de suero recuperadas se almacenaron en ultracongelacién a -80°C hasta su posterior

analisis.
2.2.2.1. Anaélisis sensorial de la saciedad

El apetito se valord a través de las sensaciones de hambre, saciedad, plenitud y consumo
prospectivo mediante el uso de Escalas Visuales Analogas. Estas herramientas han sido
ampliamente utilizadas en estudios clinicos para evaluarlas sensaciones subjetivas (dolor,
calidad de vida y hambre) y se componen por una linea de 100 mm en cuyos extremos se valoran
las sensaciones extremas: “No del todo” y “Extremadamente” (Whybrow et. al., 2006) (Anexo
3). Sobre esta linea y con base a la sensacion planteada en cada caso, el voluntario indicé la
intensidad de su percepcion.
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2.2.2.2. Analisis bioquimico de la saciedad

A partir de las muestras de suero colectadas en cada tiempo del experimiento, se midieron las
concentraciones de Péptido YY3.3s y GLP-17.3s mediante el método de inmunoabsorcion ligado
a enzimas. Para lo anterior se utilizaron kits de inmunoensayo especificos de cada péptido
(Phoenix Pharmaceuticals, Inc. Numeros de catdlogo EK-059-02 y EK-028-11,
respectivamente). Para ambas hormonas se utiliz6 una curva de calibrado (0.01, 0.1, 1, 10 y 100
ng/ml de péptido estandar respectivo), siguiendo las indicaciones de uso proporcionadas por el
fabricante (Figura 5.2).

Afadir 50 ml/pocillo de péptidos estandar, muestra o control positivo, 25 ml de
anticuerpo primario, 25 ml de péptido biotinilado

Incubar a temperatura ambiente (20-23°C) durante 2 horas

Lavar la inmunoplaca 4 veces con 350 mi/pocillo de buffer de ensayo 1X

Afadir 100 ml/pocillo de la Solucién SA-HRP

Incubar a temperatura ambiente (20-23°C) durante 1 hora

Lavar la inmunoplaca 4 veces con 350 mi/pocillo de buffer de ensayo 1X

Afadir 100 ml/pocillo de solucién sustrato TBS

Incubar a temperatura ambiente (20-23°C) durante 1 hora

Finalizar reaccién con 100 ml/pocillo de HCI 2N

Leer la absorbancia a 450 nmy calcular los resultados

00QRRRRRQ A

Figura 5.2. Metodologia estandarizada del ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas.
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3. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante andlisis de varianza (95% de nivel de
confianza), segn los métodos reportados por Montgomery (2011). La prueba de Duncan se

aplico para determinar las diferencias entre las medias de los tratamientos.

Los ANOVA’s realizados en la Etapa 1 y 2 de este proyecto se realizaron con ayuda el programa
estadistico StatGraphics Centurion. Para el analisis sensorial de la Etapa 2 fue necesario calcular
Areas Bajo la Curva, para lo cual se utiliz6 el programa GraphPad Prism 6. Para el
modelamiento de la curva sigmoide obtenida en la cuantificacion sérica de péptidos se utiliz6

complementariamente el programa Origin Pro 8.
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VI. CAPITULO 6: RESULTADOS Y DISCUSIONES

1. PIROCONVERSION

1.1. Modelamiento de primer orden

Para el proceso de piroconversion se utilizé un método factorial con la intencion de modelar el
comportamiento de los datos. El objetivo de utilizar el modelamiento fue también para poder
explicar o comprender la relacion de los factores involucrados en la pirodextrinizacién. Tal
como se explicara mas adelante, se siguieron modelos de primer y segundo orden con base al

analisis estadistico.

La formacion de almidon resistente (AR) a través del proceso de piroconversion fue mas efectiva
en el almidon de makal que en el de ramdn; puesto que se observaron rangos de 46.19 — 84.73%
y de 0 — 6.14%, respectivamente. Se determinaron como mejores tratamientos la pirodextrina 5
de makal y la 2 de ramon, ya que sus valores de AR fueron estadisticamente mayores al obtenido

en el resto de los tratamientos (Tabla 6.1).

Tabla 6.1. Contenidos (%) de almiddn resistente en modelo de primer orden.

Factores y niveles % AR
Tratamiento Almidén:Acido  Temperatura Tiempo Pirodextrin  Pirodextrina
(HCI 2.2 M) (°C) (Minutos)  ade Makal de Ramon

1 (Factorial) 160:1 (-1) 90 (-1) 60 (-1) 68.99 1 5.59°¢
2 (Factorial) 80:1 (+1) 90 (-1) 60 (-1) 73.431 6.14f
3 (Factorial) 160:1 (-1) 110 (+1) 60 (-1) 66.14 ¢ 0.00?
4 (Factorial) 80:1 (+1) 110 (+1) 60 (-1) 53.06 ¢ 3.67°
5 (Factorial) 160:1 (-1) 90 (-1) 180 (+1) 84.73 4.42°
6 (Factorial) 80:1 (+1) 90 (-1) 180 (+1) 72451 4.48°
7 (Factorial) 160:1 (-1) 110 (+1) 180 (+1) 63.56 4.55°¢
8 (Factorial) 80:1 (+1) 110 (+1) 180 (+1) 46.19° 5.301
9 (Central) 120:1 (0) 100 (0) 120 (0) 59.95°¢ 4.42°
10 (Central) 120:1 (0) 100 (0) 120 (0) 59.86 ¢ 4.58°
11 (Central) 120:1 (0) 100 (0) 120 (0) 58.83 de 4.35°¢
12 (Central) 120:1 (0) 100 (0) 120 (0) 56.67 4 4.35°

Nativo - - - 5.69? 7.229

@ | etras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05).
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Las condiciones experimentales de almiddn/acido, temperatura y tiempo de reaccién para la
pirodextrina 5 de makal fueron 160:1, 90°C y 180 minutos. En el ramon las mejores condiciones
fueron 80:1, 90°C y 60 minutos de reaccion (Tabla 1.7).

En esta primera aproximacion de los contenidos de AR se siguié un modelo de primer orden y
los valores de R? revelaron que los modelos describieron el 87.43 y el 99.59% de la variabilidad
en el porcentaje de AR, para el almidon de makal y de ramén, respectivamente. Las ecuaciones

que explican el comportamiento del AR en relacion a los factores fueron las siguientes:

AR Makal = 63.6592 — 4.78675 * Relacion Almidon/Acido — 8.83075 * Temperatura +
0.66625 * Tiempo — 2.826 * Relacion Almidon/Acido * Temperatura — 2.627 * Relacion
Almidon/Acido * Tiempo — 3.025 * Temperatura * Tiempo + 1.55475 * Relacion

Almidén/Acido * Temperatura * Tiempo

AR Ramon = 4.32633 + 0.63025 * Relacion Almidon/Acido — 0.8905 * Temperatura +
0.41875 * Tiempo + 0.47575 * Relacion Almidon/Acido * Temperatura —0.427 * Relacion
Almidén/Acido * Tiempo + 1.12625 * Temperatura * Tiempo - 0.305 * Relacion

Almidén/Acido * Temperatura * Tiempo

El anélisis de varianza del disefio factorial dejoé en claro que el tiempo (C) y la interaccion
almidon/acido * temperatura * tiempo (ABC) no afectaron significativamente (p>0.05) el
rendimiento de AR. Contrariamente, la relacion almidén/acido (A), la temperatura (B) y las
interacciones dobles de los factores (AB, AC y BC) si afectaron el rendimiento (p<0.05). Por su
parte, en el analisis del ramon se evidencid que todos los factores y sus interacciones mostraron
efectos significativos (p<0.05) (Tabla 6.2).

Las figuras 6.1 y 6.2 muestran los graficos de Pareto con los factores y sus efectos
correspondientes en los tratamientos de makal y ramon, respectivamente. En el caso del makal

puede observarse que todos los factores y sus interaciones estadisticamente significativos (A,
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B, AB, AC y BC) inciden negativamente en el rendimiento. Es por esto que las constantes de
dichos factores en la ecuacion son negativos y, por ello, para alcanzar el mayor rendimiento es
necesario usar los niveles inferiores (0 negativos) de cada factor. Las constantes negativas en la
ecuacion del comportamiento del ramén son B, AC y ABC, mismas que también corresponden

a los factores que influyen negativamente en el rendimiento.

Tabla 6.2. Analisis de varianza en modelo de primer orden para almidon resistente de makal

y ramon.
., Valor de p
Factor / Interaccion Makal Ramén
A: Relacion Almidon/Acido 0.0030 0.0005
B: Temperatura 0.0005 0.0002
C: Tiempo 0.3043 0.0016
AB 0.0135 0.0011
AC 0.0165 0.0015
BC 0.0112 0.0001
ABC 0.0632 0.0040
Falta de ajuste 0.0045 0.0945

> @

BC
AB
AC
ABC

6 9 12 15 18
Figura 6.1. Gréfico de Pareto estandarizado en modelo de primer orden para almidon

resistente de makal.
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BC

AB
AC

ABC

0 5 10 15 20 25 30
Figura 6.2. Gréfico de Pareto estandarizado en modelo de primer orden para almidén

resistente de ramon.

Debido a que el valor de p para la falta de ajuste en la tabla de ANOVA del almidén de makal
fue de 0.0045 (Tabla 6.2), se puede aseverar que existe falta de ajuste estadisticamente
significativa. Esto indica que el modelo no resulta adecuado para describir los datos observados
y es necesario emplear un modelo de orden mas complejo. En el caso del ramon, el valor de p
(0.0945) reveld que el modelo si es adecuado para describir las observaciones y no sera

necesario continuar con la experimentacion.
1.2. Modelamiento de segundo orden en pirodextrinas de makal

Utilizando las estimaciones de StatGraphics Centurion se aplicé un modelo de segundo orden,
agregando asi seis puntos axiales (o = [2n]Y4, donde n = nimero de variables independientes;
en este caso: [2°]Y* = 1.683) (Montgomery, 2011). Una vez definidos estos tratamientos

complementarios, se procedi6 a cuantificar su contenido de almidon resistente (Tabla 6.3).

El porcentaje significativamente mayor de AR se continué observando en el tratamiento 5
factorial (84.738%) y el porcentaje de la variabilidad en los contenidos de AR fue menor (R? =
77.4231 %). El analisis de varianza revel6 que los factores que no influyeron significativamente
(p>0.05) en el rendimiento de AR fueron el tiempo, la interaccion (Relacion almidon / 4cido)?
y la interaccién triple (C, AA y ABC, respectivamente) (Tabla 6.4) (Figura 6.3). La ecuacion

que describe su comportamiento en relacion a los factores evaluados fue la siguiente:
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AR Makal = 58.8165 - 5.6072 * Relacion almidon / acido - 4.87899 * Temperatura -
0.427411 * Tiempo + 0.820701 * Relacion almidon / &cido”2 - 2.826 * Relacion almidon /
acido * temperatura - 2.627 * Relacion almidon / acido * tiempo + 2.88086 *
temperatura”2 - 3.025 * temperatura * tiempo + 3.46052 * tiempo”2 + 1.55475 * Relacion

almidon / acido * temperatura * tiempo

Tabla 6.3. Contenido (%) de almidon resistente en pirodextrinas de makal en modelo de
segundo orden.

Condiciones experimentales

Tratamiento Almidon:HCI Temperatura Tiempo % AR
22 M (°C) (min)
1 (Factorial) 160:1 (-1) 90 (-1) 60 (-1) 68.99 Mt
2 (Factorial) 80:1 (+1) 90 (-1) 60 (-1) 73.43 X
3 (Factorial) 160:1 (-1) 110 (+1) 60 (-1) 66.14 9"
4 (Factorial) 80:1 (+1) 110 (+1) 60 (-1) 53.06 ¢d
5 (Factorial) 160:1 (-1) 90 (-1) 180 (+1) 84.73!
6 (Factorial) 80:1 (+1) 90 (-1) 180 (+1) 72.451%
7 (Factorial) 160:1 (-1) 110 (+1) 180 (+1) 63.56 "9
8 (Factorial) 80:1 (+1) 110 (+1) 180 (+1) 46.19°
9 (Central) 120:1 (0) 100 (0) 120 (0) 59.95&f
10 (Central) 120:1 (0) 100 (0) 120 (0) 59.86 &
11 (Central) 120:1 (0) 100 (0) 120 (0) 58.83°¢
12 (Central) 120:1 (0) 100 (0) 120 (0) 56.67 9¢
13 (a, axial) 53:1 (1.68179) 100 (0) 120 (0) 49.62°¢
14 (a, axial)  187:1 (-1.68179) 100 (0) 120 (0) 72.38 1k
15 (a, axial) 120: 1 (0) 117 (1.68179) 120 (0) 68.02 M
16 (a, axial) 120: 1 (0) 83 (-1.68179) 120 (0) 65.63 9"
17 (o, axial) 120: 1 (0) 100 (0) 221 65.159"
18 (a, axial) 120: 1 (0) 100 (0) (1.68179) 71.79 Mk
19 (-
1.68179)
Nativo - - - 5.69%

&l _etras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05).
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Tabla 6.4. Analisis de varianza en modelo de segundo orden para almiddn resistente de

makal.
Factor / Interaccion Valor de p
A: Relacion Almidon/Acido 0.0009
B: Temperatura 0.0013
C: Tiempo 0.3762
AA 0.1513
AB 0.0135
AC 0.0165
BB 0.0067
BC 0.0112
cC 0.0040
ABC 0.0632
Falta de ajuste 0.0071

CcC
BB
BC
AB
AC
ABC

6 9 12 15
Efecto estandarizado

o
w

Figura 6.3. Gréfico de Pareto estandarizado en modelo de segundo orden para almidén
resistente de makal.

La prueba de falta de ajuste (p=0.0071) (Tabla 6.4) manifesto que este modelo de segundo orden
tampoco representa adecuadamente los datos y por ello se podria continuar la experimentacién
hacia un modelamiento de tercer orden. Sin embargo el alto contenido de material indigerible
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obtenido justifica el no extender el proceso de piroconversion a un modelamiento de orden
mayor. Por ello, pese a que no se obtuvo un rendimiento 6ptimo, el porcentaje de piroconversion
alcanzado es significativamente alto (84.73%) en comparacion con el almidon nativo de makal
(5.69%). Es por esto que a pesar de poder seguir con el modelamiento, se decidid detener el
experimento en este punto y continuar con la caracterizacion de la pirodextrina obtenida en el

tratamiento 5 de makal.

En la literatura cientifica existen estudios que reportan el contenido de AR de diversos
almidones piroconvertidos. Particularmente con el makal, los resultados de este trabajo revelan
un rendimiento mucho mayor de AR en comparacion con otros tubérculos e incluso con otras

fuentes vegetales pirodextrinizadas (Tabla 6.5).

Toraya et. al. (2016) reportan un contenido de AR de 45.98% en almidon de Yuca (Manihot
esculenta) empleando las mismas condiciones de piroconversion que se utilizaron en el presente
etudio del makal. De manera similar a lo observado en el presente trabajo, estos autores
encontraron que los factores que afectaron negativamente el rendimiento fueron la relacién
almidon/acido, la temperatura y la interaccion temperatura * tiempo. Por su parte, Jochym et.
al. (2012) reportan valores de AR entre 18.6 y 67.4% tras la piroconversién de almidon de papa

(Solanum tuberosum) utilizando diversos acidos catalizadores.

Orozco y Betancur (2004) revelan un contenido 6ptimo de 49.49% asi como una influencia
positiva de todos los factores involucrados en la piroconversion de almidon de frijol lima
(Phaseolus lunatus). Campechano et. al. (2007) revelan rendimientos de AR similares (47.5 —
62.7%) utilizando igualmente almidones nativos de dos variedades de frijol (Phaseolus lunatus
y Vigna unguiculata).

Por otro lado, en en el almidon pirodextrinizado del fruto de Parkia biglobosa se ha reportado
un contenido de 46.3% de AR (Sankhon et. al., 2013) y en el de arroz (Oryza sativa) una
proporcion menor (22.26 — 27.14%) (Subpuch et. al., 2014).

Laurentin et. al. (2003) pirodextrinizaron diversos almidones (yuca, malanga, lenteja, maiz, sagu

y sorgo) y confirman que dicho procedimiento ocasiona una disminucion significativa del
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almidon disponible e incrementa las fracciones indigeribles. Estos autores explican que el

incremento del AR se explica por la formacion de dextrinas transglucosidadas resistentes al

ataque amilolitico.

Tabla 6.5. Comparacion del contenido de AR en distintos almidones pirodextrinizados.

Material
Fuente vegetal Condiciones indigerible Referencia
(%)
Manihot esculenta 55.7
Xanthosoma
sagittifolium 60
A:HCI: 549.4:1, 140°C, 3 Laurentin et. al.,
Lens esculenta horas 55.1 (2003)
Zea mays 62.2
Canna edulis 65.2
Sorgum bicolor 41.8
A:HCI: 160:1,90° C, 1 Orozco y Betancur
Phaseolus lunatus hora 49.49 (2004)
Phaseolus lunatus AHCI: 40:1, 140°C, 3 47.5
horas Campechano et. al.,
Vigna unguiculata AHCL: 4;):1’ 140°C,3 62.7 (2007)
oras
HCI 0.1% Acido citrico
0.1%, 130°C, 3horas 10~ 242
Solanum tuberosum HCI1 0.1% Acido Jochym et. al., (2012)
tartatrico 40%, 130°C, 2 18.6 -67.4
horas
Parkia biglobosa AHCI: 8&%&3110 C.3 46.3 Sankhon et. al., (2013)
HCI 0.5%, Acido citrico
Oryza sativa 0.5%, 22.36 —27.14 Subpuch et. al., (2014)
130° C, 1 — 3 horas
Manihot esculenta AHCE 1&&; N°C,3 45.98 Toraya et. al., (2016)
Brosimum alicastrum AHCE 8&?&’1 0°C, 1 6.14 Fuente propia
Xanthosoma A:HCI: 160:1,90° C, 3 84.73 Fuente propia
yucatanense horas
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También hacen hincapié en que el uso de catalizadores acidos como HCI son necesarios para la
piroconversion efectiva a temperaturas inferiores a los 200°C. Segun ellos, esta dextrinizacion
térmica conduce a la formacion de 1,6-anhidro-D-glucosa (deshidratacion intramolecular) y de

enlaces atipicos indigeribles como 1-2, 1-3 y S-anomeros 1-4 y 1-6 (Laurentin et. al., 2003).

Este proceso de piroconversion involucra la fragmentacion y re-arreglo de las cadenas de
amilosa y amilopectina, usualmente en presencia del agente acido catalizado. De esta manera
los almidones piroconvertidos son el resultado de la combinacién de dos reacciones
consecutivas: hidrdlisis y una posterior transglucosidacion (Laurentin, 2005). Es precisamente
esta transglucosidacion la que favorece la formacién de enlaces atipicos y, consecuentemente,

el alto contenido de almidon resistente observado en este trabajo.
1.3. Determinacion de cambio de color (AE)

El cambio de color (AE) se consider6 como otra variable de respuesta para poder seleccionar el
mejor tratamiento de pirodextrinizacién. Teniendo en cuenta que los tratamientos en donde se
obtuvo un mayor contenido de AR fueron el 5y el 2 para las pirodextrinas de makal (Tabla 6.3)
y ramén (Tabla 6.1), respectivamente, se consider6 particularmente el cambio de color en estas

muestras.

La pirodextrina del tratamiento 5 de makal tuvo un AE de 3.74, el cual fue significativamente
menor (p<0.05) a la mayoria de los tratamientos y solamente se detectd similitud estadistica
(p>0.0.5) con los tratamientos 2 y 14. En la pirodextrina del tratamiento 2 de ramon el cambio

de color (2.539) fue estadisticamente igual (p>0.0.5) a los tratamientos 3, 4, 6 y 8 (tabla 6.6).

El analisis de varianza indicd que en las pirodextrinas de makal ningln factor tuvo efectos
significativos (p<0.05) sobre el cambio de color. En el ramdn se demostro que los factores que
tuvieron efectos significativos (p<0.05) sobre el AE fueron el tiempo asi como las interacciones

relacién almidon/acido * temperatura y temperatura * tiempo.

Los bajos cambios de color observados en las mejores pirodextrinas de makal y ramén revelan
gue no hubo variacion en comparacion con sus almidones nativos. Esto resulta positivo al tener

en cuenta los altos cambios de color reportados para otras muestras de almidones modificados.
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Tabla 6.6. Cambios de color en pirodextrinas de makal y ramon.

. AE
Tratamiento Makal Ramon
Modelo de

primer orden
1 2.24° 0.96°
2 3.33°¢ 2.53¢de
3 10.51¢ 3.26°¢
4 13.99¢ 2.62de
5 3.74°¢ 1.33°
6 5.14f 2.200cd
7 12.849 1.38°
8 20.13" 1.51b¢
9 8.18' 1.49°
10 8.24! 1.49°
11 8.41" 1.04°
12 8.25! 1.10°

Modelo de

segundo orden
13 8.51"
14 3.16°¢
15 10.55 ¢
16 2.24°
17 4.46)
18 1.90k

Nativo 0@ 02

K |_etras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05).
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Los bajos cambios de color mostrados por las pirodextrinas obtenidas en el presente estudio
parecen responder a las condiciones del tratamiento, especificamente a la temperatura y al acido.
En relacion a esto, diversos estudios sobre piroconversion evidencian el posible efecto de
condiciones extremas sobre altos cambios de color. Por ejemplo la pirodextrina éptima del
almidon de frijol lima (Phaseolus lunatus), reportada por Orozco y Betancur (2004) mostr6 un
AE de 18.86. Estos autores afirman que cuando la piroconversion se realiza aplicando
condiciones extremas (alta concentracion de &cido, alta temperatura y tiempo de calentamiento

prolongado) se pueden obtener almidones no digeribles con cambios de color mayores.



Capitulo 6: Resultados y discusiones

Laurentin et. al. (2003) coinciden con lo anterior y ademas aseguran que cuanto mayor es la
concentracion del catalizador &cido, mayor seré la diferencia de color debido a la naturaleza
sensible de los carbohidratos al pardeamiento. En este mismo sentido, Campechano et. al. (2007)
obtuvieron pirodextrinas del almidon de frijol caupi (Vigna unguiculata) y, utilizando

temperaturas de hasta 140°C, encontraron valores de AE altos; entre 16.60 y 30.64.

Por otro lado, y de manera similar al presente estudio, Toraya et. al. (2016) obtuvieron un bajo
AE (1.89) en su pirodextrina de yuca (Manihot esculenta), lo cual puede asociarse a que también
utilizaron una temperatura menor (90°C) en su tratamiento éptimo. Por lo tanto puede concluirse
que para obtener pirodextrinas con bajos cambios de color es necesario utilizar temperaturas y
niveles de &cido bajos.

1.4. Microscopia

Para corroborar la presencia de granulos intactos que sustentarian la resistencia del almidén de
ramon a la piroconversion, se observaron en microscopio las muestras de los almidones nativos

y de las pirodextrinas.

En el caso del makal se observé que el proceso de pirodextrinizacion si fue efectivo ya que
hidrolizé gran parte de los granulos. De igual manera se observo que tanto en la muestra nativa
como en la pirodextrina la estructura granular es mas voluminosa que en el ramon (Figura 6.4).
En el almidén de ramon se corrobord la hipétesis de la estructura granular resistente, ya que los

granulos se observaron préacticamente intactos en la muestra pirodextrinizada. (Figura 6.5).
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Figura 6.4. Muestras de makal. A: Almidon nativo, B: Pirodextrina del tratamiento 5.

Figura 6.5. Muestras de ramoén. A: Almidon nativo, B: Pirodextrina del tratamiento 2.

2. HIDROLISIS ENZIMATICA COMPLEMENTARIA

Mientras que en el makal fue posible alcanzar un rendimiento de 84.738% de almidon resistente
en el mejor tratamiento de pirodextrinizacién, en el ramon se obtuvo 6.148%. Debido a esto se

optd por continuar el estudio utilizando Unicamente la pirodextrina 5 de makal.
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En dicha muestra se ejecuto la hidrdlisis complementaria para disminuir el conteno de fracciones
digeribles, utilizando un método factorial 22 con cuatro réplicas del tratamiento central (Tabla
6.8). Al utilizar amilasa como agente hidrolizante, este método asegura la permanencia de
glucidos enziméticamente resistentes y el desdoble de los carbohidratos digeribles. Es este
residuo de carbohidratos hidrolizados el que sirve de indicador para estimar los equivalentes de

dextrosa y, consecuentemente, definir a la muestra como maltodextrina o no.
2.1. Secado por aspersion

Debido a que cada tratamiento de la hidrdlisis se realiz6 en medio himedo fue necesario aplicar
un método de secado adecuado para posteriormente estimar los equivalentes de dextrosa.
Inicialmente se utilizo liofilizacién pero por el alto contenido de carbohidratos fue dificil obtener
un secado completo. Posteriormente se prob6 secado por aspersion en un equipo Spry Dryer
SD-05 Lab Plant, siendo este mas apropiado para la obtencion de pirodextrina deshidratada. Las

condiciones utilizadas se enlistan en la Tabla 6.7.

Tabla 6.7. Condiciones del secado por aspersion.

Parametro Valores
Temperatura de entrada 135 °C
Temperatura de salida 80-90°C
Didmetro de boquilla de 0.75 mm
alimentacion
Velocidad de flujo de aire de 62 m3/hr
secado
Velocidad de flujo de bomba 560 mL/hr

2.2. Equivalentes de dextrosa (ED)

Se determinaron los equivalentes de dextrosa (ED) en cada tratamiento de la hidrdlisis
complementaria previamente secado. El analisis de varianza indico que existieron diferencias
estadisticas significativas entre ellos (p<0.05) y la post prueba de Duncan (p<0.05) revel6 que
los tratamientos homogéneos fueron el 2, 4 y los centrales. Destaco el tratamiento 1 factorial ya

que mostré un ED menor a los demés (Tabla 6.8).
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Tabla 6.8. Equivalentes de dextrosa en maltodextrinas enzimaticamente resistentes de makal.

Factores y niveles .
y Equivalentes

Tratamiento Enzima Tlemp_o,de de dextrosa
(%) reaccion
. (%)
(min)
1 (Factorial) 0.05 10 13.89%
2 (Factorial) 0.1 10 36.56°
3 (Factorial) 0.05 30 24.24°¢
4 (Factorial) 0.1 30 33.85°
5 (Central) 0.075 20 36.18°
6 (Central) 0.075 20 35.70°
7 (Central) 0.075 20 38.03"
8 (Central) 0.075 20 32.29°

&¢ Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05).

El ED se define como el porcentaje de azucares reductores de un hidrolizado calculado como
glucosa en base seca. En consecuencia, el ED del almidén es cero y el de la glucosa es 100
(Vidal, 2010). Una aplicacion util de este parametro es para definir las maltodextrinas ya que
para ser denominadas como tal no deben poseer méas del 20% de azUcares reductores; es decir,
tener un ED menor de 20 (Antonio et. al., 2009).

Para fines de este estudio el ED se empled para determinar la mejor maltodextrina
enzimaticamente resistente (MER) de la hidrélisis complementaria. De esta manera, debido a
que mostré un ED menor a 20 y estadisticamente inferior (p<0.05) al resto de los tratamientos
(Tabla 6.8), se seleccion6 la MER correspondiente al tratamiento 1. A esta muestra se le
determind nuevamente su contenido de AR y su AE, observando que, tal como se esperaba,

incrementd a 90.73% + 2.9 su material indigerible y a 4.24 + 0.15 su cambio de color.

Se han producido maltodextrinas a partir de otros tubérculos y en ellas se reportan valores de
ED similares a los del presente trabajo. En este sentido, Antonio et. al. (2009) reportan
maltodextrinas generadas por via enzimatica a partir de malanga (Colocasia esculenta) con ED
de entre 15.12% y 17.48%. De manera similar, Montafiez et. al. (2002) hidrolizaron
enzimaticamente almidén de papa (Solanum tuberosum) y alcanzaron valores entre 6.10% y
19.10% de ED.
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En la literatura existen diversos estudios que evidencian el efecto de los factores involucrados
en la hidrdlisis complementaria de pirodextrinas sobre su grado de hidrolisis. El trabajo de
Jochym et. al. (2012) particularmente parece revelar la sinergia entre &cidos catalizadores para
incrementar el grado de polimeros hidrolizados. Estos investigadores encontraron que la
utilizacion de &cido clorhidrico en combinacion con &cido tartarico produce MER de papa
(Solanum tuberosum) con un grado de ED mayor, que al utilizar &cido clorhidrico con acido
citrico. Los valores de ED reportados en su estudio fueron de 29% y 16%, respectivamente, lo
que contrasta con el ED de 13.89% obtenido en la MER de makal. Esta situacion puede deberse

a que en el presente estudio solamente se utiliz6 un &cido catalizador (acido clorhidrico).

De igual manera parece ser que la concentracion de enzima y el tiempo de reaccién son claves
para obtener bajos grados de hidrolisis y, consecuentemente, bajos contenidos de ED. En este
sentido, el trabajo de Toraya et. al. (2016) propone dos métodos de hidroélisis para conseguir ED
en MER de yuca (Manihot esculenta) de entre 25.45% y 48.82%. En el primer experimento los
autores usaron niveles altos (0.05 — 0.1 % de enzima y 10 — 30 minutos de hidrdlisis) y
obtuvieron altos ED. En el segundo método alcanzaron bajos ED, pero aplicaron niveles
menores de hidrolisis (0.01 — 0.05 % de enzima y 5 — 15 minutos de hidrolisis).

Finalmente estos autores concluyen que pese a que sus mejores MER rebasan el rango permitido
de ED para maltodextrinas, usar niveles todavia mas bajos podria ser técnicamente inviable.
También es preciso sefialar que sus resultados discrepan con el presente trabajo, ya que en las

MER de makal se utilizaron las condiciones altas que ellos reportan pero alcanzando menor ED.
3. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO

Se determinaron las temperaturas (T°ceL) Y la entalpias de gelatinizacion (AH) de los mejores
tratamientos de makal (pirodextrina y MER). De igual manera se decidié escanear la
pirodextrina Optima de ramén para complementar la justificacion de su bajo rendimiento de

material indigerible.

En tanto a las mejores pirodextrinas de makal (tratamiento 5 factorial) y de ramon (tratamiento

2 factorial), fue posible observar que las T°ceL fueron diferentes (p<0.05) entre ellas pero
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similares a las reportadas para sus almidones nativos respectivos (Hernandez et. al., 2008)
(Pérez et. al., 2014). En tanto a la AH, se evidencio que las pirodextrinas estudiadas poseen
valores inferiores a lo reportado para su almidon nativo correspondiente (Hernandez et. al.,
2008) (Pérez et. al., 2014) (Tabla 6.9). En tanto a la mejor MER de makal (tratamiento 1

factorial), no fue posible detectar en ella los valores de T°geL ni de AH.

Lo anterior parece indicar que el proceso de pirodextrinizacion no modifica la temperatura de
gelatinizacion pero si disminuye la energia necesaria para alcanzar esta condicion. No obstante,
pese a que la AH disminuye en ambos casos, se observa que en la pirodextrina de ramén es mas
alta (16.63 J/g) que la alcanzada en el makal (12.23 J/g) (Tabla 6.9). Precisamente aqui puede
radicar la justificacion de los bajos rendimientos de material indigerible en las muestras de
ramon, puesto que la alta AH sustenta la presencia de los granulos nativos resistentes observados
en la muestra pirodextrinizada (Figura 6.5-B). Esta resistencia granular puede deberse a las
fuerzas de enlace entre las dobles hélices que forman los cristales de amilosa en ciertos
almidones nativos, las cuales dan lugar a estrechos puentes de hidrégeno dentro de la molécula
de almidon (Aristizabal et. al., 2007).

Otro aspecto detectado fue que el almidén nativo de ramoén posee una AH mayor que su
pirodextrina, suponiendo asi una mayor resistencia a los procesos fisicos que a los enzimaticos.
Esto debido a que la muestra nativa al ser solo sometida al calor del calorimetro produce un
valor relativamente elevado de AH pero, tras ser hidrolizada con calor mas acido durante la

pirodextrinizacién, la AH se reduce notablemente (Tabla 6.9).

Tabla 6.9. Temperaturas (T°ceL) Yy entalpias (AH) de gelatinizacion en almidones nativos y
pirodextrinas estudiadas.

Makal Ramoén
Almidon nativo Almidon nativo
(Hernandez et.  Pirodextrina (Pérez et. al., Pirodextrina
al., 2008) 2014)
T°cEL 78.4 77.11° 83.05 81.28"
(°C)
COH (J/g) 14.9 12.232 21.42 16.63"

| etras diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05).
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Los cambios observados en las pirodextrinas y la nula respuesta detectada en la MER de makal
parecen responder a la estructura granular fragmentada por los diversos procesos de hidrolisis.
Debido a que en la MER, ademas de la piroconversion, existe un tratamiento enzimatico
complementario, podemos suponer que posee granulos altamente desordenados que no fueron

capaces de mostrar las transiciones térmicas valoradas (T°ceL y AH).

Especificamente, la reduccion registrada en la AH puede deberse a que la hidro6lisis &cida en
condiciones de poca humedad ataca principalmente las regiones superficiales del almidon nativo
(Subpuch at. al., 2014), alterando asi su estructura granular caracteristica (Sankhon et. al., 2013).
De esta manera, es probable que la piroconversion produjo un granulo parcialmente
fragmentado que demand6 una menor energia para alcanzar la pérdida total de su estructura
(gelatinizacion). Otro aspecto que puede sustentar la diferencia de las AH de pirodexrinas y
MER en relacién a sus nativos, es el hecho de que los almidones con estructura de tipo B
(principalmente tubérculos) tratados térmicamente poseen una reducida estabilidad térmica que
genera menores entalpias en los estudios de calorimetria diferencial de barrido (Lim et. al.,
2002).

Segun Sankhon et. al. (2013), la disminucion de la entalpia observada en las pirodextrinas
también puede atribuirse a que en la piroconversion existe una transformacion parcial de la zona
cristalina interna en una fase amorfa (debido a la hidrolisis). Por lo tanto, debido a que segun
ellos las regiones amorfas se funden més facilmente, fue posible observar una menor demanda

de energia.

Lim et. al. (2002) coinciden con lo anterior y ademas afirman que los cambios inducidos por el
tratamiento térmico ocurren primordialmente en las regiones amorfas del granulo y tienen
efectos limitados sobre las cristalinas. Ya que son precisamente estas zonas cristalinas las
involucradas en el fendmeno de gelatinizacion (Campechano et. al., 2007), es probable que por
eso no se hayan observado diferencias tan marcadas entre las T°ceL registradas para las

pirodextrinas y sus almidones nativos.

En la piroconversion documentada para el almidon de frijol lima (Phaseolus lunatus) se

observan dichos fendmenos, puesto que practicamente no se apreciaron cambios en la T°ceL
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(81.6°C y 80.2°C) pero si una disminucion notoria de la AH (7.6 J/g) en relacion a su nativo
(10.4 J/g) (Campechano et. al., 2007). El estudio de piroconversion en frijol africano (Parkia
biglobosa) también secunda lo anterior al reportar una disminucion marcada de la AH posterior
al proceso de pirodextrinizacion; de 13.93 J/g para el nativo hasta 8.81 J/g para su pirodextrina.
No obstante, esta pirodextrina si mostré una disminucion mucho més dréstica en su temperatura
de gelatinizacion (72.4 °C) respecto a su nativo (89.6 °C) (Sankhon et. al., 2013). En tanto a la
MER, en el trabajo de Toraya et. al. (2016) también se obtuvieron resultados similares al
presente trabajo ya que su maltodextrina resistente tampoco mostrd respuesta térmica alguna en
el termograma respectivo. Los autores igualmente asocian esta situacion a la fraccion cristalina

remanente.
4. EVALUACION DE PROPIEDADES DE HIDRATACION

El perfil de propiedades de hidratacion se realizd solamente sobre los mejores tratamientos
derivados del almidon de makal (pitodextrina 5 y MER 1). Los resultados demostraron que la
capacidad de absorcion de agua (CABA) fue mayor en la pirodextrina de makal, alcanzando sus
valores maximos a partir de los 80°C. La MER mostré valores de absorcion de agua muy bajos
y practicamente sin diferencias estadisticas en las temperaturas evaluadas. En relacion al
almidon nativo, la CABA presentd valores mas altos que las muestras de estudio desde

temperaturas iniciales (Hernandez et. al., 2008) (Figura 6.6).

En la pirodextrina no se observo diferencia estadistica (p>0.05) en el poder de hinchamiento
(PH) registrado a temperaturas tempranas (30, 60 y 70°C). No obstante, a partir de los 80°C se
detecto un incremento estadistico (p<0.05) en los valores. Esta misma tendencia se reporté para
el almidon nativo de makal, pero con valores mucho mayores; 2, 6, 23 y 30 g de agua / g muestra
para 60, 70, 80 y 90°C, respectivamente (Hernandez et. al., 2008). En el caso de la MER se

determind que la muestra no poseia la capacidad de hinchar los granulos (Figura 6.7).

Respecto al indice de solubilidad (IS), en el caso de la pirodextrina se demostrd un incremento
significativamente diferente (p<0.05) y gradual conforme se aumentd la temperatura.
Igualmente se evidencié que los datos del IS posterior a los 80°C fueron similares entre la

pirodextrina y el almidon nativo, siendo la solubilidad de la pirodextrina mayor desde
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temperaturas iniciales. En la MER se observo el maximo IS en todas las temperaturas evaluadas
(Figura 6.8).
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Figura 6.6. Capacidad de Absorcion de Agua de los mejores tratamientos del makal.
ND = No Determinado. *9 Letras diferentes en la misma fila indican diferencia significativa
(p<0.05).

El aumento gradual observado en la CABA de la pirodextrina se debié principalmente al
incremento de temperatura. Lo anterior debido a que tras la aplicacién de calor y conforme se
alcanzo la T°ceL, las moléculas vibraron rompiendo los puentes de hidrogeno intermoleculares
de las zonas amorfas de los granulos (Pineda et. al., 2010). Esto muy probablemente generd una
exposicion de grupos hidroxilos, los cuales finalmente interaccionaron con el agua e

incrementaron gradualmente la CABA (Rios et. al., 2016).
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Por otro lado, la escasa absorcidon de agua evidenciada en la MER parece deberse al doble
tratamiento hidrolizante que sufrié esta muestra ya que segun Ulbrich et. al. (2015) en las
muestras hidrolizadas y de baja humedad (aw<0.2) existe la pérdida de sitios de sorcion
disponibles. Esto causado por la eliminacion de carbohidratos en las regiones no muy ordenadas,
a algunos reordenamientos en el umbral entre regiones amorfas y cristalinas, asi como a la
cristalizacion de fragmentos lineales cortos principalmente de amilopectina degradada

molecularmente.
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Figura 6.7. Poder de Hinchamiento de los mejores tratamientos del makal.

¢ etras diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05).

La pérdida del orden amorfo al alcanzar la T°ceL descrita anteriormente para la pirodextrina
pudo provocar también el hinchamiento (aumento de volumen) observado, puesto que la

estructura se encontrd parcialmente expuesta y el agua difundié mas facilmente hacia el interior
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(Aristizébal et. al., 2007). Por esto mismo fue posible detectar el incremento abrupto del PH en
la pirodextrina a partir de los 80°C, ya que su T°ceL determinada fue de 77.11°C. De manera
similar que en la CABA, la MER no mostrd PH probablemente porque la hidrolisis extensiva
gener0 una pérdida de carbohidratos en las regiones no muy ordenadas (Ulbrich et. al., 2015),

lo que produjo una estructura abierta, muy inestable e incapaz de embeber agua.
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Figura 6.8. indice de Solubilidad de los mejores tratamientos del makal.
ND = No Determinado. ¢ Letras diferentes en la misma fila indican diferencia significativa
(p<0.05).

La justificacion de la baja absorcion de agua y bajo poder de hinchamiento que mostro la
pirodextrina, en relacién a su nativo, se encuentra en la reorganizacién que sufre la estructura

como consecuencia de la piroconversion. En relacion a esto, diversos estudios de microscopia
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electrénica de barrido justifican que la pirodextrinizacidn parece hacer mas compactas, densas
y reticuladas ciertas estructuras granulares remanentes. Lo anterior a razén de un incremento en
el reordenamiento del granulo que promueve nuevas interacciones internas (Parker y Ring,
2001) (Sankhom et. al., 2013). Una de estas interacciones es la formacion ordenada de dobles

hélices de amilopectina entre cadenas hidrolizadas adyacentes (Subpuch at. al., 2014).

Por ello se puede suponer que la estructura parcialmente compacta y cristalina de la pirodextrina
permitié una menor interaccion y, por ende, una menor absorcién de agua que su nativo. Esta
misma reticulacién asociada a la amilopectina puede ser también la responsable del menor PH
de la pirodextrina en relacién al almidon nativo, ya que esto pudo limitar la difusion de agua

hacia el interior de la estructura.

La razén del mayor IS (asi como del menor PH) de la MER en comparacion con la pirodextrina
puede asociarse al proceso de hidrélisis complementaria, por la accion especifica de la amilasa.
Ya que esta enzima hidroliza preferencialmente las regiones amorfas (Bonilla et. al., 2014),
pudieron fragmentarse los remanentes de amilosa y amilopectina de la pirodextrina y entonces
la estructura hidrolizada de la MER resultante (dextrinas) fue mucho mas afin con el medio
acuoso. Aristizabal et. al. (2007) ademas aseguran que cuando la temperatura de la suspension
es superior a la T°geL, los puentes de hidrégeno internos contintian destruyéndose haciendo que
las moléculas de agua empiecen a anexarse a los hidroxilos liberados; generando asi un

incremento progresivo de la solubilidad.

De esta manera puede suponerse que la estructura hidrolizada de la MER fue incapaz de retener
agua, ya que mas bien se encontraba completamente solubilizada y dispersa. Por ello fue posible
observar en la MER valores nulos de absorcion de agua e hinchamiento y maximos porcentajes
de solubilidad.
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5. EVALUACION DEL CONSUMO DE LAS MEJORES PIRODEXTRINAS Y
MALTODEXTRINAS ENZIMATICAMENTE RESISTENTES SOBRE EL ESTADO
DE SACIEDAD

5.1. Sujetos de estudio, tratamientos y alimentos utilizados

La evaluacion se llevé a cabo en 11 voluntarios adultos sanos (Tabla 6.10), todos ellos
estudiantes del Instituto Tecnologico de Mérida. Se siguieron los lineamientos de la Declaracién
de Helsinki (Asociacion Médica Mundial, 2013) y todos los participantes expresaron su

inclusion voluntaria firmando una carta de consentimiento informado (Anexo 1).

La asignacion de los tratamientos se realizd al azar con la finalidad de que en cada sesion
experimental se evalle uno diferente y se evite cualquier tipo de sesgo (Tabla 6.11). Los
tratamientos evaluados fueron: Fibersol-2® como control positivo, maltodextrina
enzimaticamente resistente (MER) de makal #1, pirodextrina de makal #5 y agua como control

negativo.

Tabla 6.10. Caracteristicas de la poblacion de estudio (n = 11).

Caracteristica Valor
Género (Masculino/Femenino) 5/6

Edad (afios) 24435
Circunferencia de cintura (cm) 86.5+12.8
Peso (kg) 65.2+11.8
Talla (m) 1.6 +0.09
IMC (kg/m?) 24.1+2.4
Grasa (%) 31.1+6.8
Musculo (%) 30.9+5.7
Presion arterial sistolica (mm Hg) 103.6 £ 6.7

Presion arterial diastdlica (mm Hg) 7077
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Tabla 6.11. Secuenciacion de los tratamientos.

) _ Sesiones experimentales
Sujeto de estudio

1 2 3 4

1 C D B A

2 A C D B

3 C B A D

4 A C B D

5 C B A D

6 A D B C

7 C B A D

8 B D C A

9 B D A C

10 D A B C
11 B A C D

A: Fibersol-2®, B: MER, C: Pirodextrina, D: Agua.

En tanto a los alimentos, la colacion (tiempo 0°) consistié en leche semidescremada acompaiiada
con hojuelas de maiz sin azlcar. Los ingredientes, el tamafio de la porcién asi como el aporte

caldrico de cada platillo se desglosan en la Tabla 6.12.

Tabla 6.12. Caracteristicas de los platillos consumidos.

Caracteristica Leche con hojuelas de maiz
. 240 ml de leche semidescremada
Porcion
30 gr de hojuelas de maiz no azucaradas

Kcal 226.7
Proteinas (gr) 9.6
Lipidos (gr) 4.4
Carbohidratos (gr) 36.9
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5.2. Andlisis sensorial de la saciedad

Se aplicaron escalas visuales analogas (EVA) durante los tiempos 0°, 60°, 120’ y 180 para
poder determinar la sensacion de saciedad generada por los diferentes tratamientos. Se utilizaron
estas herramientas ya que han demostrado ser instrumentos de medida reproducibles y sensibles
a la manipulacion experimental en los estudios de validacion de hambre/saciedad (Clark y
Slavin, 2013). Para fines de este trabajo, las EVA’s empleadas incluyeron la valoracién de
cuatro indicadores sensoriales a través de cuatro interrogantes: Hambre (;Cuéanta hambre
tienes?), consumo prospectivo (;Cuanto crees que puedas comer?), saciedad (¢,Como de

satisfecho te sientes?) y plenitud (;Como de lleno te sientes?).

La evolucidon pospandrial (hasta 180 minutos) de los indicadores sensoriales se evalu6 mediante
el analisis en los diferentes tiempos y se determiné el area bajo la curva (AUC). ElI AUC se
calculdo de forma geométrica siguiendo el método trapezoidal y utilizando el programa
estadistico GraphPad Prism 6. Inicialmente los datos fueron normalizados, tomando como

referencia las puntuaciones referidas en el tiempo 0.

En tanto al hambre los resultados revelaron que el agua generd una respuesta estadisticamente
mayor (p<0.05) al resto de los tratamientos y que tanto la pirodextrina como el Fibersol-2®
produjeron los menores valores (p<0.05) a nivel pospandrial. No obstante, el hambre inducida
por la pirodextrina no mostré diferencia (p>0.05) en relacion a la MER (Figura 6.9). La
valoracion del consumo prospectivo (estimacion de cuanto alimento mas se puede ingerir)
concluyé que el agua fue el tratamiento que produjo una respuesta mayor (p<0.05). Las
respuestas generadas por el Fibersol-2®, la MER Yy la pirodextrina fueron menores a la del agua
y ademas estadisticamente iguales (p>0.05) (Figura 6.10). La evaluacion de la sensacién de
saciedad evidencié que no hubieron diferencias estadisticas (p>0.05) entre las respuestas
generadas por el Fibersol-2®, la MER vy el agua. La pirodextrina resulto ser el tratamiento que
indujo una sensacion de saciedad estadisticamente mayor (p<0.05) (Figura 6.11). Esta misma
situacion se replicé en la percepcion de llenado, puesto que la muestra que genero6 una sensacion

de plenitud mayor (p<0.05) fue la pirodextrina (Figura 6.12).
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Para fines de discusion se agruparan los indicadores evaluados en dos principales rubros:
Indicadores de apetito: hambre y consumo prospectivo; e indicadores de satisfaccion: saciedad
y plenitud. En el primer grupo destacé el agua como el tratamiento que mostré las respuestas
significativamente diferentes y mas altas. En relacion a esto Gerstein et. al. (2004) aclara que
pese a que algunos estudios reconocen al agua como un agente promotor de la saciedad, el efecto
realmente depende del incremento de volumen que genera al asociarse con otros nutrimentos
(principalmente fibra y proteina). Por ello se puede concluir que el agua generé mayores
respuestas, tanto de hambre como de consumo prospectivo, ya que se administrd sin la

incorporacion de ningun nutrimento.

Las percepciones inducidas por el Fibersol-2®, la MER y la pirodextrina en los dos indicadores
de apetito fueron menores a la del agua y practicamente iguales entre ellas; la Unica diferencia
estadistica se observo en la sensacion de hambre entre el Fibersol-2® y la MER. Esta menor
respuesta observada en los tres tratamientos positivos puede encontrar su justificacién en dos de
las principales caracteristicas de dichos de compuestos: Resistencia a la digestion intestinal y
solubilidad.

Agua- F—1—5.043°

Pirodextrina -—| 47758k
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Figura 6.9. Hambre pospandrial generada por los tratamientos estudiados.

¢ etras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05).

69



Capitulo 6: Resultados y discusiones

Tanto el Fibersol-2® (Cho y Almeida, 2012), como la pirodextrina (Laurentin et. al., 2005) y la
MER (Toraya et. al., 2016) son dextrinas que poseen una estructura correspondiente a la fibra
soluble por los enlaces atipicos e indigeribles que poseen y por su capacidad para forman
puentes de hidrdgeno con el agua. En este sentido, Slavin y Green (2007) afirman que, debido
a su capacidad de incrementar el bolo y de retardar la fase intestinal de digestién y absorcion,
las fibras solubles se reconocen como agentes inhibidores del hambre. Este potencial de
aumentar el bolo pudiera verse reflejado en los resultados obtenidos para la capacidad de
retencion de agua de la pirodextrina y de la MER, ya que la proporcién de incremento de peso

hamedo en ellas fue de 1:3 y 1:1, respectivamente (Figura 6.6).

Monsivais et. al. (2011) describen ademas al indice glicémico (IG) como otro elemento
determinante en la restriccion del hambre y del consumo prospectivo y que pudo estar asociado
a los tres tratamientos positivos. Estos autores afirman que los estimulos provocadores de una
baja glicemia pospandrial (bajo 1G) estan asociados con puntuaciones de apetito y consumo
energético mas bajos, que los estimulos isoenergéticos que inducen una mayor respuesta
glicémica. En este mismo sentido, tanto en la pirodextrina como en la MER se puede suponer
un bajo IG en funcién a su alto contenido de almidén resistente (Tabla 6.3) y a su bajo
equivalente de dextrosa (Tabla 6.8), respectivamente. El estudio realizado por Kendall et. al.
(2008) secunda esta hipotesis ya que comprobd una menor respuesta glicémica e insulinica
pospandrial en dextrinas solubles y enzimaticamente resistentes obtenidas de maiz. Brouns et.
al. (2007) también confirman dicha suposicion ya que establecieron un 1IG de 58 en su
maltodextrina retrograda resistente a la digestion. El Fibersol-2® como tal se ha asociado con
un bajo 1G (Okuma y Kishimoto, 2004), por lo que en los tres tratamientos pudiera confirmarse

esta asociacion entre el bajo IG y la inhibicion del apetito.

Ademas de lo anterior, Nazare et. al. (2011) detallan en una investigacion, otra via que justifica
la supresion del hambre por parte de las dextrinas enzimaticamente resistentes. Estos
investigadores descubrieron que la ingestion de una colacién acompafiada con 50 gr de dextrina
resistente disminuy0 la concentracion serica de grelina. Debido a que esta hormona es la

encargada de estimular el apetito (Vasquez y Ulate, 2010), pudiera suponerse que los tres
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tratamientos positivos del presente trabajo inhibieron indirectamente el hambre; ya que a la vez

impidieron la secrecion de grelina.
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Figura 6.10. Consumo prospectivo pospandrial generado por los tratamientos estudiados.

b | etras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05).

En relacion a los indicadores de satisfaccion, los resultados revelaron como mejor agente
inductor de saciedad y plenitud a la pirodextrina. Estadisticamente no se encontraron diferencias
en el resto de los tratamientos en los dos indicadores evaluados. En relacion a esto, Tan et. al.
(2016) mencionan que las fibras con altas capacidades de retencion de agua pueden incrementar
la distension géstrica debido a la expansion de su volumen hasta ocho veces en el estdmago.
Segun dichos autores esto favorece la sensacion de saciedad probablemente por una sefial vagal
de plenitud. Burton et. al. (2017) coinciden con lo anterior y ademas afirman que la alta
capacidad de retencién de agua de ciertas fibras solubles retrasa la tasa de digestion y absorcién
de nutrimentos, a la vez que favorece la liberacion de hormonas reguladoras de la ingestion de
alimentos. Todo lo anterior cobra relevancia al tener en cuenta los resultados de las propiedades
de hidratacion del presente estudio, ya que la muestra que mostré mayores valores de retencién

de agua (Figura 6.6) e hinchamiento (Figura 6.7) fue precisamente la pirodextrina.
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Figura 6.11. Saciedad pospandrial generada por los tratamientos estudiados.

b | etras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05).

Cabe mencionar que existen numerosos reportes que indican que la sensacion de saciedad se
atribuye principalmente a fibras solubles viscosas, sobre las no viscosas (Hoad et. al., 2004). En
tanto a esto se sabe que las fibras altamente viscosas generan un estado de saciedad temprana
incluso a dosis bajas (Slavin y Green, 2007), tanto en humanos como en animales (Tan et. al.,
2016). Sin embargo los resultados del presente trabajo indicaron lo contrario ya que la
pirodextrina, quien se comporta como fibra soluble y es escasamente viscosa (Laurentin et. al.,
2005), fue el tratamiento que presento un incremento estadistico de la saciedad. Wanders et. al.
(2011) reportan un comportamiento similar al obtenido en este estudio, ya que en su revision
bibliogréafica sobre los efectos de la fibra dietética en apetito, consumo calérico y peso corporal

identifican a las dextrinas resistentes poco viscosas como agentes inductores de saciedad.

Pese al alcance agudo de presente proyecto, existe evidencia centifica que respalda la induccion
de saciedad a partir del consumo de dextrinas solubles, poco viscosas y resistentes bajo un efecto

cronico. En este sentido, Guérin et. al. (2011) aseveran que &cidos grasos de cadena corta
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(principalmente butirato), producidos como consecuencia de la fermentacion coldnica de dichas
dextrinas, ejercen un efecto promotor del estado de saciedad y plenitud. La justificacion a lo
anterior se encuentra en el trabajo de Zhou et. al. (2006), donde se document la capacidad del
butirato para favorecer la expresion de genes codificantes de dos de los principales péptidos
intestinales moduladores de saciedad: PYY y GLP-1. Por lo anterior se recomienda continuar la
investigacion de pirodextrinas y MER sobre la liberacion de PYY y GLP-1, bajo modelos de

periodicidad crénica.

Agua- e ey IPR-ETE

MER - —— 1360°

Fibersol- —+— 1p47°

0 2 4 6 8 10
AUC (mm/ 3 hr)

Figura 6.12. Plenitud pospandrial generada por los tratamientos estudiados.

b | etras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05).

Son diversos los estudios que secundan los resultados de este trabajo en relacion a la generacion
de saciedad temprana y/o inhibicion del hambre. Por ejemplo, Willis et. al. (2009) estudiaron el
efecto sobre la saciedad, el consumo prospectivo y otros indicadores sensoriales de muffins
adicionados con Hi Maize®. Estos investigadores comprobaron que hasta 8 gr de este almiddn
resistente, no viscoso, soluble y comercial generaba una sensacion de saciedad y de plenitud
estadisticamente mayor posterior a los 180 minutos de consumo. Por otro lado, Guérin et. al.
(2011) evaluaron el efecto de Nutriose®, una dextrina poco viscosa, soluble y comercial, y
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evidenciaron la disminucion del hambre a partir del dia 5 con una dosis de 24gr/dia y del dia 7
con dosis de 14g/dia 'y 18g/dia. Ye et. al. (2015) probaron el efecto agudo (4 horas) de 10 gr
Fibersol-2®, una maltodextrina enzimaticamente resistente comercial, y también encontraron

que generd saciedad prolongada, sensacion de plenitud y disminucion de hambre.

5.3. Andlisis bioquimico de la saciedad

Para la medicion de los niveles séricos de PYYass y de GLP-17.36 Se realizaron pruebas de
inmunoensayo enzimatico “competitivo” con inmunoplacas pre-recubiertas de anticuerpos
secundarios. La cuantificacion de cada hormona se realizd por interpolacion de los valores de

absorbancia obtenidos de las muestras con respecto a su curva estandar (0.01 — 100 ng/mL).

Las curvas de calibracion fueron de tipo sigmoidea inversa y se obtuvieron trazando las
concentraciones conocidas en escala logaritmica (Eje X) y su correspondiente absorbancia en
escala linear (Eje Y). Tanto en la curva estdndar de Péptido YY3.3s como de GLP-17.3, €l
coeficiente de determinacion (R?) establecié que el modelamiento describio el 99.9% en la
variabilidad y la ecuacién que describio el comportamiento fue la siguiente:

(A2-41)
14+10LO0Gx0-X)(p)

Y=Al+

Donde:

Al =0.319 para curva PYY y 0.37018 para curva GLP-1

A2 = 2.0754 para curva PYY y 1.83746 para curva GLP-1
LOGx0 = -0.288 para curva PYY y -0.18975 para curva GLP-1
p =-1.373 para curva PYY y -1.22556 para curva GLP-1

En tanto al Péptido YY (PYY3.s), no se observo diferencia estadistica (p<0.05) en sus niveles
séricos a los tiempos 0’, 60’ y 180’ posteriores a la ingestion de los tratamientos. Al minuto 120
fue posible determinar que el agua produjo un descenso significativo en los niveles de esta
hormona y que el Fibersol-2® y la MER produjeron los niveles mas altos. El efecto sobre el
PY'Y3.35 Sanguineo a este mismo tiempo fue estadisticamente igual entre el agua y la pirodextrina

y entre ésta Ultima y la MER (Figura 6.13). Un escenario similar se observo en los niveles de
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GLP-17.36, solo que las diferencias estadisticas (p<0.05) entre tratamientos se detectaron al
minuto 60 pospandrial. En este tiempo el agua produjo la menor secrecion de GLP-17.36, en
tanto que la pirodextrina y el Fibersol-2® generaron su mayor liberacion. La MER indujo una

secrecion estadisticamente igual a los tres tratamientos restantes (Figura 6.14).

El PY'Y3.36 €s una hormona intestinal que se libera a los 15 minutos posteriores a la ingestion de
los alimentos y que alcanza sus picos maximos en sangre a los 60 — 120 minutos pospandriales
(Neary y Batterham, 2009). Es uno de los péptidos clave en la regulacion del consumo de
alimentos, debido a su efecto conocido sobre la inhibicion del hambre (Batterham et. al., 2007).
Los resultados de este estudio comprueban dichas aseveraciones ya que fue posible detectar
diferencias estadisticas en sus niveles séricos justamente a los 120 minutos posteriores a la
ingestion de los tratamientos (Figura 6.13). Ademas resulta relevante mencionar que a este
tiempo los tratamientos que indujeron su mayor liberacion fueron el Fibersol-2® y la MER,
mismos que mostraron una disminucion estadistica del hambre en el estudio sensorial (Figura
6.9). Estos dos tratamientos, junto con la pirodextrina, fueron también los que provocaron una

menor intencién de consumo de alimentos (Figura 6.10).

El GLP-17-35 es también reconocido como un poderoso agente modulador de la ingesta de
alimentos, el cual presenta dos fases secretoras pospandriales: la primera a los 15-20 minutos y
la segunda a los 60 — 120 minutos (Romero, 2007). Fue precisamente en la segunda fase de
secrecién (a los 60 minutos) donde se observaron diferencias significativas en las
concentraciones sanguineas de esta hormona (Figura 6.14); siendo la pirodextrina y el Fibersol-
2® los tratamientos que provocaron una mayor liberacion. Relacionando estos resultados con
los obtenidos en la evaluacién sensorial, la pirodextrina fue la muestra que indujo una mayor
liberacion de GLP-17.3s al minuto 60 y que ademas generd mayores puntuaciones en los dos
indicadores de satisfaccion: saciedad (Figura 6.11) y plenitud (Figura 6.12).

Con base a lo anterior se puede concluir que el Fibersol-2® y la MER fueron los tratamientos
que inhibieron estadisticamente el apetito (debido a su capacidad de inducir una mayor secrecion
de PYY3.36) ¥ que la pirodextrina incremento significativamente la sensacion de saciedad y

plenitud (por su capacidad de incrementar la liberacion de GLP-17.36).
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Figura 6.13. Concentraciones séricas de PYY3.3s a los 120 minutos del consumo de los

tratamientos. ¢ Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05).

Agua- FHH 15247

Pirodextrina 2. 103"

MER

Fibersol- F—— 190"

0 1 2 3

GLP-1 (ng/mL)

Figura 6.14. Concentraciones séricas de GLP-17-36 a los 60 minutos del consumo de los

tratamientos. P Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05).
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Pese a que se reconoce a los lipidos y a los carbohidratos absorbibles como los nutrimentos
mayormente implicados en la liberacion de PY'Y3.36 (Helou et. al., 2008) y GLP-17.35 (De Silva
y Bloom, 2012), el presente trabajo identifica también a las dextrinas resistentes como elementos
nutrimentales moduladores. Es por eso que fue posible detectar efectos similares entre la
pirodextrina, la MER y el Fibersol-2®, ya que las tres muestras son dextrinas enzimaticamente
resistentes (Laurentin et. al., 2005) (Toraya et. al., 2016) (Cho y Almeida, 2012).

Se pueden mencionar diversos aspectos que justificarian las secreciones de los péptidos
intestinales de estudio. Por un lado, se sabe que la estimulacion directa del duodeno favorece la
liberacion tanto del PY'Y3.35 (Alvarez et. al., 2002) como del GLP-17.35 (Romero, 2007), por lo
que puede afirmarse que a mayor estimulacion de esta estructura se generaria mayores
secreciones. Teniendo en cuenta la capacidad de retencion de agua de la pirodextrina y de la
MER, es de suponerse que a nivel intestinal las muestras aumentaron su volumen (1:3 y 1:1,
respectivamente) (Figura 6.6), incrementaron la estimulacion del duodeno y consecuentemente
produjeron mayores secreciones de los péptidos que el control negativo. Por el tiempo del
experimento (180°) es que se discute solo la participacion del duodeno como estructura secretora
neuroenddcrina, puesto que la liberaciéon tanto del PYY3ss3s como del GLP-17.35 se da
principalmente hasta que el quimo llega a nivel de ileon y colon varias horas después (De Silva
et. al., 2011).

Consierando particularmente la caracteristica de indigestibilidad en las muestras, existe otro
mecanismo que pudiera explicar los niveles de GLP-17.36 Y PYY3.35 detectados en el presente
estudio. Esta via de secrecion la explican Seeley et. al. (2015) en una revision cientifica, donde
abordan la capacidad que tiene el quimo no digerido para secretar peptidos intestinales como
GLP-17.36. Los autores exponen que la presencia de material no digerido a nivel intestinal indica
la necesidad de aumentar la capacidad de absorcién del intestino delgado y que el incremento
pospandrial de GLP-17.3¢ resultaria ser un intento de aumentar dicha absorcion. Este mecanismo
igualmente aplicaria para el PYY3.36, ya que segun Liu et. al. (1996) este peptido también es un

potente agente pro-absortivo a nivel intestinal.

Pese a que la ingestion tanto de pirodextrina como de la MER se hizo de manera aguda, es

importante mencionar el beneficio que pudiera suponer su ingestion de manera crénica como
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parte de una dieta habitual. Lo anterior a razon de que diversos trabajos relacionan el consumo
cronico de almidon resistente y derivados con la expresion de genes codificantes para PYY3.3s
y GLP-17.36. Esto ya que los acidos grasos de cadena corta producidos durante su fermentacion
tienen la capacidad de modular la expresion génica a nivel de ileon, ciego y colon (Keenan et.
al. 2006) (Zhou et. al., 2006) (Zhou et. al., 2008).

Resultados similares a los obtenidos en el presente trabajo se han observado en diversos
estudios, tanto con animales como con humanos, acerca el efecto de almidones y dextrinas
solubles resistentes sobre indicadores bioquimicos de saciedad. Adam et. al. (2015) encontraron
una correlacion estadistica entre la ingestion de fibra soluble y el incremento sérico de PYY3.3s
y GLP-17.35 en ratas. En otro estudio de corte similar, Keenan et. al. (2006) definen en su trabajo
la asociacion significativa entre el consumo de almidon resistente y el incremento sérico de los
mismos péptidos. Verhoef et. al. (2011) también describen este efecto, ya que comprobaron que
la ingestion de oligofructosa (fibra soluble) produjo una secrecion significativamente mayor de
PYY33sy GLP-17.35 enratas. Ye et. al. (2015) administraron 10 gr de Fibersol-2® y encontraron
incrementos séricos significativos de PYY3.3s y GLP-17.36 en adultos sanos a partir de los 60

minutos pospandriales, tal como se observé en el presente estudio.

Los resultados presentados en este trabajo de investigacion suponen una alternativa para la
regulacién de la ingestion de alimentos. Tanto en la evaluacidn sensorial como bioquimica se
comprobo el efecto agudo (hasta 180 minutos) que tiene la ingestion de pirodextrinas y MER
para favorecer la secrecion de dos péptidos moduladores del apetito: PY Y336 y el GLP-17.36.
También se discutio el efecto cronico que pudieran generar las muestras de estudio sobre las
mismas hormonas. Debido a que tanto el PYY3.35 como el GLP-17.35 son reconocidos como
agentes anti-obesogénicos por los efectos bioguimicos que generan (Romero, 2007) (Karra et.
al., 2009) (De Silvaet. al., 2011), se recomienda continuar el estudio de las pirodextrinas y MER

para dilucidar sus mecanismos fisioldgicos especificos implicados en apetito y saciedad.
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VII. CAPITULO 7: CONCLUSIONES

Con el proceso de pirodextrinizacion se alcanzaron rendimientos de 84.738 y 6.148% de
AR y cambios de color de 3.742 y 2.539 para las pirodextrinas de makal y ramoén
respectivamente, obtenidas en las mejores condiciones estudiadas.

La microscopia evidencié que el granulo del almidén de ramdn es resistente a la
pirodextrinizacion, ya que su estructura granular permanece similar al almidon nativo.
En el makal, la hidrolisis enziméatica complementaria y los equivalentes de dextrosa
indicaron a la maltodextrina enziméaticamente resistente del tratamiento 1 como la mas
adecuada.

Las mejor condicion de hidrolisis de la prirodextina de makal fue una concentracion de
amilasa de 0.05% durante 10 minutos, para obtener equivalentes de dextrosa de 13.9%
La capacidad de absorcion de agua y el poder de hinchamiento mostraron dependencia
con la temperatura de gelatinizacion, siendo mayores en la pirodextrina de makal.

El indice de solubilidad en la pirodextrina mostr6é un incremento gradual conforme a la
temperatura y los méximos valores se obtuvieron para la maltodextrina enziméaticamente
resistente.

La evaluacion del estado de saciedad demostré que el Fibersol-2® y la MER fueron los
tratamientos que inhibieron estadisticamente los indicadores de apetito (debido a su
capacidad de inducir una mayor liberacion de PY'Y3.36) y que la pirodextrina incrementd
significativamente la sensacién de saciedad y plenitud (por su capacidad de incrementar
la liberacion de GLP-17-36).
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VIIl.  CAPITULO 8: ANEXOS

1. ANEXO 1: CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROYECTO DE INVESTIGACION:
Evaluacion de la ingestion de
Pirodextrinas y Maltodextrinas

Enzimaticamente Resistentes sobre el
estado de saciedad

FORMATO 1. CARTA DE CONSENTIMIENTO
INFORMADO

Estimado(a) Sefior/Sefiora:

El Instituto Tecnol6gico de Mérida esta realizando el proyecto de investigacién (en colaboracion con la Universidad
Auténoma de Yucatan) denominado: “Efecto de la ingestion de Pirodextrunas y Maltodextrinas Enziméticamente
Resistentes sobre el estado de saciedad”. El objetivo del estudio es determinar el estado de saciedad posterior a
la ingestion de Maltodextrinas Enzimaticamente Resistentes (MER) obtenidas a partir de makal (Xanthosoma
yucatenense), mediante la valoracion de la sensacion de saciedad y de pardmetros bioquimicos. El estudio se esta
realizando en las instalaciones del Laboratorio de Instrumentacion Analitica del Instituto Tecnolégico de Mérida y
del Laboratorio de Ciencia de los Alimentos de la Universidad Auténoma de Yucatan.

Si usted acepta participar en el estudio, ocurrira lo siguiente:

Procedimientos:

Le haremos una evaluacién diagnéstica para conocer su estado actual de salud y nutricién, a través del
levantamiento de una historia clinica y de la toma de datos antropométricos (peso, talla, % grasa, %
musculo, % agua, presion arterial y circunferencia de cintura).

Le haremos una evaluacién diagndstica sobre sus actitudes frente a las comidas, mediante el instrumento
“Cuestionario de Tres Factores de la Alimentacién”.

Le haremos una medicién de su estado de saciedad, mediante la aplicacién de dos evaluaciones. La
primera sera a través de la toma de muestras sanguineas (15 mL) para la valoracion de sus niveles séricos
de hormonas de saciedad (Péptido YYs3s y GLP-17.36). La segunda evaluacion seré para conocer su
percepcion de su estado de saciedad y se realizard a través de la aplicacion de Escalas Visuales
Anélogas. La medicion se realizara para valorar el efecto de la ingestion de almidén resistente de makal
(Xanthosoma yucatenense) sobre el estado de saciedad y tendra una duracion de 4 dias (5 horas por dia).
Cabe aclarar que todas las tomas y mediciones seran realizadas por personal capacitado (nutri6logo,
médico y quimico farmacobidlogo).
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Beneficios:

e Usted no recibira un beneficio directo por su participacion en el estudio. Sin embargo, si usted acepta
participar, estara colaborando con el Instituto Tecnol6gico de Mérida para generar nuevos conocimientos
sobre tratamientos alternativos para el control del peso corporal y para la prevencion de enfermedades
cronicas no transmisibles.

Confidencialidad:

e Toda lainformacion que usted nos proporcione para el estudio sera de caracter estrictamente confidencial,
sera utilizada Unicamente por el equipo de investigacién del proyecto y no estara disponible para ningin
otro propésito. Usted quedara identificado(a) con un nimero y no con su nombre. Los resultados de este
estudio seran publicados con fines cientificos, pero se presentaran de tal manera que no podra ser
identificado(a).

Riesgos Potenciales/Compensacion:

o Los riesgos potenciales que implican su participacion en este estudio son minimos. Si alguna de las
preguntas le hicieran sentir un poco incdmodo(a), tiene el derecho de no responderla. Al realizar la toma
de muestras de sangre existe el riesgo de que ocurra un pequefio moretdn o pequefio dolor en el momento.
Cabe aclarar que todo el material que se utilizara serd nuevo y desechable. En el remoto caso de que
ocurriera algun dafio como resultado de la investigacion, usted no recibird ningun pago por participar en
el estudio, y tampoco implicara algun costo para usted.

La participacion en este estudio es absolutamente voluntaria. Usted esta en plena libertad de negarse a participar
o de retirar su participacion del mismo en cualquier momento. Su decisién de participar o de no participar no afectara
de ninguna manera la forma en cdmo le tratan en los servicios que reciba por parte del Instituto Tecnoldgico de
Mérida.

En caso de tener alguna pregunta, comentario o preocupacion con respecto al proyecto, por favor comuniquese
con el responsable:

o Nombre: Enrique Barbosa Martin.
e Teléfono: 9991 05 76 65.
o Correo electronico: enrique.barbosa89@hotmail.com

Si usted acepta participar en el estudio, le entregaremos una copia de este documento que le pedimos sea tan
amable de firmar:

Nombre:
Firma:
Contacto (Correo y/o nimero):

Fecha (Dia / Mes / Afio):
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2. ANEXO 2: HISTORIA CLINICA NUTRIOLOGICA

PROYECTO DE INVESTIGACION:
Evaluacion de laingestion de Pirodextrinas y
Maltodextrinas Enzimaticamente Resistentes

sobre el estado de saciedad

FORMATO 2. HISTORIA CLINICA NUTRIOLOGICA

DATOS GENERALES
Nombre:

Edad:

Sexo:

Teléfono:

Correo:

Fecha:

INDICADORES CLINICOS
ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS

1. De la siguiente lista, subraya las enfermedades que presentas hoy y/o en la semana inmediata
anterior y/o de manera frecuente:

Diarrea

Estrefiimiento

Gastritis

Ulcera (esofagica, gastrica, intestinal)

Nauseas

Pirosis

Vomito

Colitis

¢ Tu dentadura es completa? De no ser asi, menciona las piezas faltantes:

¢ Padeces alguna enfermedad diagnosticada, del sistema digestivo, nervioso u hormonal?:

¢ Tomas algin medicamento? (Cudl, dosis, desde cuando):

¢ Te han practicado alguna cirugia? (Cudl, cuando):

arwN

ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES

1. De la siguiente lista, subraya las enfermedades que presenten tus familiares directos:
e Obesidad

e Diabetes

e Hipertension arterial

e Céncer

e Hipercolesterolemia / Hipertrigliceridemia
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ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGICOS

1. Actividad fisica/Ejercicio (Tipo, frecuencia, duracion, desde cuando):
2. Consumo de alcohol (Frecuencia y cantidad):

3. Consumo de tabaco (Frecuencia y cantidad):

4. Consumo de café (Frecuencia y cantidad):

SIGNOS CLINICOS

1. Aspecto General (Cabello, ojos, piel, ufias, labios, encias, etc.):
2. Presion Arterial (Hora, brazo derecho):

ASPECTOS GINECOLOGICOS

1. ¢Actualmente estas embarazada?:
2. ¢Actualmente estas lactando?:

INDICADORES BIOQUIMICOS

Menciona los analisis bioquimicos (con sus valores) que te hayan realizado en los Gltimos seis meses:
INDICADORES DIETETICOS

¢ Cuantas comidas haces al dia? Incluyendo colaciones y platos fuertes:

¢ Quién prepara tus alimentos?:

¢ Comes entre comidas? ¢ Qué?:

¢, Has maodificado tu alimentacion en los Ultimos 6 meses (trabajo, estudio, o actividad) (Porqué,
cémo)?:

¢,Como consideras tu apetito (bueno, malo, regular)?:

¢, Qué alimentos y guisos son tus preferidos?:

¢, Qué alimentos y guisos no te agradan y/o no acostumbras consumir?;

¢ Eres alérgico o intolerante a algun alimento o ingrediente alimentario (Cual)?:
¢ Tomas algin suplemento y/o complemento (Cudl, porqué)?:

¢, Tu consumo varia cuando estas triste, nervioso o ansioso (Cual, como)?:
SAgregas sal a la comida ya preparada?:

¢, Qué grasa utilizas en casa para preparar tu comida?:

¢ Has utilizado medicamentos para bajar de peso (Cuales)?:

¢, Cuantos vasos de agua natural consumes al dia?:

RECORDATORIO DE 24 HORAS

Hora Lugar Ocasién Platillo/Alimentos/bebidas Ingredientes/cantidades
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3. ANEXO 3: ESCALA VISUAL ANALOGA

PROYECTO DE INVESTIGACION:
Evaluacion de la ingestion de Pirodextrinas y Maltodextrinas Enzimaticamente
Resistentes sobre el estado de saciedad

ESCALA VISUAL ANALOGA

Nombre:
Sesi6bn: 1 2 3 4
Tiempo: 0 60 1200 180

En cada pregunta, marque con una X sobre la linea la sensacion que usted perciba.

1. ¢Cuéanta hambre tienes?

No estoy Nunca me
hambriento he sentido
en < > tan

absoluto hambriento

2. ¢Cbémo de satisfecho te sientes?

Eeto No puedo
y comer ni
completamente > un bocado
vacio D . mas

3. ¢Como de lleno te sientes?

En
Completamente
absoluto . >
< > lleno
lleno
4. ¢Cuanto crees que puedas comer?
Nada en < .
< > Mucho
absoluto
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