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Efecto de la modificacion de almidones de maiz con acido octenil succinico en la
digestibilidad y sus propiedades estructurales.

Victor Miguel Castillo Rodriguez

Resumen. Los almidones esterificados con acido octenil succinico (OSA) son utilizados en
amplios campos de la ciencia de alimentos por su alto rango de aplicabilidad a la industria,
y generalmente, es utilizado como un ingrediente que provee caracteristicas benéficas al
aplicarlo en un alimento. En esta investigacion se estudio el efecto de la modificacion y
contenido de amilosa en las propiedades de digestibilidad del almidon de maiz no
modificado y modificado con OSA. Almidones de maiz (ceroso, normal y Hylon VII)
fueron tratados con solucion de OSA 3%. Se uso6 un Disefio Completamente al Azar (DCA)
para digestibilidad de almidones modificados (seis tratamientos) utilizando el Kit
Megazyme. Pruebas de digestibilidad in vitro mostraron que el tratamiento de OSA redujo
la fraccién de almidon rapidamente digerible (84 y 88.5%), un efecto que fue més apreciado
para el almidén gelatinizado. El contenido de amilosa estaba negativamente relacionado
con la disminucion de la digestiéon in vitro. Analisis HPSEC-MALS-RI mostraron un
aumento del peso molecular del almidén modificado. Ademas, el aumento del peso
molecular fue similar para las fracciones de amilosa y amilopectina. Esto sugiere que OSA
podria estar actuando como agente de entrecruzamiento entre cadenas de almidon. En
general, los resultados mostraron que los tratamientos con OSA indujeron la formacion de
cadenas de almidén mas complejas, que ofrecen mas resistencia para las reacciones
amiloliticas. Se recomienda realizar una fermentacion colénica y determinar si el almidén
resistente mantiene una actividad prebidtica.

Palabras clave: Amilopectina, amilosa, Hylon VII, HPSEC-MALS-RI, in vitro.

Abstract. Octenyl Succinic Acid (OSA), esterified starches are used in several fields of
food science for their broad range of applicability to the industry; they are generally used
as an ingredient that provides beneficial characteristics when applied in a food product. This
research studied the effect of amylose content and modification on the digestibility
properties of unmodified and modified maize starches with OSA. Corn starches (waxy,
normal and Hylon VII) were treated with 3% OSA solution. A Completely Randomized
Design (DCA) was used for digestibility of modified starches (six treatments) using the
Megazyme Kit. In vitro digestibility tests showed that OSA treatment reduced the rapid
digestible starch fraction (84% and 88.5%), an effect that was appreciated mostly for
gelatinized starch. The amylose content was negatively related with the decrease of
digestion in vitro. HPSEC-MALS-RI analysis showed an increase in the molecular weight
of modified starch. In addition, molecular weight gain was similar for amylose and
amylopectin fractions. This suggests that OSA may be acting as a cross-linking agent
between starch chains. Overall, the results showed that OSA treatment induced the
formation of more complex starch chains, which offer more resistance for amylolytic
reactions. It is recommended to perform a colonic fermentation and determine if the
resistant starch maintains a prebiotic activity.

Keywords: Amylopectin, amylose, Hylon VII, HPSEC-MALS-RI, in vitro.
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1. INTRODUCCION

El almiddn es uno de los biopolimeros con mayor abundancia en la tierra y se puede
encontrar en diversas fuentes vegetales como los cereales, tubérculos, leguminosas y frutos
inmaduros. EI almiddn tiene diversas funciones como emulsificante, mejorador de
estructura en productos que se elaboran con esta materia prima como son el pan, el arroz
cocinado, las pastas, etc. (Han et al. 2018). También puede ser aislado a partir de dichas
fuentes vegetales y ser utilizado como ingrediente en alimentos (aderezos para ensalada,
embutidos, productos de confiteria, etc.) y productos farmacéuticos (Chen et al. 2018;
Zhang et al. 2018). Este biopolimero tiene su estructura dividida en dos componentes
principales: la amilosa que es una estructura lineal y otra que se presenta de manera
ramificada como lo es la amilopectina (Haq et al. 2019).

La amilosa por su parte estd conformada por enlaces glucosidicos a-(1-4) y por otra parte
la amilopectina estd unida por enlaces a-(1-4) y a-(1-6) (Arijaje y Wang 2016). Hace
algunos afios se comprendia que el almidon que estaba presente en alimentos (matrices
alimentarias) era completamente digeridos en el sistema digestivo humano, esto cambio
cuando estudios revelaron que el almidon se podia digerir en forma rapida, lenta o
simplemente no ser digerido en el intestino delgado.

La fraccion de ese almidon que no podia ser hidrolizado por enzimas presentes en el
organismo humano se le llamé almidon resistente (AR), que es digerido por la microbiota
coldnica (Bello-Perez et al. 2018). EI almidon resistente fue descrito como la fraccion del
almidén que resiste a hidrolisis llevado por un tratamiento drastico con enzimas
amiloliticas, como alfa amilasa y glucoamilasa. No obstante, el almidén que llega al
intestino grueso puede ser fermentado medianamente por la microbiota.

Actualmente, existen cuatro fracciones de almiddn resistentes descritos de la siguiente
manera: AR1 (Fisicamente inaccesibles), AR2 (granulos de almidén nativo), AR3
(Almidones retrogradados) y AR4 (Almidones modificados) (Quiroga 2008). Diferentes
estudios relacionan los beneficios de los almidones resistentes y sus implicaciones en la
salud, de igual manera conectan estos beneficios con diversas modificaciones tanto fisicas,
quimicas a los almidones. Las modificaciones de los almidones alteran sus propiedades
quimicas y fisicas mejorando sus atributos de digestibilidad para darle aplicaciones
especificas (Wang et al. 2016.; Chen et al. 2015) Los almidones modificados con acido
octenil succinico son ampliamente utilizados en la industria de los alimentos como
emulsificador.

Se han concretado estudios donde contrastan las propiedades de almidones esterificados
con OSA (&cido octenil succinico por sus siglas en ingles); aquellos que tienen mayor peso



molecular tienden a tener mayor eficiencia de encapsulaciones y, por otra parte, los que
tienen moléculas méas grandes, son mas idoneos para estabilizar una emulsion (Han et al.
2018). En la esterificacion con OSA resulta importante conocer su grado de sustitucion, en
este caso, el GS (Grados de sustitucion) se define como la cantidad de moléculas o grupos
hidroxilos sustituidos por unidades de anhidroglucosa del polimero de almidon.

Cuando se usa OSA para modificar almidones, la caracteristica hidrofilica logra corregir el
caracter hidrofobico por la sustitucion de moléculas de octenil en el almidén, logrando
conseguir una molécula anfipatica; lo cual resulta de importancia en la industria
farmacéutica, cosmética e importante en la industria de la encapsulacion (Bajaj et al. 2019).
Una fuerte industria emergente es la carnica por la resiente necesidad de consumidores por
consumir productos reducidos en grasas; al tener caracteristicas el almidon modificado a la
grasa en una emulsificacion es una opcion bastante viable.

Segln Liu et al. (2017), Englyst, Kingman, y Cummings (1992), la fraccion de almidéon
obtenida de la hidrdlisis se puede clasificar como rapidamente digerible (RDS), de digestion
lenta (SDS) y almiddn resistente (RS). Los beneficios del almiddn resistente y de digestion
lenta son parecidos a la de la fibra dietética puesto que esta relacionado directamente con
el indice glicémico pospandrial, ya que lo disminuye, ademas al no ser digerible existe una
respuesta insuglicemica previniendo el riesgo de diabetes como lo describen Shaikh et al.
(2019).

La cinética de almidones resulta importante en la caracterizacién de la digestion enzimatica
de los mismos. Generalmente, la cinética de almidones no es un proceso simple, pueden
incluir varios factores que se diferencian, por ejemplo, las condiciones de las enzimas y el
tipo de reaccion que catalizara la hidrdlisis. Dentro de los factores que pueden diferenciar
estan: la tasa de aparicion de glucosa, perdida de almidon y tasa de aparicion de
oligosacaridos (Pages et al. 2010). Existe una diversidad de aplicaciones de los almidones
de cereales cuando estos son modificados ya que por una parte mejoran su solubilidad en
agua, su capacidad de retencion de agua, entre otros factores (Bello-Pérez et al. 2019). Su
uso esta diseminado por el hecho que la mayoria de modificaciones mejora su funcionalidad
y que estas son agregadas a productos.

Los objetivos de este estudio incluyeron:

e Estudiar la relacion entre la estructura molecular del almidon de maiz y las propiedades
de digestibilidad in vitro, incluyendo el papel de la relacion amilosa-amilopectina en la
digestibilidad.

e Determinar el efecto de la esterificacion en el contenido de amilosa y almiddn resistente,
asi como también evaluar la estructura de los almidones mediante el uso de HPSEC-
MALS-RI.



2. MATERIALES Y METODOS

Localizacion del estudio.

El estudio cuenta con dos fases; la primera fue la realizacion de todos los ensayos que se
describirdn a continuacién. Estos se realizaron en el Centro de Desarrollo de Productos
Bidticos (Instituto Politécnico Nacional, CEPROBI. km 6 Carr. Yautepec-Jojutla, Calle
Ceprobi No. 8, Apartado Postal 24, Yautepec, Morelos, 62731 México). La segunda fase
consta en la redaccion parcial del proyecto especial de graduacion en la Escuela Agricola
Panamericana, Zamorano.

Disefio experimental.

Los resultados se presentan por la media + SE (error estandar) de tres repeticiones. Se utiliz6
un Anadlisis de Varianza de una Via (ANOVA) para evaluar la diferencia entre las medias
con un nivel de significancia de o = 0.05, utilizando el paquete de estadistica Minitab 15
(Minitab Inc., State College, PA, EE. UU.). Se empled un Disefio Completamente al Azar
(DCA) con una separacion de medias Tukey. En cuadro 1 detalla los tratamientos evaluados
en el estudio. En el caso de la estimacion de los grados de sustitucion y contenido de amilosa
la separacion de medias se realizo entre todos los tratamientos presentados en cada columna.
La separacion de medias para los demas parametros se realizo entre cada tipo de almidén y
columna en los respectivos cuadros.

Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos para almidones sin modificar y modificados

Muestra Sin Modificar Modificado
Ceroso TRT1 TRT2
Normal TRT3 TRT4
Hylon VII TRT5 TRT6

TRT: tratamiento.

Preparacion de almidones esterificados con OSA (Acido Octenil Succinico).

La esterificacion del almidén se realizo siguiendo la metodologia propuesta por Han y
BeMiller (2007). Se colocaron 15 g de almidon ceroso (Amioca, CODE: 04401106),
Almidon normal (Globe AA CODE: 03401037), y almidon alto en amilosa (Hylon VII).
Los almidones fueron obtenidos de Ingredion® en base seca y se adicionaron 34 ml de agua
destilada con agitacion mecanica constante durante 1 hora. Se ajusto el pH a 8.75 con una
solucion de hidroxido de sodio (1 M). Se adicionaron 0.45 mL de OSA (gota a gota) y se



mantuvo agitacion constante durante 6 horas. Este procedimiento fue realizado a cada grupo
de almiddn antes descrito.

Se monitored el pH constantemente y se mantuvo en el rango de 8.5-9.0 durante 6 horas.
Se adicion6 NaOH (1 M), en el mismo momento que la OSA, con el fin de evitar un
descenso rapido del pH, todo se mantuvo a una temperatura de 26 + 2 °C. Posteriormente,
se neutralizd con &cido clorhidrico (1 M). EI almidén ya esterificado se recuperd por
centrifugacion a 3000 g (5000 rpm) por 10 minutos; durante este tiempo se realizaron tres
lavados con agua destilada a la suspension y un lavado con acetona. El sedimento se
acondiciond a temperatura ambiente.

Determinacion de grados de sustitucion (GS).

El grado de sustitucién se determino por el método descrito por Timgren et al. (2013). Para
este método se pesaron 1.25 g de muestra en base seca y se realizd una dispersion del
almidén esterificado en una solucién de acido clorhidrico (0.1 M). Posteriormente, se
centrifugd a 3000 g (5000 rpm) durante un intervalo de 10 minutos. El precipitado obtenido
se lavo con 300 mL de etanol al 90% de concentracion (en este paso fue importante retirar
HCI presente, esto para evitar sobrestimacién) y 2 veces con agua destilada. El almidon se
re-suspendid en 75 mL de agua destilada y se sometio un bafio de agua en ebullicion (96
°C) por 10 minutos y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se titul6 con una solucion de
NaOH 0.1 N hasta llegar a un pH de 8.3 y como control se titulé almidén nativo. EI GS se
calcul6 utilizando la siguiente ecuacion 1:

0.162 X(AXM) /W

GS = —— [1]

1-(0.210x=5)

Donde:

A= mL de NaOH gastados

M= molaridad de la solucién de NaOH

W= peso del almidén modificado en g (base seca)

Digestion de almidones in vitro.

La digestion in vitro fue llevada a cabo usando la metodologia descrita por Bello-Pérez et
al. 2018. Para la hidrolisis del almiddn se utilizaron tres tipos: ceroso o alto en amilopectina,
Hylon VII o alto en amilosa y normal. Se pesaron 100 g de muestra y posteriormente se les
agregaron 4 mL de acetato de sodio (0.2 M, pH 6). Se afiadié 1 mL de saliva artificial, alfa
amilasa porcina (250 U/mL, Sigma P1750) suspendida en una solucion de bicarbonato de
sodio (14.4 nM, pH 7) y 2 mL de pepsina (1 mg/mL, Sigma P7000), en una solucién de
HCI (0.02 M, pH 2). La solucidn se incubo por 30 minutos a una temperatura de 37 °C.
Posteriormente se neutralizé con 2 ml de hidréxido de sodio (0.02 M) y 4 mL de buffer de
acetato de sodio (0.2 M, pH 6).

Se adiciond una mezcla de pancreatina (2 mg/mL, sigma P7545) y amiloglucosidasa (K-
RSTAR, Megazyme, Bray County Wicklow, Ireland). Se incubé a 37 °C con agitacién. En
tubos Eppendorf se vertieron 300 pl de carbonato de sodio (0.3 M) para detener la reaccion
enzimatica. Se tomaron alicuotas de 10 microlitros en los siguientes tiempos: 5, 10, 15, 20,
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30, 40, 50, 60, 90, 120, 240 y 360 minutos. Las muestras en los tubos se centrifugaron a
2000 rpm por 5 min y el sobrenadante se determind utilizando el método D-glucosa
(GOPOD, K-RSTAR, Megazyme, Bray County Wicklow, Ireland). En el caso de las
muestras cocidas previo a procedimiento, se sometieron a una temperatura de 97 °C por un
intervalo de 10 minutos, luego se atemperaron a 37 °C. Todas las muestras fueron leidas en
el espectrofotometro a una longitud de onda de 560 nm,

La cinética de hidrolisis se describié mediante el modelo de decaimiento exponencial a dos
escalas (Bello-Pérez et al. 2019) utilizando la siguiente ecuacion 2:

Y(t) =Yy + Yee Mt + Yokt [2]

Donde:

Yoo =1 - Xoo es la concentracion limite normalizada de almidén. Se puede mostrar que Y
0)=1eY (t > ©) = Yoo. Es decir, Yoo es la fraccién de almidén que no puede ser
hidrolizada por la accidon enzimatica. En de esta manera, uno puede identificar Yoo como la
fraccion almidon resistente (etiquetada como RS). Por otro lado, 1 - Yo correspondera a la
fraccion de almidon digerido (DS) etiquetado como SDS.

Las constantes cinéticas i y Ke (kf > ks) son las tasas de digestion para las fracciones de
almidon que se digieren rapida y lentamente, respectivamente, mientras que denotan las
fracciones de almidon correspondientes. Ademas, denota la fraccion de almidon no digerido
después de tiempos muy largos. La derivacion de la ecuacion 2 asume la presencia de tres
fracciones de almiddn digestibles, que se hidrolizan a diferentes velocidades.

Determinacion de almidon resistente.

Para la determinacion de almidones resistentes, se llevo a cabo mediante el método de la
AOAC (2002.02) y AACC (32-40.), con los kits de ensayo de Megazyme (ya que son
estandares para determinar este tipo de polimeros). En esta prueba se utilizan tres tipos de
maiz: Ceroso o alto en amilopectina, Hylon VII o alto en amilosa y el maiz nativo. De la
misma forma se midieron almidones resistentes con las mismas muestras, pero para este
caso muestras ya modificadas con OSA al 3% se pesaron 100 gramos de muestra y se le
afiadieron 4 mL de alfa amilasa pancreatica (1 mg/mL) conteniendo amiloglucosidasa 300
U/ml a cada tubo. Se mezclaron e incubaron los tubos en un bafio maria a 37 °C por un
intervalo de 16 horas con agitacidn constante. Se vertieron 4 mL de etanol al 99% vy se agit6
en un vortex. Las muestras en los tubos se centrifugaron durante 10 minutos a 1500 rpm.
Se colocaron 6 ml de etanol al 50%, se mezclaron y centrifugaron a 1500 rpm por 10
minutos.

Posteriormente se colocaron 4 ml de una solucion de hidréxido de potasio (2 M), se
resuspendieron los s6lidos en agitacion durante 20 minutos en bafio de hielo. Se afiadieron
8 ml de regulador de acetato de sodio (1.2 M, pH 3.8) e inmediatamente se agregaron 0.1
mL de amiloglucosidasa (3300 U/mL), mezclar bien y colocarlo en tubos en un bafio de
agua a 50 °C. En caso de tener evidencia que una muestra contenia una cantidad mayor al
10% de AR, se procedi6 a diluir las muestras en un matraz volumétrico (100 mL). El
sobrenadante se determind utilizando el método D-glucosa (GOPOD, método de
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Megazyme). En el caso de las muestras cocidas previo a procedimiento se sometieron a una
temperatura de 97 °C por un intervalo de 10 minutos, luego se atemperaron a 37 °C. Todas
las muestras fueron leidas en el espectrofotometro a una longitud de onda de 560 nm.

Sistema HPSEC de dispersion de luz en maltiples angulos (MALS) - indice de
refraccion (RI).

Las muestras de almidon de maiz nativo y modificado fueron tratadas y solubilizadas por
el método descrito por Bello-perez et al. (1998). El tratamiento térmico para la
solubilizacion del almidén fue de 60 segundos en un horno de microondas (900 vatios,
KOR-861G Daewoo Electronics, Seul, KS) a alta potencia. La separacion por
cromatografia de exclusion por tamafio de alto rendimiento (HPSEC) se llevo a cabo en un
sistema con una HPLC programable IsoPump (G1310A), un inyector automatico (MALS
G1313A) y un desgasificador (G1322A) de Agilent (Agilent Technology, Santa Barbara,
CA).

El sistema de exclusion de tamafio comprendia la columna protectora Ultrahydrogel 6 x 40
mm (Waters, Milford, MA) y dos columnas en serie: OHpak SB-807 HQ y OHpak SB-804
HQ (Shodex, Showa Denko K.K., Tokio, Japdn). El sistema de separacién se acoplé a un
DAWN® HELEOS Il de Wyatt DAWN® de dispersion de luz de multiples angulos
(MALS) y Optilab T-rex (Wyatt Tehnology, Santa Barbara, CA, EE. UU.). Los datos
fueron procesados con el software ASTRA (v. 5.3.1.5). La fase movil fue agua desionizada
con NaNs al 0,02%, desgasificador y se filtré en 0.22 um de Millipore (Pall Corporation,
Ann Arbor, MI, EE. UU.). Todas las separaciones se llevaron a cabo en las mismas
condiciones experimentales con un volumen de inyeccién de muestra de 50 pl a 0.5 ml.m



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Generalmente se esterifica almidones usando anhidrido octenil succinico (OSA), esto
implica una sustitucion parcial de los grupos hidroxilo con hidréfobos sustituyentes,
produciendo asi un almidon de caracter anfifilico y con propiedades interfaciales (Figura
1). Se ha encontrado mdltiples aplicaciones en la industria de alimentos como agente
emulsificante, espesante, agente para encapsulaciones y un sustituto conveniente de grasa
(Altuna et al. 2018).
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Figura 1. Estructura del almidon modificado con anhidrido succinico 2-Octen-1-il (almidon
0OS) (Adaptado de Sweedman et al. 2013)

Las fracciones de almidones de rapida digestion y almiddn resistente estan directamente
relacionados con el grado de sustitucion (Liu et al. 2017), quiere decir entonces que este
tipo de relacién toma en cuenta la estructura molecular de cadenas de almidones y que
afectan directamente su digestibilidad. El grado de sustitucion, el poder de hinchamiento y
las temperaturas de gelatinizacién de almidones modificados se correlacionan directamente
con el contenido de almiddn resistente (Remya et al. 2018).

La afinidad de las moléculas de octenilo generalmente estan méas ligadas en aquellas
regiones amorfas donde la amilosa esta en mayores concentraciones y en solucion.
Ademas, tenemos que en estudios realizados por Xu y Yong Cheng (2019), postulan que
esto se debe a que en almidones de maiz ceroso tienen mas grados de hinchamiento y mayor
volumen, esto agregado a que hay mas moléculas de hidroxilos en solucion y que esta en
contacto con la amilosa.



El cuadro 2, refleja que el contenido de amilosa en las muestras disminuyé con la
modificacion con OSA, y fue mas relevante en aquellas muestras que reflejan mayor
contenido de amilosa, es decir Hylon V1I. De hecho, la esterificacion influye en el contenido
de amilosa aparente y se puede observar en la disminucién del contenido de amilosa en la
muestra de maiz normal (40.88%). Los resultados del cuadro 1 sugieren que la
esterificacion con OSA afecta principalmente a las cadenas de amilosa. El contenido de
amilosa es de gran importancia ya que en muchas ocasiones determina la funcionalidad de
los almidones modificados.

Simsek et al. (2015), describe que los cambios presentados en el contenido de amilosa
aparente podrian atribuirse a la modificacion con OSA o al tratamiento alcalino durante el
procedimiento de esterificacion. Estudios previos demuestran que el aumento de la
concentracion de OSA incrementa los grados de sustitucion en el almidén (Krolikowska et
al. 2017; Lin et al. 2018). Los grados de sustitucion (GS) estan representados en la ultima
columna del cuadro 1, la misma se correlaciond positivamente con el contenido final de
amilosa, lo cual sugiera una positiva esterificacion con OSA en regiones amorfas donde las
cadenas de amilosa se concentran.

Cuadro 2. Contenido de amilosa y grado de sustitucion (GS) de los almidones sin modificar
de maiz y almidones modificados con 3% OSA.

L, Contenido

Almidén Amilosa (%) GS

Ceroso No modificado 54+0.2° ND
Modificado 4.0+0.6° 0.0103 + 0.003¢

Normal No modificado 25.2 +0.5° ND
Modificado 14.9 + 0.5° 0.0112 + 0.001°

Hvlon V| No modificado 65.8 +0.7¢ ND
ylon Modificado 54.1 + 1.0° 0.0125 + 0.0042

CV (%) 4.49 23.35

GS: Grados de sustitucion

Valores son la media + error estandar, de tres repeticiones. *® Diferentes letras en la misma
columna representan diferencias estadisticas (P < 0.05).

ND = no detectado.

OSA: Acido Octenil Succinico.



El cuadro 3 presenta los resultados del contenido de almidon resistente para la digestion de
almidén en condiciones granulares y cocidas. Esta fraccion obtenida con el método de
Englyst era estimada como el almidon sin digerir después de 120 minutos de hidrolisis
(Englyst et al. 1992). Como era de esperar, el almidon granular demostrd6 mayores
fracciones de almiddn resistente. Ademas, la fraccion se incremento por las reacciones de
esterificacion de OSA. El almidon ceroso (Waxy) granular exhibié menor incremento en la
fraccion del almiddn resistente, pasando de 27.22% para el almiddn nativo a 36.26% para
el almidon modificado granular. EI aumento fue mas importante para las condiciones de
cocinado y se puede observar en el cuadro 3 como la fraccion de almidon resistente aumenta
de 2.93% para el almiddn nativo a 37.54% para el almidon modificado.

Cuadro 3. Contenido de almidon resistente (%) de almidones modificados de OSA estimado
como el almidon sin digerir después de 120 min.

Almidén Muestra Granular Cocido
No modificado 27.22 +0.932 2.93+0.418
Ceroso o
Modificado 36.26 + 0.43° 37.54 +0.67°
No modificado 34.66 + 0.872 1.37 +0.512
Normal e
Modificado 43.65 + 0.36° 27.17 £ 0.76°
No modificado 74.84 + 0.96° 37.25+0.91°
Hylon VII -
Modificado 77.27 +1.452 58.17 +0.728
CV (%) 1.71 9.91

CV: coeficiente de variacion

Valores son la media * error estandar, de tres repeticiones. ¢ Diferentes letras en el mismo
tipo de almidén y columna representan diferencias estadisticas (P < 0.05).

OSA: Acido Octenil Succinico.

Hylon VI present6 los mayores valores de almiddn resistente. Por ejemplo, el aumento fue
del 37.25 a 58.17% para el almidon cocido, esto se debe que los almidones alto en amilosa
son capaces de construir estructuras mas compactas que evita el acceso a enzimas
hidroliticas. Otro aspecto que relaciona el alto contenido de almidon resistente es el hecho
de que el aumento de la densidad de las ramificaciones y estructura cristalina a menudo esta
relacionado a sus propiedades de ser un almidon de digestion lenta (Villarroel et al. 2018;
Zhang et al. 2018). El resultado en el cuadro 3 demostré que las reacciones de esterificacion
tenian efectos positivos en la generacion de fracciones de almidon resistente.

El almidon resistente es considerado como un componente de la fibra dietética por sus
efectos fisiologicos similares. Estudios declaran que el almidon resistente tiene beneficios
positivos para la salud, entre estos resaltan la disminucion de glucosa en sangre y
disminuciones del colesterol (Homayouni et al. 2014; Oztiirk y Mutlu 2019). Generalmente
el almidon resistente ha sido empleado en la industria como un sustituto de grasa o para
mejorar propiedades fisicoquimicas de textura y sensoriales favorables como lo describen
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Serinyel y Oztiirk (2016), este es un potencial en la industria de la panificacion. Otro de los
impactos en la industria del almidon resistente es con los productos carnicos, ya que nuevos
estudios buscan sustituir la grasa en productos emulsificados pero, la grasa contribuye a
mejoras de propiedades sensoriales como el color, sabor y apariencia como lo refleja el
estudio de Alves et al. (2016). Es por esta razon la importancia de buscar una solucion
emergente, y el almidon resistente o fibra dietética, es de las alternativas que busca
reemplazar la grasa animal por sus propiedades favorables.

Todo el curso de tiempo de hidrdlisis se analizé con la ecuacion 2 para evaluar la cinética
de digestibilidad a largo plazo. Las muestras de almidon nativo y sus modificaciones con
OSA mostraron un patron similar, con una ligera disminucion en la tasa de hidrdlisis
inducida por la modificacion quimica. Los cuadros 4 y 5 presentan los parametros estimados
por laecuacion 2. La tasa de digestion para la fraccion de almidon de répida digestion (RSD)
fue aproximadamente diez veces la tasa de digestion para el almidon de digestion lenta
(SDS). Este resultado refleja las diferentes escalas de tiempo en las que se digirieron las
fracciones de almidon. Se puede apreciar que el almiddn de rapida digestion se hidrolizo en
escalas de tiempo del orden de 1 minuto, mientras que las fracciones de digestién lenta se
digirieron en escalas de tiempo del orden de 10 minutos.

Cuadro 4. Constantes cinéticas en condiciones granulares de almidones no modificados y
modificados con OSA estimados por Ecuacién 2.

k

Almidon Muestra ki x102 (min) s x103 (min)
No modificado 36.52 +1.352 10.93 + 0.762
Ceroso o
Modificado 6.68 + 0.43° 9.82 +0.78°
No modificado 12.19+0.872 9.50 + 0.642
Normal e
Modificado 9.46 + 0.26° 7.47 £0.72%
No modificado 4,92 +0.19° 7.20 +£0.872
Hylon VII -
Modificado 18.91 +1.48? 8.37 £0.79°
CV (%) 5.28 8.79

CV: coeficiente de variacion

K : constante cinética para RDS (Almidén de digestion rapida), Ky : constante cinética
para SDS (Almidon de digestion lenta). OSA: Acido Octenil Succinico.

Valores son la media + error estandar, de tres repeticiones. #° Diferentes letras en el mismo
tipo de almiddn y para cada columna representan diferencias estadisticas (P < 0.05).
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Cuadro 5. Fracciones de la digestibilidad en condiciones granulares de almidones no
modificados y modificados de OSA estimados por Ecuacion 2.

Almidon Muestra RSD (%) SDS (%) RS (%)
Ceroso No modificado 7.66 +0.55° 92.30 + 2.84° 0.04 +0.00?
Modificado 1.22 +0.15° 98.78 + 2.05° 0.00 + 0.00°
Normal No modificado 1.97 £0.112 98.02 + 3.86° 0.01 + 0.00°
Modificado 1.01 + 0.09° 98.97 + 2.672 0.02 +0.00?
No modificado 0.59 +0.01? 39.71 + 3.842 54.38 + 1.55%
Hylon VI o
Modificado 0.10 +0.00° 41.84 +3.19? 58.05 + 2.392
CV (%) 5.94 4.84 1.39

CV: coeficiente de variacion

RDS: almidon rapidamente digerible; SDS: almiddn lentamente digerible, RS: almiddn
resistente. OSA: Acido Octenil Succinico.

Valores son la media + error estandar, de tres repeticiones. ¢ Diferentes letras en el mismo
tipo de almiddén y columna representan diferencias estadisticas (P < 0.05).

La fuerte separacion entre estas escalas de tiempo permitio la estimacion de las fracciones
de almidon correspondientes a tales escalas. Para almidones cerosos y normales, la fraccion
dominante (méas del 90%) correspondié a almidén de digestion lenta. La fraccion de
almidon que resistié la hidrélisis enzimética a largo plazo fue casi cero, esto relacionado
directamente con los almidones waxy y normal. Este no fue el caso para Hylon VII, que
presentd una fraccion de almiddn resistente durante mucho tiempo del orden del 54-58%.
Las reacciones de esterificacion OSA solo tuvieron un efecto marginal en las fracciones de
almidon digestibles. Por ejemplo, la fraccion de almidén de digestion lenta aumentd solo
de 39.71 a 41.84% para Hylon VII.

Este efecto marginal es causado por el predominio de las fracciones de almidon de digestion
lenta en el almidon no modificado, lo cual esta vinculado a las limitaciones de transporte
de las moléculas de enzima en la superficie del granulo y en los poros del granulo por otra
parte también esta relacionado en que los almidones como el ceroso y normal, los cuales
presentaron mayores porcentaje de SDS (mayores al 90%), tienen mayor superficie de
contacto en la molécula de amilopectina y por ende mas susceptible a hidrolisis enzimatica
(Bello-Pérez et al. 2019; Naguleswaran et al. 2014). En este sentido, la evaluacion precisa
de las reacciones de esterificacion en la digestibilidad del almidon fue enmascarada por los
efectos del transporte. Para evitar tales efectos, las dispersiones de almiddn se cocinaron
para lograr una gelatinizacién completa y, por lo tanto, la rotura de granulos.

Los resultados en los cuadros 6 y 7 demuestran que las magnitudes de las tasas de digestion
son aproximadamente diez veces en comparacion de los almidones de réapida digestion y
lenta. Sin embargo, las diferencias en las diferentes fracciones de almidon se notan
claramente. Por ejemplo, la fraccion de almidon de digestion lenta fue de aproximadamente
0% para el almidon ceroso, y aumento a 88.53% despues de las reacciones de esterificacion
con OSA. El almid6n normal mostr6 un resultado similar, ya que la fraccién de digestion
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lenta aumento a aproximadamente el 90.85% después de las reacciones de esterificacion.
El aumento del almidon de digestion lenta no fue tan impresionante para Hylon V11, ya que
esta fraccion aumentd de 45.28 a 58.94% después de la esterificacion con OSA. Sin
embargo, el almidon resistente en el largo tiempo no aumentd, lo que indica que la
esterificacion de OSA afectd solo la velocidad a la que se digieren las cadenas de almidén.
esto implica que el almiddn resistente no fue aumentado con la modificacion con OSA.

Cuadro 6. Constantes cinéticas de los almidones no modificados y modificados con OSA
bajo condiciones de coccion.

k

Almidon Muestra K x102 (min) s x10° (min)
No modificado 3.25+0.16% 9.73+0.262
Ceroso -
Modificado 4751 +0.32° 8.52 +0.29°
Normal No mo_d_ificado 2.43 £0.65% 10.41 + 0.342
Modificado 37.82 +0.33° 7.49 +0.25°
Hylon V1 No mo_d_ificado 8.61 +0.21° 10.05 + 0.272
Modificado 21.75 +0.98° 7.80 £0.31°
CV (%) 6.69 3.22

CV: coeficiente de variacion

K . constante cinética para RDS (Almiddn de digestion rapida), k, :constante cinética
para SDS (almidén de digestion lenta). OSA: Acido Octenil Succinico.
Valores son la media * error estandar, de tres repeticiones. € Diferentes letras en el mismo
tipo de almidén y columna representan diferencias estadisticas (P < 0.05).

Cuadro 7. Fracciones de la digestibilidad de los almidones no modificado y modificados
con OSA bajo condiciones de coccion

Almidoén Muestra RSD (%) SDS (%) RS (%)
No modificado  99.95 + 0.34? 0.05 +2.37° 0.00 + 0.002
Ceroso Modificado 11.44 +0.02° 88.53 £ 2.57¢ 0.00 £ 0.00?
Normal No modificado  99.93 + 0.06% 0.06 + 3.21° 0.01 £ 0.00?
Modificado 9.12 +0.012 90.85 + 2.85? 0.03 £ 0.002
Hylon V11 No modificado  27.78 + 0.012 45.28 + 3.262 26.92 + 1.45°
Modificado 11.62 + 0.00° 58.94 +3.13? 29.43 £2.332

CV (%) 0.12 4.63 6.65

CV: coeficiente de variacion

RDS: almidon rapidamente digerible; SDS: almidon lentamente digerible, RS: almidon

resistente. OSA: Acido Octenil Succinico.

Valores son la media * error estandar, de tres repeticiones. € Diferentes letras en el mismo

tipo de almidén y columna representan diferencias estadisticas (P < 0.05).
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Es importante resaltar que la organizacion molecular de las cadenas de almidon esta
directamente vinculada con la digestibilidad de los mismos. El patron DRI de las muestras
de almidén tratadas y modificadas con osa se muestran en la figura 2. EI maiz ceroso (figura
2a) presenta un pico que aparecié en tiempo de elucién del orden de los veinticinco y 30
minutos Yy esta relacionado con cadenas de amilopectina (Bello-Pérez et al. 2017; chen et
al. 2017). Este pico aparece mas a la izquierda después del tratamiento con osa lo que
sugiere un tiempo menor de elucién y un peso molecular mayor (aumento) como se
muestran en el cuadro 8. El almiddn de maiz normal mostré dos picos (figura 2b), lo que
refleja la presencia de amilosa en un tiempo de elucion mayor y amilopectina en menor
tiempo de elucion.

Cuadro 8. Resultados de HPSEC-MALS-RI para almidones de maiz sin modificar y
modificados (3% OSA) con diferente contenido de amilosa.

AMP
Almiddn Muestra AMP/AM AMP Mw AMP RGZ Mw/Mn

(x 108g mol?) (nm) ()
No modificado 100:08 2.53+0.418 232 1.4

Ceroso o
Modificado 100:0? 2.71+0.67° 230 15
N | No modificado 75:25% 2.32 +0.518 229 1.4
orma Modificado 81:19°  2.41+0.76 204 1.3
No modificado 33:67° 1.03+0.91° 151 1.1

Hylon VII -
Modificado 42:582 1.52+0.722 187 1.2

AMP / AM: amilopectina: amilosa; MW: masa molar, g / mol; RGZ: radio de giro, nm:
nanometro; Mw / Mn (masa molar promedio en masa / masa molar promedio en nimero):
polidispersidad; Nd: no detectado.

Valores son la media £ error estandar, de tres repeticiones. * Diferentes letras en el mismo
tipo de almiddén y columna representan diferencias estadisticas (P < 0.05).

Los datos sin desviacion estandar corresponden a resultados de una repeticion

OSA: Acido Octenil Succinico.

HPSEC-MALS-RI: Cromatografia de exclusion por tamafio de alta presién con luz de
dispersion de mdltiples angulos e indice de refraccion.

Luego del tratamiento con OSA, la intensidad del pico de amilosa se redujo drasticamente,
dejando solo una fraccion de amilopectina, estos resultados pueden ser contrastados con la
investigacion de Bello-Pérez et al. (2017), donde se observan tiempos de eluciones
similares y que para el almidon ceroso se observa la fraccion de amilopectina y no asi con
las fracciones de amilopectina de los almidones normal y Hylon VII en este caso. Este
resultado explica la tendencia de que la esterificacion con OSA afecta principalmente a las
cadenas de amilosa como lo expone Altuna et al. (2018).

Lo resultados con Hylon VII, se presentan en la figura 2c, donde aparece un pico hacia la
izquierda, luego de la esterificacion, lo que sugiere un menor tiempo de elucion, este dato
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se le podria atribuir a que la OSA en efecto tuvo mas prevalencia en cadenas de amilosa.
Podemos decir que la velocidad de hidrdlisis de los almidones esta relacionada con la masa
molar de los almidones como se observa en el cuadro 8 y que el radio de giracion esta
directamente relacionado con el tiempo de elucion y masa molar del almidon puesto que
aumenta segun la estereficacion.
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Figura 2. Patron DRI (indice de patron diferencial) de no modificados (linea continua) y
OSA-modificados (linea punteada) de los almidones de maiz: (a) ceroso o waxy, (b) normal
y (c) Hylon VII
OSA: Acido Octenil Succinico

El tiempo de hidrolisis completo donde se muestran el comportamiento durante la digestion
del almidon se muestran en las figuras 3 y 4, donde cabe resaltar que para condiciones
granulares y modificadas los almidones se comportaron de manera similar con una ligera
disminucion en el tiempo y tasa de hidrolisis esto probablemente por la induccion de la
modificacion quimica. EI aumento de la tasa de hidrdlisis esta relacionado con el aumento
del peso molecular en la estructura del almidon, aunque el contenido de amilosa en este
caso no fue tan relevante en el cambio de la tasa de digestion. Para este caso el cambio en
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la tasa de hidrolisis estd mas relacionado con otras estructuras moleculares como, por
ejemplo, la cristalinidad relativa y el peso molecular que tiene una gran influencia en la
digestibilidad.

La modificacion OSA tiene un gran efecto en la formacion de almidones resistentes, y
disminuye aquel almidon de digestion rapida que es de vital importancia para la industria
de la salud.
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Figura 3. Cinética de la digestion enzimatica en condiciones granulares: (a) maiz ceroso,
(b) maiz normal, y (c) Hylon VII.
Simbolos: @ Nativo, y © modificado por OSA. Linea continua: ajuste de almidén nativo y
linea discontinua: ajuste de almidon modificado por OSA.
OSA: Acido Octenil Succinico

15



100 - o -

— - a IS

S 30 @

= b e

S 604 » ot

3 ]

0 &

L 404 &°

2 128*

w20 4

@

D i

O O ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 1
0 50 100 150 200 250 300 350
100 - -

— 1 * o] “_,__.-a-"""_“

S s ® o

= 1 Q.

S 60 -

m -

=t 1 -G

D 40 o’

3 14

o

W 20 s’

@

o 1

O 0 — T T T T T T T T T T 1 T
0 50 100 150 200 250 300 350

=

=

s

L

)

~

@

»

Q@

D

o 0 e i B T 1 T
0 50 100 150 200 250 300 350

Time (min)

Figura 4. Cinética de la digestion enzimatica en condiciones de coccion: (a) maiz ceroso,
(b) maiz normal y (c) Hylon VI1.

Simbolos: ® Nativo, y o modificado por OSA. Linea continua: ajuste de almidon nativo y
linea discontinua: ajuste de almidén modificado por OSA.

OSA: Acido Octenil Succinico
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4. CONCLUSIONES

Se determind una relacion significativa entre la tasa de digestion del almidon y las
caracteristicas moleculares del almidon, incluyendo aquellas estructuras en la
distribucion de ramificaciones y cadenas de amilosa y amilopectina.

Se encontrd que la esterificacion con OSA redujo la digestibilidad de los almidones,
sin tomar en cuenta el contenido de amilosa.

Los resultados sugieren que OSA actua como un agente de entrecruzamiento, lo cual
aumenta el peso molecular aparente y sugiere que es mas resistente a hidrolisis de
enzimas amiloliticas.

La relacion amilosa:amilopectina se vio afectada por los grados de sustitucion, asi
como el radio de giro.
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S. RECOMENDACIONES

Realizar una fermentacion colénica y determinar si los almidones esterificados con
OSA mantienen una actividad prebiotica.

Desarrollar diferentes concentraciones de OSA para determinar si el aumento de la
concentracion afecta otros pardmetros como la estabilidad en emulsion.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Resultados de HPSEC-MALS-RI de pesos moleculares de amilosa para
almidones de maiz sin modificar y modificados (3% OSA).

AM Mw AMRGZ AM Mw/Mn

Almidon Muestra AMP/AM
(x 108g mol™) (nm) )
No modificado 100:08 Nd Nd Nd
Ceroso

Modificado 100:0? Nd Nd Nd
| No modificado 75:25% 1.2 131 1.1
Norma Modificado 81:19 7 178 1
No modificado 33:67° 2.7 117 1.1

Hylon V11 .
Modificado 42:582 3.1 146 1.1

AMP/AM: amilopectina: amilosa; MW: masa molar, g / mol; RGZ: radio de giro, nm:
nanometro; Mw / Mn (masa molar promedio en masa / masa molar promedio en numero):
polidispersidad; Nd: no detectado.

Los datos sin desviacion estandar corresponden a resultados de una repeticion
HPSEC-MALS-RI: Cromatografia de exclusion por tamafio de alta presién con luz de
dispersion de maltiples angulos e indice de refraccion.
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Anexo 2. Morfologia de los granulos de almidén de maiz sin modificar (izquierda) y
modificados (derecha) con 3 % de OSA observados bajo microscopia de luz transmitida.
Waxy (A, a); normal (B, b) y Hylon VII (C,c).
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Anexo 3. Micrografias de los granulos de maiz nativos (izquierda) y modificados (derecha)
con 3 % de OSA observados bajo microscopia de luz polarizada.
Waxy (A, a); normal (B, b) y Hylon VII (C,c).
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Anexo 4. Micrografias electronicas de barrido de almidon de maiz nativo (lzquierda) y
modificado (derecha) con 3 % de OSA.

Waxy (A, a) las flechas sefial los poros sobre la superficie y los granulos rotos; normal (B,
b) las flechas indican las rugosidades y los poros presentes en la superficie del almidon y
hylon VII (C, c) las flechas indica los aglomerados después de la esterificacion.
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Anexo 5. Microfotografias de la luz (A) y (B) microscopia de luz polarizada de las
emulsiones estabilizadas por almidones de maiz nativo y OSA (3%) almidon modificado
en siete dias.

NW: nativo cerosa, MW: modificado cerosa, NN: normal nativa, MN: normal modificada,

NH: nativa hylon VII, MH: modificado hylon VII. Condiciones: 550 mg/mL de aceite, 0,2
mol / L NaCl. La escala de la barra 10.
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