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Resumen

El desarrollo de alimentos con bajo contenido de carbohidratos digeribles se ha
incrementado, debido a que ayudan en la prevencion y/o control de enfermedades
cronicas no transmisibles como la diabetes. La incorporacién de cereales
integrales y diversos frutos, como el platano en estado inmaduro, en la formulacion
de alimentos, es cada vez mas frecuente porque son una fuente importante de
carbohidratos no digeribles y compuestos bioactivos. El objetivo del trabajo fue
elaborar una galleta a partir de una mezcla de cereales integrales y platano en
estado inmaduro, estimar su composicién quimica proximal, la digestibilidad de
carbohidratos in vitro, asi como determinar si dicha combinacién puede tener
efecto antihiperglucémico e hipoglucemiante en ratas sanas Yy diabéticas,
respectivamente. Para la elaboracion de las tres galletas, se realiz6 una mezcla de
cereales integrales (trigo, cebada y avena), la cual, permanecié constante en
todas las muestras, a la galleta 1 (G-1) se le adicion6 de maiz blanco, a la 2 (G-2),
maiz azul y la tres (G-3) platano en estado inmaduro. La G-2 presenté un
contenido de proteinas (11.1 g/100gq) y lipidos (21.49/100g) mayor en comparacion
a G-1 (9.29¢/100g, 17.0 g/100g, respectivamente) y G-3 (7.3 g/100g, 15.7
g/100G). La G-1 tuvo el contenido méas alto de fibra dietética (11.64 g/100g)),
seguida por G-2(10.1 g/100g), mientras que la G-3 presentd el valor menor (6.9
g/100g). Este mismo comportamiento se observd en la fraccion indigerible (FI)
total (G-1, 40.1 g/100g; G-2, 38.1 g/100g; G-3, 36.9 g/100g). La G-2 y G-3 no
presentaron diferencias en la Fl soluble (=17 g/100g), el valor para G-1 fue menor
(14.6 g/100q). La FI insoluble fue mayor en G-1 (25.4 g/100g) en comparacion de
G-2 (20.9 g/1009) y G-3 (19.7 g/100g). En la fermentacién in vitro de la FI de las
galletas no se observd un cambio de pH (=p H 6) durante las 24 h. La Fl de la G-1
y G-3 presentaron el valor mas alto de acido acético (79.9 mmol/L y 74.86 mmol/L,
respectivamente) a las 24 h. La Fl de la G-3 produjo en total mas acido propiénico
(17.9 mmol/L), en comparacion a G-1 (7.5 mmol/L) y G-2 (5.5 mmol/L). Este
mismo comportamiento se obtuvo en la produccién total de acido butirico (G-1,
26.4 mmol/L; G-2 16.5 mmol/L; G-3, 31.0 mmol/L). El contenido de compuestos
fendlicos fue mayor para G-2 (92.2 mg/EAG/100g), mientras que para G-1 y G-3
no se presentaron diferencias significativas (=80 mgEAG/100g). La G-2 tuvo mas
flavonoides (34.5 mgEC/100g) en comparacion a G-2 (13.5 mgEC/100qg) y G-3
(4.56 mgEC/100g). La capacidad antioxidante de las muestras fue diferente,
siendo mayor para G-2 (21.7 umolET/100g). La G-3 presentd la mejor aceptacion
entre los consumidores en la prueba heddnica (calificacion 6, me gusta poco). La
glucosa libre no fue diferente entre las muestras (=4 g/100g). El contenido de
almidon total fue similar para G-1 y G-2 (=57 g/100g), y para G-3 fue mas alto
(60.2 g/100g). No se presentaron diferencias significativas en el contenido de
almidon de digestion rapida entre G-1y G-2 (=45 g/100g), en G-3 se encontro esta
fraccién fue mayor (51.9 g/100g). La G-2 presentdé mas almidon de digestion lenta
(10.7 9¢/100g), seguida de G-1 (7.0 g/100g), y G-3 (4.1 g/100g). En almiddn



resistente fue similar para G-1 y G-2(=1 g/100g), mientras que para G-3 fue de 6.3
0/100g. Las tres dosis de galleta (G-3) (0.42, 0.85 y 1.28 g/kg) administradas en
ratas sanas no presentaron un pico hiperglucémico. La ingesta de las tres galletas
en ratas sanas a una dosis de 0.85 g/kg (cada una) no produjeron un incremento
significativo en la concentracion de glucosa durante los 180 minutos de
evaluacion. La G-2 y G-3 tuvieron un efecto antihiperglucémico en la prueba de
tolerancia a la glucosa, siendo mas evidente en G-3. Los carbohidratos disponibles
(3g/kg) de las tres muestras produjeron un respuesta de glucosa baja, en todas las
muestras, el pico maximo de glucosa fue menor (G-1, 141 mg/dL; G-2, 133 mg/dL;
G-3, 135.2 mg/dL) en comparacion al de glucosa (161.6 mg/dL). El IG de las
muestras fue 116, 97 y 90 para G-1, G-2 y G-3, respectivamente. En ratas
diabéticas la G-2 tuvo un efecto hipoglucémico durante las tres semanas de
evaluacion. El grupo de ratas alimentadas con la G-2 incrementaron el peso
promedio de 294.0 a 366.9 g, mientras que los otros grupos (G-1 y G-3) perdieron
peso (45.9 y 37.7, respectivamente). El nivel de colesterol y HDL entre los grupos
no presentd diferencias significativas (=40 mg/dL). El grupo de ratas alimentadas
con G-2 (123.4 mg/dL) presentd el valor menor de triglicéridos en comparacion a
G-1 (177.35 mg/dL) y G-3(383.4 mg/dL. Los valores de insulina fueron bajos en
todos los grupos (0.014 y 0.41 ng/mL) en comparacion al grupo de ratas sanas
(4.0 nm/dL).



Abstract

The development of low-digestible carbohydrates foods has increased because
they help in the prevention and / or control of chronic non-transmissible diseases
like diabetes. The addition of whole grains and fruits, such as unripe plantain, in
food formulations has become more common because they are an important
source of non-digestible carbohydrates and bioactive compounds. The objective of
this work was to develop cookies with a whole-grains and unripe plantain blend,
and determines its chemical composition, in vitro digestibility, and to evaluate the
anti-hyperglycemic and hypoglycemic effect in healthy and diabetic rats,
respectively. Three cookies were made with a whole grains blend (wheat, barley
and oats) which remained constant; in the first formulation (G-1) white corn was
added, blue corn in the second (G-2), and unripe plantain in the third (G-3). The G-
2 showed a higher protein (11.1 g/100g) and lipid (21.4g/100g) contents than the
G-1 (9.29¢/100g, 17.0 g/100gq, respectively) and G-3 (7.3 g / 100g, 15.7 g/100g).
The G-1 had the highest dietary fiber content (11.64 g/100g), followed by G-2 (10.1
g/100g), while the G-3 showed the lowest value (6.9 g/100g). Similar pattern was
observed in the total indigestible fraction (IF) (G-1, 40.1 g/100g, G-2, 38.1 g/100g,
G-3, 36.9 ¢g/100g).The G-2 and G-3 did not differ in soluble FI (= 17 g/100 g), the
value for G-1 was the lowest (14.6 g/100g). The insoluble FI content was higher in
G-1 (25.4 g/100g) than in G-2 (20.9 g/100g) and G-3 (19.7 g/100g). Fermentation
in vitro of IF from the cookies did not show pH change (p H = 6) during the test.
The fermentation of IF from the G-1 and G-3 showed the highest acetic acid value
(79.9 mmol / L and 74.86 mmol / L, respectively) at 24 h. The IF of the G-3
produces more propionic acid (17.9 mmol / L) compared to G-1 (7.5 mmol / L) and
G-2 (5.5 mmol / L). Similar pattern was obtained in the butyric acid production (G-
1,26.4 mmol /L, G-2 5.16 mmol / L, G-3, 31.0 mmol / L). The phenolic compounds
content was higher for G-2 (92.2 mg/EAG/100g); there were no significant
differences between G-1 and G-3 (= 80 mgEAG/100g). The G-2 had higher
flavonoids content (34.5 mgEC/100g) than G-1 (13.5 mgEC/100g) and G-3 (4.56
mgEC/100g). The antioxidant capacity of all samples was different, G-2 had the
highest value (21.7 pmolET/100g). The G-3 showed the best consumer
acceptance on the hedonic test (rating 6, like slightly). The free glucose was not
different among samples (= 4 g/100g). The total starch content was similar in G-1
and G-2 (= 57 g/100 g); G-3 had the highest values (60.2 g/100g). There were no
significant differences in rapidly digestible starch content between G-1 and G-2 (=
45 /100 g), in G-3 this fraction was higher (51.9 g/100g). The G-2 showed more
slowly digestible starch (10.7 g/100g), followed by G-1 (7.0 g/100g) and G-3 (4.1
0/100g). Resistant starch content was similar in G-1 and G-2 (= 1 g/100g), whilst
for G-3 was 6.3 g/100g. The three cookies doses (G-3) (0.42, 0.85 and 1.28 g / kq)
administered in healthy rats showed no hyperglycemic peak. The intake of the
three cookies in healthy rats at a dose of 0.85 g/kg (each) did not produce a
significantly increase in glucose concentration during the 180 minutes of the test.
The G-2 and G-3 had an anti-hyperglycemic effect in the glucose tolerance test,



being more evident in G-3.The available carbohydrate (3g/kg) of the three samples
produced a lower glucose response than glucose (reference food), all the samples
showed a lower maximum glucose peak (G-1, 141 mg/ dL; G-2, 133 mg / dL; G-3,
135.2 mg / dL) than glucose (161.6 mg / dL). The glycemic index of the samples
was 116, 97 and 90 for G-1, G-2 and G-3, respectively. In diabetic rats the G-2 had
a hypoglycemic effect during the three weeks of the test. The group of rats fed with
G-2 increased the average weight of 294.0 to 366.9 g, whilst the other groups (G-1
and G-3) lost weight (45.9 and 37.7 g, respectively). The HDL and cholesterol level
among groups showed no significant difference (= 40 mg / dL). The rats group fed
with G-2 (123.4 mg / dL) had lower triglyceride value than G-1 (177.35 mg / dL)
and G-3 (383.4 mg / dL. The insulin levels were lower in all the groups (0.014 and
0.41 ng / dL) compared to the healthy rats group (4.0 nm/ dL).



I. Introduccion

En afos recientes, los cambios en el régimen alimenticio, como el consumo
excesivo de productos industrializados con una alta densidad energética y la
disminucién de la ingesta de frutas, verduras, leguminosas, cereales integrales, los
cuales son una fuente de carbohidratos no digeribles, son algunos factores que
influyen en el incremento de la incidencia de enfermedades cronicas no
transmisibles relacionadas con la alimentacion tales como obesidad y diabetes
(Acuerdo Nacional para la Salud Alimentaria, 2010).

Dentro de las recomendaciones dietéticas para la prevencion y/o control de
este tipo de enfermedades es por medio de la reduccién de alimentos que en su
composicién predominen los carbohidratos simples, como glucosa, fructosa,
sacarosa, entre otros (Acuerdo Nacional para la Salud Alimentaria, 2010).Este tipo
de carbohidratos son digeridos rapidamente, o que produce un aporte de energia,
la cual si no es utilizada para la realizacion de alguna actividad que requiera gasto
energético, esta se almacena en forma de tejido adiposo. Ademas, el consumo
frecuente de este tipo de alimentos produce, con el tiempo, un dafio en el sistema
de homeostasis de glucosa, provocando la aparicién de diabetes (Rolls, 1995)

Por el contrario, es reconocido que el consumo de alimentos con
carbohidratos no digeribles (fibra dietética) pueden ejercer efectos benéficos sobre
la salud, ya que se digieren de una manera mas lenta, lo cual produce una
sensacion de saciedad por mas tiempo, la absorcion de glucosa se da de una
manera lenta, ayudan en la disminucion de colesterol, promueve la motilidad y

aceleran el transito intestinal, favorece el desarrollo y mantenimiento de la flora



bacteriana (Buttriss y Stoke, 2006). Es por ello que, actualmente se promueve el
consumo de alimentos con un contenido alto de carbohidratos no digeribles. El
interés por el desarrollo de alimentos con estas caracteristicas ha crecido en los
ultimos afios. Los alimentos listos para consumo (“ready to eat”), como botanas y
galletas, pueden ser un vehiculo adecuado para fomentar el consumo de
carbohidratos no digeribles ya que son alimentos practicos portables y de facil
disponibilidad, caracteristicas que son adecuadas para el ritmo acelerado de la
vida actual.

Los cereales integrales son ingredientes ideales para ser utilizados en la
formulacion de alimentos con beneficios a la salud (alimentos funcionales), porque
son una fuente de carbohidratos no digeribles, compuestos bioactivos, como
compuestos fendlicos, vitaminas y minerales, y acidos grasos insaturados (Slavin,
2003). Dentro de los cereales mas utilizados en la alimentacibn humana son el
trigo, arroz, maiz, centeno, cebada, y avena. El interés en estos dos ultimos
cereales ha crecido debido a que contienen B-glucanos, a los cuales se les ha
atribuido la capacidad de reducir la respuesta glucémica (Charalampopoulos y
col., 2002; Jenkins y col., 2002;) y los niveles de colesterol en sangre (Anderson y
col., 1994; Bell y col., 1999; Gérecka y col., 2005). En este mismo sentido, se ha
encontrado que los maices pigmentados son una fuerte importante de
antocianinas (Giusti and Wrolstad 2003), las cuales, presentan actividad
antioxidante (Wang y col., 1997), anti-inflamatoria (Tsuda y col., 2003), anti-
carcinogeénico (Hyun and Chung ,2004), asi como efectos hipoglucémicos (Tsuda

y col.,, 2003). Por lo que, una opcion para el desarrollo de alimentos con



propiedades funcionales mejoradas o realzadas puede ser la combinacion de
cereales integrales.

Por otro lado, en afios recientes se le ha prestado mucha atenciéon al
platano en estado inmaduro, ya que es una fuente importante de almidon
resistente y se ha observado que cuando se adiciona en forma de harina a
diversos alimentos (pasta, galletas y pan) se obtiene una disminucion en la
velocidad de hidrdlisis del almidon, (Juarez-Garcia y col., 2006; Aparicio-Saguilan
y col., 2007; Renddn Villalobos y col., 2008; 2009; Saifullah y col., 2009; Ovando-
Martinez y col., 2009), esta caracteristica nos indica que puede ser un ingrediente
utilizado en el disefio de alimentos de respuesta glucémica baja.

El objetivo de este trabajo fue elaborar una galleta a partir de una mezcla
de cereales integrales y platano en estado inmaduro, estimar su composicion
quimica proximal, la digestibilidad de carbohidratos in vitro, asi como determinar si
dicha combinacion puede tener efecto hipoglucemiante y antihiperglucémico en

ratas sanas y diabéticas, respectivamente.



Il. Antecedentes
2.1 Alimentacion y salud
La alimentacion humana se define como un proceso voluntario, consciente
y educable, aunque una vez ingerido el alimento, se vuelve involuntario e
inconsciente. La energia que necesita una persona para vivir se obtiene
principalmente de los nutrientes; los cuales proporcionan lo necesario para que los
organos trabajen y a partir de ellos se renueven de manera continua las células de
los tejidos, desgastados por el tiempo y las funciones que a diario desempefian
(Martinez y Villezca, 2003).

Una alimentacion variada y equilibrada asegura que se obtengan los
nutrientes esenciales en las cantidades recomendadas para el desarrollo,
crecimiento y mantenimiento del cuerpo (Ashwell, 2002). Los requerimientos
energéticos de los seres humanos varian, y dependen de factores como la
estatura, su composicién corporal, edad, ritmo de crecimiento, sexo, tipo de
actividad fisica, y condiciones fisiolégicas o de salud (enfermedades, embarazo,
lactancia, etc.) en que se encuentre. Es reconocido que en los paises con
deficiencia de suministro energético en nifios y adolescentes, el crecimiento es
mas lento de lo normal, hay pérdida de peso y, eventualmente, cesa el crecimiento
y disminuyen la capacidad de la memoria e inteligencia. Por el contrario, un
consumo excesivo de nutrientes puede producir ganancia de peso y obesidad con
repercusiones en la salud de la poblacion (FAO/OMS, 2003).

Por ello, es fundamental identificar estrategias para promover una

alimentacion saludable. Las guias alimentarias son instrumentos de gran utilidad



para brindar orientacion alimentaria, las cuales, generalmente, cuentan con
herramientas didacticas, para hacer mas atractiva y practica dicha orientacion
(Rosell6-Soberdn y Casanueva, 2005). Las principales recomendaciones incluidas
en las guias alimentarias se refieren a mantener el peso aconsejado, moderar el
consumo de grasas, aumentar el consumo de cereales, frutas y verduras, moderar
el consumo de alcohol y sal, y promocionar la realizacion de ejercicio fisico
moderado. Diversos paises han elaborado sus propias guias acordes con su
cultura, geografia, patrones de consumo alimentario y estado de nutriciéon de su
poblacién (Painter y col., 2002).

En México, existe una norma oficial mexicana (NOM-043 -SSA2-2005) que
tiene como propdsito fundamental, establecer los criterios generales que unifiquen
y den congruencia a la orientacién alimentaria. Dicha orientacion tiene como
objetivo proporcionar la informacion acerca de como tener una alimentacion
correcta, con opciones practicas, adecuadas a las necesidades y posibilidades de
la poblacion. Con la finalidad de facilitar la seleccién y consumo de alimentos se
cred el concepto del Plato del Bien Comer, que es la representacion grafica de los
tres grupos de alimentos: 1) verduras y frutas, 2) Cereales y tubérculos, y 3)
leguminosas y alimentos de origen animal (Figural). Esta recomendacion grafica
surgié para integrar una dieta correcta para todos los grupos de poblacién,
asimismo promueve la variacion y combinacion de alimentos para asegurar el
aporte de nutrimentos al organismo y evitar la aparicion de enfermedades

relacionadas con la dieta.
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Figura 1. El plato del bien comer (NOM-043-SSA2-2005).
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El incremento en la incidencia de enfermedades relacionadas con la dieta,
como diabetes y obesidad, ha acentuado el interés de la poblacién hacia ciertos
alimentos, que ademas de nutrir, aporten beneficios a las funciones fisioldgicas de
organismo humano. Estas variaciones en el patron de alimentacion generaron una
nueva area de desarrollo en la ciencia de los alimentos y de la nutricidn, la de los
alimentos funcionales. “Un alimento puede considerarse funcional si, ademas de
sus efectos nutricionales, presenta beneficios demostrados por una 0 mas
funciones del organismos humano, que mejora el estado de salud o reduce el
riesgo de enfermedades” (Diplock y col., 1999). En esta definicion es necesario
enfatizar tres aspectos importantes: 1) el efecto funcional es diferente al
nutricional; 2) debe ser demostrado satisfactoriamente; y 3) el beneficio puede
consistir en mejorar una funcion fisioldgica o en reducir el desarrollo de un proceso
patolégico (Plaza y col., 2008).

El interés por el desarrollo de alimentos funcionales ha aumentado de una
manera considerable durante los Ultimos afios, como una de las estrategias en la

prevencion y/o manejo de las enfermedades crénicas no transmisibles.

2.2 Enfermedades crénicas no transmisibles
Las ECNT son aquellas patologias de larga duracion con periodos de
remision y recurrencia, en donde existe ausencia de un microorganismo causal, la
cual, tiene factores de riesgo multiples con posibles consecuencias a largo plazo
(minusvalias fisicas y mentales). Las ECNT representan la mayor carga de salud

publica, tanto en los paises desarrollados y cada vez en mayor medida en los
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paises en desarrollo, ya sea en términos de costo directo para la sociedad y el
gobierno, o en afios productivos perdidos por discapacidad (FAO/OMS, 2003).
Dentro de las ECNT se encuentra a la obesidad, diabetes, enfermedades
cardiovasculares, cancer, osteoporosis y enfermedades dentales.

La incidencia de las ECNT incrementa rapidamente en todo el mundo. En el
2001, representaron el 46% de las enfermedades y se espera que aumente al
57% en el 2020. Se calcula que en este mismo afio, las ECNT contribuyeron con
el 60% del total de muertes (56.5 millones) en el mundo (FAO/OMS, 2003).

En México hay tres tipos de enfermedades que concentran mas del 33% de
las muertes en mujeres y mas de 26%, en hombres: la diabetes mellitus, las
enfermedades isquémicas del corazon y las enfermedades cerebro-vasculares.
Estas enfermedades comparten algunos factores de riesgo, como el sobrepeso y
la obesidad. El tabaquismo, el colesterol elevado y la hipertension arterial también
influyen en el desarrollo de las enfermedades isquémicas del corazén y las
cerebro-vasculares (Programa Nacional de Salud, 2007).

Las enfermedades del corazén constituyen la segunda causa de muerte en
el pais, tanto en mujeres como en hombres. Dentro de estas enfermedades
destaca la cardiopatia isquémica, que es responsable de mas de la mitad de las
muertes en este grupo de padecimientos. La isquemia cardiaca se caracteriza por
la disminucion del aporte de oxigeno al corazdn como consecuencia de la
obstruccion y/o el estrechamiento de las arterias coronarias, que pueden llegar a
producir un infarto al miocardio y la muerte de las personas afectadas. Los

principales factores de riesgo relacionados con esta enfermedad son el consumo

12



excesivo de grasa de origen animal, el tabaquismo, la hipertension arterial, el
estrés, la diabetes, el sobrepeso y la obesidad (Programa Nacional de Salud,
2007).

La obesidad y diabetes estan mostrando tendencias preocupantes, no soélo
porque afectan a una gran parte de la poblacion, sino también debido a que han
comenzado a aparecer en etapas tempranas de la vida. La obesidad alcanza
proporciones que la definen como pandemia, pues afecta a personas de los cinco
continentes. Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se
encuentran con sobrepeso mas de un billbn de personas y 500 millones de
personas con obesidad (OMS, 2011). Los paises en desarrollo se ven afectados
con un mayor grado de aceleracion en comparacion con los paises desarrollados.

La poblacion de México ocupa el segundo lugar del mundo en indices de
obesidad (Acuerdo Nacional para la Salud Alimentaria, 2010). La Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) del 2006, realizada por el Instituto de
Salud Publica (INSP), revel6 que el 30% de la poblacion padece obesidad. La
prevalencia de sobrepeso y obesidad en nifios de 5 a 11 afios y en adolescentes
en México ascienden a 26% (4.1 millones de escolares) y 31% (5.7 millones de
adolescentes), respectivamente. Estas cifras indican que es una epidemia que
afecta a todos los grupos de edad y todas las clases sociales. Las principales
complicaciones del sobrepeso y obesidad son la diabetes mellitus tipo 2,
enfermedades cardiovasculares, y algunos tipos de cancer (Martinez y Villezca,

2003).
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La OMS calcula que el numero de personas con diabetes en el mundo es
de 171 millones y pronostica que aumentara a 366 millones en el afio 2030 (Wild y
col., 2004). La diabetes es una enfermedad de muy alta prevalencia en nuestro
pais y es sin duda alguna el mayor reto que enfrenta el Sistema Nacional de
Salud. Actualmente, mas de 5 millones de personas mayores de 20 afios padecen
esta enfermedad, lo que arroja una prevalencia del 8%. El porcentaje de la
poblacién que padece diabetes aumenta con la edad. Después de los 50 afios de
edad, la prevalencia supera el 20%. La diabetes incrementa el riesgo de morir por
diversos padecimientos, como las cardiopatias, las enfermedades cerebro-
vasculares y la insuficiencia renal. Ademas, es la causa mas importante de
amputacion de miembros inferiores de origen no traumatico y la principal causa de
ceguera (Programa Nacional de Salud, 2007).

La evolucién natural de las ECNT puede modificarse con acciones que
cambien el curso de las condiciones que determinan su incidencia a través de la
alimentacion; debido a que, los alimentos tienen una funcion bien establecida
como determinantes de ECNT, por lo tanto, también lo tienen en las actividades de
prevencion (FAO/OMS, 2003). Esta caracteristica brinda oportunidades para la
prevencion y el desarrollo de herramientas nutricionales para combatir este tipo de

enfermedades.

2.2.1 Diabetes
La diabetes mellitus es un grupo de trastornos metabdlicos que se

caracteriza principalmente por hiperglucemia como consecuencia de cambios
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metabdlicos en la sintesis, secrecion y/o accion de la insulina. La hiperglucemia
cronica se asocia a largo plazo en disfuncion e insuficiencia de diferentes 6rganos,
especialmente ojos, rifiones, nervios, corazén y vasos sanguineos. Aunque el
diagnostico de diabetes se establece Unicamente por valores de glucemia altos
(>125 mg/dL), existen tres criterios que se usan para dicho diagndstico: 1) niveles
elevados de glucosa en ayuno (>125 mg/dL), 2) valores altos de glucosa en la
prueba de tolerancia a la glucosa (= 200 mg/dl a los 120 minutos), 3) sintomas de

diabetes con hiperglucemia (= 200 mg/dl) (American Diabetes Association, 2004).

De acuerdo a su etiologia, la diabetes se clasifica en: diabetes tipo 1
(Insulinodependiente), diabetes tipo 2 (No insulinodependiente), diabetes
gestacional y diabetes asociada con otros factores (enfermedades, medicamentos
y/o agentes quimicos). Estas dos ultimas, son las que tienen menos incidencia en
la poblacion.

La diabetes tipo 1 representa del 5 al 10% de todos los casos
diagnosticados, puede presentarse a cualquier edad, aunque generalmente se
desarrolla a edades tempranas (<20 afios). La diabetes tipo 1, es una enfermedad
generada por una progresiva destruccion autoinmune de las células-f
pancreaticas, lo cual produce una completa deficiencia de insulina. La insulina
promueve la captacion de glucosa en el musculo y tejidos periféricos, por lo que la
disminucién o ausencia de esta hormona produce la principal caracteristica de la

enfermedad, la hiperglucemia (Atkinson y Maclaren, 1994).
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La diabetes tipo 2 se caracteriza por trastornos metabdlicos, con dos
caracteristicas principales: resistencia a la insulina y disfuncion de las células-p
pancreaticas. Ambos trastornos, genéticos o adquiridos, tienen influencia sobre la
secrecion y accion de la insulina (Leu y Zonszein, 2009).

La insulina regula el metabolismo de glucosa por acciones directas e
indirectas. La regulacion postprandial de glucosa depende de la secrecion de
insulina y la subsecuente supresion de gluconeogénesis y glucogendlisis hepatica.
La secrecion de insulina se estimula tras la elevacion de glucosa en sangre, como
resultado de la ingesta de alimentos que contienen carbohidratos. La insulina es
liberada por las células-p, promueve la captacion de glucosa en el musculo y
tejidos periféricos al unirse a receptores especificos (InsR, por sus siglas en ingles
Insulin receptor). Este es el inicio de la ruta de sefalizacion que involucra una
cascada compleja de proteinas cinasas, dentro de las cuales, la IRS1 y IRS2 (por
sus siglas en inglés, Insulin receptor substrate) son las mas importantes. La ruta
de sefalizacion de la insulina tiene como finalidad que el transportador de glucosa
(GLUT-4) llegue a la membrana para permitir el paso de la glucosa al interior de la
célula (Figura 2) (Ciaraldi, 2009).

Aunque la insulina no participa en el transporte de glucosa hacia el higado,
esta hormona promueve la acumulacién de glucégeno a través de la inhibicion de
enzimas de glucogendlisis, como la glucosa-6 fosfatasa y fosforilasa, mientras

estimula la glucogeno sintasa.
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Ademas, la insulina inhibe la liberacion de acidos grasos libres (AGL) en la
circulacion debido a que se suprime la actividad de la lipasa sensible a hormonas
y por lo tanto, estos no se mantienen en circulacion.

Los AGL son los principales responsables de la aparicion de la resistencia a
la insulina, aunque todavia no estd muy claro en qué parte tienen un efecto dentro
de la ruta de sefializacion de la insulina para la translocacion de GLUT4. Es por
ello, que la diabetes tipo 2 esta relacionada estrechamente con la obesidad, ya
gue este padecimiento aumenta la resistencia a la insulina por medio de un
incremento en el flujo de acidos grasos de los depdsitos de grasa del tejido
adiposo visceral a los tejidos sensibles a la insulina (Zick, 2001).

Existen tres puntos importantes en donde puede presentarse la falla en la
ruta de sefializacion: en el receptor de insulina, el sustrato del receptor y la enzima
fosfatidil inositol 3 cinasa (PIK-3, por sus siglas en inglés) (Figura 2).

El receptor de insulina es una molécula heterotetramérica compuesta por
dos subunidades a (extracelulares) y dos subunidades B (intra-citoplasmatico)
unidas por puentes disulfuro. La union de la insulina circulante se lleva a cabo en
el dominio extracelular, el cual, induce un cambio conformacional en el receptor
gue permite la autofosforilacién de los residuos de tirosina de la subunidad B y la
consecuente activacion del receptor. Una vez activado el receptor, se produce un
aumento de la actividad catalitica de la subunidad B, que a su vez fosforila

diversos sustratos proteicos enddgenos, incluido IRS-1, IRS-2, IRS-3, IRS-4,
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Figura 2. Vias moleculares de sefializacion de la insulina (Cordario, 2005).
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GAB1 (por sus siglas en ingles, growth factor receptor-bound) (Pessin y Saltiel,
2000).

Los sustratos IRS1- e IRS2 tienen una funcion clave en la transmision de
las sefiales desde el receptor hacia las proteinas de la cascada de sefalizacion.
Esta funcion esta influenciada por el estado de fosforilacion. En la diabetes tipo 2,
la insulina que llega a musculo esquelético y tejido adiposo no puede estimular la
fosforilacion de IRS-1 e IRS-2 en los residuos de tirosina. La fosfatidilinositol-3-
cinasa, es esencial para la translocacion del GLUT4 y la activacion de la enzima
glucdgeno sintasa. Esta proteina es activada por la unién de IRS-1 fosforilado en
tirosina e IRS-2. Este complejo de PIK-3 —IRS1-IRS-2 no se forma en pacientes
con diabetes tipo 2, ya que se ha encontrado una disminucion de la actividad
tirosina cinasa de los receptores en higado, musculo y tejido adiposo. Sin
embargo, se observé que esta es una disfuncién adquirida porque es reversible
con la pérdida de peso y un control de la glucemia en pacientes obesos con
diabetes tipo 2 (Bhattacharya y col., 2007).

La evidencia clinica y epidemioldgica indica que la resistencia a la insulina
es uno de los primeros eventos que se dan en la diabetes tipo 2. De manera
general, se ha observado que en las primeras etapas de la enfermedad, se
presentan altos niveles de insulina para compensar la resistencia a la insulina,
pero eventualmente, la produccion de insulina no es suficiente y se desarrolla
hiperglucemia. En personas con diabetes tipo 2, existe un incremento de la
gluconeogénesis producida por resistencia a la insulina hepatica, deficiencia de

insulina relativa, incremento de niveles de glucagon, precursores gluconeogénicos
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y acidos grasos libres (AGL). La hiperglucemia postprandial en la diabetes mellitus
tipo 2 es provocada por la liberacion de glucosa por el higado junto con la que se
absorbe desde el intestino delgado, mientras que la hiperglucemia en ayunas se
debe a la sobreproduccion de glucosa en el higado (Cordario, 2005).

La disfuncion de las células-B pancreéaticas es otra caracteristica de
diabetes mellitus tipo 2. La evidencia experimental correlaciona la ingesta en
exceso de carbohidratos simples o grasas con el desarrollo de la enfermedad.
Este fendmeno es denominado glucotoxicidad para la glucosa o lipotoxicidad para
los é&cidos grasos. En primera instancia, la célula-B tiene mecanismos de
adaptacion y detoxificacion para esta situacion desfavorable y mantener una
respuesta secretora correcta. Sin embargo, cuando la situacion de hiperglucemia e
hiperlipidemia cronica se da sobre todo de forma conjunta, se activan programas
de muerte celular que culminan en la desaparicion de estas células productoras y
la aparicion de la diabetes.

La prevencion y control de la diabetes representa un reto para los
responsables de la salud publica del pais, ya que al igual que otras enfermedades
cronicas es el resultado de estilos de vida no saludables como los habitos de
alimentacion deficientes y el sedentarismo. Estos, sumados a la carga genética, el
estrés, tabaquismo y consumo excesivo de bebidas alcohdlicas constituyen los
principales determinantes que inciden en el desarrollo de la enfermedad.

El control de la dieta, en especial el tipo de carbohidratos que se consume,

es crucial para cualquier estrategia en el tratamiento de diabetes, todo esto con el
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objetivo de normalizar glucosa en sangre, controlar los niveles de glucosa

postprandial, reducir el sobrepeso y regular el metabolismo de proteinas y lipidos.

2.3 Carbohidratos

Los carbohidratos son moléculas organicas compuestas por carbono,
hidrogeno y oxigeno. Los carbohidratos se clasifican en monosacaridos,
disacaridos, oligosacaridos y polisacaridos.

Los monosacaridos son los carbohidratos mas simples, estan formados por
una sola molécula y no pueden ser hidrolizados a carbohidratos mas pequefios.

Un disacéarido consta de dos monosacaridos unidos por un enlace O-
glucosidico, el cual es formado cuando el grupo hidroxilo de un monosacarido
reacciona con el carbén anomérico de otro. La configuracion del carbon anomérico
que interviene en el enlace puede ser a o B. En algunos casos los dos carbonos
anomericos de ambos monosacéaridos pueden estar involucrados en el enlace
glucosidico, por lo que se produce un disacarido no reductor como la sacarosa.
Sin embargo, también existen disacéridos reductores, los cuales presentan un
carbono anomeérico libre en su estructura, cuya configuracién puede ser a o B
(Cummings y Stephen, 2007).

Los oligosacéridos es un grupo de carbohidratos de cadena corta formados
por monosacéaridos. No existe un numero exacto de mondmeros que estén
formando un oligosacarido, pero en términos generales se considera aquella
molécula que contiene entre 2 y 10 monosacaridos unidos por enlaces

glucosidicos.
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Los polisacaridos son polimeros de monosacaridos de alto peso molecular,
tienen cierta similitud con los oligosacaridos, ya que también estan formados por
unidades de monosacaridos en arreglos lineales o ramificados, pero mucho mas
grandes, de 10 a 20 unidades. El numero de monosacaridos que estan
conformando un polisacarido se le conoce como grado de polimerizacion (GP), y
varia dependiendo del polisacarido.

Los carbohidratos constituyen la parte fundamental de la dieta humana,
aportan entre el 40 y 80% del total de la energia consumida. La actividad
fisiolégica de los carbohidratos en el tracto gastrointestinal estd determinada por
sus propiedades fisicoquimicas. En el intestino, los carbohidratos pueden ser
catalogados en los que son digeridos y utilizados como fuente de energia, y los
gue guedan como remanentes dentro del contenido intestinal, que pasan como
parte de los residuos al intestino grueso, en donde son metabolizados. Es por ello
que nutricionalmente, a los carbohidratos se les clasifica en digeribles y no

digeribles (Cummings y Stephen, 2007).

2.3.1 Carbohidratos digeribles y no digeribles
El almidén, sacarosa, lactosa, maltosa, fructosa y glucosa son los
principales carbohidratos que se encuentran en la dieta humana. Estos
carbohidratos digeribles son hidrolizados y absorbidos rapidamente en el intestino
delgado, por lo tanto se utilizan como una fuente de energia rapida (Schneeman,
2007). Sin embargo, la velocidad de digestion de los carbohidratos,

especificamente del almidon, puede variar. Englyst y col., (1992) propusieron una
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clasificacion del almidén en base a la velocidad de hidrélisis y absorcion en el
intestino delgado, la cual es: almidon de digestion rapida (ADR), almidon de
digestion lenta (ADL) y almiddn resistente (AR).

El ADR es aquella fraccion que se digiere en los primeros 20 minutos de
hidrolisis, mientras que el ADL se hidroliza y absorbe entre los 20 y 120 minutos.
El AR es la cantidad de almidén que no es hidrolizado después de los 120 minutos
(Englyst y col., 1992).

La fraccibn denominada AR pertenece al grupo de carbohidratos no
digeribles, ya que se considera como el almidon y los productos de la degradacion
del almidén que no son absorbidos en el intestino delgado de individuos sanos
(Asp, 1994).

Los carbohidratos no digeribles también denominados como fibra dietética
incluyen a la celulosa, hemicelulosa, pectinas, gomas, oligosacaridos (inulina) y
AR. Estos compuestos no son degradados sino hasta en el intestino grueso, en
donde son el sustrato principal de la microflora. Las propiedades fisicoquimicas de
este tipo de carbohidratos no digeribles, tienen efectos fisioldgicos importantes en
el tracto gastrointestinal. Entre las propiedades asociadas con los carbohidratos no
digeribles, como se ha visto, se encuentran su capacidad de enlazar agua y acidos
biliares, incrementar la viscosidad y el volumen fecal (Lairon, 1997).

La definicion de fibra dietética ha sido objeto de discusion y controversia,
debido a que esta formada por un conjunto de componentes, (almiddn resistente,
fructanos, pectinas, celulosa, entre otros) (Asp, 2004), por lo que, no existe una

definicion universal ni tampoco un meétodo analitico que cuantifigue todos sus
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constituyentes. Tras la definicion de Trowel (1976) se han considerado como fibra
dietética a los polisacaridos vegetales y la lignina, que son resistentes a la
hidrolisis por las enzimas digestivas humanas. A medida que han aumentado los
conocimientos sobre la fibra tanto a nivel estructural como en sus efectos
fisiolégicos, se han dado otras definiciones que amplian el concepto. La
Asociacion Americana de Quimicos de Cereales (AACC, American Association of
Cereal Chemist) define a la fibra dietética como “la parte comestible de las plantas
o carbohidratos analogos que son resistentes a la digestién y absorcion en el
intestino delgado, con fermentacion completa o parcial en el intestino grueso”
(AACC, 2001). Recientemente, tanto la AOAC (Association Official Analytical
Chemists) y la AACC han desarrollado y adoptado una metodologia para
cuantificar todos los componentes de la fibra dietética incluidos en la definicién del
CODEX. Lo cual indica, que se llegd a un consenso para utilizar esta definicion de
manera universal (Mermelstein, 2011).

El CODEX define a la fibra dietética como polimeros de carbohidratos con
10 o mas mondmeros, los cuales no son hidrolizados por las enzimas del intestino
delgado de humanos y se forma por las siguientes categorias: 1) Polimeros de
carbohidratos comestibles que se encuentran en los alimentos tal y como se
consumen; 2) Polimeros de carbohidratos obtenidos de materia prima alimenticia,
a través de métodos fisicos, quimicos o0 enzimaticos, que presenten efectos
fisiologicos benéficos a la salud; 3) polimeros de carbohidratos sintéticos que han

mostrado beneficios a la salud. Los beneficios deben de ser demostrados
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mediante pruebas cientificas generalmente aceptadas por las autoridades
competentes (Mermelstein, 2011).

Las fibra dietética se clasifica de acuerdo a sus propiedades fisicas como
fibra soluble (pectinas gomas, mucilagos, B-glucanos, entre otros) y fibra insoluble
(lignina, celulosa y hemicelulosa) (Stephen y Cummings, 1980). La fibra soluble es
viscosa y altamente fermentable, se asocia con el metabolismo de carbohidratos y
lipidos, mientras que la insoluble es capaz de retener el agua en su matriz
estructural, formando mezclas de baja viscosidad; esto produce un aumento de la
masa fecal que acelera el transito intestinal. Ademas, la fibra insoluble tienen la
capacidad de enlazar agentes carcinogénicos hidrofébicos (Steinmetz y Potter,

1991; Slavin, 2001).

2.3.2. indice glucémico

El IG es definido como el incremento del area bajo la curva de la respuesta
de glucosa, producida por 50 g de carbohidratos disponibles de un alimento a
prueba, en comparacién a un alimento de referencia (Wolever y col., 1991). De
acuerdo al valor de IG, los alimentos se pueden clasificar en: |G alto (= 70), IG
intermedio (56-69) e IG bajo de (0-55). Esta clasificacién de los alimentos indica la
velocidad postprandial de la absorcién y digestion de los carbohidratos. De
manera general se ha aceptado que, los alimentos con IG alto producen que los
niveles de glucosa en sangre se incrementen rapidamente y por lo tanto la

respuesta de insulina también sea mayor. Por otro lado, los alimentos de IG bajo
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provocan una respuesta de glucosa postprandial baja, es decir, se produce una
pico de glucemia postprandial menos pronunciado en comparacion con los de IG
alto (Wolever, 1990). Este tipo de alimentos induce una respuesta de insulina
postprandial baja y sostenida, la cual suprime la sintesis y liberacion al torrente
sanguineo de &acidos grasos libres, mejorando la sensibilidad del receptor de

insulina.

2.3.3 Importancia del almidén de digestion lenta

El almidon de digestion lenta (ADL), produce un incremento lento (entre 20
y 120 minutos) y sostenido de los niveles de glucosa postprandial en sangre,
comparado con el almidén de digestion rapida (ADR). El ADR, como su nombre lo
indica, incrementa rapidamente los niveles de glucosa en sangre, con un
subsecuente episodio de hipoglucemia (Zhang y Hamaker, 2009).

El ADL tienen un IG de bajo a medio, por lo que reduce la carga glucémica
de un producto alimenticio en comparacion con el ADR, el cual presenta un IG alto
(Englyst y col., 2003; Ells y col., 2005). Los efectos benéficos producidos por la
ingesta del ADL todavia son poco claros y aun contindan en investigacion. Sin
embargo, la mayor parte de los beneficios que se le atribuyen a esta fraccion del
almidén se deducen de los alimentos de IG bajo.

Las investigaciones que se han realizado para conocer las respuestas
fisiolégicas del ADL son pocas. De manera general, se ha observado que la
ingesta de ADL puede disminuir la respuesta de glucosa postprandial, insulinémica

y los acidos grasos (Seal y col., 2003; Ells y col., 2005).
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También se ha encontrado que el ADL estimulan la secrecion de hormonas
incretinas, tales como el péptido similar a glucagon 1 (glucagon-like peptide-1,
GLP-1) y el polipéptido insulinotropico depenediente de glucosa (glucose-
dependent insulinotropic polypeptide, GIP). Wachters-Hagedoorn y col. (2006)
demostraron que la concentracion de GLP-1 y GIP incrementd significativamente
durante el periodo postprandial (180-300 min) elicitado por el ADL. Estas
hormonas incretinas estimulan la biosintesis y secrecion de insulina, ademas
estimulan la proliferacion y neogénesis de las células-p y reducen su apoptosis. La
GLP-1 tiene efectos sobre la motilidad gastrointestinal, se ha observado que tanto
el vaciamiento gastrico como la absorcion de glucosa son lentos en presencia de
GLP-1 (Nauck y col., 1997). Otro efecto benéfico que presenta la GLP-1 es en la
regulacion de la ingesta de alimentos. En el cerebro, estan presentes receptores
de GLP-1, los cuales se encuentran en el area de regulacion de la ingesta de
alimentos (Goke y col., 1995). La administracion intracerebroventricular de una
dosis baja de GLP-1 provoc6é una inhibicion de la ingesta de alimentos, por medio
del incremento de la saciedad (Tang y Christensen, 1996; Turton y col., 1996;

Verdich y col., 2001).

2.3.4 Efecto de la fermentacién de carbohidratos indigeribles en la salud

La fermentacién es una de las propiedades importante de la fibra dietética,

ya que de ella derivan diversos efectos tanto locales como sistémicos.
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La flora intestinal coloniza el tracto del ser humano desde los primeros dias
de su nacimiento, como consecuencia del contacto con el ambiente. Esta flora
intestinal va a ir cambiando a lo largo del tiempo por diversos factores externos
como la dieta, medicacion, clima, estrés etc., aunque se mantiene en relativo
equilibrio en el individuo sano hasta edades avanzadas (Escudero y Gonzalez,
2006).

La fibra dietética al llegar al intestino grueso es degradada o parcialmente
degradada por la accién de bacterias colonicas. Esta degradacion va a depender
del tipo de microflora bacteriana (Heredia y col., 2002), del tiempo de transito en el
colon, el cual va a determinar la duracion del contacto entre las bacterias y los
componentes de la fibra dietética (Kay, 1982; Rodriguez y col; 2006).

La degradaciéon inicia con una hidrélisis extracelular que convierte los
polisacaridos en mono y disacaridos, seguida por una glucolisis anaerdbica
intracelular (fermentacién) (Larrauri y col., 1996).

La fermentacion es un proceso constituido por reacciones bioldgicas de
oxidacion-reduccién productoras de energia, en las que los aceptores terminales
de electrones son compuestos organicos. En las bacterias se encuentran las tres
vias centrales del metabolismo intermediario de los carbohidratos: la glucolitica o
de Embden Meyerhof Parnas, la de pentosa fosfato y la de Entner-Doudoroff.

La via glucolitica que degrada la glucosa se divide en tres etapas. La
primera es preparativa, con reacciones que no son de oxidacion-reduccion, sin
liberacion de energia y con formacion de dos intermediarios de tres atomos de

carbono cada uno (Figura 3). En la segunda etapa, si ocurren reacciones de

28



ATP>
ADP

Glucosa-6-fosfato }

Y

Fructosa-6-fosfato }

Etapa 1

[ Fructosa-1,6-bifosfato }

v v
.............................................{ Fosfogliceraldehido J-.mnnmwv{ Dihidroxiacetona }................................................‘

[ 1,2-difosfoglicerato J

ADP
ATP
o - -
© [ Acido-3-fosfoglicérico
o
s ]
LIJ .
Acido-2-fosfoglicérico
Fosfoenolpiruvato
............ [ Acido lactico Acido a-acetolictico }..................‘
l-coz
[ Acido férmico ] [ ] [ Acetoina ]
Acido oxalacético ]ADP ~ v *2H
co, H, :
l+2H +4H [ 2-3-butanodiol ]
© o i Acido acético
Acido malico
g -CoA-SH Etanol
© ‘;|2g v
w ; 2 Acetil S-CoA
Acido succinico
€0, -CO, | +4H
s o [ Acetona Jd——v[ Butiril-S-CoA J
Acido propiénico

l -CoA-SH

Isopropanol

Acido butirico Butanol ]
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oxidacion-reduccion con liberacion de energia, formacion de ATP (Adenosin
trifosfato) por fosforilacion a nivel de sustrato (el ATP se genera en un paso
enzimatico especifico), y produccion de dos moléculas de piruvato. En la tercera
etapa, nuevamente ocurren reacciones de oxidacion-reduccion y se generan
losproductos finales de la fermentacion, que varian segun la bacteria en cuestion.
Solo una pequeia parte de la energia libre, que potencialmente puede derivar de
la degradacion de una molécula de glucosa, queda disponible por esta via, dado
gue los productos finales son compuestos en los que el carbono se encuentra
reducido (Varela y Grotiuz, 2006).

Por cada molécula de glucosa que entra a esta via, se forman cuatro
moléculas de ATP y como se consumen dos en la primera etapa, el balance neto
es de dos moléculas de ATP por cada molécula de glucosa fermentada. El destino
final del metabolito clave, el piruvato, depende de los procesos empleados para la
regeneracion del dinucledtido de nicotinamida adenina (NAD) a apartir del
dinucledtido de nicotinamida adenina reducido (NADH), y asi mantener el
equilibrio de oxidacion reduccién (Varela y Grotiuz, 2006).

Aungue la via glucolitica es la mas importante en las células eucariotas y
procariotas, no es la Unica. La via de las pentosas es una ruta multifuncional para
la degradacion de hexosas, pentosas y otros carbohidratos. Para las bacterias
heterolacticas es la principal fuente productora de energia, aunque la mayoria de
las bacterias usan esta via como fuente de dinucleotido de nicotinamida adenina

fosfato reducido (NADPH) y de pentosas para la sintesis de nuecledtidos.
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El acido piravico derivado de la glucosa, es un compuesto clave en el
metabolismo fermentador de los carbohidratos. En su formacion, el NAD es
reducido a NADH y éste debe oxidarse nuevamente a NAD para alcanzar el
equilibrio final de oxidacion-reduccion. Las bacterias se diferencia de las células
eucariotas por la forma en que eliminan el piruvato; en las bacterias la oxidacion
es incompleta y se acumula gran cantidad de metabolitos finales de la
fermentacién. Entonces, segun los productos finales, se tienen diferentes tipos de
fermentacion: alcoholica, homoléactica, heterolactica, del acido propidnico, acido
mixta, del acido acético y butirico (Jokilk, 1994).

La fermentacion homolactica, la llevan a cabo todos los miembros del
género Streptococcus, Pediococcus y muchas especies de Lactobacillus
fermentan la glucosa fundamentalmente a acido lactico con poca acumulacion de
otros productos finales. En esta reaccion, el piruvato se reduce a acido lactico por
accion de la enzima lactico deshidrogenasa, actuando el NADH como dador de
electrones, esto ocurre en la tercera etapa de la via glucolitica (Jokilk, 1994).

En la fermentacién heterolactica, solo la mitad de la glucosa se convierte en
acido lactico, el resto se transforma en una mezcla de diéxido de carbono, acido
férmico, acido acético, etc. En esta fermentacion se emplea fundamentalmente la
via de las pentosas y se produce en las bacterias del género Leuconostoc Yy
Lactobacillus (Jokilk, 1994).

La fermentacion acido mixta es caracteristica de la mayoria de las

enterobacterias (Shigella, Salmonella, K y E. coli ), las cuales fermentan las
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hexosas a través del piruvato a acido lactico, acido acético, acido succinico y
acido férmico.

La fermentacion butirico-butandlica inicia por la conversion de los azucares
en piruvato por la via de la fructosa difosfato. El piruvato es descarboxilado dando
acetil-CoA y la transformacion de esta uUltima da diversos productos. En las
primeras fases, los productos predominantes son el acido butirico y acético pero
luego, cuando disminuye el pH del medio, comienza a acumularse cetona y
butanol que son neutros (Jokilk, 1994).

Algunos clostridios (C. thermoaceticum) fermentan la glucosa por la via de
la fructosa-difosfato. Luego generan acetato por la descarboxilacion del piruvato y
la conversion del CO2 e hidrégeno, producidos antes, en acetato.

De manera general, se conoce que la fermentacién col6nica tiene como
productos finales acidos grasos de cadena corta (AGCC): acetato, propionato y
butirato (German y Watkins, 2004; Larrauri y col., 1996), en una proporcién molar
casi constante 60:25:15, respectivamente. En menor proporcion también se
producen valerato, hexanoato, isobutirato e isovalerato (Garcia-Peris y col., 2001;
Sastre, 2003).

Los AGCC se absorben rapidamente por las células del colon (colonocitos)
en mas del 90%, lo que también se acompafa de una absorcién importante de
sodio y agua (Musch y col., 2001). El orden de utilizacion de los AGCC por los
colonocitos es acido butirico > &cido acético > acido propionico (Roediger, 1982).

El acido propionico llega al higado a través del sistema porta, en donde es

metabolizado actuando como precursor en la gluconeogénesis, pero también
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como ihibidor de este proceso. En el ciclo de Krebs, el propionato, entra a nivel de
Succinil CoA, por lo que la inhibicion de la gluconeogénesis puede estar
relacionada con los metabolitos intermediarios, metilmalonil CoA y succinil CoA,
los cuales son inhibidores especificos de piruvato carboxilasa. Propionato
aumenta la glicdlisis, probablemente por el agotamiento de citrato hepatico, que es
un importante inhibidor del metabolismo de la fosfofructoquinasa. Ademas,
estudios en animales, han sugerido que el propionato inhibe la sintesis de
colesterol por inhibicion de la actividad de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa y
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa.

El acido acético se absorbe y transporta al higado, donde es utilizado para
la sintesis de colesterol. Diversos estudios han demostrado que un incremento de
acetato, ya sea administrado por medio de infusiones rectales o mediante
fermentacion de lactulosa, incrementa la lipogenesis hepética (Wolever y col 1989;
Jenkins y col., 1991).

El acido butirico es rapidamente utilizado por los colonocitos,
metabolizdndose hasta CO,, cuerpos cetdnicos y agua, siendo su principal fuente
de energia, estimula la produccién de moco, la absorcion de iones y la formacion
de bicarbonato. El principal papel del acido butirico en relacién con su propiedad
antitumoral radica en sus efectos sobre el crecimiento, diferenciacion y apoptosis
de los colonocitos. En este sentido, ejerce una serie de acciones sobre las que se
fundamenta dicho efecto antineoplasico:

1) Detiene el crecimiento de los colonocitos neoplasicos (fase G1 del ciclo

celular) en una gran variedad de lineas celulares derivadas de cancer de colon
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(Higgins y Ryan, 1991; Gamet y col., 1992; Velazque y col., 1996; Heerdt y col.,
1997).

2) Induce la expresion de marcadores de diferenciacion tanto in vitro como in
vivo. Asi, aumenta la actividad de enzimas como la fosfatasa alcalina y la dipeptidil
peptidasa IV, las cuales son marcadores de diferenciacidbn cuya expresion
disminuye con la transformacion neoplasica (Young y col., 1992; Heerdt y col.,
1994)

3) Ademas, se cree que la carcinogénesis colorectal es un proceso de
multiples etapas que resulta, en parte, de la acumulacion de alteraciones en
determinados genes, oncogenes y genes supresores, cuyos productos proteicos
forman parte de la red de transmision de sefiales que operan desde la membrana
citoplasmatica hasta el nucleo y que controlan la proliferacion y diferenciacion
celular. El &cido butirico bloquea la proliferacién celular neoplasica al modificar la
expresion de algunos de estos genes implicados en el proceso de transmision de
sefales: inhibe los protooncogenes ras (Czerniak y col., 1987), src (Foss y col.,
1989) y c-myc (Foss y col., 1989) e induce la expresion de los protooncogenes c-
fos y c-jun (Souleimani y col., 1993).

4) Induce apoptosis, en varias lineas celulares derivadas de adenomas y
carcinomas de colon (Hague y col., 1993, 1997).

Por tanto, el acido butirico podria ejercer un papel importante en los

mecanismos de defensa en contra de la carcinogénesis en el intestino grueso.
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2.4 Compuestos antioxidantes

En general, los antioxidantes, son sustancias que pueden inhibir o retardar
el proceso oxidativo, interfiriendo con la iniciacién o propagacion de las reacciones
en cadena de la auto-oxidacion. Estos compuestos pueden ser proteinas
guelantes, enzimas antioxidantes, compuestos derivados de nutrientes (acido
ascorbico, tocotrienoles, etc.) y fitoquimicos (Percival, 1998).

Los fitoquimicos son cada vez mas conocidos por su actividad antioxidante;
estos compuestos se pueden definir, en el sentido mas estricto, como los
productos quimicos producidos por las plantas. Sin embargo, el término se utiliza
generalmente para describir a los productos quimicos de las plantas que pueden
tener un efecto sobre la salud, pero no son nutrientes esenciales. Dentro de los
fitoquimicos, los polifenoles han cobrado importancia debido a su capacidad
antioxidante, la cual puede prevenir la oxidacion de lipoproteinas de baja
densidad, agregacion plaquetaria y dafio a las células rojas de la sangre
(Cheynier, 2005). En estudios in vitro, estos compuestos presentan una mayor
capacidad antioxidante en comparacion a la vitamina C y E, por lo que podrian
tener un mayor efecto protector contra enfermedades inducidas por estrés
oxidativo, tales como céancer, enfermedades cardiovasculares, entre otras.
Ademas, los compuestos polifendlicos actian como queladores de metales,
antimutagénicos y anticarcinogénicos, agentes clarificantes y antimicrobianos
(Proestos y col., 2005).

La actividad antioxidante de los compuestos polifendlicos esta determinada

por su estructura molecular, especificamente, por la posicion y el grado de
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hidroxilacion de la estructura del anillo. Esto influye en la capacidad de la
deslocalizacion de los electrones no apareados para estabilizar el radical fenoxilo,
formado tras la reaccidén con los radicales libres (Gordon, 1990). Por lo que, los
polifenoles se clasifican en funcion al numero de anillos de fenol que presentan y
de los elementos estructurales que unen a estos anillos entre si. Esta clasificacion
comprende a los estilbenos, taninos, ligninas, lignanos y flavonoides (Manach y
col., 2004, 2005).

Los flavonoides son uno de los grupos de polifenoles mas estudiados, estan
ampliamente distribuidos en frutas, verduras, semillas y flores. Desempefian un
papel importante en la biologia vegetal; asi, responden a la luz y controlan los
niveles de las auxinas reguladoras del crecimiento y diferenciacion de las plantas.
Otras funciones incluyen un papel antifingico y bactericida, confieren coloracion,
lo que puede contribuir a los fendmenos de polinizacion, y tienen una capacidad
importante para fijar metales como el hierro y el cobre (Alvarez y Cambeiro, 2003).
Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comun de difeinl-piranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de
fenilos (A 'y B) ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico) (Figura 4).

La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las
propiedades redox de sus grupos hidroxifendélicos y de su estructura quimica (Pratt
y Hudson, 1990). La estructura quimica basica permite diferentes patrones de
sustitucion y variaciones en el anillo C. En funcion de sus caracteristicas

estructurales se pueden clasificar en:
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I OH

Flavanol Antocianidina

Flavonal Flavona

Figura 4. Estructura de flavonoides (Alvarez y Cambeiro, 2003).
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1) Flavanol, como la catequina, con un grupo hidroxilo (—OH) en posicién 3
del anillo C.

2) Flavonoles, representados por la quercitina, que posee un grupo carbonilo
en posicion 4 y un grupo —OH en posicidon 3 del anillo.

3) Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicion
4 del anillo C y carecen del grupo hidréxilo en posicion C3.

4) Antocianidinas, que tienen unido el —OH en posicidn 3, pero ademas
poseen un doble enlace entre los carbonos 3y 4 del anillo C.

Tres caracteristicas estructurales son importantes para su funcion: a) la
presencia en el anillo B de la estructura catecol y el O-hidroxi que le confiere una
mayor estabilidad a la forma radical, y participa en la deslocalizacién de los
electrones; b) la presencia de un doble enlace en posicién 2,3; c) la presencia de
grupos hidroxilo en posicibn 3 y 5 con funcion 4-oxo en los anillos A y C,
necesarios para ejercer el maximo potencial antioxidante.

Las antocianinas son un grupo de pigmentos hidrosolubles, los cuales estan
ampliamente distribuidos en frutas, vegetales, flores, hojas, raices y otros 6rganos
de almacenamiento de las plantas, como es el grano de cereales (Escribano-
Bailon y col., 2004). Su formula basica estd conformada por dos anillos aromaticos
unidos por una estructura de tres carbonos (ion flavilo) (Gross, 1987). En su forma
natural, esta estructura se encuentra esterificada a uno o varios azdcares, en cuyo
caso se denominan antocianinas simples. Si ademas del azucar en la molécula

existe un radical acilo, entonces son antocianinas aciladas (Strack y Wray 1989).
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De acuerdo con la literatura, han sido descritas 21 antocianinas, de las
cuales Unicamente seis son las mas importantes y abundantes en frutas y
vegetales, éstas son: pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina y
malvidina. La funcién de las antocianinas en plantas es similar a las funciones de
todos los flavonoides: funcion antioxidante, fotoprotectora, mecanismos de
defensas, asi como otras funciones ecologicas (Escribano-Bailon, y col., 2004). La
pelargonidina y cianidina de maiz presentaron una actividad inhibitoria de la
produccion de aflatoxinas provocadas por patégenos (Aspergillus flavus) (Norton,
1999).

En las Ultimas décadas, se ha incrementado el interés por las antocianinas
debido a que, por una parte, son pigmentos que pueden utilizarse como alternativa
a los colorantes artificiales en la industria de alimentos (Escribano-Bailon y col.,
2004); mientras que por otro lado, presentan propiedades antioxidantes que tienen

efecto nutracéutico en la salud (Setchell y Cassidy, 1999).

2.5 Carbohidratos y compuestos antioxidantes como ingredientes
funcionales

Los ingredientes funcionales son un grupo heterogéneo de compuestos a

los cuales se les ha atribuido beneficios para la salud, por ejemplo, los

compuestos de alilo (bisulfuro, trisulfuro, tetrasulfuro de lilo y bisulfuro de

alilopropilo) que se encuentran en el ajo; carotenoides y flavonoides, en las frutas

y hortalizas; glucosinolatos en verduras (familia:cruciferas), péptidos, como factor

de crecimiento epidérmico, péptidos opioides, y la lactoferrina en la leche; y acidos
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araquidonico y docohexaenoico que se encuentra en la leche humana y pescado
(Meisel, 1997; Xu, 1998; FitzGerald y Meisel, 2000; Milner, 2000; Greeson y col.,
2001; Ernst, 2002).

En décadas pasadas, se ha reconocido que los carbohidratos indigeribles
(fibra dietética) tienen un efecto positivo en las funciones del cuerpo humano. Por
lo que se ha propuesto que estos compuestos pueden dar proteccion contra
diferentes enfermedades crénicas, como desordenes del tracto gastrointestinal,
dentro de los que se incluye el cancer de colon, enfermedades cardiovasculares y
diabetes.

En estudios observacionales, se ha encontrado una asociacion inversa
entre la ingesta de alimentos a base de cereales integrales (granos enteros) o fibra
dietética y la morbilidad de enfermedades cardiovasculares, como falla cardiaca
(Nettleton y col., 2008), enfermedad arterial coronaria (Liu y col., 1999; Steffen y
col., 2003; Jensen y col.,, 2004) y enfermedad isquemica (Jacobs y col 1998).
Estos estudios indican que el consumo de cereales integrales puede reducir del 7
al 30% el riesgo de enfermedades cardiovasculares. Jacobs y Gallaher (2004),
estiman una reduccién de enfermedad coronaria entre el 20 y 40 % con el
consumo de cereales integrales basado en 17 estudios de cohorte. Por otro lado,
en un meta-analisis de 12 estudios de cohorte prospectivos, Anderson y col.
(2000) reportaron una reduccion del riesgo de enfermedades coronarias del 25%
en individuos que consumian granos enteros de manera regular. De acuerdo con
los estudios existentes entre la relacion de cereales integrales y enfermedades

cardiovasculares, el Comité Asesor de Guias Alimentarias de Estados Unidos,
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(DCAC, Dietary Guidelines Advisory Committee) califica la evidencia como
moderada, lo cual indica que es probable que nuevos estudios tengan un impacto
importante en la confianza que tenemos en los resultados estimados y que éstos
puedan modificar dichos resultados.

En estudios croseccionales se ha reportado una asociacion inversa entre la
ingesta de cereales integrales y dislipidemias. En un meta-analisis se evaluaron
diez estudios de intervencion, reportaron que la incorporacion de avena en la dieta
de los grupos estudiados disminuyd colesterol total (0.031 a 0.10 mmol/L) y
lipoporteinas de baja densidad (0.28 a 0.09 mmol/L) comparado con las dietas
control (Kelly y col., 2007). En un estudio reciente, se reporté una disminuciéon de
lipoproteinas de baja densidad cuando se consumio cereal para desayuno a base
de avena por 12 semanas (Maki y col., 2010). En base a estos estudios, se puede
concluir que la fibra dietética soluble presente en la avena es la principal
responsable de la disminucion de colesterol y liproteinas de baja densidad, ya que
se ha visto que en dietas que incluyen cereales integrales con un bajo contenido
de fibra dietética soluble, no se encuentra ningln efecto en el metabolismo de
lipidos (Katcher y col., 2008; Brownlee y col., 2010).

Existen algunos mecanismos propuestos por el cual la fibra dietética soluble
disminuye el colesterol. La hipotesis principal es que la fibra dietética disminuye la
reabsorcion de acidos biliares. Los acidos biliares (principalmente acido colico y
cenodeoxicolico) son producidos en el higado a partir de colesterol y son
excretados en la bilis. En el duodeno la bilis se mezcla con los alimentos que

llegan al intestino (quimo). Alrededor del 90% de los &cidos biliares son
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reabsorbidos en el intestino y transportados de nuevo al higado por medio de la
circulacion entero-hepatica. Si la reabsorcion de los acidos biliares disminuye se
utiliza colesterol para la sintesis de acidos biliares, y de esta manera, los niveles
de colesterol en sangre disminuyen. (Oning, 2004).

Los carbohidratos también tienen una funcién en los cambios de peso
corporal. El efecto sobre la saciedad puede ser el principal mecanismo por el cual
la fibra dietética contribuya directamente en el control de peso. El consumo de
fibrea dietética puede promover una mayor saciedad debido a que incrementa la
masticacion del alimento, la distension gastrica, retrasa el vaciado gastrico y
disminuye la velocidad de absorcion y digestion de los nutrientes (Saltzman y
Roberts, 1997; Howarth y col., 2001; Pereira y Ludwing, 2001). Ademas, el
consumo de fibra dietética incrementa la secrecion de hormonas intestinales como
colecistoquinina, péptido parecido al glucagén (GLP-1, glucagon-like peptide 1),
péptido YY y neurotensina, las cuales pueden actuar como factores de saciedad
(Saltzman y Roberts, 1997; Howarth y col., 2001; Pereira y col., 2001).

Por otro lado, se ha observado que el tipo de carbohidratos que se
consume puede tener influencia en la aparicion o prevencion de cancer de colon.
La Fundacion Mundial de Investigacion de Céancer y el Instituto Americano de
Investigacion de Céancer, han reportado un incremento en el riesgo de polipos y
cancer de colon a través de un mayor consumo de carbohidratos simples y
alimentos ricos en estos (World Cancer Research Fund, 1997). Sin embargo, a la
fibra dietética se le ha relacionado con la prevencion del riesgo de cancer de colon

y de seno. Diversos estudios observacionales y epidemiolégicos han reportado

42



que la fibra dietética tiene un efecto protector contra el cancer de colon (Trock y
col., 1990; Howe y col., 1992). Se ha logrado relacionar que el consumo de 31
gramos de fibra por dia puede reducir en 50% el riesgo de cancer de colon,
comparado con una dieta cuyo consumo de fibra es menor a 11 gramos por dia
(Howe vy col., 1992). El consumo de vegetales, frutas y granos fue asociado con
una disminucién de riesgo de pélipos (Witte y col., 1996). Algunos estudios de
intervencidn han sido publicados, aunque no con resultados concluyentes. Por
ejemplo Alberts y col. (1990) sefalaron que la fibra puede ser utilizada como
agente preventivo para cancer de colon. En este estudio, los pacientes con
reseccion por cancer de colon consumieron dentro de su dieta fibra de trigo (13.5
g/ dia) y se encontré que se inhibi6 la sintesis de ADN y la proliferacion de células
de la mucosa rectal. En otro estudio de pacientes con reseccion por cancer de
colon, no se encontraron efectos significativos de la suplementacion de la dieta
con fibra y calcio sobre en la proliferacion celular en la mucosa rectal evaluada a
los tres y nueves meses (Alberts y col., 1997).

Algunos de los mecanismos por los que la fibra dietética puede ayudar en la
prevencion de cancer de colon son los siguientes: 1) incrementa el volumen fecal,
esto promueve los movimientos peristalticos y por lo tanto, se reduce la duracion
del contacto del contenido colénico con la mucosa; 2) diluye y absorbe los
compuestos téxicos presentes en el contenido fecal; 3) fermentacion de la fibra
dietética. La fermentacion de la fibra dietética produce acidos grasos de cadena
corta: acetato, propionato y butirato. El acetato y el propionato son metabolizados

por células epiteliales del colon o tejidos periféricos, mientras que el butirato es

43



utilizado como fuente de energia para las células colonicas y puede regular la
proliferacion celular. El butirato puede ser el agente protector mas importante en la
carcinogénesis colonica, ya que detiene el crecimiento de colonocitos neoplasicos.
Sin embargo, tiene dos efectos contrastantes. En células normales, el butirato es
utilizado como fuente de energia primaria y estimula su crecimiento e induce
diferenciacion y apoptosis (Hague y col., 1997).

A nivel mundial, numerosos institutos como la Asociacion Britanica de
Diabetes, Asociacion Canadiense de Diabetes, Asociacion Europea para el
Estudio de la Diabetes y otros organismos de la India, Japon y Sudafrica, tienen
dentro de sus recomendaciones nutricionales para el manejo de la diabetes tipo 2,
el incremento de la ingesta de fibra dietética. Ademas, muchos de estos
organismos coinciden en recomendar el consumo de alimentos de bajo IG en
personas con este padecimiento (Anderson y col.,, 2004). En general, se ha
observado que la mayoria de los alimentos de IG bajo o medio son una fuente de
fibra dietética, como cereales para desayuno (all-bran), cerales (avena) y
leguminosas. Por lo que, una dieta con alimentos de IG bajo, se puede considerar
con un contenido alto de fibra (Kendall y col., 2010). Ademas, se ha encontrado
que una dieta con alto contenido de fibra e IG bajo puede ser mas efectiva en la
prevencion y control de la diabetes tipo 2 (Salmeron y col., 1997a, b; Jenkins y
col., 2008). En pacientes con diabetes tipo 1 y 2 se demostré que este tipo de
dietas disminuyen los niveles de proteinas glucosiladas (hemoglobina glucosilada

y fructosamina), glucosa en sangre en ayuno y postprandial, los cuales son
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usados como marcadores en el control glucémico (Chandalia y col., 2000; Schulze
y col 2004; Kendall y col., 2006; Sievenpiper y col., 2009).

En este sentido, se ha recomendado el consumo fibra dietética soluble en
pacientes con diabetes tipo 2, como B-glucanos, psyllum y goma guar, para
mejorar el metabolismo postprandial de glucosa e insulina. En diversos estudios,
se ha encontrado que los B-glucanos, psyllum y goma guar, tienen la capacidad de
reducir la respuesta de glucosa e insulina postprandial en personas sanas, asi
como en aquellos que padecen diabetes (Brennan y Cleary, 2005; Angiolon y
Collar., 2011; Dong y col., 2011).

Como se ha visto, la fibra dietética tiene una funcion importante para la
prevencion y disminucion de riesgo de ECNT. Sin embargo, en afios recientes se
encontré que dentro de la fibra dietética pueden estar asociados compuestos
antioxidantes. Por ejemplo, en la fibra dietética de los cereales, se han encontrado
asociados compuesto fenélicos (Jiménez-Escrig y col., 2001).

En afios recientes, el interés en los compuestos antioxidantes se ha
incrementado, debido a que su ingesta se ha asociado con la disminucién de
riesgo de ECNT. Los antioxidantes desempefian un papel importante en la
homeostasis y balance del estrés oxidativo, encontrandose resultados benéficos
con el uso terapéutico de diversas vitaminas y oligoelementos (Herrera y col.,
2009). Existen diversas evidencias epidemioldgicas y estudios de intervencion que
correlacionan que una dieta rica en antioxidantes puede disminuir la incidencia de

enfermedades  coronarias, complicaciones de diabetes, desordenes
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neurodegenerativas y cancer (Chopra y col., 1996). Hertog y col (1993) reportd
gue una ingesta alta de quercitina (226 mg/dia) puede disminuir el riesgo de
mortalidad por enfermedad coronaria. Este estudio se llevé a cabo analizando la
morbilidad y mortalidad de 805 hombres, que tenian entre 65 y 84 afios durante
cinco afos. En un estudio de casos-control, De Stefani y col. (1999) analizaron los
datos de 541 individuos con cancer de pulmon y 540 individuos hospitalizados los
cuales se utilizaron como control, y encontraron una asociacion inversa con el
incremento de la ingesta de carotenoides, glutation, flavonoides y vitamina E y la
disminucién del riesgo de cancer de pulmédn.

Algunos de los posibles mecanismos de los antioxidantes sobre diversas
enfermedades cronicas se describen a continuacién. Los antioxidantes pueden
inhibir la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad, y por lo tanto el desarrollo
de ateroesclerosis. Las LDL oxidadas son las moléculas que inician la cadena de
peroxidacion lipidica, esto produce, primero, inflamacién endotelial, posteriormente
aterosclerosis y trombosis vascular.

El tejido nervioso, incluyendo al cerebro es susceptible al dafio por radicales
libres debido al contenido alto de lipidos, especialmente acidos grasos
poliinsaturados. El incremento en los niveles de estrés oxidativo se ha relacionado
con la aparicion del Alzheimer, debido a que le peroxidacion lipidica puede
promover la degeneracion y muerte neuronal.

Los radicales libres producen dafo en el ADN, los cuales pueden ocasionar
mutaciones que desencadenan la aparicion del cancer. Estas mutaciones llegan a

afectar a genes oncogénicos, supresores de tumores y controladores del ciclo
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celular (Hussein, 2005). Por ejemplo, se ha demostrado que los queratinocitos
(células de la epidermis), que tienen mutaciones en el gen p53 producidas por
rayos UV, adquieren resistencia a la apoptosis (Melnikova y Ananthaswamy,
2005).

En la diabetes, la hiperglucemia produce estrés oxidativo debido a la auto-
oxidacion de la glucosa y la formacion de productos avanzados de la glucosilacion,
activacion de la via de los polioles, inactivacién de las enzimas antioxidantes, del
metabolismo del ascorbato y descontrol en el metabolismo del 6xido nitrico y de
las prostaglandinas (Taylor, 1995).

Las dietas enriquecidas con antioxidantes parecen prevenir o al menos
disminuir el deterioro funcional organico originado por un exceso del estrés

oxidativo.

2.6 Fuentes carbohidratos de digestion lenta e indigeribles y de
compuestos antioxidantes
Los cereales integrales (granos enteros), frutas y vegetales son las
principales fuentes de fibra dietética. Ademas, el consumo de estos alimentos
proporciona otros beneficios por la presencia de compuestos antioxidantes, acidos
grasos monoinsaturados y poliinsaturados (Jacobs y col., 1998; Liu y col., 1999;

Frasier, 1999; Weisburger, 2000).
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2.6.1 Cereales integrales

Se denominan cereales integrales o granos enteros a aquellos cereales
cuyos principales componentes anatomicos, endospermo, germen Yy salvado,
estan presentes en las mismas proporciones que existen en la grano intacto
(AACC, 1999). Es decir, grano puede ser sometido a molienda, coccion, extrusion,
perlado o descascarillado, siempre y cuando el producto final tenga todas sus
partes en las mismas proporciones que en un grano entero. Los granos de
cereales estan constituidos de tres partes, 1) el salvado, el cual es la capa fibrosa
gue protege al grano del son, insectos y enfermedades; 2) endospermo, donde se
concentra la energia que suministra al germen y la planta; y 3) el germen, que es
el embrion de la planta (Figura 4).

El endospermo representa el 80% del grano entero, mientras que el
porcentaje del germen y el salvado varian entre diferentes tipos de granos. En el
endospermo se encuentran carbohidratos y proteinas; en el germen antioxidantes,
vitamina B y E, fitoquimicos y lipidos; mientras que en el salvado se encuentra
presente fibra dietética, vitaminas B, trazas de minerales y compuestos
antioxidantes (Jones, 2006).

En los cereales, el contenido de fibra dietética depende de la morfologia de
la semilla, la cual puede encontrarse entre el 11 y 27 % del peso del grano,
mientras que del salvado representa del 11.5 al 27%. La fibra dietética insoluble es
la fraccion predominante en el salvado de maiz y trigo; en la avena se puede

encontrar hasta el 16% de fibra dietética soluble.
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Por otro lado, los granos enteros son una fuente de compuestos fendlicos:
acido ferulico, diferalico, cafeico, cumarico, y derivados del acido benzoico (Adom
y Liu, 2002; Adom y col., 2003; Zhou y col., 2004). La cantidad de compuestos
fendlicos es variable tanto en el grano entero como en el salvado, esta depende
de la variedad del cereal y el procedimiento de molienda (Adom y Liu, 2005).
Alrededor del 95% de los compuestos fénolicos de los granos enteros se
encuentran unidos a los polisacéaridos de la pared celular por enlaces covalentes,
como es el caso del 4cido ferulico que se une con los arabinoxilanos (Htfield y col.,
1999). El complejo fibra dietética-fenoles presente en los cereales pueden producir

un efecto benéfico en el colon, a diferencia de las frutas y hortalizas, cuyos
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Endospermo (E)

-Carbohidratos
-Proteinas

Germen (G)

-Acidos grasos esenciales
-Vitaminas y minerales

Salvado (S)

-Carbohidratos no
digeribles

-Compuestos fendlicos
-Minerales

Avena Cebada

Figura 4. Estructura de los cereales integrales (Harris y col., 2011).
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compuestos fenolicos se encuentran principalmente libres o sus formas
conjugadas son solubles, las cuales se encuentran mas disponibles en el intestino
delgado (Fardet y col., 2008).

Dentro del grupo de cereales integrales, el maiz presenta una mayor
capacidad antioxidante comparada con el trigo, avena y arroz (Adom vy Liu, 2002,
2005; Adom y col., 2003). Las variedades mexicanas de maiz azul presentan una
mayor capacidad antioxidante que algunas variedades americanas, lo cual se
atribuye al perfil de compuestos fenodlicos (Del Pozo-Insfran y col., 2006). Por lo
que, es importante el aprovechamiento de estos maices en la elaboracion de
alimentos que puedan proporcionar beneficios a la salud. Algunos autores han
reportado el uso de maices pigmentados en diferentes alimentos, tales como
extrudidos (Maga y Liu, 1993), totopos (Placencia-Gonzalez y col., 1999) y tortillas

(Hernandez-Uribe y col., 2008).

2.6.2. Platano en estado inmaduro

El platano se encuentra constituido quimicamente de agua (70- 74 %),
proteinas (1%), grasas (0.3-0.5 %), cenizas (1 %), carbohidratos totales (20-30%),
fibra dietética (3-5 %) (Tobin y Muller, 1988; Chavez y col., 1992). En la pulpa del
platano en estado inmaduro el carbohidrato predominante es el almidén, aunque
cuando éste madura es transformado en gran parte a sacarosa, glucosa y
fructosa.

Existen en la actualidad nuevas estrategias para el uso del platano, como la

produccion de harina de platano. La harina de platano en estado inmaduro
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contiene alrededor del 70-80% de almiddn en peso seco (Zhang y col., 2005). En
afos recientes se le ha prestado mucha atencion al almidén de platano inmaduro,
ya que es resistente al ataque enzimatico. En estudios in vivo se encontré que
entre 75y 84% del almiddén ingerido por pacientes ileostomicos, fue resistente a la
hidrolisis enzimatica (Englyst y Cummings, 1986; Faisant y col., 1995a,b) y esta
fraccion puede ser fermentada en el colon por la microflora bacteriana (Faisant y
col., 1995a). La fermentacién del AR produce un mayor contenido de butirato en
comparacion a otros carbohidratos no digeribles (Wang y Gibson, 1993), por lo
tanto puede ayudar en la prevencion de cancer de colon.

Por otro lado, se ha encontrado que la existe una fraccion de AR que se
mantiene durante el procesamiento de diferentes alimentos adicionados con
harina de platano inmaduro, como pan (Juarez-Garcia y col., 2006), pastas
(Renddn Villalobos y col., 2008; Hernandez-Nava y col., 2009; Saifullah y col.,
2009; Ovando-Martinez y col., 2009) y galletas (Aparicio-Saguilan y col., 2007;
Fasolin y col., 2008); ademas, se observd que con la adiciéon de la harina y/o
almiddn de platano la digestibilidad de los carbohidratos disminuy6. Por lo que, las
caracteristicas de la harina de platano indican que puede ser considerada como
un ingrediente funcional y que tiene un gran potencial para ser utilizada en la

industria de alimentos.
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[ll. Justificacion

En los ultimos afios, la incidencia de las ECNT se ha incrementado debido
al cambio en el estilo de vida y por lo tanto, de habitos alimenticios. Por lo que, la
tendencia actual es consumir alimentos capaces de reducir enfermedades, como
los alimentos funcionales, debido a que por medio de la dieta se modulan varias
funciones en el cuerpo humano y tiene un papel determinante para la prevencion
de enfermedades. El desarrollo de los alimentos funcionales evoluciona
constantemente, y se han identificado ingredientes con benéficos para la salud,
tales como antioxidantes y carbohidratos no digeribles. La velocidad de la
digestién y absorcién de los carbohidratos pueden ser determinantes para el
control metabdlico de algunas enfermedades cronicas. Por esta razén, se ha
incrementado el interés por la utilizacion de los carbohidratos no digeribles o de
lenta digestion en la poblacion.

Los cereales integrales y los frutos, como el platano en estado inmaduro,
pueden ser utilizados como ingredientes funcionales dado que contienen
carbohidratos no digeribles y compuestos antioxidantes, cuya funcionalidad ha
sido comprobada de manera individual. Actualmente, existe un creciente interés
por evaluar los efectos benéficos de alimentos adicionados con estos ingredientes,
como pastas, panes y galletas. Las galletas pueden ser un vehiculo adecuado
para ser utilizado como alimento funcional, debido al estilo de vida actual, ya que
estos productos son practicos, portatiles, de facil disponibilidad y de vida de

anaquel larga.
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IV. Objetivos
4.1 Objetivo General
Desarrollar galletas con bajo contenido de carbohidratos digeribles a partir

de cereales integrales y platano en estado inmaduro.

4.2 Objetivos especificos

v' Determinar la composiciéon quimica proximal de las galletas elaboradas con
una mezcla de cereales integrales y platano en estado inmaduro.

v' Determinar el perfil de acidos grasos de cadena corta producidos mediante la
fermentacion de la fraccion indigerible de las galletas.

v' Evaluar el efecto de la mezcla de cereales integrales y platano en estado
inmaduro sobre la capacidad antioxidante de las galletas.

v' Conocer la aceptabilidad de las galletas por medio de una prueba de
evaluacién sensorial.

v' Evaluar el efecto de la mezcla de cereales integrales y platano en estado
inmaduro de las galletas en la digestibilidad in vitro de los carbohidratos.

v Evaluar el efecto hipoglucemiante y antihiperglucémico en ratas de las galletas
elaboradas con una mezcla de cereales integrales y platano en estado

inmaduro.
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V. Materiales y Métodos
5.1 Materiales
5.1.1 Materia prima

Se utilizaron cereales integrales, (avena, cebada, maiz, trigo) y platano en
estado inmaduro. Las hojuelas de avena (Granvita ®, Grupo Industrial Vida,
Zapopan, Jalisco, México), los granos de cebada (EW® Ernesto Weinstein,
México D. F., México) y harina de trigo (Tres Estrellas ®, Toluca, Estado de
México, Meéxico) se adquirieron en un centro comercial. Se utilizaron dos
variedades de maiz, una variedad pigmentada (azul, variedad cénico chalquefio) y
maiz blanco, donados por el INIFAP Texcoco. El platano en estado inmaduro se

obtuvo en el mercado local de Cuautla, Morelos.

5.1.2 Obtencidn de las harinas

Las hojuelas de avena, los granos de cebada y maiz, se molieron (Cyclotec
1092 Sample Mill, Foss Tecator, Hoganas, Sweden) y para homogeneizar el
tamafo de particula, se pasaron por una malla No. 40 (425 pum). La harina que no
pasoé por la malla se volvio a moler hasta obtener el tamafio deseado. La harina
integral de trigo a utilizar fue una marca comercial, como se ha mencionado.

Para la obtencibn de la harina de platano se sigui6 el siguiente
procedimiento: los platanos se pelaron y cortaron en rodajas de 1 cm.
Inmediatamente, las rodajas se colocaron en una solucién de &cido citrico (3 g/L),
posteriormente se secaron a 50+1 °C durante 24 h. Finalmente, se molieron

(Cyclotec 1092 Sample Mill, Foss Tecator, Hogands, Sweden) y tamizaron en
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malla No. 40. Las harinas de cereales y la de platano, se almacenaron

herméticamente a 25 °C en un recipiente de plastico.

5.2 Métodos
En la Figura 5 se presenta la estrategia experimental utilizada en

este trabajo.

5.2.1 Elaboracion de las galletas
Se realiz6 una galleta a partir de una mezcla de las harinas de cereales
integrales y de platano en estado inmaduro a las mismas proporciones. Se

realizaron tres formulaciones, las cuales se pueden observar en el cuadro 1.

La mantequilla se batié hasta que presentdé una consistencia cremosa, se
adicionaron los ingredientes en polvo (las harinas y el polvo para hornear) y se
mezclaron. Posteriormente, se agrego el huevo, la leche y la vainilla, se continu6
batiendo hasta que se formd una pasta homogénea. La pasta se extendié con un
rodillo hasta alcanzar 0.5 cm de grosor. Las galletas se cortaron con un molde
rectangular (4x7 cm) y se colocaron en un molde de aluminio. Las galletas se
sometieron a coccion en un horno (horno de conveccion marca Hotpoint, modelo
6B4411L0. Leisser S. A. de C. V., San Luis Potosi, México), a una temperatura
aproximada de 180 °C durante 25 minutos. Transcurrido este tiempo, las barras se
sacaron del horno, se dejaron enfriar durante 30 minutos. Para las evaluaciones,

las galletas se molieron hasta que se pasaron en su totalidad por una malla No. 40
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Cuadro 1. Formulacion de la galleta

Formulacion

Ingrediente
G-1 G-2 G-3

X X X

Avena* (100 g)
Cebada* (100 g) X X X
Trigo* (100 g) X X X
Maiz blanco* (100 g) X - -
Maiz azul* (100 g) - X -
Platano en estado inmaduro* (100 g) - - X
Mantequilla (100 g) X X X
Polvo para hornear (99) X X X
Jarabe fructosado (50mL) X X X
Leche (100 mL) X X X
Vainilla (5 mL) X X X

* Se adicionaron en forma de harina con tamafio de particula < 425 pym
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(425 pm) y se almacenaron a 25°C en un recipiente de plastico con tapa

hermética.

5.2.2 Analisis quimico proximal

La composicidn quimica nos proporciona informacion detallada de la
concentracion de los nutrientes presentes en el alimento. Para conocer la
composicion quimica de las galletas se determind el contenido de humedad,
lipidos, proteinas y cenizas de acuerdo con los métodos oficiales de la AACC
(2000), asi como fibra dietética total (985.29 AOAC) y fraccion indigerible total,
soluble e insoluble (Saura-Calixto y col., 2000). A las harinas utilizadas
Unicamente se les determino el contenido de humedad, cenizas, lipidos y

proteinas.

5.2.2.1 Humedad
La determinacion de humedad se basa en la pérdida de peso de la muestra
por evaporacion del agua. Para la determinacion de humedad, se utilizaron 2 g de
muestra, se colocaron en charolas de aluminio y se dejaron en una estufa
convencional (Scorpion Scientific, E.U.A.) a una temperatura de 130 + 1°C por 1 h.
Por diferencia de pesos se calculé el porcentaje de humedad por medio de la

siguiente ecuacion (método 44-16, AACC, 2000).

Peso muestra — (Peso final — Peso c/arola
Ve Humedad = (g) —( final (g) 9)) £100

Peso muestra (g)
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5.2.2.2 Cenizas

Este método se basa en la descomposicion de la materia organica
guedando mediante calcinacion, quedando Unicamente la materia inorganica de la
muestra. Se determiné el contenido de cenizas utilizando el método 08-01 de la
AACC (2000), el cual consistio en pesar 1 g de muestra en un crisol (puesto a
peso constante), posteriormente se carbonizé la muestra sobre la flama de un
mechero y se introdujo en la mufla (Thermolyne, E.U.A.) a 550+1 °C por 5 horas.
Cuando las cenizas estuvieron blancas, se enfriaron en un desecador. Finalmente

se pesaron y se calculo el porcentaje de cenizas como:

. Peso del residuo (g)
% Cenizas = x100
Peso de la muestra en base seca (g)

5.2.2.3 Lipidos

El método consiste en una extraccion semicontinua de lipidos con un
disolvente orgéanico, el cual se calienta, se volatiliza y condensa goteando sobre la
muestra la cual queda sumergida en el disolvente. Posteriormente éste es
sifoneado al matraz o vaso de calentamiento para empezar de nuevo el proceso.
El contenido de lipidos se cuantifica por diferencia de peso. Para llevar a cabo
esta determinacion, se pesaron 3 g de muestra seca en cartucho de celulosa. Se
colocaron en el aparato de extraccion Soxhlet, se adicionaron 100 mL de éter de
petréleo a los vasos del equipo y posteriormente se realizo la extraccion por 4

horas. Finalmente, los vasos se secaron en la estufa a 60+1 °C por 1 hora y se
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pesaron (método 30-25, AACC, 2000). Para determinar el porcentaje de lipidos se

utilizo la siguiente ecuacion:

. Peso final del vaso (g) — Peso inicial del vaso (g)
% Lipidos = x100
Peso de la muestra en base seca (g)

5.2.2.4 Proteinas

La determinacion de proteinas se realizé6 mediante el método 46-13 de la
AACC (2000). Este método se basa en la digestion de las proteinas por accion del
acido sulfarico en presencia de catalizadores. Durante la digestion se convierte el
nitrdgeno organico total en sulfato de amonio. La mezcla digerida se neutraliza con
una base y se destila posteriormente. El destilado se recoge en una solucion de
acido borico. Los aniones del borato asi formado se titulan con &acido clorhidrico
(HCI) estandarizado para determinar el contenido de la muestra. Para realizar esta
determinacién, se peso6 1 g de muestra y se pasé a un tubo Kjendahl, al cual se le
agrego 1 g de sulfato de cobre, 10 g de sulfato de potasio anhidro y 15 mL de
acido sulfarico concentrado. Este se colocé en el digestor y se calentd
gradualmente a 400 °C, hasta que el contenido del tubo presentd un color verde
claro. El tubo se dej6 enfriar a temperatura ambiente. Se le adicionaron 50mL
hidroxido de sodio al 40%. Por otro lado, en un matraz Erlenmeyer se afadieron
50 mL de &cido borico al 4% y 10 gotas de indicador Wesslow. Se realizé la
destilacion hasta obtener un volumen de 100 mL de la muestra en el matraz
preparado anteriormente. La muestra obtenida se tituld con acido clorhidrico 0.1

N. Se calcul6 el porcentaje de proteina con la siguiente ecuacion:
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. mL gastados del titulador x N x 14
% Proteina = x Fx100
Peso de la muestra en base seca (g)

Donde:

N: Normalidad del acido de valoracion

F: Factor de conversion a proteina, 5.85 para cereales.

14= Peso atémico del nitrdgeno

5.2.2.5 Fibra dietética

El contenido de fibra dietética (FD) en las muestras se determind de
acuerdo al método 985.29 de la AOAC. Este método se fundamente en aislar la
fraccibn de interés mediante la digestibn enzimatica con a-amilasa,
amiloglucosidasa y proteasa para hidrolizar el almidén y proteinas. El contenido
total de la fibra se determina agregando etanol al 95% a la solucion para precipitar
la fraccidon soluble. La solucién entonces se filtra, se recupera, se seca y el
residuo obtenido se reporta como fibra. Para esto, se pesé 1 g+0.2 de muestra
seca y desgrasada. La muestra se colocé en un vaso de precipitado, se agregaron
50 mL de regulador de fosfatos (pH 6.0) y 0.1 mL de a-amilasa termoestable, se
incubaron durante 15 minutos a 95 °C con agitacién a intervalos de 5 min. Se dej6
gue las muestras se enfriaran a temperatura ambiente y se ajusté el pH de la
solucién a 7.5 + 0.2 adicionando 10 mL de NaOH (0.275 N). Se adicion6 0.1 mL de

una solucién de proteasa (50mg/mL regulador de fosfatos) y se incubé durante 30

62



minutos a 60 °C con agitacion constante. Las muestras se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y se ajustd el pH a 4.5 +0.2 adicionando 10 mL de HCI
(0.325 M). Se agrego6 0.1 mL de amiloglucosidasa y se incub6 por 30 min a 60 °C
con agitacion constante. Después de la hidrdlisis, se adicionaron 4 volimenes de
etanol al 95% para precipitar la fibra dietética soluble, y se dejéo en reposo a
temperatura ambiente durante una noche. La solucidn se pasé por un filtro (40-60
um) que contenia 0.5 g de celite. El celite, previamente, se distribuyé de manera
uniforme dentro del filtro usando etanol al 78% y haciendo succién con una bomba
de vacid. La muestra se lavo con 60 mL de etanol al 78%, 40 mL de etanol al 95%
y 40 mL de acetona. A los residuos se secaron, y pesaron para posteriormente
determinarles el contenido de proteinas y cenizas por los métodos previamente
descritos. Para calcular el contenido de fibra dietética se utilizd la siguiente

formula:

) L Residuo — Proteina — Cenizas
% Fibra dietética = Poso de la muestra x 100

Residuo = Peso inicial de la muestra — Peso final de la muestra

5.2.2.6 Fraccion indigerible
Este método, para determinar la fraccion indigerible (FI) en alimentos
(Saura-Calixto y col., 2000), surgié como una alternativa para el analisis de fibra

dietética (FD), debido a que la determinacion de esta ultima subestima algunos
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componentes que resisten a la digestion. A diferencia de la FD, la FI se determina
emulando las condiciones fisioldgicas del organismo humano, la muestra se utiliza
como se consume y se consideran todos los componentes indigeribles como
almidon y proteina resistente, lignina, minerales, polisacéaridos, polifenoles, entre
otros (Saura-Calixto, 2006).

Se pesaron 300 mg de muestra en base seca, en tubos de vidrio de 50 mL,
puestos previamente a peso constante, se adicionaron 10 mL de regulador HCI-
KCI 0.2 M (pH 1.5). Se verifico el pH de 1.5. Se agregaron 0.2 mL de una solucién
de pepsina (300 mg de pepsina/l mL de regulador HCI-KCI) y se incubaron en un
bafio de agua a 40+£0.5 °C durante 60 min. Se agregaron 9 mL de regulador tris-
maleato 0.1 M (pH 6.9) y se verifico que el pH fuera de 6.9. Se adicion6é 1 mL de
solucion de a-amilasa pancreatica (120 mg de a-amilasa pancreatica/l mL de
regulador tris-maleato) y se incubaron en un bafio de agua a 37+£0.5 °C por 16 h
con agitacién constante. Las muestras se centrifugaron (20 min a 2500 g). Se
recogio el sobrenadante en vasos de precipitados. Los residuos se lavaron dos
veces con 10 mL de agua destilada y se centrifugaron nuevamente. El residuo de
los tubos se sec6 a 100+1 °C durante 16 h para posteriormente obtener el peso
del residuo. Por otro lado, los sobrenadantes se transfirieron a tubos de dialisis,
con un tamafo de poro de 12000 Da, los cuales fueron hidratados con agua a
ebullicion durante 20 min. Los tubos se cerraron y se colocaron en un bafio con un
flujo de agua de 7.2 L/h, durante 48 h a temperatura ambiente. El contenido de los
tubos se transfirié a matraces aforados de 100 mL. Se ajusto el volumen de estos

para tomar 17 mL de la muestra, en un matraz Erlenmeyer. Posteriormente se
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adicion6 1 mL de H,SO4 concentrado a cada matraz, para hidrolizar la muestra. Se
calentaron en un bafio de agua a ebullicibn por 90 min. Se dejaron enfriar. Se
tomé 1 mL de muestra, se verti6 en un tubo que contenia 1 mL de DNS. Se
adicion6 solucion saturada de NaOH hasta que cambiara el pH de la solucién con
la muestra de &cido a alcalino. Los tubos se calentaron a ebullicion durante 15
min. Se dejaron enfriar. Posteriormente se agregé a cada tubo 10 mL de agua
destilada, se agitaron para homogeneizar la muestra. La fraccion indigestible
soluble (FIS) se cuantific6 como azucares reductores presentes después de la
hidrdlisis con &cido sulfurico, mediante la reduccion del DNS, utilizando una curva
estandar preparada con maltosa. Las absorbancias fueron leidas a 530 nm. La
fraccion indigestible insoluble (FII), soluble (FIS) y total (FIT) se calculé con las
siguientes férmulas:

Peso del residuo (g)
FIl = x100
Peso de la muestra seca (g)

Maltosa (ng) x 10.58

FIS =
Peso de la muestra seca (g)

FIT = FII + FIS

Donde:

FFI: Fraccién indigerible insoluble

FIS: Fraccion indigerible soluble

FIT: Fraccién indigerible total
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5.2.3 Fermentacidn in vitro de la fraccion indigestible

Una vez que se cuantificd y extrajo la FIT total de las muestras, se procedio
a realizar el estudio de fermentacion in vitro en base al protocolo adaptado de
Olano-Martin y col. (2000) y de Ferguson y Jones y col. (2000).

La fermentacién in vitro se realizé por triplicado en bafio maria a 37 °C,
empleando rafinosa como control. Primero, se preparé el medio de cultivo que
consistié de (g/L): agua peptonada (2.0), extracto de levadura (2.0), NaCl (0.1),
KoHPO, (0.04), KH,PO4 (0.04), MgS0O,4.7H,0 (0.01), CaCl.2H,0O (0.01), NaCHO3
(2.0), cisteina HCI (0.5), sales biliares (0.5), tween 80 y hematina (0.2) (diluida en
5 mL de NaOH). Al medio de cultivo se le ajusté el pH (7.0) con HCI 1 M, se
esterilizo por filtracién y posteriormente se adicioné 9 mL a tubo falcon de 15 mL.
Se utilizé un indculo fecal preparado a partir de las heces de dos personas que no
habian presentado antecedentes de ingesta de antibidticos en los ultimos tres
meses, asi como también ausencia de enfermedades gastrointestinales. Las
heces se colectaron en bolsas de plastico, previamente sometidas a un flujo con
diéxido de carbono y se trasladaron inmediatamente al laboratorio para su
procedimiento. Ya en el laboratorio, las heces fueron mezcladas con una solucion
amortiguadora de fosfato 0.1 M a pH 7.0. En seguida se tom6 1 mL del inéculo ya
preparado y se adicioné a cada tubo con 100 mg de muestra (sustrato), en este
caso, se utilizdé la fraccion indigestible total de las galletas como sustrato.
Finalmente, se procedié a colocar los tubos en bafio maria a 37 °C bajo una
atmosfera anaerobia. El proceso se detuvo a las 6, 12 y 24 h para la medicion del

pH. Una vez concluido el tiempo de fermentacion, las muestras fueron
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centrifugadas a 3000 g por 10 min recolectando los sobrenadantes (para
determinar el perfil de acidos grasos de cadena corta), y después, estos fueron

etiquetados y congelados a — 18 °C hasta su posterior uso.

5.2.3.1 Cuantificacion de acidos grasos de cadena corta

La cuantificacion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) se desarrollo
por cromatografia de gases, para lo cual, se utilizé 1.5 yL de la muestra
(sobrenadante de la fermentacién). Se emple6é fue un cromatégrafo de gases
equipado con una columna (CARBOWAX 20 M, capillary 25.0 m x 320 ym x 0.30
pMm nominal), y acoplado con un detector de flama. Como fase mdvil se utilizé helio
a un flujo de 1.0 mL/min. La temperatura de inicio fue de 95 °C mantenida por 2
min, y después, se elevdé a 180 °C a 20 °C/min. Como estandares externos se
emplearon acido acético, propionico y butirico de grado HPLC. Los AGCC que se
formaron en el proceso de fermentacion in vitro, fueron cuantificados
interpolandolos en una curva estandar. Se estimd la relacion molar de los AGCC

de acuerdo a las proporciones producidas durante la fermentacion.

5.2.4 Estudios de actividad antioxidante
Para la determinacion de fenoles totales, flavonoides y capacidad
antioxidante se utilizé6 un extracto metandlico, el cual se obtuvo de la siguiente
manera: A 1 g de muestra se le agregé 10 ml de metanol, se dejé en agitacion
constante durante 24 h en un matraz de 50 mL protegiendo de la luz, después se

centrifugo a 5000 g durante 10 min a temperatura ambiente, el sobrenadante se
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colocd en un frasco ambar. El extracto se utilizd el mismo dia de su obtencion

(Cardador-Martinez y col., 2002).

5.2.4.1 Determinacion de compuestos fendlicos totales
Una vez obtenidos los extractos metandlicos, se procedié a determinar los
compuestos fendlicos totales mediante el método Folin-Ciocalteu. La absorbancia
producida por la coloracion azul se midié a 760 nm. Se realizé una curva estandar
con &cido gélico, los resultados son expresados en mg equivalentes de &cido

gélico/100g de muestra (MgEAG/100g).

5.2.4.2 Determinacion de flavonoides

Para la determinacion de flavonoides se utilizaron 100 uL del extracto
metanolico, al cual se le adicionaron 1250 uL de agua destilada, se agregaron 75
uL de nitrito de sodio (5%) (NaNO;) y se dej6 reposar por 6 minutos.
Posteriormente se adicionaron 150 pulL de cloruro de aluminio (AICI3), se dejo
reposar po 5 minutos y se adicionaron 500 pL de hidréxido de sodio (NaOH, 1M).
Para finalizar se agregaron 425 uL de agua para alcanzar un volumen final de
2,500 pL. Se leyo la absorbancia a 510 nm. Se realiz6 una curva estandar con

catequina, por lo que los resultados son expresados en mg equivalentes de

catequina/100 g de muestra (mgEC/100g).
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5.2.4.3 Determinacion de la capacidad antioxidante por ABTS

En este analisis se cuantifica la capacidad de un compuesto antioxidante
para captar el radical libre ABTS++ (Acido 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico)). Este radical cation pre-formado por oxidaciéon de ABTS con persulfato
potasico, es reducido por la presencia de antioxidantes. Para ello se mide la
decoloracion producida en la mezcla por el antioxidante y se valora frente a un
control sin antioxidante. El radical produce una coloracion verde-azul a través de la
reaccion que ocurre entre el ABTS (7 mM) y el persulfato de amonio (2.45 mM). La
solucion se prepard y se almacend en completa oscuridad con un tiempo de 12
horas antes de su uso. Cabe mencionar que la solucién debe usarse entre las 12-
16 h después de su preparacion (Arts y col., 2003).

La solucion de ABTS con persulfato de amonio fue diluida con metanol
hasta obtener una absorbancia final de 0.7 + 0.02 a una longitud de onda de 734
nm. Para la determinacién de la capacidad antioxidante se mezcl6 la solucién de
la muestra con la del ABTS (10 pL de muestra en 990 yL de ABTS) y, esta
solucion se leyo a los 6 min a la misma longitud de onda.

Para obtener los equivalentes de trolox (UM eq de trolox/g de muestra), se
realiz6 una curva estandar de trolox preparada con etanol, para la cual se
adicionaron 10 uL de trolox a diferentes concentraciones (0-800 uM) en 990 uL de
ABTS y su absorbancia se medi6 a los 6 min a 734 nm. El blanco se preparé con
10 pL de etanol en 990 uL de ABTS. La concentracion de equivalentes de trolox
se calculé mediante la relacion lineal de la disminucion de la absorbancia en una

relacion molar.
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5.2.5 Andlisis sensorial
Se utilizé6 un método afectivo, la prueba de preferencia, la cual consistié en evaluar
como su nombre lo indica, la preferencia que tiene un grupo de consumidores
hacia las muestras, de acuerdo a una escala hedonica de nueve puntos (Cuadro
2). El grupo de consumidores fue de 100 personas (63 mujeres, 37 hombres) con
un intervalo de edad entre 17 y 57 afios. Las muestras (1 g) se colocaron en
recipientes de plastico con tapa hermética y se les asigné un numero aleatorio por
grupo. Ademas de las tres muestras, se utilizO una galleta comercial (Barra
Multigrano Linaza, Bimbo México). Los participantes de la prueba se acercaron al
azar al lugar de la evaluacién, se les tomoé sus datos demograficos y se les explico
el procedimiento de la evaluacién. Las muestras fueron degustadas de manera
ordenada, de izquierda a derecha, después de la degustacion de cada muestra, el
consumidor indicO de acuerdo a la escala hedonica su nivel de preferencia. El
orden de presentacion de las muestras fue diferente en cada evaluacién (Angulo y

O”"Mahoney, 2009).

5.2.6 Digestibilidad de carbohidratos in vitro
Se determiné el contenido de almidén total (AT), la fraccion de almidén de
digestion rapida (ADR), de digestion lenta (ADL) y resistente (AR), de acuerdo a la
metodologia propuesta por Englyst y col. (1992). La estimacion de AR también se
llevo a cabo por otro método, el cual fue propuesto por Goifii y col. (1996).

Ademas, se estimo la tasa de digestion del almidon presente en las muestras a
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Cuadro 2. Escala heddnica de nueve puntos

Escala heddnica Puntos
Gusta muchisimo 1
Gusta mucho 2
Gusta moderadamente 3
Gusta poco 4
Ni gusta ni disgusta 5
Disgusta poco 6
Disgusta moderadamente 7
Disgusta mucho 8
Disgusta muchisimo 9
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través del indice de hidrdlisis y la prediccion del indice glucémico (Grandfelt y col.,

1992).

5.2.6.1. Determinacion de glucosa libre y almidén total

Se pesaron 800 mg de muestra, a la cual se le adicionaron 25 mL de
regulador de acetato (0.1 M) y 0.2 mL de invertasa, se incub6 a 37 °C por 30 min.
Se tom6 una alicuota de 1 mL para la determinacion de glucosa libre.
Posteriormente, se adiciond 0.1 mL de a-amilasa termoestable y se incubd en un
bafio maria en ebullicibn por 15 minutos con agitacion cada 5 minutos. Se
adicionaron 10 mL de hidréxido de potasio (KOH) y se coloc6 en un bafio a 0°C
por 30 minutos. Después, se tomo una alicuota de 1 mL, se transfirié a un tubo de
centrifuga, previamente al tubo se le habia adicionado 10 mL de acido acético (0.5
M), se adicion6 0.2 mL de amiloglucosidasa y se incubé a 70 °C por 30 min.
Finalmente se adicionaron 40 mL de agua y se centrifugé a 1500 g por 10 min
para remover el precipitado. Se cuantificé el contenido de glucosa por medio del
reactivo glucosa oxidasa-peroxidasa (GOP-POD). Se realiz6 un analisis de
regresion lineal para calcular la concentracion de las muestras. Empleando ésta,
se calcul6d la concentracion de glucosa y a su vez, el contenido de almidén total

(Englyst y col., 1992).
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5.2.6.2 Determinacion de las fracciones de almidon de digestion rapida,
lenta 'y almidon resistente
Se pesaron 800 mg de muestra y 50 mg de goma guar en matraces
erlenmeyer de 125 mL. Se adicionaron 10 mL de una solucion de pepsina (50 mg
enzima/10mL de HCI 0.05M) y 5 perlas de ebullicion, se homogenizo el contenido
con el vortex. Para la incubacién, los matraces se colocaron en un bafio de agua
con agitacion orbital (200 strokes/min) a 37 °C durante 30 min. Después se
adicionaron 5 mL de acetato de sodio (0.5 M) y se homogenizé el contenido. Los
matraces se colocaron en bafio de agua a 37 °C, se adicion6 5 mL de una mezcla
de enzimas (pancreatina, invertasa y amiloglucosidasa) a intervalos de 1 minuto
entre cada tubo. El bafio de agua con agitacion orbital se ajusté a una velocidad
de agitacion 200 strokes /min. Después de 20 min, se tomo una alicuota de 0.5 mL
de la muestra (G20), se colocé en un tubo de centrifuga de 50 mL, el cual contenia
20 ml de etanol al 66% y se homogeniz6 con la ayuda del vortex. Después de 120
minutos, se tomo la segunda alicuota (G120) de 0.5 mL. De igual manera, la
alicuota se transfiri6 a un tubo de centrifuga con 20 mL de etanol al 66%. Los
tubos con las muestras (G, Yy Giz) Se centrifugaron a 1500 g por 5 min y se
cuantificé el contenido de glucosa con el reactivo de glucosa oxidasa/peroxidasa
(GOD-POD). Se realiz6 un andlisis de regresion lineal para calcular la
concentracion de las muestras (Englyst y col., 1992). Empleando ésta, se calculo
la concentracion de glucosa y por tanto de las fracciones del almidon de digestion

rapida y lenta. El contenido de almidon resistente se determiné por diferencia.
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Para el calculo de las fracciones del almidén se utilizaron las siguientes

ecuaciones:
ADR = G20+ 0.9
ADL = (G120 — G20) * 0.9
AR = AT — (ADR + ADL)
Donde:

ADR: Almiddn de digestion rapida

ADL: Almidon de digestién lenta

AR: Almidon resistente

G20: Concentracion de glucosa determinada a los 20 minutos
G12: Concentracién de glucosa a los 120 minutos

0.9: Factor de conversion de glucosa a glucano

5.2.6.3 Determinacion de almidén resistente
Este método permitié determinar el contenido de almidén indigestible en
muestras tal y como se ingieren. Para ello, se analizaron las muestras como son
consumidas. Se realiz6 una hidrdlisis proteica con pepsina a pH acido para simular
las condiciones estomacales. Posteriormente, se hidroliz6 el almidon digerible con
a- amilasa pancreética durante 16 h con un pH cercano a la neutralidad. Una vez
eliminados los productos de la hidrdlisis por centrifugacion, en el residuo

permanece la fraccion de almidon indigestible. Esta fue dispersada en medio
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alcalino e hidrolizada en su totalidad con amiloglucosidasa, la glucosa liberada se
determina mediante un método enzimatico-colorimétrico.

Se pesaron 100 mg de muestra en base seca en tubos de centrifuga de 50
ml, se adicionaron 10 ml de regulador KCI-HCI 0.2 M (pH 1.5) y se verificé que el
pH estuviera a 1.5. Se afiadieron 0.2 ml de solucion de pepsina, la cual se preparo
solubilizando 1 g de pepsina en 10 ml de regulador KCI-HCI 0.2 M. Las muestras
con enzima, se mezclaron e incubaron en un bafio a 40+£0.5 °C con agitacion
continua durante 60 min. Posteriormente se dejaron enfriar. A continuacion se
afiadieron 9 mL de regulador Tris-Maleato 0.1 M (pH 6.9). Se ajusto6 el pH a 6.9.
Se afiadio 1 mL de solucién de a-amilasa pancreatica, (40 mg de a-amilasa en 1
ml de regulador Tris-Maleato 0.1 M). Se mezclaron e incubaron por 16 h en un
bafio con agitacion constante a 37+0.5 °C. Las muestras se centrifugaron (15 min,
3000 g) y se elimin6 el sobrenadante. Se realizaron dos lavados con 10 ml de
agua destilada y se repitié la centrifugacion. Se agregaron 3 ml de agua destilada
sobre los residuos y se agitaron. Se afiadieron 3 ml de KOH 4 M, se mezclaron y
agitaron vigorosamente a temperatura ambiente durante 30 min. Se adicionaron
5.5 ml de HCI 2M y 3 mL de regulador acetato sédico 0.4 M (CaCl, 20 mM, pH
4.75). Se ajusto el pH a 4.75. Se afnadieron 80 pl de suspension de
amiloglucosidasa. Se mezclaron e incubaron a 60+0.5 °C durante 45 min en un
bafio con agitacion continua. Se centrifugaron (15 min, 3000 g) y se recogio el
sobrenadante en matraces aforados de 50 mL. El residuo se lavo dos veces con
10 mL de agua destilada y se repitié la centrifugacion. El contenido del matraz se

llevé a 50 mL con agua destilada. El contenido de glucosa liberada se midio con el
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reactivo glucosa oxidasa/peroxidasa (GOD-POP) a 510 nm. Se realiz6 un analisis
de regresion lineal para calcular la concentracion de la curva patron (Gofii y col.,

1996).

5.2.6.4 Tasa de digestion del almidén in vitro. Determinacién del indice
de hidrdlisis y prediccion del indice glucémico.

Con esta técnica se puede calcular la tasa de digestion del almidon
presente en muestras de productos alimenticios, tal y como se consumen
normalmente. Para lo cual, se peso el alimento recién preparado, equivalente a 1g
+ 0.5 de almidon potencialmente disponible. El contenido de almidén disponible de
las muestras se obtuvo sumando el valor de las fracciones de almidon de digestion
rapida y lenta. Los voluntarios (seis) masticaron la muestra 15 veces, durante 15
segundos aproximadamente, después descargaron el material en un vaso de
precipitados que contenia 50 mg de pepsina disueltos en 6 mL de regulador de
fosfato. Cada persona se enjuag6 la boca con 5 mL de regulador de fosfato
(0.05M, pH, 6.9), se recogio el liquido en el mismo vaso, se ajusté el pH a 1.5 con
HCIl y se incubd por 30 minutos a 37 °C con agitacion constante. Posteriormente,
se ajusté el pH a 6.9 con NaOH y se transfiri6 a un tubo de didlisis (tamafio de
poro 12000 Da) previamente hidratado con regulador de fosfato. A cada tubo se le
adicion6é 1 mL de una solucién de a-amilasa, se ajusto el volumen con 30 mL de
regulador fosfato y se cerré el tubo de didlisis. Se incubd a 37°C con agitacion por

3 h, dentro de un matraz con 800 mL de regulador. Durante este tiempo, se tomo
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una alicuota de 2 mL del medio de dialisis, cada 30 minutos. Se cuantifico el
contenido de azucares reductores con 3-5 dinitrosalisilico (DNS). La cuantificacion,
en funcion del tiempo, de los productos de digestion en el medio de dialisis,
permite representar la correspondiente grafica de hidrolisis, cuya magnitud se
calcula sobre la base del area bajo la curva. El indice de hidrolisis (IH) se calculo
por medio de la relacidon porcentual entre el area bajo la curva obtenida del
alimento a prueba (galletas) y la registrada para el alimento de referencia (pan de

trigo). A través del IH se realizo la prediccion del IG (pGI=0.86xIH+8.198).

5.2.7 Evaluacion del efecto antihiperglucémico y hipoglucemiante de las
galletas en ratas.

El efecto antihiperglucémico se da cuando un agente evita que el nivel de
glucosa en sangre incremente, mientras que el hipoglucémico es aquel en donde
se logra disminuir el nivel de glucosa en sangre. Los medicamentos que controlan
la concentracién de glucosa en sangre en el tratamiento de diabetes son agentes

hipoglucemicos.

5.2.7.1 Material biolégico
Se utilizaron ratas Wistar macho, de 200 a 250 g de peso, las cuales fueron
obtenidas de la compafia Harlan, México. Dichos animales se colocaron en
grupos de 5 ratas por jaula y se mantuvieron bajo condiciones ambientales de

humedad, ciclos de luz-oscuridad (12h) controlados y con alimentacién ad libitum.
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Los animales se trataron bajo las normas establecidas por el Comité de Etica de la

Universidad Auténoma de Querétaro.

5.2.7.2 Dieta estandar

La dieta estandar de las ratas consistio en alimento autoclaveable para
roedor NIH-31: 18-4 (18% proteina- 4% grasa) de la marca Zeigler (Zeigler Bros.,
Inc., USA). EIl alimento estd elaborado a base de trigo, maiz, harinilla de trigo,
harina de pescado, harina de soya, harina de alfalfa, gluten de maiz, aceite de
soya, fosfato di calcico, levadura de cerveza deshidratada, carbonato de calcio,
sal, suplemento de vitamina D3, bisulfito sddico de menadiona (fuente de vitamina
K, activa), mononitrato de tiamina, niacina, acetato de vitamina A, suplemento de
vitamina B12, suplemento de vitamina E, pantotenato de calcio, suplemento de
riboflavina, hidrocloruro de piridoxina, biotina, acido félico, 6xido de magnesio,
sulfato ferrosso, 6xido de zinc, yodato de calcio, carbonato de cobalto, hidrocloruro

de colina.

5.2.7.3 Efecto antihiperglucémico de galletas en ratas sanas en ayuno
Se evalud6 el efecto antihiperglucémico de diferentes dosis de galletas en
ratas sanas. Para esto, se utilizd Unicamente la galleta adicionada con platano en
estado inmaduro debido a que fue la muestra que presentd la velocidad de
hidrolisis mas baja en el experimento in vitro. En este experimento se utilizaron 16
ratas, con las que se formaron cuatro grupos de cuatro animales cada uno. A tres

grupos se les administr0 una dosis y un grupo se considero como control. Las
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ratas tenian 12 horas de ayuno. Se utilizaron tres dosis, las cuales fueron
equivalentes a 2, 4 y 6 galletas de 15 gramos cada una. Se considero que las
dosis son consumidas por una persona con un peso promedio de 70 kg, esto con
el objetivo de determinar la cantidad que se iba a administrar a cada rata en
funcidén a su peso. De acuerdo a esto las dosis quedaron de la siguiente manera,
0.42, 0.85 yl1.28 g de galleta/ kg de peso de la rata (2, 4 y 6 galletas,
respectivamente). Al grupo control se le administré anicamente agua (3 mL). De
acuerdo a la dosis se realizé el calculo de muestra a utilizar para cada rata, la
muestra se pesO y colocd en un tubo falcon de 15 mL, a cada tubo se le
adicionaron 3 mL de agua para realizar una suspension y asi realizar su
administracion. Las galletas se administraron por via intragastrica, para realizar
este procedimiento se utilizé una canula intragastrica que se acopl6 a una jeringa
de 5 mL. Con ayuda de la jeringa, se tomo la suspension del tubo falcon,
previamente agitada con el cuidado de tomar toda la muestra. Se sujet6 a la rata
en direccion vertical, se metio la canula por la laringe, al haber ingresado % partes
se procedid a la administracion de la solucion para finalmente retirar la canula y
liberar a la rata. Una vez administrada la dosis se registro la hora para tomar el
tiempo de la toma de sangre. La muestra de sangre se obtuvo de la vena caudal
de las ratas. La concentracién de glucosa en sangre se midié con un glucometro
(Accu-Chek Performa®, Roche) a los tiempos de 0, 60, 120, 180 minutos.

La dosis que present6 el mejor resultado se utilizé en el experimento con

ratas diabéticas para evaluar su efecto hipoglucemico. Una vez establecida la
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mejor dosis (0.85g/kg), se realizo el experimento con las galletas adicionadas con

maiz blanco y azul; el procedimiento utilizado fue el descrito previamente.

5.2.7.4 Efecto antihiperglucémico de galletas evaluadas en ratas sanas
después de la ingestion de alimento estandar
Se evaluo el efecto antihiperglucémico de galletas en ratas sanas después
de la ingestion del alimento estandar, para simular la manera en que este tipo de
alimento se consume normalmente (entre comidas). Para lo cual, se utilizaron
cuatro grupos de animales (4 animales por grupo), los cuales habian permanecido
con alimentacién ad libitum hasta una hora antes de la prueba. A cada grupo se le
administré una muestra (galleta) a una misma dosis (0.85 g/kg). La administracion
de la dosis se realizé6 como se describié previamente. Se midié la concentracion

de glucosa en sangre a intervalos de 60 minutos durante 3 horas.

5.2.7.5 Curva de tolerancia a la glucosa en ratas sanas
Se realiz6 una curva de tolerancia a la glucosa en cuatro grupos de ratas
sanas (4 ratas por grupo). Los animales se dejaron en ayuno 12 horas previas al
experimento. Un grupo fue considerado como control, mientras que a los tres
grupos se les dio un tipo de galleta (G-1, G-2 o G-3) y una carga de glucosa (3g/kg
de peso) para simular la ingesta de un alimento. Al grupo control se le administro
Gnicamente la carga de glucosa. Dicha administracion fue por via intragastrica,

como se describio previamente. Después de suministrar la dosis de galletas, se
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extrajo sangre de la vena caudal del animal para determinar la concentracion de

glucosa a los 0, 30, 60, 90 y 120 minutos (Singh y col., 2008).

5.2.7.6. Efecto de los carbohidratos disponibles de las galletas en la
respuesta glucémica de ratas sanas
Para esta evaluacion se utilizaron cuatro grupos de ratas (4 animales por
grupo); los animales estuvieron en ayuno 12 horas previas a la evaluacion. A los
animales se les administré via intragastrica una dosis de 3g/kg de carbohidratos
disponibles de las galletas a evaluar. El grupo control recibié la misma dosis pero
de glucosa. Los niveles de glucosa en sangre se evaluaron a los 0, 15, 30, 45, 90,
y 120 minutos después de la administracion de la dosis. La sangre fue obtenida de
la vena caudal del animal y la determinacién se realizé con un glucometro (Accu-

Chek Performa®, Roche) (Severijnen y col., 2007).

5.2.7.7 Evaluacién del efecto hipoglucemico de las galletas en ratas
diabéticas
Se realizdé la induccidon de la diabetes mediante la administracion de
estreptozotocina (45mg/kg) por via intraperitoneal en ratas Wistar macho de 250 a
300 g de peso (Singh y col., 2008). La solucion de estreptozotocina se prepar6
antes de su administracion, disolviendo la cantidad respectiva en un regulador de

citrato de sodio 0,1 M pH 4,5. Se cuantificé la glucosa en sangre cuatro dias
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después de la inyeccion. Si los niveles en ayuno eran mayores a 180 mg/dl los
animales se consideraron dentro del grupo experimental.

Se realizé una prueba preliminar del efecto hipoglucémico de la dosis
establecida (0.85g/kg) de las tres galletas en ratas diabéticas, para lo cual se
siguié el procedimiento descrito en la evaluacion del efecto hiperglucémico en
ratas sanas.

Se hicieron tres grupos de ratas diabéticas (siete animales por grupo), uno
para la evaluacién de cada galleta. En este experimento no se utilizaron las ratas
diabéticas de la prueba preliminar. A cada grupo se les dio la dosis establecida de
galleta correspondiente, dos veces al dia, con horario establecido (10 am y 5 pm)
por 21 dias, para simular la manera que se consume el alimento (entre comidas).
Las ratas tuvieron alimento estandar y agua ad libitum. Ademas de estos grupos
se utilizé un grupo de ratas diabéticas y otro de ratas sanas como control positivo
y negativo, respectivamente. A los grupos control se les dio Unicamente, alimento
y agua ad libitum. Los niveles de glucosa fueron evaluados cada 7 dias, por la
mafiana (8:00 am) previas 12 horas de ayuno. Adicionalmente, se realiz6 un
seguimiento al peso, cantidad de alimento y agua consumida por los diferentes
grupos con el propésito de establecer una tendencia en el comportamiento de los
animales.

Una vez transcurrido el periodo de tratamiento, se dejaron a los animales en
ayuno (12 horas) y se anestesiaron en una camara saturada con éter etilico. Se
realizé una diseccion para realizar una puncién cardiaca y obtener una muestra de

sangre. Se cuantificé glucosa, insulina, colesterol, HDL, LDL y triglicéridos con un
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mediante la prueba de Elisa con ayuda del kit comercial de Randox Life Science®

(Reino Unido).

5.2.8 Analisis estadistico
Para el andlisis estadistico de los resultados obtenidos, se utilizé un andlisis
de varianza (ANDEVA) de una via con un nivel de significancia a=0.05, utilizando
el paquete estadistico SigmaStat (Jandel Scientific, versién 2.03). Cuando los
datos no presentaron una distribucién normal y/o homogeneidad de varianza, se
utilizé la prueba de Kruskal-Wallis. Cuando se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre las muestras se utiliz6 una prueba de comparacion multiple de

Tukey.
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VI. Resultados y discusion
6.1 Composicion quimica proximal de las harinas y galletas

La composicion quimica de las harinas de cereales integrales y platano en
estado inmaduro se presenta en el Cuadro 3. La harinas de platano, maiz azul y
blanco presentaron el contenido mas bajo de humedad (=8 g/100 g), sin que se
presentaran diferencias entre ellas, mientras que la harina de avena fue la que
presento el valor mas alto (12.40 g/100g). Las harinas de cebada y trigo tuvieron
valores de humedad de 10.86 y 9.54 g/100g, respectivamente. Las diferencias
encontradas pueden estar relacionadas al proceso de obtencién de las harinas, las
cuales fueron a partir de la molienda de los granos secos, como en el maiz y la
cebada, o de hojuelas, como la avena. En el caso del platano su obtencién
involucré un proceso de cortado y secado para su molienda posterior. La norma
oficial mexicana (NOM-147-SSA1-1996) indica que el contenido de humedad para
las harinas que se utilizan en productos de panificacién debe de ser menor al 15%,
por lo que las harinas utilizadas en este trabajo cumplen con esta especificacion.

En cuanto al contenido de cenizas, las harinas de cereales no presentaron
diferencias estadisticamente significativas (=1%). La determinacion de cenizas es
referida como el analisis de residuos inorganicos (minerales) que quedan después
de la igniciébn u oxidacion completa de la materia organica de un alimento. En
general, los cereales tienen cantidades considerables de hierro (1.8-4.7 mg),
magnesio (121-177 mg) y zinc (1.93-5.95 mg), asi como niveles bajos de
elementos traza, como el selenio (Slavin, 1999). En los cereales, los minerales se

encuentran  principalmente en el pericarpio, germen 'y capa de

84



Cuadro 3.

Composicion quimica de harinas de cereales integrales y platano en estado inmaduro (g/1009)

Harinas Humedad Cenizas Lipidos Proteinas* Carbohidratos
Trigo 9.54 +0.27" 1.72+0.012 2.35+0.04° 14.08+0.31° 72.31+1.51°
Avena 12.48+0.29¢ 1.50+0.042 3.30+0.21° 12.77+0.50¢ 69.97+0.972
Cebada 10.86+0.08° 1.62+0.052 7.05+0.19° 11.49+0.27¢ 68.98+0.532
Maiz azul 7.23+0.492 1.12+0.012 8.67+0.58' 10.95+0.06° 72.03+0.22°
Maiz blanco 8.01+0.322 1.23+0.032 5.47+0.42¢ 8.32+0.56" 76.97+49°¢
Platano inmaduro 8.81+1.062" 2.28+0.10° 1.08+0.092 3.27+0.072 84.56+1.09°

*N x 6.25. Los carbohidratos se determinaron por diferencia

Los valores representan la media de tres repeticiones, en base seca

Letras iguales en la misma columna indican que no existen diferencias significativas (p < 0.05).
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aleurona. (McKevith, 2007), y en el endospermo la fraccion es muy pequefa
(0.31%) (Paredes-Lopez y col.,, 2006). En general, se ha reportado que el
contenido de minerales en cereales es de 2g/100g (Slavin, 1999; Mendez-
Montealvo y col., 2005; Agama-Acevedo y col., 2005). En el grano de trigo se
encontré un contenido de minerales de 1.8 g/100g (Slavin, 1999). Otros autores
reportan un contenido de cenizas en harina de trigo entre 0.35 y 2.3 g/100g (Kent
y Evers, 1994). Mendez-Montealvo y col. (2005) encontrd valores de cenizas entre
1.1y 1.7 g/100g en 20 variedades de maiz, mientras que para maiz azul el valor
encontrado es de 1.1% (Agama-Acevedo y col., 2005).

El contenido de cenizas en la harina de platano fue mayor en comparacion
con los cereales (2.28g/100g). En general, los frutos son una fuente importante de
minerales como potasio, magnesio, hierro y calcio. En el platano, el mineral mas
abundante es el potasio, sus valores oscilan entre 4.1 y 5.5 mg por 100 gramos de
de peso seco (Goswami y Borthakur, 1996). da Mota y col. (2000) reportaron un
contenido de cenizas en ocho variedades de platano entre 2.6 y 3.5 ¢/100g.
Rodriguez-Ambriz y col. (2008) reportaron un contenido mas alto de cenizas para
harina de platano, el cual fue de 4.4 g/100g.Estas diferencias pueden estar en
funcion de la variedad de platano usado y al estado de madurez del fruto.

En las harinas de cereales, el contenido de lipidos oscilaron entre 2.33 y
8.67 g/100 g, presentando el valor mas alto maiz azul y el menor la harina de trigo,
respectivamente. Estos valores son mayores en comparacion al contenido de
lipidos presentada en la harina de platano en estado inmaduro (1.08 g/100 g), lo

cual, se puede atribuir a que en los frutos suele ser bajo (entre 0.1- 0.6 g/100g)
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(Camara y col., 2003), mientras que en los cereales esta entre 1 y 10 g/100g. En
el caso de platano se han reportado valores entre 0.2 y 0.82 g/100g (DaMota y
col., 2000; Pacheco-Delahaye y col., 2008; Aurore y col.,, 2009). Entre los
cereales, el contenido de lipidos también varia, en cebada y arroz se han
reportado valores entre 1 y 3 g/100g, mientras que para centeno, trigo, maiz y
cebada este oscila entre 5 y 10 g/100g (McKevith, 2007). Para diferentes
variedades de maiz, se reportaron valores de lipidos entre 4.1 y 6.7 g/100g
(Mendez-Montealvo y col., 2005).

La proteina presente en los cereales estuvo en un intervalo entre 8.32 y
14.02 g/100g. Los cereales contienen entre el 6 y 15 g/100g de proteina (Goldber,
2003), en el endospermo se encuentra el 90% del total de proteinas del grano de
maiz que corresponden principalmente a proteinas de almacenamiento (Paredes-
Lépez y col., 2006). La cantidad de proteinas depende del tipo de cereal. Por
ejemplo, en el caso de maiz se reportd que el tipo de grano (dentado o cristalino)
influye en el contenido de proteinas, ya que se encontr6 que un grano dentado
presenta un contenido mayor de proteina que maices cristalinos (Méndez-
Montealvo y col., 2005). Se ha encontrado que el contenido de proteina del maiz
azul es mayor en comparacion a otras variedades de maices dentados (Dickerson
y col., 1990). En el caso de los frutos, el contenido de proteinas es bajo (<1%)
(Mataiz y col., 1998), por lo que en la harina de platano este valor menor a la de
los cereales (3.2 g/100g). Diversos autores reportaron un contenido de proteina
para platano entre 2.5 y 3.4 g/100g (Da Mota y col., 2000; Juarez-Garcia y col.,

2007; Rodriguez- Ambriz y col., 2008).
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El valor de carbohidratos de las harinas de cereales estuvo entre 68.90 y
76.97 g/100g, mientras que la harina de platano en estado inmaduro fue mayor
(84.56 g/1009). En el caso de los cereales, en el endospermo es la mayor fuente
de carbohidratos del grano, ya que en esta estructura es donde se almacena el
almidon. De manera general, los cereales contienen entre 65 y 75 g/100g de
carbohidratos (Paredes-Lépez y col., 2006), mientras que en el platano en estado
inmaduro se ha reportado un contenido de almidon total de 73.36 g/100g (Juarez-
Garcia y col., 2007), aungue estos valores pueden variar dependiendo del estado
de madurez del platano asi como de la variedad utilizada.

La composicién quimica proximal de las galletas elaboradas se presenta en
el Cuadro 4. Las tres galletas presentaron un contenido de humedad bajo (=
19/100g) sin tener diferencia significativa entre ellas. En general, las galletas son
productos de poca humedad, la Norma Oficial Mexicana (NMX-F-006-1983)
establece que el contenido de humedad debe ser entre 6 y 8 g/100g, como
maximo, y esto estara en funcién del tipo de galleta. El agua se pierde durante el
horneado, por lo que el tiempo y la temperatura utilizada influyen en la humedad
final del producto.

En diversos estudios con galletas se pueden observar que el contenido de
humedad es variable. Por ejemplo, Han y col. (2010) reportaron un contenido de
humedad de 0.86% para galletas tipo “craker” elaboradas con harina de chicharo.
En galletas elaboradas con diferentes sustituciones de orujo de uva, el contenido
de humedad estuvo entre 4.85y 7.70 g/100g (Canett-Romero y col., 2004). Garcia

(2003) reporto valores de humedad de 3.31 y 2.23 g/100g en galletas elaboradas
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Cuadro 4. Composicion quimica de galletas elaboradas con harinas integrales

(9/1009)

Componente G-1 G-2 G-3
Humedad 1.28 +0.08° 1.1840.08? 0.92+0.3?
Cenizas 2.17+0.05? 2.22+0.11° 2.05+0.05?
Lipidos 17.040.22°  21.49+0.26°  15.78+0.06°
Proteinas* 9.29+0.13? 11.11+0.15°  7.30+0.07°
Fibra dietética 11.64+0.09°  10.18+0.03°  6.95+0.29°
Fraccion indigerible total 40.1+0.55% 38.17+0.39° 36.92+0.84°
Fraccién indigerible soluble 14.64+0.54*  17.25+0.61°  17.17+0.71°
Fraccion indigerible insoluble ~ 25.46+0.65°  20.92+0.15°  19.75+1.05"

La formulacion de las galletas se puede ver en el Cuadro 1. G-1=Maiz blanco; G-2=Maiz Azul, G-

3=Platano.
*N x 6.25.

Los valores representan la media de tres repeticiones, en base seca
Letras iguales en la misma fila indican que no existen diferencias significativas (p < 0.05).
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con cascara de mango y salvado de trigo, respectivamente. Athayde y col. (2009)
encontraron un contenido de humedad de 4.9 y 4.1 g/100g en galletas adicionadas
con marafidn y guayaba, respectivamente. Un valor mas alto se encontré en
galletas elaboradas con trigo y fibra de mango (12 g/100g) (Vergara-Valencia y
col., 2007). El contenido de humedad en galletas adicionadas con almidén
resistente de platano obtenido a través de lintenrizacién y tratamientos térmicos,
fue de 5.7 g/100g (Aparicio-Saguilan, y col., 2007). Bello-Pérez y col. (2004)
elaboraron galletas con almidon de maiz y platano, las cuales presentaron un
contenido de humedad entre 4 y 5 g/100g. La variacion en el contenido de
humedad se puede deber a varios factores, como los ingredientes utilizados, los
cuales pueden absorber mas agua. Por ejemplo, el gluten, presente en la harina
de trigo, tiene una gran capacidad de absorcion de agua que al hidratarse
adquiere sus propiedades de elasticidad y extensibilidad. Ademas, si la harina
tiene granulos de almidon dafiados, tienden a absorber mas agua.

El contenido de cenizas de las tres galletas fue de = 2g/100g, sin
encontrarse diferencias significativas entre ellas, lo cual esta relacionado con el
contenido de cenizas de las harinas con la que se elaboran las galletas. Como se
observo, el contenido de cenizas entre las harinas de cereales no varia (= 1
g/100g), mientras que la de platano es ligeramente mayor (=2 g/100 g), por lo que
se puede decir que la adicion de maiz (azul o blanco), asi como el platano verde,
no influyeron en el contenido de cenizas de las muestras. Existen diversos
reportes del contenido de cenizas en galletas, en donde se observa que el nivel de

minerales es variable. Se pueden encontrar niveles de cenizas bajos, como es el
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caso de las galletas elaboradas con trigo y almidén modificado de platano verde
(0.49 g/100g) (Aparicio-Saguilan y col., 2007); asi como valores mas altos, como
es el caso de galletas adicionadas con fibra de mango (4.3 g/100g) (Vergara-
Valencia y col., 2007). De manera general, el porcentaje de cenizas encontrado en
galletas oscila entre 1 y 2 g/100g (Athayde y col., 2009; Escobar y col., 2009;
Villarroel y col 2009; Calderon, 2010)

El contenido de lipidos de las tres formulaciones de galletas fue
significativamente diferente. La G-2 presentd el valor mas alto (21.49 g/100g),
seguida por G-1 (17.00 g/100g9), y finalmente por la G-3 (15.78 g/100g). Por lo que,
las diferencias entre G-1 y G-2 puede deberse al uso de diferentes variedades de
maiz, ya que el contenido de lipidos entre las harinas de estos dos maices
presenta diferencias significativas, siendo mayor para maiz azul (8.67g/100g). Lo
anterior concuerda con lo reportado por Hernandez-Uribe y col. (2009) reportaron
diferencias en el contenido de lipidos entre tortillas elaboradas con maiz blanco y
azul, siendo estas ultimas las que presentaron el valor méas alto.

En las tres muestras se presentaron diferencias significativas en el
contenido de proteinas (Cuadro 4). La G-3 presentd el contenido mas bajo de
proteinas (7.3 g/100g), mientras que la G-2 el mas alto (11.1 g/100g), lo que esta
en funcién del contenido de proteinas presentes en sus harinas, el cual presento el
mismo comportamiento. Por lo que la sustitucion de harina de platano en G-3
produce que el valor sea bajo en comparacion a las otras dos galletas. Este
comportamiento se ha observado en espagueti elaborado con harina de platano

verde, ya que a mayor adicion de harina de platano (45%) el contenido de
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proteinas disminuyd significativamente con respecto al control. En otro estudio, se
reportd que galletas elaboradas con diferentes niveles de sustitucion de harina de
platano verde no presentaron diferencias significativas con respecto al control
(Fasolin y col., 2007).

La fraccion de fibra dietética presente en las muestras fue de 11.6, 10.1y
6.9 g/100g para G-1, G-2 y G-3, respectivamente. De acuerdo a las directrices
para el uso de declaraciones nutricionales y saludables del CODEX alimentarius,
un alimento con contenido alto en fibra dietética es aquel que tenga 6 g por 100 g
0 3 g por 100 kcal. Por lo que las tres galletas cumplen con ser un alimento con
una contenido alto en fibra dietética. Los cereales integrales son los principales
factores que influyen en este valor, ya que la cebada, avena y trigo tienen un
contenido de fibra dietética de 20.5, 14.8 y 11.7 g/100g, respectivamente (Ragaee
y col., 2001). Las diferencias entre las G1 y G2 con respecto a la G-3 es, como se
ha visto, por la utilizacion de la harina de platano. Los frutos son una fuente de
fibra dietética, sin embargo, generalmente ésta se encuentra en la cascara. Por
ejemplo, en galletas elaboradas con harina de mango (fibra y pulpa) el contenido
de fibra fue de 17.4 @g/100g (Vergara-Valencia y col., 2007). En galletas
adicionadas con céscara de uva se observd un incremento del contenido de fibra
dietética (9.78 g/100g) en comparaciéon a la galleta control (3.9 g/100g) (Cannet-
Romero y col., 2004). Garcia (2003) reporta un contenido de fibra dietética de 16.6
y 15.8 g/100g para galletas adicionadas con fibra de mango y salvado de trigo,
respectivamente. La harina de platano utilizada en este trabajo proviene de la

pulpa de platano inmaduro variedad macho, el cual presenta un contenido de fibra
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dietética de ~3 g/100g (Lassoudiere, 2007). Las diferencias encontradas entre las
formulaciones de las galletas de cereales (G-1 y G-2) pueden estar relacionadas
con la variacion en el contenido de fibra dietética entre las variedades de maiz, ya
que se han reportado valores entre 7.1 y 13 g/100g (Mendez-Montealvo y col.,
2005). Ragaee y col. (2011) elaboraron panes a partir de granos enteros
(sustitucion del 30%): cebada, avena, centeno y trigo; en estos panes el contenido
de fibra dietética fue de 9.1, 7.5, 8.2 y 6.4 g/100g, respectivamente. Las galletas
(tipo barra) multigrano linaza, avena y nuez (marca Bimbo®) tienen un contenido
de fibra de 7.2, 6.2 y 4.4 g/100g, respectivamente.

El mismo patron encontrado en fibra dietética se observo en la fraccion
indigerible (FI) entre las tres formulaciones de galletas. La G-1 presenté mayor
fraccion indigerible total (40.1 g/1009), seguida de la G-2 (38.1 g/100g) y G3 (36.9
g/100 g), las cuales, fueron significativamente diferentes. La fraccidén indigerible
son todos aquellos componentes de los alimentos no disponibles para la digestion
en el intestino delgado, tales como la fibra dietética, almidon y proteina resistente,
polifenoles y compuestos asociados (Saura-Calixto y col., 2000). Como se ha
observado, la G-3 ha presentado los valores mas bajos de proteinas y fibra
dietética, lo cual puede influir en el contenido de FI de la muestra. Aunque algunos
de los cereales (avena y cebada) usados en la elaboracion de las galletas son una
buena fuente de fibra soluble (B-glucanos) (Wood y col.,, 1991). La fraccion
indigerible insoluble (FII) fue predominante en comparacién con la soluble (FIS).

La G-1 tuvo la Fll més alta (25.4 g/100g) en comparacion a G-2 (20.9 g/100g) y G-
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3 (19.7 g/100q), las cuales no presentaron diferencias significativas. De manera
contraria, la FIS, en la G-1 fue mas baja (14.6 g/100g) que G-2 (17.2 g /100g) y G-
3 (17.1 g/100q); entre G-2 y G-3 no existieron diferencias significativas. La harina
de platano es una fuente de Fll, se ha reportado que su adiciobn en pan y
espagueti, produce un incremento en esta fraccion (22.3 y 26.18 g/100g,
respectivamente) en comparacion con las muestras control (12.4 y 10.7 g/100 g,
respectivamente). Sin embargo, el aporte FIS de la harina de platano es bajo, en
estos mismos productos (pan y espagueti) se observdé un valor menor en
comparaciéon a la Fll (=3 g/100g). Como se puede observar en este trabajo el
valor de FIl de las galletas adicionadas con platano en estado inmaduro fue uno
de los valores mas altos, lo cual concuerda con lo reportado. Sin embargo, el valor
de FIS también es alto (17.1 g/100g) en comparacion a lo encontrado en otros
productos adicionados con harina de platano (=3g/100g), lo cual puede deberse a
las harinas de cebada y avena utilizadas en la elaboracion de la galleta, aportan
una fraccion significativa de la fraccion soluble.

En el caso de la G-1 y G-2, las diferencias pueden estar dadas por una
diferente composicién del pericarpio entre las dos variedades, ya que se lleva a
cabo un metabolismo diferente en este 6rgano entre las dos variedades por la
biosintesis y acumulacién de antocianinas (Espinosa y col., 2009), por lo que esto

puede influir en el tipo de carbohidratos que lo constituyen.
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6.2 Fermentacion in vitro de la fraccion indigerible de las galletas

La fermentacion de carbohidratos no digeribles produce acidos grasos de
cadena corta (AGCC), lo cual disminuye el pH del intestino grueso. La medicién
del pH en la fermentacion in vitro de la FI se presenta en el Cuadro 5. El pH de las
muestras fue muy similar, se present6 una disminucion pequefia (=0.20) a partir de
las 6 horas; a partir de las 12 horas el pH tiende a subir ligeramente y/o se
mantiene en las 24 horas. En el caso de la rafinosa, el cambio de pH es
significativo en las primeras 6 horas (3 unidades) debido a que es un oligosacérido
que se fermenta rapidamente, por eso el pH después de este tiempo disminuyo

ligeramente.

Los valores de AGCC producidos mediante la fermentacion in vitro se
presentan en el Cuadro 6. De manera general, se observo que la formacion de los
tres AGCC (acido acético, propionico y butirico) se incrementd con el tiempo. El
acido acético fue el principal AGGC producido (hasta 79.9 mmol/L), seguido por
acido butirico (hasta 31.05 mmol/L) y por el propionico (hasta 17.97 mmol/L). De
manera general, se conoce que la proporcién molar de AGCC es 60:35:15 para
acetato, propionato y butirato, respectivamente (Cummings, 1995). La proporcién
molar de AGCC (acético-propionico-butirico) producidos a las 24 horas de
fermentaciéon fue de 70:6:23, 69:7:22 y 60.3:25 para G-1, G-2 y G-3,

respectivamente.
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Cuadro 5. Evolucion del pH durante el proceso de fermentacion in vitro.

Muestra Oh 6 h 12 h 24 h
G-1 6.79+0.01*°  6.55%0.03* 6.62+0.06® 6.80+0.10°
G-2 6.88+0.01°  6.65x0.03* 6.67+0.03* 6.86+0.06°
G-3 6.7740.05°  6.47+0.03" 6.54+0.02a  6.88+0.02°

Rafinosa 7.15+#0.03°  4.36x0.16°  4.33+0.06° 4.17+0.05°

La formulacion de las galletas se puede ver en el Cuadro 1. G-1=maiz blanco; G-2=maiz azul, G-

3=platano inmaduro.

Los valores representan la media de tres experimentos £+ error estandar
Letras iguales en la misma columna indican que no existen diferencias significativas (p < 0.05).
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Cuadro 6. Produccion de cidos grasos de cadena corta (AGCC) a las 6, 12 y 24 h de fermentacion in vitro (mmol/L)

Muestras Acido acético Acido propidénico Acido butirico

6 12 24 6 12 24 6 12 24

G-1 9.65+1.3° 47.24+3.6° 79.90+2.9¢ 3.55+0.01° 10.4+0.08¢ 7.51+1.1% 0.13+0.42 19.07+0.3° 26.45+0.8°¢
G-2 1.30+1.3% 14.58+1.5% 50.92+0.5° 1.09+1.0% 7.54+0.3° 5.55+2.3% 0.54+0.9% 9.67+1.4° 16.56+1.4°
G-3  5.58+1.7° 57.22+0.2° 74.86+1.2° 0.37+0.82 23.05+2.09 17.97+2.2° 0.42+1.0° 28.11+1.5% 31.05+0.1°

Rafinosa 5.57+0.2° 15.88+0.5% 16.62+0.2% 0.7120.03% 1.95+0.2% 4.05+0.1% 0.72#0.3% 1.42+0.04® 1.90+0.12

La formulacion de las galletas se puede ver en el Cuadro 1Las galletas fueron adicionadas con: G-1, maiz blanco; G-2, maiz azul y G-3, platano

inmaduro.
Los valores representan la media de tres experimentos + error estandar
Letras iguales en la misma columna indican que no existen diferencias significativas (p < 0.05).
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En las primeras 6 horas de fermentacion de la Fl de la G-1 se produjo mas
acido acético, seguido de G-3, el valor mas bajo fue para G-2, estos valores fueron
significativamente diferentes. Se observo un incremento en la produccion de acido
acético de las 6 a las 12 horas en todas las muestras. El acido acético producido
por la Fl de la G-2 fue el mas bajo en todos tiempos (6, 12 y 24 horas); el valor

para G-1 fue el mas alto (79.90 mmol/L) a las 24 horas.

En las primeras 6 horas la G-1 presenté el valor mas alto de &cido
propiénico (3.55 mmol/L), sin embargo a las 24 horas fue la G-3 (17.97 mmol/L). Al
igual que en la produccion de &cido &cetico, la G-2 produjo también menos acido
propionico (0.37- 17.97 mmol/L). En cuanto a acido butirico, los valores iniciales (6
horas) fueron bajos en las tres muestras (0.13- 0.42 mmol/L), sin diferencias
significativas. A las 12 horas se encontré una mayor produccion de este AGCC en
la G-3 (28.11 mmol/L), seguido de la G-1 (19.07 mmol/L) y G-2 (9.67 mmol/L); este
comportamiento se observé también a las 24 horas (31.05, 26.45, 16.56 mmol/L,

respectivamente).

Como se puede observar se llevo a cabo una disminucién de pH durante la
fermentacién de rafinosa en las primeras seis horas, lo cual indica la produccion
de AGCC. Sin embargo, el cambio de pH no esta directamente relacionado con la
cantidad de AGCC producidos, ya que también se observdé que durante la
fermentacién de la Fl de las galletas no existe un cambio drastico de pH, (= pH 6),
pero si una mayor producciéon de AGCC. Esto puede estar relacionado con la
composiciéon de la Fl de las galletas. De acuerdo a la definicion de Fl, esta puede

contener polisacaridos no amilaceos, proteina, almidén y oligosacéaridos
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resistentes, asi como lignina compuestos polifendlicos asociados frecuentemente
a las estructuras de la pared celular de vegetales (Saura-Calixto y col., 2000). En
la fermentaciobn de proteinas, también se forman algunos productos de la
fermentacién de carbohidratos como AGCC, H,, CO, y biomasa, ademas de
acidos grasos ramificados como isobutirato, isovalerato y 2-metilbutirato, junto con
otros &cidos orgénicos. Otros compuestos formados son amonio, aminas, fenoles
e indoles producto de la deaminacion, descarboxilacién, fermentacion vy
reacciones de eliminacién a o B (Hughes y col 2000). Algunos de los productos de
la fermentacion de proteinas, como el amonio y las aminas, presentan pH basicos,
lo que puede estar influyendo en que no se presenten cambios significativos de pH

durante la fermentacién de la FI de las galletas.

Las variaciones en la produccion de AGCC pueden relacionadas con la
constitucién de la FI de cada una de las muestras, ya que se ha observado que el
tipo de carbohidrato tiene influencia sobre el perfil de AGCC formado. Wang y
Gibson (1993) encontraron que si bien los carbohidratos producen AGCC, las
cantidades varian dependiendo del tipo de carbohidrato fermentado. En este
mismo trabajo se reportdé que la fermentacion de AR produce mayor cantidad de
butirato en comparacion con otros carbohidratos como la inulina y
fructooligosacaridos. Aunque, recientemente también se ha reportado que la
fermentacion de AR de una marca comercial (ResistanT Starch 60, PROMITOR®)
no produjo una concentracién de butirato mayor, como se ha indicado (relacién

molar, 58.1: 21.7:20.3 acetato:propionato:butirato, respectivamente).
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En este mismo sentido, se ha encontrado que un carbohidrato con
diferente longitud de cadena presenta variaciones en la cantidad de AGCC
producidos. Jenkins y col. (2011) reportaron que con una longitud de cadena
mayor (5-12) los fructooligosacéridos producen mas AGCC (77.4 mmol) en
comparaciéon a unos de menor longitud de cadena (3-4). Por lo que no solo el tipo
de carbohidrato influye en la formacion de AGCC, sino también la estructura de

dicho carbohidrato.

Otro factor que tiene influencia en la produccion de AGCC es el tipo de
miclofora bacteriana con la cual se lleve a cabo la fermentacion, debido a que las
bacterias tienen productos de fermentacién especificos, es decir no todas las
bacterias producen los AGCC principales (acido acético, propionico y butirico). Las
especies de bacteroides van a tener como productos de fermentacion &cido
aceético, propidnico y succinico; las bifidobacterias acido acético, lactico, férmico y
etanol; el género Clostridia, acido acético, propionico, butirico, lactico y etanol
(Macffarlane y col., 1995). La dieta puede modificar el tipo de microflora bacteriana
presente en el colon, se ha encontrado que los carbohidratos estimulan el
crecimiento especialmente, aunque no de manera exclusiva, de bacterias del
género Lactobacillus y Bifidobacterium (Escudero y Alvarez, 2006). Se puede
inferir que el perfil de AGCC esta en funcion de la microflora bacteriana y esto

pueden también estar influyendo en los resultados obtenidos en este trabajo.

Otro resultado que vale la pena sefialar es el valor de acido butirico
obtenido de la fermentacion de la G-3 (31.05 mmol/L), ya que se ha comprobado,

de manera in vitro, que a concentraciones de 2 mmol/L de &cido butirico se inhibe
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el crecimiento de células cancerigenas HT-29 (Davido y col., 2001). En ese mismo
estudio, Davido y col. (2001) demostraron que una concentracion de 5 mmol/L de

acido propiodnico afecta la proliferacion de estas células.

6.3 Estudios de capacidad antioxidante

En el Cuadro 7 se presentan los valores de fenoles, flavonoides y actividad
antioxidante. El contenido de compuestos fendlicos en la G-2 es mayor (92.29
MgEAG/100g) que en las G-1 y G-3 (88.06 y 85.28 mgEAG/100g), sin que se
presenten diferencias significativas entre estas dos dltimas muestras. La G-2
también present6 el mayor contenido de flavonoides (34.53 mg/100g), seguida de
G-1 (13.56 mg/100g), mientras que la G-3 presentd el valor mas bajo (4.56
mg/100g). Este mismo comportamiento se observo en la capacidad antioxidante,
lo cual esta en relacion con el contenido de fenoles y flavonoides. La adicion de
maiz azul en la formulacion de la G-2, es el factor principal que influyé en estos
resultados. El maiz azul es una fuente importante de antocianinas, las cuales son
son glucésidos de antocianidinas, pertenecientes a la familia de los flavonoides,
compuestos por dos anillos aromaticos (anillo benzopirilio y fendlicounidos)
(Mazza, 1995). Dentro de las variedades pigmentadas, el maiz azul presenta un
alto contenido de antocianinas (36.9 mg equivalentes de cianidina3-
glucosido/100g), mientras que otras variedades llegan a presentar niveles mas
bajos (0.57-4.63 mg equivalentes e cianidina3-glucésido/100g) (De la Parra y col.,

2007).
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Cuadro 7. Contenido de polifenoles, flavonoides y capacidad antioxidante de

galletas elaboradas con harinas integrales

Muestra Polifenoles’ Flavonoides®  Actividad antioxidante®
G-1 88.06+0.42° 13.500.24° 11.010.23°
G-2 92.29+0.55" 34.53+0.36° 21.75+0.71°
G-3 85.28+1.12% 4.56+0.14° 6.80+0.49%

La formulacién de las galletas se puede ver en el Cuadro 1 Las galletas fueron adicionadas con: G-
1, maiz blanco; G-2, maiz azul y G-3, platano inmaduro

'Polifenoles son expresados en mgEAG/100g; *flavonoides en mgEC/100g y %la capacidad
antioxidante en umolET/100g.

EAG, equivalente de acido galico; EC, equivalente de catequina; ET, Equivalente a trolox.

Los valores representan la media de tres experimentos + error estandar.

Letras iguales en la misma columna indican que no existen diferencias significativas (p < 0.05).
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Lépez-Martinez y col. (2009) reportaron el contenido de polifenoles y antocianinas
de diferentes variedades de maices pigmentados, encontrandose un contenido de
polifenoles entre 343-3400 mgEAG/100g, y de antocianinas 99 a 850 mg
equivalentes e cianidina3-glucésido/100g. En el caso de maiz blanco, se ha
reportado un contenido de compuestos fendlicos entre 8.45 y 29.95 mgEAG/100g
(Ruiz y col.,, 2008). En platano maduro se ha reportado un contenido de
compuestos fendlicos de 57.3 mgEAG/100g (Fu y col., 2011), mientras que para
una platano en estado inmaduro (Musa acuminnata) fue de 50.65 mgEAG/100g

(Wenzel y col., 2011).

6.4 Analisis sensorial

En el Cuadro 8 se presentan el resultado de la evaluacion sensorial de las
galletas. La escala hedonica se usa para medir el nivel de agrado de un alimento,
esta prueba afectiva se aplica para probar preferencia o aceptacion en
consumidores potenciales o habituales del producto. La aceptacién intrinseca de
un producto es la consecuencia de la reaccién del consumidor ante las
propiedades fisicas, quimicas y texturales del mismo, es decir, su valoracion
sensorial. En este aspecto, la G-3 fue la muestra que tuvo la mejor calificacion
(=6), solamente a una unidad de la galleta comercial. La G-1 y G-2 presentaron
calificaciones menores (=5) y no presentaron diferencias significativas entre ellas.
La adicion de fibra dietética, en este caso, el uso de harinas de cereales
integrales, hacen que pierda palatabilidad; la G-1 y G-2 presentaron mayor

contenido de FD que G-3. Aunado a esto, los productos elaborados con granos
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Cuadro 8. Aceptabilidad de galletas elaboradas con harinas integrales

Muestra Evaluacion hedodnica
G-1 5.47+0.17°
G-2 5.59+0.15%"
G-3 6.08+0.15"
Galleta commercial* 7.55+0.13°

La formulacién de las galletas se puede ver en el Cuadro 1. Las galletas fueron adicionadas con:
G-1, maiz blanco; G-2, maiz azul y G-3, platano inmaduro

Escala hedonica: 1 = disgusta muchisimo, 5 = ni gusta ni disgusta, 9 = gusta muchisimo.

Los valores representan la media de cien repeticiones + error estandar.

Letras iguales en la misma columna indican que no existen diferencias significativas (p < 0.05).
*Multigrano linaza, Bimbo ®
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enteros son de reciente aparicion en el mercado, por lo que todavia existe rechazo
a este tipo de alimentos porque el consumidor no esta acostumbrado a su sabor,

textura o apariencia (Nestlé, 2011).

6.5 Digestibilidad de carbohidratos in vitro

Los valores de glucosa libre (GL), almidon total (AT), almidén de digestion
rapida (ADR) y lenta (ADL), asi como del almidon resistente (AR) se presentan en
el Cuadro 9. Las tres galletas no presentaron diferencias significativas en los
valores de GL. Este término hace referencia a la cantidad de glucosa que no se
encuentra asociada a otra(s) molécula(s) en la matriz del alimento, por lo que es
de facil disponibilidad. Después de su consumo, la GL se absorbe rdpidamente,
incrementando el nivel de glucosa en sangre en un tiempo corto (20 minutos).
Englyst y col. (2003) reportan la composicion nutricional de 23 productos de
cereales, dentro de los que se encuentran, cereales para desayuno, panes y
galletas. El valor promedio de GL para cereales para desayuno fue de 7.3 g/100g,
para productos de panificacion 3.9 g/100g y galletas 9.4 g/100g. Por otro lado, se
ha reportado en diferentes productos de panificacién (biscuits, muffins, croissants

y hotcakes), un contenido de GL entre 3.66 y 25.22 g/100g (Bravo y col., 1998).

El almidon total de las muestras fue similar (=57 g/100g) para la G1 y G-2,
mientras que la G-3 presentd el valor mas alto (60.2 g/100g). El contenido de AT
en 21 variedades de maiz blanco se ha reportado entre 69.1 y 86 g/100 g

(Mendez-Montealvo y col., 2005).
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Cuadro 9. Contenido de almidon total, almidon de digestion rapida, digestion lenta

y almidon resistente de galletas elaboradas con harinas integrales (g/1009)

Determinacién G-1 G-2 G-3
Glucosa libre 3.36+0.08°" 4.58+0.072 4.33+0.632
Almidoén total 57.06+0.832 57.92+0.732 60.25+0.24°

Almiddn de digestion rapida 45.83+1.53% 45.42+1.66° 51.92+0.61°

Almidén de digestion lenta 7.06+1.47° 10.75+1.63° 4.18+0.52°
Almiddn resistente* 4.37+0.76 2 3.55+1.812 4.15+0.452
Almidon resistente” 1.13+0.12% 1.84+0.132 6.32+0.21°

La formulacién de las galletas se puede ver en el Cuadro 1. G-1=maiz blanco; G-2=maiz azul, G-
3=platano inmaduro.

Los valores representan la media de tres repeticiones, en base seca

Letras iguales en la misma fila indican que no existen diferencias significativas (p < 0.05).

El resultado fue obtenido de acuerdo al método usado: *Englyst y col., (1992) y “Gofii y col., (1996).
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Por otro lado, Agama-Acevedo y col. (2005) reportaron un contenido de AT
mayor para maiz azul (73.5 g/100g) en comparacion con una variedad blanca
(66.2 g/100g). Cuando se han utilizado dos variedades de maiz (azul y blanco) en
la elaboracion de tortillas, el resultado es inverso, es decir, la tortilla elaborada con
maiz azul, present6 el valor de AT menor (68.47 g/100g) (Herndndez-Uribe y col.,
2007). Sin embargo, en este trabajo la adicién de diferentes variedades no influy6
en este pardmetro. Ragaee y col (2011) elaboraron panes de cebada, avena,
centeno y trigo, en esta investigacion se encontré que el contenido de AT no fue

diferente entre las muestras (=62 g/100g).

En la harina de platano verde, el contenido de carbohidratos es mayor en
comparacién a la harina de cereales; el principal carbohidrato del platano en
estado inmaduro es el almidén, por lo que esto pudiera explicar el resultado
obtenido en el AT de la G-3. Ovando-Martinez y col. (2009) elaboraron un
espagueti con diferentes mezclas de harina de platano y trigo, y encontraron que a
mayor sustitucion de harina de platano el contenido de AT en el espagueti
incrementaba. Un comportamiento similar se observé en un estudio en el que
adicionaron harina de platano en estado inmaduro en un pan, el contenido de AT
fue mayor para el pan con platano en comparacion al pan control (Juarez-Garcia y

col., 2006).

Al conocer el contenido de AT de las muestras, se da una idea aproximada
de la cantidad de glucosa que se puede liberar durante la digestién del producto.
Sin embargo, como se ha mencionado, existen fracciones del almidén que se

digieren a diferente velocidad (ADR y ADL), asi como una parte del almidon que
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es resistente al ataque enzimatico (AR). Las galletas adicionadas con las harinas
de maiz (G-1 y G-2) presentaron un contenido menor de ADR (=45 g/100g) en
comparacion a la de harina de platano inmaduro (G-3) (51.9 g/100g). En cuanto al
contenido de ADL, las tres muestras presentaron diferencias significativas. La G-2
fue la que tuvo el valor mayor (10.75 g/100g), seguido de la G-1 (7.06 g/100g) y la

G-3 present6 el contenido mas bajo de ADL (4.18 g/100g).

El contenido de ADL en las muestras G-1 y G-2 podria deberse a que todas
las harinas utilizadas en su formulacion, son harinas de cereales, y se conoce que
el almidon nativo de los cereales son una fuente importante de ADL (>50%)
(Zhang y col., 2006), siendo la estructura de este polisacarido, la responsable de
la propiedad de digestion lenta. Cuando el almidén es utilizado en la preparacion
de alimentos es gelatinizado, lo cual ocasiona una desorganizacion de la
estructura cristalina y por lo tanto se produce una disminucién o pérdida de la
propiedad de digestion lenta de los almidones de cereales (Zhang y col., 2006).
Sin embargo, aun con la gelatinizacién los alimentos pueden ser digeridos
lentamente, para que esto suceda, deben de tener una estructura fisica que
disminuya la accesibilidad de la enzima y/o una estructura quimica que limite la
velocidad de la accion de las enzimas (Zhang y Hamaker, 2009). En los alimentos,
la fibra dietética soluble puede inducir una digestiéon y absorcion lenta de los
carbohidratos debido a su viscosidad, la cual reduce la velocidad de vaciamiento
gastrico, disminuye la accesibilidad de las enzimas al sustrato (Leclere y col.,
1994; Slavin, 2005), ademas que la velocidad de difusién de los carbohidratos

digeridos en el intestino para su absorcién también es lenta (Briani y col., 1987).
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Por lo tanto, como se observéd, la G-2 es la muestra que tiene el contenido mas
alto de proteinas, lipidos y fraccion indigerible soluble, estos componentes pueden
formar una matriz mas compleja en comparacion a la que se encuentra presente
en G-1y G-3, lo cual puede estar contribuyendo a que el almidon se hidrolize de
una manera mas lenta. Este comportamiento se ha observado en espagueti, en
este alimento es la proteina la que limita la accesibilidad de las enzimas
amiloliticas hacia el almidén, a lo que se puede decir que la estructura fisica de la

matriz del alimento es la que produce la digestion lenta (Fardet y col., 1998).

En este sentido, se puede decir entonces, que la G-3 es la muestra que
tiene una estructura menos compleja, ya que presenta el contenido menor de
lipidos, proteinas, fibra dietética y fraccién indigerible, lo cual repercute en un valor
mas alto de ADR y el menor de ADL. Aunque la fraccion indigerible soluble de G-2

y G-3 es similar, esta parece no tener influencia en el ADL de la G-3.

El AR no present6 diferencias significativas entre las muestras, este valor
oscilé entre 3.55 y 4.37 g/100g. Sin embargo, cuando el contenido de AR fue
determinado por el método propuesto por Goiii y col., (1996), los resultados fueron
diferentes, la G-1 y G-2 no presentaron diferencias significativa entre ellas (1.13 y
1.84 g/100g), mientras que la G-3 tuvo el valor mas alto (6.32 g/100g). Aunque el
método de Englyst y col. (1992) actualmente es muy utilizado y aceptado para la
estimacion de ADR, ADL y AR, podria estar sobreestimando el contenido de AR.
En general, se conoce que el almidén nativo de platano es resistente al ataque
enzimatico por su estructura cristalina, (patron de difraccion tipo B, cadenas

largas) y la ausencia de poros que permitan el acceso de las enzimas para
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hidrolizarlo (Zhang y Hamaker, 2009). Se ha observado, que cuando se somete a
gelatinizacion el almidon de platano existe una fraccion de AR que se mantiene.
Esto se ha reportado en alimentos a los cuales se les ha adicionado harina o
almiddén de platano inmaduro como, pan, galletas y pastas (Juarez-Garcia y col.,
2006; Aparicio-Saguilan y col., 2007; Fasolin y col., 2008; Rendon Villalobos y col.,
2008; Hernandez-Nava y col., 2009; Saifullah y col., 2009; Ovando-Martinez y col.,

2009).

El contenido de AR presentado por la G-3 puede ser uno de los motivos por
el cual la FI de esta muestra produce mas butirato durante el proceso de
fermentacién in vitro realizado en este trabajo. Como se menciond, el butirato

puede inhibir el crecimiento de células cancerigenas (Davido y col., 2010).

6.6 Tasa de digestién del almidén in vitro. Determinacion del indice de
hidrélisis y prediccién del indice glucémico
La velocidad de hidrélisis del almidén disponible presente en las tres
muestras se puede observar en la Figura 6, mientras que el Indice de hidrélisis
(IH) y la prediccion del Indice glucémico se puede ver en el Cuadro 10.
El porcentaje de hidrdlisis de las tres muestras y el pan blanco (alimento de
referencia) incrementé durante los 180 minutos de la prueba. La hidrdlisis del pan
blanco es mayor y significativamente diferente a las muestras, alcanzando a los

180 minutos una hidrdlisis del =60%. La G-1 fue la muestra cuya hidrolisis fue
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Figura 6. Curvas de hidrolisis in vitro de galletas elaboradas con harinas
integrales. En la gréfica se representan valores promedios + error estandar, n=6.
Muestras: Pan blanco (----), G-1 (---1), G-2 (—) y G-3 (—-—). Las galletas fueron

adicionadas con: G-1, maiz blanco; G-2, maiz azul y G-3, platano inmaduro.
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mayor (32%, 180 minutos), mientras que la G-2 y G-3 presentaron una menor
velocidad de hidrolisis, sin tener diferencias significativas entre ellas. El
comportamiento de la G-2 se puede explicar debido a que presentd el contenido
mas alto de lipidos, proteinas, FD y FIS, debido a que una matriz mas compleja
del alimento puede disminuir la velocidad de hidrdlisis. Sin embargo, la G-3
presenta una composicion menos compleja, por lo que se esperaria que al estar el
almidon mas disponible fisicamente para ser hidrolizado, la velocidad de hidrolisis
fuera mayor. Una posible explicacion del comportamiento de la G-3 puede estan
en funcion del contenido de FIS, ya que la G-3 y G-2 presenta un contenido de
similar de FIS. La FIS puede disminuir la velocidad de hidrdlisis del almidén debido
a un incremento en la viscosidad, lo cual no permite una difusién de la enzima
hacia su sustrato (almidén) y por lo tanto la velocidad de hidrélisis es menor. Por
otro lado, se ha reportado que el AR disminuye la velocidad de digestion (Sajilata y
col., 2006), este puede ser otro factor que interviene en el resultado obtenido con
la galleta adicionada de platano. Este comportamiento se ha observado en
diversos estudios en donde se adicioné almidén o harina de platano a diferentes
alimentos (pan, galletas y pastas), en estos trabajos se encontr6 que un
incremento en el contenido de AR produce una reduccion en la velocidad de
hidrélisis en comparacion a los productos control (Juarez-Garcia y col., 2006;
Aparicio-Saguilan y col., 2007; Rendodn Villalobos y col., 2008; Hernandez-Nava y
col., 2009; Saifullah y col., 2009; Ovando-Martinez y col., 2009).

El IH es mayor para G-1 (53.5), en comparacion a G-2 y G-3 (45.3 y 39.9,
respectivamente), las cuales no tuvieron diferencias significativas (Cuadro 11). De

igual manera, se observo el mismo comportamiento en la plG. Las tres galletas se
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Cuadro 10. Indice de hidrdlisis (IH) y prediccion del indice glucémico (plG) de

galletas elaboradas con harinas de cereales integrales y platano en estado

inmaduro*
Muestras IHY pIGP®
G-1 53.55+1.08% 54.36
G-2 45.32+1.26" 47.27
G-3 39.95+2.09" 42.63
Pan blanco (referencia) 100° 94

* Para ver la formulacién de las galletas ver cuadro 1. G-1=maiz blanco; G-2=maiz azul, G-

3=platano inmaduro.

a) El indice de hidrdlisis (IH) fue relacionado con pan blanco = 100% (Grandfeldt y col., 1992). Los

valores representan la media de seis repeticiones * error estandar.
b) Prediccion del indice glucémico (plG)=0.862H1+8.198 (Grandfeldt, 1994).
Letras iguales en la misma columna indican que no existen diferencias significativas (p < 0.05).
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consideran de IG bajo, de acuerdo a la clasificacion de IG de los alimentos. Tanto
el IH y el IG estan influenciados por las caracteristicas de los productos, como la
textura, tamafio de particula y viscosidad, asi como por las caracteristicas
fisicoquimicas y estructurales del almidon, ya sea dentro de un sistema de
digestion in vitro (sistema de dialisis) o en el intestino delgado (Jenkins y col.,
1987; 1987; Granfeldt y col., 1992). Ademas de la reduccion en la velocidad de
absorcién de glucosa después del consumo de alimentos de IG bajo, estos
productos puede provocar una disminucion en la liberacion de acidos grasos libres
(AGL) al torrente sanguineo y también que se presenten periodos de saciedad
mas prolongados, debido a que el vaciado gastrico es lento. La presencia de fibra
dietética en los alimentos de IG bajo prolonga la distension del tracto
gastrointestinal, cuasando un incremento y un secrecién prolongada de péptidos
del intestino como colecistocinina, grelina, glucagén, GLP-1 y GIP, los cuales se

cree son factores de saciedad.

6.7 Efecto antihiperglucémico de galletas en ratas sanas en ayuno
El efecto antihiperglucémico de galletas en ratas sanas se llevo a cabo por
medio de la evaluacion de tres dosis de la galleta adicionada con platano en
estado inmaduro (G-3) (D-1, 0.42; D-2, 0.85; D-3, 1.28 g/kg). Como se observa en
la Figura 7, la administracion de la D-1 produce una elevacion de los niveles de

glucosa de 13.7 mg/dL en los primeros 60 minutos (86 mg/dL); no se presentan
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Figura 7. Respuesta glucémica del consumo de diferentes dosis de una galleta
adicionada con harina de platano en estado inmaduro en ratas sanas. Las dosis
equivalen a 2, 4 y 6 galletas de 15 g para una persona de peso promedio (70 kg).
Los valores son promedios de 4 ratas + error estandar. Dosis: 0.42 g/kg (W), 0.85

g/kg (+), 1.28 g/kg (A) y control (e). Al grupo control se le administré agua.
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cambios significativos a los 120 minutos, y posteriormente el nivel de glucosa se
incrementa 25.7 mg/dL para alcanzar un valor maximo de 98 mg/dL a los 180
minutos. Este comportamiento puede deberse a que por ser la dosis méas baja, el
aporte de glucosa proveniente de carbohidratos glucémicos de la G-3 se
metabolizan en los primeros 120 minutos. El incremento a los 180 minutos puede
estar relacionado con el inicio de la gluconeogénesis. La D-2 no presentd
diferencias significativas durante 120 minutos en comparacién con D-1.

A los 180 minutos la D-2 incrementa ligeramente la concentracion de
glucosa (82. 7 mg/dL), el cual no es un cambio significativo con respecto al valor
de los 120 minutos (80.0 mg/dL). En este caso, la digestion de la G-3 a la D-2 es
lentamente, proporciondndole glucosa durante los 180 minutos. Los niveles de
glucosa provocados por la D-3 fueron significativamente diferentes al minuto 60 y
120 con respecto a D-1 y D-2. Al incrementar la dosis (D-3), el nivel de glucosa
incrementd a los 60 minutos, en donde se produce un pico de glucosa a una
concentracion de 102 mg/dL, la cual disminuye a los 120 minutos (92.6 mg/dL) por
accion de la respuesta de insulina; el nivel de glucosa se mantuvo sin diferencias
significativas a los 180 minutos. Debido a que la D-2 tiene una digestion lenta, se
eligio esta dosis para realizar los siguientes experimentos.

La Figura 8 muestra la respuesta glucémica de las tres galletas (G-1, G-2
y G-3) con la dosis establecida previamente (0.85 g/kg). Para las tres curvas, no
existe un cambio significativo en los niveles de glucosa. En la muestra G-3 y G-1,
se observa una disminucion en la concentracion de glucosa a los 180 minutos,
siendo significativa en comparacion a G-2 que se mantiene. Esto indica que la
liberacion de glucosa para G-2 fue sostenida durante los 180 minutos.
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Figura 8. Respuesta glucémica postprandial de tres galletas elaboradas con
harina de cereales integrales y platano inmaduro en ratas sanas. La dosis equivale
a 4 galletas de 15 g para una persona de peso promedio (70 kg). Los valores son
promedios de 4 ratas + error estandar. G-1 (o), G-2 (A), G-3 (W) y control (¢).Las
galletas fueron adicionadas con: G-1, maiz blanco; G-2, maiz azul y G-3, platano

en estado inmaduro. Al grupo control se le administré agua.
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En estas curvas no se observa el pico caracteristico de una respuesta de glucosa,
esto es debido a que de acuerdo a la dosis elegida, se le administr6 0.11 g de
muestra a cada rata, de la cual, poco mas del 50% corresponde al almidén
disponible (el almidon disponible fue calculado como la suma de ADL y ADR).
Generalmente, se puede observar que en diversos trabajos la dosis de
carbohidratos utilizadas son mayores (> 0.11g) (Severijnene y col., 2007,
Hashimoto y col., 2009); la dosis de prueba estd en funcién de lo que se requiera
observar en el experimento. En esta ocasion, no se increment6 la dosis debido a
que se tratd de simular la forma y cantidad en que se consume este alimento.

En la Figura 9 se muestran la respuesta glucémica de las tres galletas
administradas a media tarde con la dosis establecida (0.85g/kg); este experimento
se realizd con el objetivo de probar las galletas como se consumen comUnmente,
entre comidas. Los valores iniciales de glucosa fueron 111 mg/dL en promedio,
estos son mayores a los encontrados en ratas en ayuno, lo cual indica que los
animales han consumido el alimento estandar. Al igual que los experimentos
anteriores, las evaluaciones de glucosa se realizaron cada 60 minutos durante 3
horas después de la administracién de las galletas. En la curva obtenida del grupo
control, en donde a las ratas se les administré6 agua Unicamente, la concentracion
de glucosa se mantuvo sin cambios durante los primeros 60 minutos, esto es
resultado de la ingestion del alimento estandar. Posterior a los 60 minutos, la
concentracion de glucosa disminuyo para regresar a los niveles basales, como
resultado de la respuesta insulinémica. La G-1 present6 un perfil similar, la G-1 no
incrementa de manera significativa la concentracion de glucosa en los primeros 60

minutos, el aporte de glucosa se mantiene constante, sin embargo, a los 120
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Figura 9. Respuesta glucémica postprandial de tres galletas elaboradas con
harina de cereales integrales y platano inmaduro consumidas por ratas
previamente alimentadas con alimento estandar. La dosis equivale a 4 galletas
de 15 g para una persona de peso promedio (70 kg). Los valores son promedios
de 5 ratas +* error estandar. G-1 (o), G-2 (A), G-3 (W) y control (¢). Las galletas
fueron adicionadas con: G-1, maiz blanco; G-2, maiz azul y G-3, platano en estado

inmaduro. Al grupo control se le administré agua.
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minutos ésta disminuye. Esto se puede deber a que los animales ya habian
ingerido el alimento estandar, por lo que se puede inferir que la concentracion de
glucosa estaba regresando a niveles basales. Sin embargo, la respuesta
glucémica de G-2 y G-3 no tienen este mismo comportamiento. Desde los
primeros 60 minutos existid una disminucion de la glucosa en sangre, sin que se
presenten diferencias significativas entre las muestras. En este caso, el
mecanismo implicado en la disminucion de la concentracion de glucosa esta
relacionado el contenido de ADL y AR en G-2 y G-3, respectivamente. Se ha
reportado que tanto el ADL como el AR promueven la secrecion de hormonas
incretinas (GIP y GLP-1) (Wachters-Hagedooro y col.,, 2006). Una elevada
cantidad de GLP-1 en los primeros minutos después de la ingesta de un alimento
puede influir en la liberacién de los nutrientes al intestino, ya que la GLP-1 tiene la
capacidad de disminuir la velocidad del vaciado gastrico (Nauck y col., 1997;
Lilieberg y col., 1999), ademas también promueve la secreciéon de insulina, por lo
que se puede producir un disminucién en la concentracion de glucosa postprandial

(Wachters-Hagedoom y col., 2006).

6.8 Curva de tolerancia a la glucosa en ratas sanas
Se realizé una curva de tolerancia a la glucosa, la cual se puede observar
en la Figura 10. El grupo control recibidé Unicamente una carga de glucosa (3g/kg).
La carga de glucosa produce un pico hiperglucémico; en los primeros 30 minutos
se observo un incremento significativo de la concentracion de glucosa (51.7
mg/dL), a los 60 minutos se obtuvo la concentracion mas alta de glucosa (141.7
mg/dL), dicha concentracion fue disminuyendo a los 90 minutos (128.0 mg/dL),
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Figura 10. Curva de tolerancia a la glucosa en ratas sanas que consumieron
galletas elaboradas con harinas de cereales integrales y harina de platano en
estado inmaduro. A los animales se les administr6 una carga de glucosa de 3g/kg
y una dosis equivalente a 4 galletas de 15 g para una persona de peso promedio
(70 kg). Los valores son promedios de 4 ratas * error estandar. G-1 (o), G-2 (A),
G-3 (m) y control (#). Las galletas fueron adicionadas con: G-1, maiz blanco; G-2,
maiz azul y G-3, platano en estado inmaduro. Al grupo control se le administro

Unicamente la carga de glucosa.
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hasta alcanzar 94.75 mg/dL a los 120 minutos. La respuesta glucémica de las tres
galletas més la carga de glucosa presentaron un comportamiento similar al grupo
control. Sin embargo la G-1 produjo un pico mas alto debido a que la
concentracion de glucosa fue méas alta a los 60 minutos (152.3 mg/dL); la
disminucion de glucosa se dio de una manera mas lenta, en comparacion al
control. La G-2 no presento diferencias significativas durante los primeros 60
minutos con respecto al control, pero a los 90 minutos la liberacion de glucosa se
sostuvo, y fue hasta los 120 minutos que el nivel de glucosa disminuyd. Un
comportamiento similar lo presenté la G-3, pero la concentracién de glucosa se
mantuvo sin cambios significativos entre los 30 y 120 minutos. El nivel de glucosa
entre los 30 y 60 minutos fue mas bajo en la G-3 en comparacion a las otras
muestras y el control.

De forma general, se esperaria que la respuesta glucémica de las muestras
fuera mas alta con respecto al control, debido a que se administr6 una mayor
cantidad de carbohidratos disponibles (carga de glucosa mas los carbohidratos de
las muestras), tal y como se observé en la respuesta glucémica de la G-1. Tanto la
G-2 y G-3 tienen la capacidad de atrapar glucosa dentro de la matriz del alimento,
produciendo una liberacion de glucosa lenta y sostenida a través del intestino
delgado; dicho comportamiento fue mas pronunciado en la G-3. Esto puede estar
relacionado con la FIS presente en las muestras, ya que ambas presentan un
contenido similar de dicha fraccion. La fibra dietética soluble produce una digestion
y absorcion de carbohidratos lenta, lo cual produce una respuesta glucémica e
insulinemica baja (Jenkins y col., 1976; 1977). Este efecto de la fibra soluble sobre

la respuesta glucémica es debido a la viscosidad de esta fraccion (Wood y col.,
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1990), ya que produce una disminucion en el vaciamiento gastrico, asi como en la
accesibilidad de las enzimas amiloliticas al sustrato (Leclére y col., 1994; Slavin,
2005) y/o una lenta velocidad de difusién de los carbohidratos digeridos hacia el
intestino. Ademas, otros factores que pueden producir diferencias entre las
respuestas glucémicas de las muestras son las variaciones de los componentes
de los alimentos, como lipidos, proteinas, FD, FI, ADL y AR. Por ejemplo, los
lipidos reducen la respuesta glucémica porque retrasan el vaciado gastrico (Welch
y col.,, 1987). Aunado a esto, el ADL, AR, los lipidos y proteinas estimula la
secrecion de GIP y GLP-1, las cuales producen la sintesis y secrecion de insulina
y la inhibicién del vaciado géastrico (Wettergren y col., 1993; Imeryuz y col., 1997,

Rachtman y col., 1997; Flint y col., 1998; Toft-Nielsen y col., 1999).

6.9 Efecto de los carbohidratos disponibles de las galletas en la respuesta
glucémica de ratas sanas.

Se realiz6 la evaluacién de la respuesta glucémica de carbohidratos
disponibles (3g/kg) de las tres galletas (Figura 11). Al grupo control se le
administré 3 g/kg de glucosa. El nivel de glucosa en sangre del grupo control
incrementd significativamente en los primero 15 minutos de la prueba (81.5
mg/dL), en los siguientes 15 minutos la concentraciébn de glucosa disminuyé
ligeramente (5.7 mg/dL). Esta disminucion continué hasta los 120 minutos en
donde se alcanz6 una concentracion de glucosa de 100.7 mg/dL. En el caso de
las tres galletas, la respuesta glucémica fue similar. En los primeros 15 minutos el
incremento de glucosa entre la G-1 y G-2 fue muy similar (37 y 39 mg/dL,
respectivamente), mientras que en la G-3, éste fue menor (28 mg/dL). El valor mas
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Figura 11. Respuesta de glucosa postprandial de ratas sanas alimentadas con
galletas elaboradas con harinas de cereales integrales y harina de platano en
estado inmaduro. La dosis equivale a 3g/kg de carbohidratos disponibles. Al grupo
control se le administro 3 g/kg de glucosa. Los valores son promedios de 4 ratas +
error estandar. G-1 (o), G-2 (A), G-3 (W) y control (¢). Las galletas fueron

adicionadas con: G-1, maiz blanco; G-2, maiz azul y G-3, platano inmaduro
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alto de glucosa para G-1 lo presento a los 30 minutos (141.4 mg/dL); la G-2 fue en
el mismo tiempo, pero fue un valor mas bajo (133 mg/dL), el cual se mantuvo
hasta los 45 minutos; para el caso de la G-3 el nivel mas alto de glucosa lo
presentd a los 60 minutos (135. 2 mg/dL). Esto puede estar influenciado por el tipo
de carbohidratos presentes en la muestras. Un contenido mayor de AR y FIS en la
G-3 puede ser el responsable de la digestion lenta de la muestra, mientras que la
diferencia entre la G-1 y G-2 puede estar ocasionada por el ADL, FIS, asi como
por la presencia de antocianinas en la G-2. Se ha reportado que las antocianinas
son inhibidores de la actividad de a-amilasa y a-glucosidasa (Matsui y col., 2001;
McDougall y col., 2005; Zhang y col., 2010), lo que pudiera estar influyendo en la
baja digestibilidad de G-2.

A partir del minuto 45 no se presentaron diferencias significativas entre las
tres muestras, y la disminucion en el nivel de glucosa fue muy bajo (9-15 mg/dL).
En general, la absorcion de glucosa entre las tres muestras fue lenta y sostenida.
Un alimento con este comportamiento induce una respuesta de insulina menor, lo
cual es importante para evitar el estrés en el sistema de regulacion de glucosa
(Ludwing, 2002), el cual puede provocar dafios en células, 6rganos y tejidos, asi
como ayudar a prevenir enfermedades relacionadas con el metabolismo de
glucosa (resistencia a la insulina, diabetes y obesidad). Ademas, promueve la
secrecion de hormonas incretinas (GIP y GLP-1), que pueden disminuir el
vaciamiento gastrico, incrementar el periodo de saciedad, estimular la secrecion

de insulina y la proliferacion de células p (Arechavaleta, 2006).
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En la Figura 12, se puede observar el valor del area bajo la curva de la
respuesta glucémica de 3g/kg de carbohidratos disponibles. Se puede observar al
igual que en las respuestas glucémicas (Figura 11), que el area mas pequefa fue
para G-3, seguida de G-2 y G-1. Al realizarse el calculo del IG en base a las areas
bajo la curva de la respuesta de glucosa, se puede ver que existe una relacion de
este experimento con la tasa de hidrolisis y la pGl (in vitro). En el experimento in
vitro la pGl mas alta fue para G-1, seguida por G-2 y finalmente el valor mas bajo
fue para G-3; dichos valores son 116, 97 y 90, respectivamente, los cuales,
corresponden a alimentos con IG alto. Sin embargo, como se puede observar en
la figura 10, la glucosa produce un pico hiperglucémico, mientras que las tres
muestras presentan un incremento lento y sostenido de los niveles de glucosa. Al
tener esta caracteristica, la concentracion de glucosa no regresa a los niveles
basales durante el tiempo que dura la prueba, lo que produce que las areas bajo la
curva sean iguales. Por el contrario, la glucosa presenta una caida de alrededor
de 80 mg/dL en 15 minutos y a partir de los 45 minutos hasta los 120 minutos
disminuy6 a 56 g/dL por accion de la respuesta de insulina a las grandes
cantidades de glucosa en sangre. Debido a esto es que el area bajo la curva es
menor, lo que indica que no necesariamente un alimento de respuesta glucémica
baja tiene un IG bajo.

A pesar de que hay evidencias suficientes sobre la utilidad potencial del IG
en la salud y nutricibn humana, en la actualidad no existe un consenso sobre su
uso generalizado. En este sentido, ha sido cuestionado por algunos investigadores

quienes lo consideran irrelevante y poco practico (Barranco y col., 2004). También
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Figura 12. Area bajo la curva de la respuesta glucémica de 3g/kg de carbohidratos
disponibles de galletas elaboradas con cereales integrales y platano en estado
inmaduro. Las galletas fueron adicionadas con: G-1, maiz blanco; G-2, maiz azul y

G-3, platano inmaduro.
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diversas organizaciones como la Asociacion Americana de Diabetes no reconoce
la funcion que pudiera tener el IG en la prevencion y en el tratamiento de ciertas
enfermedades (American Diabetes Associations, 2001). En este sentido, Rosen y
col. (2009) proponen que el perfil de glucosa (PG) describe la respuesta glucémica
mejor que el IG. El PG se define como la relacion de la duracion del incremento de
la respuesta de glucosa postprandial entre el incremento del pico maximo de
glucosa (min/mmol). Este concepto surgié como una alternativa para explicar el
comportamiento de la respuesta de glucosa de productos elaborados con centeno,
ya que se encontrd que panes elaborados con diferentes variedades producian
una demanda de insulina baja y una mayor sensacién de saciedad, con respecto a
pan blanco; sin embargo el IG que presentaban las muestras fue alto (Rosen y
col., 2009; 2011a, 2011b).

En este mismo sentido, se han encontrado mas controversias con respecto
al IG en relacion con el contenido de ADL de los alimentos, ya que se acepta de
manera general que un alimento con ADL puede producir un IG bajo (Englyst y
col.,, 2003). Sin embargo, este supuesto no siempre se cumple, tal y como se
puede observar en este trabajo. Por lo que, se confirma que la respuesta
glucémica no puede estar en funcién de un solo parametro, sino de un conjunto de
factores los cuales incluyen tanto las caracteristicas propias del alimento, su

composicion quimica, asi como el modelo en el que se evalla.
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6.10 Efecto de la dosis de galletas en la respuesta glucémica en ratas
diabéticas.

La respuesta glucémica de las tres galletas a la dosis de 0.85 g/kg en
ratas diabéticas. A las se les indujo diabetes por medio de la administracion de
estreptozotocina (STZ). La STZ es un compuesto diabetogénico que actlan
especificamente sobre las células-[] pancreaticas, inducen dafio al ADN debido a
la alquilacion de sitios especificos de sus bases, generando radicales libres, como
el 6xido nitrico, durante su metabolismo. También se ha encontrado que este
compuesto aumenta la generacion de radical superdxido por el sistema xantina
oxidasa de las células pancreaticas, de la misma forma que estimula la produccion
de peroxido de hidrogeno, causando la fragmentacion del ADN en los islotes
pancreaticos de ratas (Bolzan y col., 2002). Este dafio pancreatico, causado por
agentes diabetogénicos, se conoce como “hipétesis de Okamoto” (Takasu y col.,
1991).

En la Figura 13, se puede observar que a diferencia de los otros
experimentos, los niveles de glucosa en sangre producidos por el consumo de la
G-3 son mayores en comparacion a G-1 y G-2. La concentracibn méas alta de
glucosa que tuvo G-3 fue a los 60 minutos (401 mg/dL), después de este tiempo
dicha concentracion disminuyo hasta 271 mg/dL a los 180 minutos. La G-2
incrementd el nivel de glucosa a los 60 minutos (37 mg/dL) pero este fue menor
que el producido por G-1 (355 mg/dL), aunque no se presentaron diferencias
significativas. A los 180 minutos el valor de glucosa fue igual para G-2 y G-3
(271g/dL). La G-1 presento la respuesta glucémica mas baja, a los 60 minutos la
concentracion de glucosa promedio fue ligeramente menor (314.2 mg/dL) sin
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Figura 13. Respuesta glucémica postprandial de tres galleta elaboradas con
harina de cereales integrales y platano en estado inmaduro en ratas diabéticas.
Las dosis equivale a 4 galletas de 15 g para una persona de peso promedio (70
kg). Los valores son promedios de 4 ratas + error estandar. G-1 (o), G-2 (A), G-3
(m) y control (#).Las galletas fueron adicionadas con: G-1, maiz blanco; G-2, maiz
azul y G-3, platano en estado inmaduro. Al grupo control se le administrd

anicamente agua.

130



diferencias significativas en comparacién a la concentracién de glucosa en ayuno
(318.8 mg/dL). La concentracién de glucosa fue disminuyendo hasta alcanzar 230
mg/dL a los 180 minutos. Estos resultados son contrarios a los que se obtuvieron
para ratas sanas, en donde la G-3 y G-2 no producen cambios significativos en a
la concentracién de glucosa. En la diabetes, la absorcion de los carbohidratos no
se encuentra dafiada, sino, como se ha dicho, es la sintesis, secrecion y/o accion
de la insulina la que se encuentra alterada. En este caso, el tipo de diabetes
inducida a las ratas es del tipo 1, es decir la estreptozotocina destruye las células-
B pancreédticas. Como se ha mencionado, uno de los efectos benéficos que
pueden estar asociados con una mejor respuesta glucémica en ratas sanas con la
ingesta de G-3 y G-2 esta en relacién al contenido de AR, ADL y la secreciéon de
hormonas incretinas, las cuales pueden promover una mejor respuesta
insulinémica. En este caso, las células p estan dafiadas, las hormonas incretinas
no pueden promover la sintesis de insulina de manera suficiente para que la
glucosa pueda ser metabolizada por diferentes 6rganos y/o tejidos. Sin embargo,
para poder explicar el comportamiento de G-1 es necesario realizar otros analisis
para conocer el mecanismo por el cual no incrementa la concentracion de glucosa

en sangre en ratas diabéticas.

6.11 Evaluacion del efecto antihiperglucémico de las galletas en ratas
diabéticas
Los valores de glucosa en ratas diabéticas durante la administracién de las tres

galletas (tres semanas) se presentan en la Figura 14. Para este experimento se

131



500 -

450 -

400 -

350 b

300

250 -
200 4
150

100 / a a_

50 4

Concentracion de glucosa (mg/dL)

Tiempo (dias)

Figura 14. Concentracién de glucosa de ratas diabéticas alimentadas con tres
galletas elaboradas con harina de cereales integrales y platano en estado
inmaduro en ratas diabéticas. Las dosis (4 galletas de 15 g para una persona de
peso promedio, 70 kg) se administré dos veces al dia (10 y 17 h). Las ratas se
mantuvieron con agua y alimento estandar ad libitum. Los valores son promedios
de 7 ratas * error estandar. G-1 (o), G-2 (A), G-3 (W), control positivo (¢) y control
negativo (-). Las galletas fueron adicionadas con: G-1, maiz blanco; G-2, maiz azul

y G-3, platano inmaduro.
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utilizaron 5 grupos de ratas, un grupo de ratas sanas (control negativo) y cuatro (3
grupo para las muestras y un grupo como control positivo) a las que se les indujo
diabetes por medio de la administracion de estreptozotocina (STZ).

En la gréfica se puede observar que todos los grupos diabéticos iniciaron
con una concentracion de glucosa alta (=300 mg/dL), a excepcion del control
negativo (73.1 mg/dL). En la primera semana, los niveles de glucosa aumentaron
para G-3 (32g/dL), mientras que para G-1 y G-2 estos niveles disminuyeron (64.1
mg/dL y 182 mg/dL, respectivamente), siendo significativos solo para G-2. Para la
segunda semana tanto G-1 como G-3 aumentaron la concentracion de glucosa
llegando a valores de 368.5 y 478.5 mg/dL, respectivamente. La G-2 incremento
ligeramente dicha concentracion (13 mg/dL) pero siguioé presentando el valor mas
bajo (143.4 mg/dL). En la tercera semana, la G-3 sigui6é con los valores mas altos
de glucosa (402.6 mg/dL), seguido de la G-1 (376.4 mg/dL). La G-2 presentd
valores de 168.5 mg/dL. La concentracién de glucosa en el control positivo se
mantuvo constante durante las dos primeras semanas (~300 mg/dL), para la
tercera semana estos niveles de glucosa disminuyeron (212.8 mg/dL) por el
deterioro del sistema de homeostasis de glucosa. Esta misma disminucion ocurre
en el grupo de la G-3, se observo una disminucién de la concentracion de glucosa
(7émg/dL). Como se observd, este grupo fue el que presentd los niveles mas altos
de glucosa, la dosis de G-3 no controlé dichos niveles, y por el contrario, dos ratas
de este grupo murieron antes de llegar a la tercera semana.

Una de las complicaciones de la diabetes es la cetoacidosis; las

complicaciones derivadas de cetoacidosis pueden ser diversas tales como
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hipotension, dilatacion gastrica, pancreatitis, infarto agudo de miocardio,
accidentes cerebrovasculares, entre otros.. La cetoacidosis se produce por la
deficiencia de insulina y los niveles altos de las hormonas contrareguladoras (e.qg.
glucagoén) en el higado y tejido adiposo, debido a que se liberan &cidos grasos
libres y existe una saturacion del ciclo de Krebs en el higado lo que origina la
fomracién de &cido acetoacético, acido hidroxibutirico y acetona (Bracho, 2005).
La acumulacién de estos cuerpos ceténicos es lo que ocasiona la cetoacidosis.
Los valores de insulina se presentan en el Cuadro 101, en él se pueden observar
que en los grupos de tratamiento, la insulina es ligeramente mayor al control
positivo (0.03 pg/dL), siendo mas pronunciado en la G-2 (0.41pg/dL). Estos
valores son muy bajos en comparacion al control negativo (4.02 pg/dL). La insulina
promueve la glucogénesis (sintesis de glucogeno) y lipogénesis (sintesis de
lipidos) en el higado, en ausencia de ella se produce un aumento de la
gluconeogénesis (sintesis de glucosa a partir de precursores no glucidicos) y de
la glucogénolisis (degradacion de glucégeno) (Magee y Bhatt, 2001).

En ausencia de insulina, la actividad de lipoproteina lipasa disminuye. Esta
enzima es la responsable de la hidrdlisis de las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL, por sus siglas en inglés), lo cual produce acidos grasos libres y
glicerol para su utilizacion en musculo y tejido adiposo. Ademas, en presencia de
niveles bajos de insulina hay un aumento en la actividad de la lipasa tisular, lo que

causa hidrdlisis de los triglicéridos presentes en musculo y tejido adiposo.
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Cuadro 11. Concentracion de colesterol, triglicéridos, HDL e insulina en ratas
diabéticas alimentadas con galletas elaboradas con harinas integrales y platano en

estado inmaduro durante tres semanas

Muestra Colesterol*  Triglicéridos* HDL* Insulina**
G-1 41.74+#3.612  177.354#30.70° 42.65+5.21° 0.14%0.4°
G-2 39.74+5.362  123.43+39.61° 50.07+3.35" 0.41+0.7¢
G-3 46.68+9.542  383.46+70.46° 48.37+4.84° 0.21+0.4°

Control positivo ~ 38.8245.382  212.59+21.94°  34.60+4.29* 0.03+0.12

Control negativo  44.80+5.892 28.21+5.68% 49.09+3.01°  4.02+0.58°

Las galletas fueron adicionadas con: G-1, maiz blanco; G-2, maiz azul y G-3, platano inmaduro.
HDL= High density lipoprotein; liporpoteinas de alta densidad.

*mg/dL: **ng/mL

Los valores representan la media de siete repeticiones * error estandar.

Letras iguales en la misma columna indican que no existen diferencias significativas (p < 0.05).
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Los valores de colesterol, triglicéridos y lipoproteinas de alta densidad se
presentan en el Cuadro 12. Los triglicéridos son mayores para G-3 (383.4 mg/dL),
mientras que G-1, G-2 y el control positivo no presentan diferencias significativas.
En cuanto al colesterol, no se presentaron diferencias significativas entre los
grupos (~40 mg/dL). EIl HDL fue mayor para los tres grupos con tratamiento en
comparacion al control positivo, pero fue similar al control negativo.

Las HDL son aquellas lipoproteinas que transportan el colesterol desde los
tejidos del cuerpo hasta el higado. Debido a que las HDL pueden retirar el
colesterol de las arterias y transportarlo de vuelta al higado para su excrecion, se
les conoce como el colesterol “bueno”. Este es uno de los mecanismos por medio
del cual las HDL evitan el riesgo de enfermedades cardiovasculares, las cuales
son una de las principales complicaciones de la diabetes.

Otro de los sintomas de la diabetes es la pérdida de peso, debido a que no
se pueden metabolizar totalmente los carbohidratos de la dieta, y por tanto se
requiere energia para las actividades normales, la cual se toma de la energia
almacenada en el organismo, proteinas principalmente. Por eso en las ratas
diabéticas se observa una disminucién de peso en los grupos G-1, G-3 y control
positivo. Sin embargo, el grupo G-2 presentdé una ganancia de peso, inclusive
mayor al control negativo, lo cual es benéfico en un cuadro de diabetes (Cuadro
12).

Como se puede observar, el grupo de ratas que se les administro la G-2,
presentod niveles de glucosa mas bajos, una concentracion de insulina mayor a los

demas grupos y también mayor ganancia de peso. La insulina encontrada en el
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grupo G-2 es bajo, para poder metabolizar la glucosa, y por lo tanto disminuir los
niveles de glucosa en el grupo diabético es necesaria uconcentraciones mayores
de insulina, como se observa en el grupo de ratas sanas (control negativo). La
ganancia de peso indica que de alguna manera los carbohidratos de la dieta
fueron siendo asimilados por las ratas. Una de las posibles explicaciones es que
se lleve a cabo la captacion de glucosa en el musculo y tejido adiposo, pero que
esta, no esta en funcion de la insulina, y posiblemente se relacione con los
compuestos fendlicos presentes en el maiz azul. Kim y col (2009) encontraron un
comportamiento similar cuando administraron un extracto de seis hierbas
medicinales a ratas diabéticas. Los resultados obtenidos en este trabajo fueron: 1)
no existié un incremento en los niveles de insulina, 2) la concentracion de glucosa
en sangre disminuyd con respecto al grupo control, y 3) se obtuvo ganancia de
peso. La accién mas importante de la insulina es la estimulacion del transporte de
glucosa en las células. La familia de los transportadores GLUT son los encargados
de que este proceso se realiza y esta regulado por la insulina. Una disminucién en
la captacion de glucosa en diabéticos es causada en parte por la pérdida de
expresion de proteinas y RNA mensajero de GLUT4 (Sivitz y col 1981). En este
trabajo, se encontrd que los niveles de RNA mensajero de GLUT4 se incremento
con la infusion de hierbas medicinales. Aunque para conocer el mecanismo exacto
es necesario realizar mas investigacion en este sentido. Estos extractos son una
fuente importante de iridioides y flavonoides, los cuales pueden ser responsables

de este efecto (Kimy col., 2009).
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Cuadro 12. Peso de ratas diabéticas alimentadas con galletas elaboradas con

harinas integrales y platano en estado inmaduro durante tres semanas (Q).

Las galletas fueron adicionadas con: G-1, maiz blanco; G-2, maiz azul y G-3, platano inmaduro.

Tratamiento Peso inicial Peso final Diferencia de
peso
G-1 296.22+9.68% 250.36+21.10° 37.78 +13.10 (-)?
G-2 294.03+10.66 2 366.9+16.32° 72.87+13.49 (+)°
G-3 281.54+8.39° 243.76+17.81° 45.87+9.68 () ?
Control positivo 310.29+12.10° 259.16+24.10° 51.13+12.23 () ®
Control negativo 313.80+8.30° 363.64+11.20° 49.84+ (+)°

Los valores representan la media de siete repeticiones * error estandar.
Letras iguales en la misma columna indican que no existen diferencias significativas (p < 0.05).
(+) peso ganado, (-) peso perdido.
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VII. Conclusiones

v Las galletas elaboradas con los cereales integrales (G-1 y G-2) y el platano
en estado inmaduro (G-3) presentaron un alto contenido de carbohidratos no
digeribles (fibra dietética).

v' El uso de maiz azul en la galleta G-2 increment6 el contenido de proteina y
lipidos, lo cual, influy6 junto con la fibra dietética en la velocidad de hidrdlisis del
almiddn, ya que presento el contenido mas alto de almidon de digestion lenta.

v' El maiz azul, también influyé en el contenido de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante, porque la galleta adicionada con esta harina (G-2)
presento los valores mas altos.

v' En general, la aceptacién de las galletas fue buena, la galleta adicionada
con harina de platano presentd mayor preferencia entre los consumidores.

v La harina de platano adicionado en una galleta (G-3) increment6 el
contenido de AR, el cual influy6 en una menor tasa de hidrélisis in vitro y
prediccion del indice glucémico, asi como en una mayor produccion de butirato en
la fermentacion de su fraccion indigerible.

v' La combinacion de cereales que se realizo en las galletas con maiz azul (G-
2) y platano en estado inmaduro (G-3) logré tener un efecto anti-hiperglucémico en
ratas sanas, siendo més notable en la muestra G-3.

v En ratas diabéticas, la galleta con maiz azul (G-2) produjo un efecto
hipoglucémico debido a que los animales pudieron metabolizar los carbohidratos
de la dieta , esto se reflejo en el incremento de peso; dicho proceso no estuvo en
funcién de insulina, lo que sugiere que puede estar relacionado con un mecanismo

alterno que involucra a los compuestos fendlicos (flavonoides)
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IX. Anexos
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Acidos grasos libres
analisis de varianza
Association Official Analytical Chemists
Almidon resistente
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Cloruro de aluminio
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Acido 3’-5"-dinitrosalicilico.
Enfermedades cronicas no transmisibles

Encuesta Nacional de Salud y Nutricion

169



FAO
FD
FI
FlI

FIS

g

g

G-1
G-2
G-3
GAB1
GIP
GLP-1
GOP-POD
h
H2SO4
HCI

HDL

InsR
IRS
KoHPO,

KCI

Food and Agriculture Organization
Fibra dietetic

Fraccion indigerible

Fraccion indigerible insoluble
Fraccion indigerible soluble

Gramo

Gravedad

Galleta adicionada con maiz azul
Galleta adicionada con maiz blanco
Galleta adicionada con platano en estado inmaduro
Growth factor receptor-bound
Glucose-dependent insulinotropic polypeptide
Glucagoén-like peptide 1

Glucosa oxidasa-peroxidasa

Hora

Acido sulfuric

Acido clorhidrico

High density lipoprotein

indice glucémico

Insulin receptor

Insulin receptor substrate

Fosfato dipotasico

Cloruro de potasio

170



KH2PO4
KOH

LDL

mg
mgEC
MgSO,
min
mL
mmo
NaHCOs;
NAD
NADH
NaOH
NaNO2
ng

NOM

OMS
PG
pH
PIK-3

SSA

Fosfato monopotasico
Hidroxido de potasio
Low density lipoprotein
Mol

Miligramos

Miligramos equivalentes de catequina
Sulfato de magnesio
Minutos

Mililitros

Milimol

Bicarbonato de sodio

Nicotinamida adenin dinucledétido

Nicotinamida adenin dinucleoétido reducido

Hidroxido de sodio

Nitrito de sodio

Nanogramos

Norma oficial mexicana

Grupo hidroxilo

Organizacion Mundial de la Salud
Perfil de glucosa

Potencial de hidrégeno
Fosfatidilinositol-3-cinasa

Secretaria de Salud y Asistencia

171



416 DOI 10.1002/star.201000079

REsSEARCH ARTICLE

Starch/Stérke 2011, 63, 416-423

Composition and starch digestibility of whole grain
bars containing maize or unripe banana flours

Rubi G. Utrilla-Coello’, Edith Agama-Acevedo’, Perla Osorio-Diaz’, Juscelino Tovar®® and

Luis A. Bello-Pérez’

" Centro de Desarrollo de Productos Bidticos del IPN. Yautepec-Jojutla, colonia San Isidro, Yautepec, Morelos, México
2 |nstituto de Biologia Experimental, Facultad de Ciencias, Universidad Central de Venezuela, Caracas, Venezuela

3 Functional Food Science Centre, Lund University, Lund, Sweden

The development of functional foods with low glycemic index and high levels of RS are of
importance in the fight against the rapidly increasing rates of obesity and chronic diseases in
modern societies. In this work, three cereal bars containing white maize, blue maize, or unripe
banana flours were prepared. The proximal composition, in vitro starch digestibility and
product acceptability were evaluated. The bar prepared with blue maize exhibited the highest
level of protein and fat, and that containing white maize the highest dietary fiber and
indigestible fraction contents. However, the product prepared with unripe banana flour
showed the highest total and rapidly digestible starch levels, while that added with blue
maize exhibited greater slowly digestible starch values. No difference in RS content was
detected among the three bars. The starch hydrolysis indices and predicted glycemic indices
of the three preparations were low (40-54% and 42—-54%, respectively). Similar acceptation
scores were recorded for the three experimental bars. Cereal bars with variable starch
digestibility features and good acceptation by consumers may be prepared following the

Received: June 28, 2010
Revised: September 19, 2010
Accepted: September 21, 2010

proper choice of functional ingredients.
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1 Introduction

Functional — or nutraceutical — foods have received
increased interest in the last years in the context of the
different health problems related with food consumption,
such as overweight and obesity. As many other countries,
Mexico has recently intensified its efforts to reduce the
prevalence of obesity and a national program has been
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© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

initiated to increase the consumption of healthy foods,
aiming to reduce the energy level of the diet. A current
trend in nutrition is the consumption of low-carbohydrate
diets, including slowly digested food products, as well as
an increased intake of functional foods [1]. Diets lows in
carbohydrates have been in the focus of international
attention due the recent WHO recommendations to reduce
the overall consumption of sugars and foods that promote
high glucose responses [2]. Nutritionally, carbohydrates
may be classified as digestible (glycemic) and nondiges-
tible (non-glycemic). Starch is one of the most important
glycemic carbohydrate components in foods. It is supplied
by traditional staple food materials such as cereals, roots,
tubers, and unripe fruits and the many ingredients made
from them that are incorporated into formulated foods. The
rate of starch digestion and absorption in the small
intestine is a major determinant of the Gl of starchy foods
[3-5]. For nutritional purposes, starch has been classified

www.starch-journal.com
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into rapidly digestible starch (RDS), slowly digestible
starch (SDS), and RS to differentiate its digestion proper-
ties in food products [6]. RDS is rapidly digested and
absorbed in the proximal regions of the small intestine
leading to a rapid elevation of blood glucose and usually
a subsequent episode of hypoglycemia. SDS, on the other
hand, would provide a longer, more consistent source of
systemic glucose with a low glycemic response [7].

RS is not digested in the upper gastrointestinal tract [8],
but it is largely fermented by microorganisms in the colon
producing SCFAs, which provide additional energy to the
body. In addition, fermentation of RS is believed to yield a
high proportion of butyrate, an SCFA with beneficial action on
the colonic health [9]. SDS, as an intermediate starch fraction
between RDS and RS, is digested slowly throughout the
entire small intestine to provide sustained glucose release
with a low initial increase in glycemia. Although it cannot be
regarded as a general rule, a nutritional variable that may be
linked to low Gl properties is the RS and SDS content [10].
Englyst et al. [11] have shown that a low glycemic index in
cereal products is related with high SDS contents.

Whole cereal grains are particularly interesting due to
their SDS content. In addition, the whole grains are low in
saturated fat and high in dietary fiber (DF), vitamins
(especially the B vitamins), minerals, and a wide range
of phytochemicals that have been associated with
improved long-term health [12].

Similarly, several studies have suggested that con-
sumption of unripe bananas exerts a beneficial effect on
human health, associated with indigestible components as
RS [13, 14]. In this sense, the unripe banana flour has
shown a nutritional/nutraceutical potential [6, 15, 16], as it
represents an alternative source of indigestible carbo-
hydrates and antioxidants compounds. Recently, several
authors have found that when unripe banana starch or
whole banana flour are added to different foods as pasta
[17-20], bread [21], and cookies [22, 23], the resulting
products exhibit high RS content and low starch digestion
rates. Pigmented maize varieties constitute another novel
potential source of SDS. Hernandez-Uribe et al. [24] have
shown a significantly lower predicted glycemic index (pGl)
value for tortillas made from nixtamalized blue maize as
compared to conventional white maize.

The objective of this study was to evaluate starch
digestibility and the in vitro pGl of three different snack
bars prepared by blending unripe banana, white maize, or
blue maize flours with whole grain flours (barley, oat, and
wheat). A consumer preference test was also performed.

2 Materials and methods

Oat (Granvita®, Grupo Industrial Vida, Zapopan, Jalisco,
México), barley (EW® Ernesto Weinstein, México D. F,

© 2011 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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México), and wheat whole flour (Tres Estrellas®, Toluca,
Estado de México, México) were purchased in supermar-
ket of Cuernavaca, Morelos, Mexico. Blue and white maize
grains were a gift of INIFAP, Texcoco, Mexico. Oat flakes,
barley grains, blue, and white maize grains were milled
(Cyclotec 1092 Sample Mill, Foss Tecator, Héganés,
Sweden) and sifted through sieve no. 40 (425 pum).

2.1 Banana flour preparation

Commercial hard green (unripe) preclimacteric banana
(Musa paradisiaca L.) fruits were purchased from the local
market of Cuautla, Morelos, México. They were peeled and
cut into 1 cm slices, immediately rinsed in citric acid
solution (0.3% w/v). The slices were dried at 50°C, ground
using a commercial grinder (Mapisa Internacional S.A. de
C.V,, México, D.F) to pass a US 50 sieve and stored at
25°C in sealed plastic containers for further analyses.

2.2 Sample preparation

For the preparation of the cereal bars, raw materials were
acquired in local supermarkets and stored in glass/plastic
containers at room temperature (25°C), or under refriger-
ation depending on the storage requirements of the
material.

Three different cereal bars were studied. The basis of
all three products was a blend of wheat, barley, and oat
flours to which white maize flour (bar 1), blue maize flour
(bar 2), or unripe banana flour (bar 3) were incorporated.
The formulation of the different bars is shown in Table 1.
Butter was beaten until creaming, mixed with high fructose
syrup, egg, milk, and baking powder added onto the cor-
responding flours and mixed perfectly until havinga 0.5 cm
height surface. Bars were cut with a rectangular mold

Table 1. Formulation of the cereal bars

White Blue Unripe

maize maize banana
Formulation bar bar bar
Wheat flour (100 g) X X X
Barley flour (100 g) X X X
Oat flour (100 g) X X X
White maize flour (100 g) X - -
Blue maize flour (100 g) - X -
Banana flour (100 g) - - X
Butter (100 g) X X X
High-fructose syrup (50 mL) X X X
Milk (62.5 mL) X X X
Egg (1 piece) X X X
Baking powder (7 g) X X X
Vanilla (10 mL) X X X
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(4 cm x 7 cm) and placed on greased aluminum mold.
The bars were baked in a household oven (Hotpoint,
6B4411LO. Leisser S.A. de C.V, San Luis Potosi,
México), at an approximate temperature of 180°C for
25 min. Once baked, cereal bars were allowed to cool
down during 30 min and stored in a plastic container with
hermetic cover.

2.3 Chemical composition

Moisture content was determined by gravimetric heating
(130 + 2°C for 2 h) using a 2-3 g sample. Ash, protein,
and fat were analyzed according to AACC methods 08-01,
46-13, and 30-25, respectively [25]. DF was tested using
985.29 AOAC method [26]. The total indigestible fraction
was determined as the sum of soluble and insoluble indi-
gestible fractions, following the procedure of Saura-Calixto
et al. [27]. In brief, 300 mg of samples, were mixed with
10 mL of 0.1 M HCI-KCI buffer and 0.2 mL of pepsin
solution (300 mg/mL, Sigma P7000). Then, 9 mL of
0.1 M Tris-maleate buffer (pH 6.9) was added. Hog pan-
creatic alpha-amylase was then added (1 mL, 120 mg/mL)
(Sigma A3176) and the samples were incubated in a water
bath (37°C, 16 h) with constant shaking. The samples
were centrifuged (3000 x g, 15 min) and the supernatants
were removed. The residues (insoluble IF) were dried
(105°C, overnight) and quantified gravimetrically.
Supernatants were dialyzed against water (25°C, 48 h,
water flow 7 L/h) (cellulose dialysis membranes,
12 000-14 000 MWCO, Sigma-—Aldrich, St. Louis MO,
USA). Dialysate was hydrolized with 1 M sulfuric acid
(100°C/90 min) for measuring SIF after reaction with dini-
trosalicylic acid.

2.4 Starch digestibility

The enzymatic method proposed by Englyst et al. [6] for
the assessment of free glucose, total starch, RDS, SDS,
and RS was followed.

2.5 Starch hydrolysis index (HI) of products “as
eaten” (chewing/dialysis test)

Starch HI of products as eaten (chewing/dialysis test) was
assessed with the protocol developed by Granfeldt et al.
[28]. Samples of cereal bars containing 1 g available
starch were tested. Available starch was calculated as
the sum of RDS + SDS of the Englyst’s test. Six healthy
subjects participated in the chewing phase of the exper-
iments, which was followed by pepsin digestion (P-7012,
Sigma Chemical, St Louis MO, USA) and incubation with
porcine pancreatic amylase (A-6255, Sigma Chemical) in a
dialysis bag (12 000—14 000 MWCO, Sigma-—Aldrich). The
reducing amylolysis products appearing in the dialysate
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were measured colorimetrically, and expressed as maltose
equivalents. Data were plotted as “hydrolysis degree”
versus “time” curves and the HI was calculated as the
area under the curve (0—180 min) for the test product,
expressed as a percentage of the corresponding area
for a white bread reference sample, chewed by the same
person.

2.6 Preference test

For preference assessment, cereal bars were served on
coded plates. Consumers were asked to assess their
degree of liking by paper ballot using the ranking prefer-
ence test and the 9-point hedonic rating scale, where
9 = like extremely and 1 = dislike extremely. One hundred
consumers were briefed on evaluation protocol and then
proceed to randomly evaluate the coded bars.

2.6.1 Consumers

A total of 100 Mexican consumers (63 female, 37 male,
age range 17-57 years) of cereal bars were sampled from
CEPROBI-IPN personnel, students, and visitors.

2.6.2 Stimuli

The bars made in the laboratory (Table 1) and a commer-
cial bar (Multigrano Linaza, Grupo BIMBO S.AB de C.V,,
México, D.F) were tested.

2.6.3 Procedure

Consumers were randomly approached and after obtain-
ing demographic details, they were asked to perform the
tasting and express their liking by using a hedonic scale
(Table 2). The stimuli were placed on separate plastic trays
and labeled with three digit random numbers. The order of

Table 2. Nine-point hedonic scale used in the preference
test, with the corresponding Spanish translation®

English Spanish

Gusta muchisimo
Gusta mucho
Gusta moderadamente

Like extremely
Like very much
Like moderately

Like slightly Gusta poco
Neither like nor dislike Ni gusta ni disgusta
Dislike slightly Disgusta poco

Dislike moderately
Dislike very much
Dislike extremely

Disgusta moderadamente
Disgusta mucho
Disgusta muchisimo

a) Hedonic scale: 1 = dislike extremely, 5 = neither like
nor dislike, 9 = like extremely.
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presentation of the stimuli was counterbalanced over con-
sumers. Each consumer tasted ~1 g of each sample.
Rinses were taken before tasting and swallowing the
samples. Consumers responded by filling in a response
sheet.

2.7 Statistical analysis

Means and SDs were determined for all the physical and
quality properties studied. The significant differences of
mean values was assessed with one-way analysis of var-
iance (ANOVA) with three degrees of freedom followed by
Tukey’s test using the Sigma Stat software version 3.01
(Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA, significant
level p<0.05).

3 Results and discussion
3.1 Chemical composition

Moisture content of the three types of bars was low and no
statistical difference (p<0.05) was found in the three for-
mulations (Table 3). These products are characterized by
the low water content that increase their shelf-life. For
example, different biscuit types (crackers and semi-sweet)
showed moisture content between 1 and 2% [29]. Similar
pattern in moisture content was found in cookies made with
variable contents of deseeded grape pomace, showing
values ranging between 4.85 and 7.70% [30]. Cookies
prepared with RS-rich powder of banana starch presented
a moisture content of 5.7% [22]. A similar cookie type was
prepared adding native corn or banana starches to wheat
flour [31], showing moisture levels that resemble those
recorded here (4-5%). Cookies containing mango DF
exhibited higher moisture content values (11.9-12.0%) [32].

Whole cereal grains and unripe banana flour were used
in the present study, and relatively high mineral levels
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characterized these raw materials. No statistical difference
(p<0.05) was found in the three formulations (Table 3).
Lower ash values were previously determined in compo-
site cookies baked with an RS-rich powder from banana
(0.49%) [22]. In deseeded grape pomace-containing
cookies the ash content increased when the fruit powder
level increased in the formulation [30], with similar values
to those determined here. Higher ash content was found in
cookies added with mango DF (4.3%) due to the abun-
dance of polyphenols and minerals in the peel of this raw
material [32].

Variation in the lipid and protein contents was found in
the three formulations; the bar with the lowest lipid content
had the lowest protein level and conversely (Table 3). This
pattern may be related to the formation of complexes
between these two types of macromolecules, as reported
in bread [33]. Lower fat contents were determined in
cookies elaborated with mango DF [32] and RS-rich
powder [22]. This might be due to the use in the present
study of whole cereal grains, where the germ contributes to
an increased fat content of the final product. A higher fat
content was found in cookies added with deseeded grape
pomace [30]. The protein content determined in breakfast
cereals (6.2 g/g portion) and bakery products and crackers
(7.2 g/g portion) [11] were higher to those determined in
our bars, a fact that seems to reflect the dilution effect
produced by using whole cereal grains. However, cookies
containing a banana RS-rich preparation showed lower
protein values (5.1%), which was attributed to the partial
wheat substitution by a poorer protein source [22]. A
slightly decreased protein content was determined in
cookies baked with deseeded grape pomace, with values
between 7.98 and 8.46% [30].

The three bar formulations differed in their total DF
content (p<0.05, Table 3). The product prepared with
banana flour (bar 3) presented the lowest level, which
probably reflects the relatively low non-starch poly-
saccharide content of the unripe banana flour [34]. A slight

Table 3. Chemical composition of cereal bar elaborated with different flours (g/100 g)"

Composition White maize bar Blue maize bar Unripe banana bar
Moisture 1.28 + 0.08% 1.18 + 0.08% 0.92 + 0.32
Ash 2.17 £+ 0.05% 2.22 +0.112 2.05 + 0.05%
Fat 17.0 £ 0.22% 21.49 + 0.26° 15.78 + 0.06°
Protein 9.29 + 0.13% 11.11 £ 0.15° 7.30 + 0.07°
Dietary fiber 11.64 + 0.09% 10.18 + 0.03° 6.95 + 0.29°
Total indigestible fraction 40.1 + 0.55% 38.17 + 0.39° 36.92 + 0.84°
Soluble indigestible fraction 14.64 + 0.54° 17.25 + 0.61° 17.17 £ 0.71°
Insoluble indigestible fraction 25.46 + 0.65° 20.92 + 0.15° 19.75 + 1.05°

1) For cereal bar formulation see Table 1. Values are means of three replicates + SE. Dry matter basis. Means in row not

sharing the same letter are significantly different (p < 0.05).
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difference was observed between the two maize-
containing preparations (bars 1 and 2). Such a difference
might be due to the variation of DF among diverse maize
varieties, which range between 7.1 and 13.0% [35]. A
cookie containing mango DF showed higher total DF con-
tent (17.4%), with higher amount of the insoluble fraction
due to the use of mango pulp and peel for preparing this
functional ingredient [32].

The indigestible fraction focuses on the constituents
unavailable for digestion in the small intestine. This fraction
comprises DF, RS, resistant protein, certain polyphenols,
and other associated compounds [27]. The total indiges-
tible fraction content exhibited a tendency similar to that
determined for total DF (Table 3), with predominance of the
insoluble fraction. The bar added with banana flour (bar 3)
showed the best soluble/insoluble indigestible fraction
ratio, i.e., closer to 1. This can be of physiological import-
ance, given the beneficial effect of the soluble indigestible
constituents, especially indigestible carbohydrates. Total
indigestible fraction in the bars was higher than that
reported in cookies added with RS-rich powder (23.4%)
and its control (16.8%) [22]. The high level of total indi-
gestible fraction in the bar added with unripe banana flour
can be explained by the high level of this component in this
ingredient (52.9%), although it contains a higher pro-
portion of the insoluble fraction (44.0%) [34]. Perhaps
the banana flour suffered process-induced changes in
the soluble/insoluble indigestible fraction ratio during the
bar preparation, a possibility that deserves further inves-
tigation. To the best of our knowledge there are no studies
reported of the insoluble indigestible fraction of whole
cereal grains and derived products. The significant indi-
gestible fraction level determined here in the experimental
shack bars may be important for the goal of increasing
indigestible materials in foods, with their potential positive
effects due to colonic fermentation.

3.2 In vitro starch digestibility

Free glucose content of a food is important as this sugar
can increase glycemia only few minutes post-ingestion.

Starch/Starke 2011, 63, 416-423

The bars studied here had relatively low free glucose
contents (Table 4). The product made with white maize
flour (bar 1) had a lower free glucose level than those
prepared with blue maize and unripe banana flour.
According to Englyst et al. [11] cornflakes and high-Ca
cracker exhibit similar free glucose (4.5 g/100 g and
5 g/100 g, respectively) to those determined in the bars
containing blue maize and banana flour. However, Special
K® and other cereal breakfasts show higher free glucose
values [11]. Present results regarding free glucose content
speak in favor of the potential use of the experimental bars
in regimes aiming to promote moderate glycemic
responses. This idea is also supported by the markedly
low fructose levels found in the unripe fruits of different
banana varieties [36].

Bars elaborated with maize flour (bars 1 and 2) had
similar total starch content, lower than the product pre-
pared with unripe banana flour (Table 4). Lower total starch
amount was determined in cookies containing mango DF
(45.5%) [32] or banana RS-rich powder (48.5%) [22].
Higher total starch values were recorded in cornflakes
(81.4%), Special K (60.5%), and other cereal products
(57-60%) [11].

Evidence of the beneficial effects of RS for human
health is accumulating [37] and is therefore an advantage
to increase the regular intake of this indigestible com-
ponent. No difference (p<0.05) in RS content was
detected among the bars studied; the values ranged
between 3.55 and 4.37%, which may be considered
important whether they are compared with those recorded
in cookies made with regular wheat (1.48%) or cookies
containing banana RS-rich powder (8.42%) [22]. Similar
RS levels were determined in cornflakes (3.96%), but
lower value was recorded in Special K (1.56%), and differ-
ent crackers (1.6-1.7%) [11].

More than 50% of starch in raw normal maize is slowly
digested in vitro [38]. When maize starch was cooked by
boiling for 20 min RDS increases to 85%, with concomitant
reduction of SDS [39], as consequence of the destruction
of crystalline array of native starch promoted by wet heat-
ing, i.e., gelatinization. However, bars containing maize

Table 4. Starch content and in vitro starch digestibility of the cereal bars (g/100 g)"

Determination White maize bar

Blue maize bar Unripe banana bar

Free glucose 3.36 + 0.08°
Total starch 57.06 + 0.83%
Rapidly digested starch 45.83 + 1.53%
Slowly digested starch 7.06 &+ 1.472
RS 4.37 + 0.76%

4.58 + 0.072 4.33 £ 0.632
57.92 + 0.732 60.25 + 0.24°
45.42 + 1.662 51.92 + 0.61°
10.75 £+ 1.63° 418 + 0.52°

3.55 4+ 1.82 4.15 + 0.452

1) For cereal bar formulation see Table 1. Values are means of three replicates + SE. Dry matter basis. Means in row not

sharing the same letter are significantly different (p < 0.05).
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flour (white and blue) had lower RDS contents than the bar
baked with unripe banana flour (Table 4). Perhaps the
baking procedure followed for the bar production was less
effective to promote gelatinization of the maize ingredient
starch than on the banana flour polysaccharide. According
to Englyst et al. [11], cornflakes, Special K, and various
commercial crackers had higher RDS values (58-79%)
than those determined in our cereal bars.

SDS content varied among the three bars; the blue
maize-containing product had the highest value and that
with unripe banana flour the lowest (Table 4). SDS of
cooked normal maize starch is 8.3% [39], which is similar
to that determined here in the bars prepared with maize
flour. Cornflakes (3.1%) and Special K (3.0%) [11] exhibit
lower SDS contents than here-studied snacks.
Consumption of products with high level of SDS is con-
sidered beneficial, as they should not produce the post-
prandial hyperglycemic and hyperinsulinemic spikes
associated with RDS-rich meals [39, 40]. In this context,
the bars made with cereal whole grains and unripe banana
flour show interesting characteristics of starch digestion.

3.3 Starch hydrolysis index

HI calculated from the starch hydrolysis curves (Fig. 1) and
the corresponding pGl are presented in Table 5. The three
bars presented low digestion rates. The product containing
white maize (bar 1) presented the highest HI value, while
the other two preparations behaved similarly. It is note-
worthy that the Hls did not agree with the trend observed
for RDS (Table 4) since, according to that parameter, bar 3
should have displayed the greatest HI. Both HI and Gl are
influenced by physic characteristics of the products such
as texture (hardness, porosity), particle size, and viscosity,
as well as by the starch structural and physicochemical
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Figure 1. Average hydrolysis curves of starch in cereal
bars. Values are means of six chewing/digestion experi-
ments. Areas under curves were used for calculation of HI
figures reportedin Table 5. W, white bread; ¢, white maize
bar; @, blue maize bar; X, unripe banana bar.
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Table 5. HI and pGl of cereal bars

HI (%) pIG (%)

53.55 + 1.082 54.36
Blue maize bar 4532 + 1.26° 47.27
Unripe banana bar 39.95 + 2.09° 42.63
White bread reference 100° 94

Samples

White maize bar

a) HI was related to bread = 100% (Grandfeldt et al.,
1992). Values are mean of six chewing and dialysis
replicates + SE.

b) pGl = 0.862HI + 8.198 (Grandfeldt, 1994).

Means in columns not sharing the same letter are signifi-

cantly different (p<0.05).

properties, whether in the in vitro digestion in the dialysis
system or in the small intestine [28, 41]. Therefore, it is
generally more meaningful to assess HI as a physiologi-
cally closer parameter, in addition to the simple RDS/SDS
content.

Soluble components of DF can slow not only digestion
but also diffusion of digestion products to the absorptive
mucosa [41-43]. Perhaps the higher soluble indigestible
fraction of bars prepared with blue maize and unripe
banana flour increases the viscosity and retards the
absorption phase of the digesta, resulting in a rather “slow”
feature.

pGil values suggest important “slow digestion” features
for the experimental bars. Gl values for cornflakes (93) and
Special K (84) [11] were higher than those obtained for our
whole cereal bars. The pGl of the maize-containing prod-
uct, however, ranked similar to those of commercial cereal-
based crackers, whose values ranged between 52 and
64%.

3.4 Preference test
Table 6 presents the acceptability of cereal bars using a
hedonic scale. In general, the acceptability of the exper-

imental bar containing white maize, blue maize, and unripe

Table 6. Acceptability score of cereal bars"

Sample Hedonic ratings
White maize bar 547 £ 0172
Blue maize bar 5.59 + 0.15%P
Unripe banana bar 6.08 + 0.15°
Commercial bar 7.55 + 0.13°

1) Hedonic scale: 1 = dislike extremely, 5 = neither like
nor dislike, 9 = like extremely. Means in columns not
sharing the same letter are significantly different
(p < 0.05).
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banana flour was similar, but they were slightly less
appreciated than the commercial reference product.
Evidently, technological adjustments may be necessary
to improve the sensory features our test preparations.

4 Conclusions

The bar containing unripe banana flour showed the lowest
protein, lipid, DF, and indigestible fraction values, while the
product prepared with blue maize had the highest SDS
content. No difference in RS content was found among the
three bars. Bar containing unripe banana flour presented
the lowest pGl followed by bar added with blue maize and
white maize. The three bars may be considered low Gl
products. The preference scores of the three bars were
similar and slightly lower than for a commercial reference
bar. Depending on the formulation, it is possible to prepare
snack bars with reduced rate of starch digestion and/or
with higher contents of RS, features that may be of use in
dietary regimes for people with different nutritional
requirements.
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