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Abstract (Dietary fiber and resistant starch
measurement: a challenge for alumni of
experimental food development laboratory course)
The aim of the present study was to investigate if
students of the Experimental Food Development
Laboratory course (LabDEA) at the last semester of
the Food Chemistry (Q.A.) career were qualified to
develop a complex enzymatic-gravimetric analysis,
unknown for them, but one that currently is conside-
red very important in research. The proposed analy-
sis were total dietary fiber (FDT) and resistant starch
(AR) in some foods like corn, wheat, oat, rice, bean,
potatoes and sweet potato, raw and cooked. The
highest FDT and AR values were found in legume
seeds, both raw and cooked. In tuber and roots, FDT
was similar to cereals, but decreased in the cooked
samples. In these results, changes occurring in FDT
and AR depend on the type and size of starch parti-
cles, amylose-amylopectin ratio and the presence of
some other polysaccharides. With this study, it was
confirmed that students are qualified to develop an
unknown and complex analysis and are able to
integrate all the acquired knowledge during the nine
semesters of the QA career.

Justificacion

La ensefianza experimental se ha considerado siem-
pre de gran importancia en las distintas carreras que
se cursan en la Facultad de Quimica de la UNAM.
En la carrera de Quimica de Alimentos se ofrece en
el dltimo semestre una asignatura integradora de 20 h
en donde el futuro profesional realiza un proyecto,
que en la mayoria de los casos le puede servir para
iniciar su tesis, acortando de esta manera el tiempo
de desarrollo de la misma y su pronta titulacién. En
este curso el estudiante reafirma los conocimientos
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adquiridos y aprende a integrar y analizar sus resul-
tados, completando a través de este curso su forma-
ci6n como Quimico de Alimentos. Estos proyectos
realizados en el curso de LabDEA son asesorados
por un grupo de profesores altamente calificados de
la Facultad de Quimica y de otras dependencias de la
UNAM. También pueden ser asesores de estos pro-
yectos investigadores de otras universidades de la
ciudad o profesionales capacitados, o especialistas
que laboran en la industria de alimentos o en centros
de investigacion en dependencias paraestatales.

Gran parte de los nuevos profesionales que egre-
san de la FQ) ocuparan puestos en los laboratorios de
control de calidad de la industria alimentaria. Por
esta razon, los estudiantes deben capacitarse en las
nuevas técnicas analiticas utilizadas en los laborato-
rios o industrias, o en las metodologias recomenda-
das por organizaciones internacionales.

Tomando en consideracion lo anterior, se solici-
t6 y fue aprobado un proyecto del Programa de
Apoyo Institucional para el Mejoramiento de la En-
seflanza (PAPIME) que tenia como objetivo imple-
mentar dentro del curso experimental de Nutri-
ci6n I, nuevas técnicas analiticas que son requeridas
actualmente para evaluar la calidad nutricia de los
alimentos. Para ello se invit6 a un pequeno grupo de
estudiantes que cursaban la asignatura LabDEA para
desarrollar las técnicas de Fibra Dietética Total (FDT)
y Almidon Resistente (AR) que ha venido a sustituir
la fibra cruda dentro del analisis proximal de los
macronutrimentos.

Debido a la abundante informacién que diaria-
mente se publica sobre las propiedades benéficas de
la fibra y su asociacién con diversas enfermedades
degenerativas, se consider6 indispensable incorporar
estas mediciones de importancia en alimentos. Su es-
tablecimiento y validacién es complicada para los
estudiantes por ser métodos enzimatico-gravimétri-
cos pero que es indispensable conocerlos porque su
empleo es cada dia mas frecuente en la industria.

Introduccion

En los ultimos diez afios se han estado reconsideran-
do algunos componentes nutricios en cuanto a la
importancia de ellos en la dieta y la forma en que
han sido analizados. Algunos ejemplos claros son la
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medicién de fibra dietética y almidén resistente que
actualmente son cuantificados por procedimientos
acordes con su ingreso al organismo humano y su
degradacién por procesos enzimaticos. Otro ejem-
plo es que se consideraba anteriormente como hidra-
tos de carbono asimilables a los aziicares y almidén
presente principalmente en granos comestibles.
Ahora se sabe que algunos almidones son resistentes
al proceso de digestion y esta resistencia se aumenta
en el proceso de coccién. Esto lleva a considerar y
revalorar la verdadera aportacion de algunos nutri-
mentos que han sido mal evaluados. Por ello, es de
importancia que en la ensenanza de Nutricién se
actualicen también las técnicas y la ensefianza expe-
rimental con el fin de que los estudiantes reciban una
preparacién adecuada con los nuevos conceptos que
surgen en el area. Con el apoyo del proyecto PAPIME
PE205005 se ha venido realizando la adecuacion de
las practicas de la ensenanza experimental de nutri-
cién y toxicologia de alimentos.

Es bien conocido que la docencia impartida en la
Facultad de Quimica en la UNAM sirve de modelo
para las carreras afines en universidades del pais.
Esto se debe principalmente a la infraestructura con
la que cuenta, la formacién de su personal docente
y la constante vigilancia de sus programas de estudio
principalmente en la ensefianza experimental.

éQué son la fibra dietética y el almid6n resistente

y cuales son los papeles que desempenan en
la salud del ser humano?

La Fibra Dietética ha sido definida por muchos
investigadores; sin embargo, aqui s6lo haremos re-
ferencia a tres de ellas:

1. Trowell —quien fue de los primeros que en 1972
empez6 a utilizar el concepto— da la siguiente
definicion de fibra dietética: es la porcion de
componentes endégenos de las plantas comesti-
bles, los cuales son resistentes a la digestion en
los humanos.

2. Son derivados de la pared de las células vegeta-
les que contienen polisacaridos, no incluyendo
a la lignina, que no son hidrolizados por las
enzimas digestivas y que sirven de sustrato a la
flora bacteriana del intestino grueso del hombre
(Cummings y Englyst, 1987).

3. La fibra dietética en plantas comestibles son
carbohidratos resistentes a la digestion y absor-
cion en el intestino delgado del hombre con una
fermentacion parcial por microrganismos en el
intestino grueso. Incluye polisacaridos, oligosa-
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caridos, lignina y sustancias vegetales asociadas
(AACC, 2003).

El papel de la fibra dietética en la nutricién y
salud humana ha cobrado importancia en los tGltimos
afios debido no s6lo a su efecto benéfico en la
motilidad intestinal, sino también en los efectos pro-
tectores contra enfermedades cronicas como hiper-
glucemia (Tovar, Bjork y Asp, 1992a), obesidad,
cancer de colon, infartos (Roehring, 1990; Burkitt,
Walker y Painter, 1974) y a su interaccion en la
sintesis de colesterol (Story y Furumoto, 1990; Suga-
no, Ikeda, Imaizurmi y Lu 1990; Anderson, Deakins
y Bridges, 1990).

Por otro lado, se ha encontrado que no todas las
formas de almidén son biodisponibles y facilmente
absorbibles. A esta pequefia fraccion no digerible se
conoce como ‘almidén resistente’ (AR) que junto con
la fibra dietética insoluble y soluble es fermentado
en el colon por la flora microbiana dando importan-
tes beneficios en la salud humana (Asp y Bjorck,
1992). Durante la fermentacion se producen princi-
palmente tres tipos de acidos grasos de cadena corta:
acético, propionico y butirico, los cuales son reabsor-
bidos e interactian en algunas rutas metabdlicas y
eventos genéticos de tumorogenesis (Rowland y Ma-
llett, 1990; Fleming y Yeo, 1990). Esta fraccion de
almidon resistente se ha subdivido en tres tipos. El
tipo 1 o almidén fisicamente inaccesible, esta atrapa-
do en la matriz celular, por ejemplo en semillas de
leguminosas (Tovar y col., 1992a). E1 AR de tipo 2 se
refiere a aquel contenido en granos de almidén
nativo cristalino que es poco susceptible a hidrolisis,
por ejemplo: el contenido en papas crudas o platanos
verdes (Englyst y Cummings, 1987), mientas que el
AR tipo 3 corresponde a aquella fraccion de almidén
retrogradado, producido en alimentos refrigerados
después de su coccion (Noah y col., 1998).

En México, como en otros paises, la mayor
porcion de los requerimientos energéticos proviene
de alimentos ricos en almidones como cereales, le-
guminosas y tubérculos. El maiz, del cual consumi-
mos muchas variedades, junto con el frijol, el arroz
y la papa son alimentos de gran consumo por la
poblacién. El camote y la yuca son de menor consu-
mo en el pais, incluso el garbanzo es unaleguminosa que
se consume poco pero que se cultiva en abundancia en
algunos estados del noroeste de la Republica para su
exportacion a Espafia, Cuba y Colombia. Todos estos
alimentos son fuentes de energia, proteina y de FDT.
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Objetivo

Averiguar si los estudiantes del noveno semestre
estan capacitados para realizar técnicas complejas
como son la medicién de fibra dietética total y almi-
don resistente en alimentos harinosos, que actual-
mente se considera de gran importancia en investi-
gacion y en la industria alimentaria.

Parte experimental
El trabajo se desarroll6 parte en el laboratorio 4A del
edificio A y parte en el laboratorio 111 del conjunto E

Las muestras comestibles utilizadas para el estu-
dio fueron adquiridas en tiendas de autoservicio o
mercados y fueron las siguientes:

Maiz
Frijol negro jamapa
Avena

Zea mays
Phaseolus vulgaris L.

Awvena sativa

Trigo Triticum sp
Chicharo Cicer aretium
Arroz Oryza sativa
Haba Vicia faba

Camote Ipomea batatas
Papa Solanum tuberosum
Yuca Manihot esculenta

Preparacion de las muestras

de la Facultad de Quimica.
100 mg muestra por duplicado en —®  Adicionar 10 mL de bufferde  [—®| Ajustar pH 6.0 + 0.2 con NaOH
tubos de centrifuga fosfatos 0.08 M 0.275 N o HCI 0.325N
Enfriar a 25°C [ Incubar a 95°C/35’ con [¢—| Adicionar 10uL de c-amilasa
agitacion constante termoestable
A4
Ajustar pH 7.5+ 0.1 —» Adicionar 100uL de proteasa [ Incubar a 60°C/35'con
con NaOH 0.275 N (25 mg/mL en buffer de agitacion constante
fosfatos pH 6.0)
\4
Adicionar 0L de — Ajustar pH 4.5 + 0.1 —| Enfriar a 25°C
amiloglucosidadasa con HCI 0.325N
A4
Filtrar al vacio en crisol Gooch
Incubar a 60°C/35’ con —> Agregar 125 mL de | con cama de celita previamente
agitacion constante etanol al 96% pesado (P4) usando etanol
al 78%
Enfriar y pesar los crisoles [— Secar en estufa de vacio [ Lavar con 10 mL de etanol
hasta peso constante (P2) a70°C al 95% y 10 mL de acetona
A 4
Moler el residuo de un —> Pesar 100mg por duplicado —» Del crisol restante calcinar el
crisol en un mortero para determinacién de proteina residuo a 450°C/5h
por método de Kjeldahl
Enfriar y pesar hasta peso
constante (P3)
Calculo
% FDT=(R—P—C—)" 100 B =R blanco — P blanco — C blanco

pm

donde:

FDT = fibra dietética total; R = peso del residuo que corresponde a la definicién de P> — P (mg);

P = peso de proteina en el crisol (mg); C = peso de cenizas en el crisol (mg) o (P3 — P);
pm = peso de la muestra (mg).

Figura 1. Diagrama general del método de fibra dietética total.

Los granos crudos de cereales y leguminosas
fueron molidos usando una malla de 0.5 mm.
Las muestras fueron cocidas y secadas en
horno de conveccién a 60-65°C, excepto las
variedades de maiz, cuyo tratamiento térmi-
co fue distinto dependiendo del uso que se
da a cada variedad: a) maiz amarillo, azul y
blanco que se usan en la elaboracién de torti-
llas, se nixtamalizaron, es decir, el tratamien-
to térmico fue con cal al 1%; b) maiz caca-
huacintle (pozolero) fue cocido con agua en
autoclave a 121 Ib por 15 minutos, y ¢) maiz
palomero: se elaboraron palomitas en horno
de microondas durante tres minutos.

En el caso de los tubérculos y raices por
su alto contenido de agua (60%), tanto para las
muestras crudas como cocidas, se cortaron en
pequenos trozos y se liofilizaron a fin de evitar
su prolongado calentamiento que afectaria el
contenido de AR.

A todas las muestras se les midi6 el
contenido de humedad para expresar los
resultados en base seca para el estudio com-
parativo de FDT y AR.

Determinacion del contenido de fibra
dietética total y almidodn resistente

Para la cuantificacién de FDT se sigui6 el
método descrito por la AOAC (1995). El
fundamento del método de fibra dietética
total contenida en los alimentos es que las
muestras desengrasadas (si tienen un conte-
nido de grasa superior al 10%) se gelatiniza
con amilasa termoresistente y posteriormen-
te se realiza la digestion con proteasa y ami-
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loglucosidasa para la remocioén de proteinas
y almidén. Se adiciona etanol para precipitar
la fibra dietética soluble. El residuo es filtra-
do y lavado con etanol y acetona. En uno de
los duplicados es analizado el contenido
de proteinas y el otro duplicado es incine-
rado a 450°C para conocer el contenido de
cenizas. El total de la fibra dietética es el peso
del residuo menos el peso de la proteinas,
cenizas y el blanco (figura 1).

La determinacion de AR se realizé de
acuerdo con el método descrito por Saura-
Calixto y col. (1993), el cual se fundamenta
en realizar una digestién enzimatica en don-
de se cortan las cadenas de almidén y almi-
doén unido a proteinas. Posteriormente se
realiza un lavado con agua, etanol y acetona
para eliminar la fibra soluble quedando sola-
mente los residuos de fibra insoluble. Se
realiza nuevamente otra digestién para libe-
rar los monomeros de glucosa, que son cuan-
tificados por un método enzimatico-espec-
trofotomeétrico (figura 2).

Analisis estadistico

Los datos de fibra dietética total y de almidon
resistente son expresados como la media y
desviacion estandar de cuatro determinacio-
nes y con un coeficiente de variacién menor
o igual que 10%. Con los datos de la media
de muestras crudas y cocidas se realizo el
analisis de varianza de una via (ANOVA) con
un nivel de significancia de 0.05, seguido de
una prueba de rango muiltiples de Duncan
entre cada grupo de alimentos (Montgo-
mery, 1996).

Resultados y discusion

En el caso de los maices se puede ver que
todas las variedades son diferentes en cuanto
a contenido de FDT. Tanto el proceso de
nixtamalizaciéon de los maices usados para
tortillas como en el cocido sélo en agua para
elaborar el guisado llamado pozole, la fibra
dietética disminuy®6 significativamente. Sola-
mente en el maiz palomero no se modifico
el contenido de FDT al calentarse por tres
minutos en horno de microondas. Se puede
observar que en la masa para preparar las
tortillas se disminuy6 el contenido de FDT

a) Obtencion de residuos insolubles de fibra dietética
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100 mg muestra por duplicado en —p Adicionar 10 mL de buffer —» Ajustar pH 6.0 £ 0.2 con NaOH
tubos de centrifuga de fosfatos 0.08 M 0.275N o HCI 0.325N
Enfriar a 25°C l— Incubar a 95°C/35" con [«— Adicionar 10pL de a-amilasa
agitacion constante termoestable
Ajustar pH 7.5 + 0.1 con —» Adicionar 100uL de proteasa [ Incubar a 60°C/35'con
NaOH 0.275N (25 mg/mL en buffer de agitacion constante
fosfatos pH 6.0)
Adicionar 60L de — Ajustar pH 4.5+ 0.1 con — Enfriar a 25°C
amiloglucosidadasa HCI 0.325N
Lavar sucesivamente con
Incubar a 60°C/35’ con —> Centrifugar 3000 x g /15, > volimenes de 10 mL de agua,
agitacion constante descartar el sobrenadante etanol y acetona. Descartar
sobrenadantes
le—
Determinacién de AR Residuos insolubles de FDI

b) Hidrdlisis de almiddn resistente y determinacion de glucosa de los residuos insolubles
de fibra dietética.

Adicionar a los residuos > Agitar 30 minutos a 25°C | Adicionar 3 mL de buffer de
de FDI 6mL de KOH 2M acetatos 0.04M pH 4.75
Incubar a 60°C/30’ con — Adicionar 60pL de [— Ajustar pH a 4.75 con
agitacién continua amiloglucosidasa HCI 2N
. g >
Centrifugar 3000xg/15’ colectar Resuspender el residuo en Centrifugar nuevamente y
el sobrenadante 10mL de agua destilada colectar el sobrenadante
Determinar glucosa en la
sobrenadante por el método — Aforar los sobrenadantes a
glucosa-oxidasa 25 mL cuando AR<1% y
a 1L cuando AR>15%
Calculo
Glucosa (ng/mL) ~ aforo 100
% de almidodn resistente = 09 —
1000 mg muestra

donde:

Glucosa (mg/mL)

Valor de glucosa interpolado en la curva estandar

Aforo Volumen final del sobrenadante de la determinacion
1/1000 Factor de conversion de ng a mg
0.9 Peso molecular de almidon/peso molecular de glucosa = 162/180 = 0.9

Figura 2. Diagrama general del método de almiddn resistente (segun el Procedimiento de
Saura-Calixto, 1993).
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Tabla 1. Contenido de fibra dietética total (FDT), almiddn resistente (AR) y fibra dietética total corregida (FDT,) en distintas
variedades de maiz y en otros cereales crudos y procesados (g/100 g base seca).

Cereal FDT? ARE FDTcorregidac
Crudo Procesado Crudo Procesado Crudo procesado
Maiz
Amarillo’ 12.62 + 0.44¢ 10.15 + 0.4% 0.13+0.012 0.39 + 0.027° 12.49 9.76
Masa 9.79 + 0.60¢ 0.53 £ 0.03¢ 9.26
Tortilla 10.53 + 0.30° 1.26 + 0.02¢ 927
Azul' 10.98 +0.17° 7.81 + 0.35% 0.42 +0.04° 0.68 + 0.07¢ 10.56 7.13
Blanco' 15.43 + 0.56° 8.10 £ 0.29¢ 0.43 + 0.03¢ 0.61 +0.02¢ 15 7.49
Pozolero? 12.18 + 0.24% 7.15 £ 0.42° 0.42 +0.03¢ 2.94 + 0.044 11.76 421
Palomero? 1927 +0.62" | 19.07 +0.878 0.40+0.03° | 0.2520.022° 19.02 18.82
Avena? 11.28 + 0.40° 8.49 +0.18¢ 0.78 + 0.06" 0.48 £ 0.01¢ 105 10.01
Trigo? 11.60 £0.45° | 12.46 +0.36' 0.33+0.03° 0.60 + 0.02 11.27 11.86
Arroz2 263 +0.19° 330 £0.15° 0.12+0.012 0.22+0.012 251 3.08

A Promedio + D.E. de cuatro determinaciones; B Promedio + D.E. de seis repeticiones; CFDTcorregida = FDT-AR.
T Nixtamalizado; 2 Cocido; 3 Reventado en microondas. Todas las muestras con excepcion del maiz palomero presentan diferencia
significativa entre crudas y procesadas, mientras que letras distintas por columna indican diferencias significativas entre cereales.

pero se incremento en la tortilla (tabla 1y figura 3).

En el caso del AR se pudo ver que el valor se
incrementa gradualmente hasta alcanzar su valor
optimo en la tortilla (figura 4). Al realizar la correc-
cion, el valor de FDTc, se observa que permanece
igual en los pasos de elaboracion de la tortilla. Se
puede decir que el mayor aumento de AR encontra-
do en la tortilla es dafio directo del almid6n por la
elevada temperatura de coccion de la tortilla en el
comal (temperatura aproximada de 300°C).

En el caso de los otros cereales es de esperarse
los valores elevados en el caso de avena y trigo,
porque eran granos que llevaban todavia restos de
las capas exteriores; sin embargo, se encuentran
diferencias en las correspondientes muestras calen-
tadas de avena y trigo. Kim y col. (2006) obtuvieron
resultados similares en muestras extrudidas de trigo.
Sin embargo, Picolli y Santorio (2005) encontraron
resultados diferentes. Esto podria deberse a las dis-
tintas variedades trabajadas y al tratamiento térmico.

Tabla 2. Contenido de fibra dietética total (FDT), almiddn resistente (AR) y fibra dietética total corregida (FDT,) en leguminosas

crudas y cocidas (g/100 g base seca).

Leguminosa FDT? ARB FDTcorregida”

Crudo Cocido Crudo Cocido Crudo Cocido

Frijol negro 22.13 084 33.19 1.70¢ 391+ 022" | 540:0.10° 18.22 27.79
jamapa
Ejote 33.18 £1.19 38.69 1.27° 0.54 + 0.02° 0.53 + 0.05° 32.64 38.16
Haba

Seca 10.54 + 0.46° 14.09 + 0.68° 0.84+0.05° | 1.89+0.17° 9.7 12.2

Fresca 24.29 + 0.59¢ 9.95 + 0.492 0.66 + 0.05° 1.45 +0.14° 23.63 8.50
Garbanzo 16.50 + 1.05° 20.19 + 0.90¢ 0.60 + 0.04% 2.64 + 0.05¢ 15.90 17.55
Chicharo

Seco 10.88 + 0.312 13.81 + 0.56° 1.49 + 0.09¢ 9.29 + 0.89f 939 452

Fresco 23.29 + 0.09° 32.23 + 0.85¢ 2.19 +0.20° 6.87 + 0.06° 21.1 25.36

A Promedio + D.E. de cuatro determinaciones; B Promedio + D.E. de seis repeticiones; CFDTcorregida = FDT - AR.

Todas las muestras presentan diferencia significativa entre crudas y cocidas, mientras que letras distintas por columna indican
diferencias significativas entre leguminosas.
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En el caso del arroz se conocen numerosas
variedades que afectan la consistencia del grano
cocido que van de acuerdo con las preferencias de
los consumidores. Estos cambios son causados por
la proporcién de amilosa y amilopectina existente en
cada variedad (Hu y col., 2004; Eggum y col., 1993).
En nuestro estudio, el arroz fue el cereal donde mas
se vio incremento tanto de FDT como de AR en el
procesado y se encuentra dentro de los valores pro-
medio mencionados por Hu y col., 2004).

En el caso de las leguminosas, éstas presentan el
mayor porcentaje tanto de FDT como de AR (ta-
bla 2). El ejote presenta los valores mas altos en
muestras crudas como cocidas, pero esto es de espe-
rarse porque son los frijoles todavia tiernos y consu-
midos con todo y vaina. En el frijol negro jamapa se
present6 un incremento al cocerlo, al igualmente
que del AR, y posiblemente estén participando otros
componentes que forman complejos como taninos
y productos de la reacciéon de Maillard que influyen
en la digestibilidad de los carbohidratos y proteinas.
Hohlberg y Stanley (1987) estudiaron la interaccién
de la proteina con el almidén del frijol, la cual
provoca la dureza del frijol después de cocido, que
también puede influir en la formacién de almidén
resistente. Los resultados de FDT de garbanzo encon-
trados en el presente trabajo (16%) son similares a los
encontrados por Li y col. (2002). En el caso de FDT
y AR en chicharos y habas frescas y secas hay muchas
diferencias y no hay concordancia entre las muestras
frescas. Esto también podria ser que las muestras
secas no corresponden a las mismas variedades de
las muestras frescas, pues ambos fueron adquiridos
en mercados que no garantiza el mismo origen para
ambas muestras estudiadas.

En el caso de los tubérculos y raices (papas,
camotes y yucas) los valores de FDT y AR fueron los
mas bajos, aunque siempre fueron mayores en el
caso de las muestras cocidas (tabla 3). Estos resulta-
dos concuerdan con los obtenidos por Reistad y
Hagen (2003), Thed y Phillips (2000) y Kingman
y Englist (1994), quienes han realizado varios estu-
dios con papas.

Conclusiones

La medicion de fibra dietética total y almidén resis-
tente en tres grupos de alimentos harinosos permitio
comprobar que los alumnos al final de la carrera de
Quimica de Alimentos estan suficientemente capaci-
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Figura 3. Contenido de fibra dietética total corregida en alimentos
crudos y procesados: (A) cereales; (B) leguminosas, (C) tubérculos
y raices.

tados para realizar andlisis complejos como son los
enzimaticos-quimicos y que llevan a cabo un buen
analisis de sus resultados y manejo estadistico de los
mismos.

Ademas, se aportaron datos interesantes de fibra
dietética total y almidén resistente de alimentos ve-
getales cultivados en México de alto consumo, mu-
chos de ellos no estudiados anteriormente. v
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