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INTRODUCCION,

Hoy en dia, la tortila ocupa un lugar central en la alimentacion del mexicano.
En promedio llega a aportar 50 por ciento de la energia consumida por un

individuo y casi 40 por ciento de las necesidades diarias de protgina.

La industria de la tortilla es una de las industrias mas fuertes en el pais, en el
ano de 1956 se tuvieron ventas de 1750 millones de délares, de las cuales el
53% provenia de tortilla hecha con harina de maiz nixtamalizado y el resto de

tortilla elaborada con & método tradicional.

La torlilla es un producto que pierde rapidamente sus caracteristicas, debido
principalmente a la pérdida de agua del almidén gelatinizado, proceso al cual
se le llama retrogradacién, provocando un rechazo por parte del consumidor y
generando grandes cantidades de desperdicios. Por estas razones y porque
durante el proceso de secado en la produccién de harina de malz
nixtamalizado se induce el proceso de retrogradacion, la industria productora
de harina nixtamalizada estéd constantemente en busca de aditivos que le
permitan ofrecer al consumidor, una mayor diversidad de productos de aita
calidad que adicionalmente conserven sus cualidades originales por un mayor

liempo.



Adicionalmente se sabe que durante ej envejecimiento de los productos con
almidén, se forma almidén resistente a Iz hidrdlisis, el cual esta definido como
el almid6n que no puede ser degradado por a~amilasa pancreatica y pasa por
el sistema digeslivo casi intacto, formando parte de la fibra distética. La
formacidon de almidén resistente a la hidrolisis provoca una pérdida de
digestibilidad de este nutriente y disminuye asi el contenido caldrico de la
tortilla, lo cual frae consecuencias importantes en la alimentacion de las

personas que basan su consumo energético en este producto.

De tal forma, se debe estudiar el efecto que tiene el uso de un aditivo lipidico
sobre la inhibicion en la retrogradacion en el aimidén de torfilla de maiz; asi
como comparar la efectividad de éste con el aditivo enzimatico empleado en |a
Industria productora de harina de maiz nixtamalizado. Asi mismo se pretende
determinar si existe alguna correlacién entre ef almidén refrogradado y [a

pérdida de digestibilidad del mismo.



OBJETIVOS.

Objetivo general:
Conocer el efecto de dos aditivos (enzima y lipido) sobre la retrogradacién del

almiddn de tortilla de maiz, mediante calonimetria diferencial de barrido.

Objetivos particulares:
Evaluar el efecto de los aditivos empleados cuando la tortilla es almacenada en

condiciones de refrigeracion (1.5°C) y congelacion (-14°C)

Establecer la correlacion entre el grado de retrogradacién y la digestibilidad del

almiddn de 1a tortilla en los modelos estudiados,



GENERALIDADES,

1. La tortifla.

La tortilla, diminutivo de torta ("pan de maiz", de acuerdo a las crénicas de
Sahagun y Diaz del Castillo) es ef alimento élnico de mayor crecimiento en el
pais. La industria de la torlilla es considerada como una de las mds grandes
de México (Wall Street Journal, 1993, citado por Garcia, 1994), actualmente se
consumen aproximadamente 800 millones de tortillas diarias (Boiseauu vy
Chronicle, 1993, cditado por Garcia, 1994) A pesar de gue es un alimento
caracieristico de México, en los ultimos afios ha tenide gran popularidad en
otros paises como Estados Unidos, Australia, China, Corea y otros, donde se
consume como tal o transformada en productos fritos como las tostadas,

tacos, nachos, y botanas en general (Sema &t al,, 1990).

El maiz ha sido el cereal tradicional para la preparacién de las tortillas en
México y Centro América, lugar donde los grupos socioeconémicos bajos
dependen de la tortilla como su principal fuente energética (70% de! consumo
total de calorias) y de proteinas (Cortez et al., 1972 citado por Walson y Ramstad,

1987 y Trejo-Gonzélez et al ,1982),

La composicidn aproximada de la torila se muestra en la tabla 1. La
vartacion en el contenido de cada componente varia segun el tipo de maiz y

el contenido de humedad (Anchondo, 1998). En esta tabla podemos observar



que la tortilla esta constituida principalmente por carbohidratos asimilables y
agua, por lo que es considerada como un alimento rico en calorias. Asi
mismo, la tortilla es considerada como una buena fuente de calcio y hierro

para las personas gue no consumen productos de origen animal.

1 1. Nixtamalizacién

La nixtamalizacion o coccién alcalina, es el procesc de cocinar, reposar y
lavar el maiz para producir nixtamal, el cual se muele para formar una mezcla
humeda llamada masa. l.a masa es la materia prima para la elaboracion de

las tortillas

En este proceso, se cuece el maiz con una proporcion de 2.5-3 pares de
agua y 1% de hidroxido de calcio, basado en el peso del grano y se degja
reposar de 8-16 horas (Sema-Saldivar et al., 18280). E!l liquido de remojo, llamado
nejayole, se desecha y el maiz cocido ¢ nixtamal (del nahuatt nextli, que
significa cal de cenizas y tamalli, masa cocida de maiz (Cabrera, 1992 citado por
Martinez, 1997)) se lava para remover el exceso de dlcali y retirar lo que queda
de pencarpio. Posteriormente se muele el nixtamal para obtener la masa,

ésta se moldea y cocina en un comal para formar las tortillas.



Tatla 1, Composicidén aproximada de la tortilla.

Macmcomponentgs

T

Humedad

Proteina

Grasa

Cenizas

Fibra Dietética

Fibra Cruda
Carbohidratos asimilables

Energia (Kcal/100 g)

38-45
5.3-7.2
0.8-3.8
0.9-12
3.4-4.1

0.7-1.7
42.8-48

205-224

Microcomponentes

Fésforo
Caicio
Magnesio
Hierro

Zinc

Cobre
Manganaso
Sodio
Potasio
Tiamina
Riboftayina
Ac Félico
Ac Pantotéico

Vitamina Bg

180-260
90-210
60-65
1.2-2.5
1.1-1.4
013-0.17
0.4-0.41
217
105-185
0.7-0.17
0.01-0.12
0.006-0.019
0.163-0.241
0.118-0.302

13.3-15.8
1.9-2.5
0.3-1.3
0.3-04
1.2-1.4

0.24-0.6

15-17

72-78.4

64-91
34.3-73.5
21-23
0.42-0.87
0.38-0.49
0.04-0.08
0.14
0.7-6
36.8-64.8
0.24-0 06
0.29-0.58
0
0.05-0.08

0.04-G1

Fuente: Hemandez M. et al. (1887), Renhorta G. S. (1985), citado por Anchondo, 1998.



Es importante mencionar que la cantidad de agua agregada para la coccién
dependera Unicamente del tiempo de coccion y de la textura deseada en la
masa (Sema et al, 1990). La coccidn y reposo adecuados se determinan
subjetivamente evaluando la suavidad del grane y la apariencia el nixtamal

(Pflugfelder, 1986 citado por Serna et al., 1990},

11.1. Cambios fisicoguimicos que ocurren en el maiz durante la
nixtamalizacion y elaboracion de tortillas.

El endospermo del grano de maiz se modifica durante el tratamiento térmico-
alcalino porque los granulos se hinchan y gelatinizan, adicionalmente una
porcion de la matriz proteinica se hidrata (Watson y Ramstad, 1987). A pesar del
{ratamiento, no todo el grano esté cocido. El hidroxido de calcio solubiliza vy
debilita parcialmente al pericarpio, el cual es removido totalmente o en parte
durante el proceso de lavado (Gomez et al, 1989). La aleurona psrmanece
intacta en la mayoria de los granos y permite una transferencia lenta de la
humedad y el dlcali hacia el endospermo harinoso. Entonces, un grano
adecuadamente cocido consiste en unos granulos parciaimente gelatinizados
{Plugfelder e! al., 1988 y Gomez et al, 1991) y una matriz proteinica hidratada, los
cuales se rompen durante la molienda y forman la masa. El almidén
gelatinizado vy la proteina forman un sistema continuo que funciona como
“pegamento” y retiene a todo el almidén que no gelatinizé. De esta manera,
st se tiene un maiz sobrecocido, se tendra una masa pegajosa debido a la

alta produccion de "pegamento"” (Watson y Ramstad, 1987).



En la coccion de las tortillas los cambios en la microestructura se deben
principaimente al intenso calor. Durante este proceso se pierde
aproximadamente 18% del agua presente en la masa, produciendo unas
tortillas con una humedad del 41% (Fernandez et af., 1999). La coccion provoca
la gelatinizacion de almidén, desnaturalizacién de proteinas y un ligero

oscurecimiento.

2. Almidon.

El almidén esta constituido por un sélo azticar, la glucosa, pero unida con
dos diferentes enlaces, u-(1-4) y a-(1-6). El gréanulo de almidén se compone
de dos polimeros, la amilosa y la amilopectina (Watson y Ramstad, 1987). La
proporcion de amilosa y amilopectina difiere entre fipos de almidén, pero un
valor tipico de almidon "normal® es de 25% amilosa y 75% amilopectina

{Ehasson, 1996).

21 Componentes del almidén.

La amilosa es la parte lineal constituida por unidades de glucosa unidas por
enlaces a-(1-4), llamado asi porque se une una glucosa del carbono
aidehidico 1 con el carbono 4 de la siguiente molécula de glucosa (Pomeranz,
1987) y con un peso molecular de 50,000-200,000 (Fennema, 1993). Las
moleculas de amilosa tienden a formar estructuras helicoidales responsables

de la cristalinidad en el granulo, capaces de incluir a ofras moléculas como



los acidos grasos (Cooke y Gidley, 1992). Estos complejos no asteauiométricos

se denominan compuestos de inclusién (Fennema, 19¢3)

La fraccidn ramificada es la amilopectina que contiene cienios de
ramificaciones cortas, con un promedic de longitud de 25 unidades de
glucosa. Las zonas lineales tienen enlaces o~{1-4) y en los puntos de
ramificacion los enfaces son a-(1-8) (Pomeranz, 1087). Este polimero tiene un

peso molecular de 1 a varios miliones (Fennema, 1993).

2 2 Propiedades del almidan.

2 2.1. Getatinizacion.

A pesar de que el almidon estd constituido por polimeros que son
hidrofilicos, el grénulo de almidén es insoluble en agua. Esto se debe a su
estructura semicristalina, y a los puentes de hidrégeno formados entre los
grupos hidroxilo entre las cadenas de almidon (Eliasson, 19¢6). Sin embargo,
el granulo puede embeber pequefas cantidades de agua en forma
reversible y cuando se incrementa fa temperatura, las moléculas de almidén
vibran vigorosamente, rompiendo los enlaces intermoleculares, permitiendo
asi la formacién de puentes de hidrégeno con el agua. La penetracion de
agua, asi como la separacion progresiva de més y mayores segmentos de
cadenas de almidon, aumenta el azar en la estructura general y disminuye

el numero y tamano de las regiones cristalinas. El calentamiento continuo



en presencia de abundante agua resulta en la completa pérdida de
crnistalimidad; a este momento se le conoce como punto de gelatinizacion o

temperatura de gelatinizacion (Fennema, 1993).

2 2.2. Retrogradacion.

Los cambios que ocurren en el aimidon gelatinizado, inicialmente en estado
amoarfo hacia un estado mas ordenado o crislalino, se llama retrogradacidn.
Estos cambios ocurren debido a que el almidén gelatinizado no estd en
equilibric termodinamico. Se hace evidente la pérdida en la capacidad para
retener el agua y en la restauracién de la cristalinidad en este fenémeno,
también llamado envejecimiento. La refrogradacion es uno de jos faclores
principales en el envejecimiento de productes con almidon, aunque otros

factores pueden estar influyendo (Eliasson, 1996).

La retrogradacion es un proceso de cristalizacién que involucra a la amilosa
y a la amilopectina, donde la amilosa se relrograda a una rapidez mayor
que fa amilopeclina {(Jacobson y BeMiller, 1998). Este proceso es mas lento en
ta amilopectina debido a las dimensiones de las ramificaciones, dando
comoe resultado cristales menos estables y que funden a una temperatura
cercana a los 80°C mientras que los de amilosa o hacen a temperaturas

mayores (Eerlingen et al, 1594).

10



Es importante mencionar que la velocidad y el grado de retrogradacion
dependen de la proporcion y estructura de la amilosa y amilopecting,
temperatura de almacenamiento, contenido de agua, condiciones de
cocaién (tiempo, temperatura), fuente botanica de la cual proviene el
almidon, de la clase y conceniracion de otros ingredientes (Jacobson y

BeMiller, 1998).

£ primer estudio que se realizd sobre el efecto de la temperatura en la
velocidad de retrogradacion fue hecho por Maquenne en 1903; &l encontré
que la velocidad de retrogradacion aumentaba cuando la temperatura
disminuia. Slade y Levine en 1987 y Marsh y Blanshard en 1988 haciendo
uso de la teoria del crecimiento de cristales, la cual consta de tres fases
{nucleacion, propagacién y maduracion), determinaron que una mayor
rapidez de nucleacion en la amilopectina ocurre a temperaturas ligeramente
mayores a -5°C, mientras que una mayor rapidez en la propagacion ocurre

a temperaturas ligeramente menores a los 80°C (Jacobson y BeMiller, 1998).

2.2.2.1 Almidén resistente a la hidrdlisis.

Durante el proceso de retrogradacion se forma almidén resistente
(fisiologicamente) a la hidrolisis (Gruchata y Pomeranz, 1993}, el cual se define
como el almiddn y productos de degradacién de este que no se absorben
en el intesling delgado de sujetos sanos, Este almidén es resistente a la

amilasa pancredtica en condiciones in vitro (Olesen, 1994) y es ligeramente



hidrolizado por soluciones acidas (Sieverd y Pomeranz, 1990). Es considerado
parte de |a fibra dietética debido a su baja hidrolisis (Grechala y Pomeranz, 1993

y Ranganathan et al., 1824).

2222 Aditivos empleados para retardar el proceso de retrogradacién.

En la actualidad se hace uso de aditivos para conservar la vida de anaquel
de las torlillas. Los aditives cominmente empleados son los
monoglicéridos, diglicéridos, hidrocoloides y enzimas que retardan la
retrogradacion o la pérdida de agua de la toriilla, obteniéndose asi un
producto que conserva por mayor tiempo las cualidades iniciales (Almeida y

Rocney, 1996).

Las enzimas se utilizan en productos ricos en almiddn con el fin de tener
una hidrélisis parcial de las cadenas de amilopectina y asi peder inhibir la
refrogradacion y aunmentar la vida de anaquel del producto. En Ia
aclualidad se hace uso de o-amilasas en la industria del pan y la tortilla
(llurbe, 1996) Las enzimas se inactivan durante la coccidn (Akers y Hoseney,
1994) de la torlilla, io cual es deseable para evita que continde un efecto sin

control durante el aimacenamiento (Almeida, 1996).

En cuanto la accién de los lipidos para retardar el envejecimiento, existen
varias teorias: (1) los lipidos interactuan directamente con la amilopectina o

forman ei complejo con la amilosa y este interfiere en ia cristalizacion de la



principalmente « y B-amilasas, pululanasa y glucoamilasa, las cuales tienen
la funcién de hidrolizar el almidén gelatinizado sin degradar el almidén
resistente a la hidrélisis o retrogradado (Pflugfelder et al., 1988, Jacobson y

BeMiller, 1998, McCleary et al., 1994).

3 Calonmetria diferencial de barrido.

La calorimelria diferencial de barrido es parte de los andlisis térmicos, los
cuales son definidos como " El grupo de técnicas en las cudles se mide la
propiedad fisica de una sustancia en funcion de la temperatura, una vez
que la sustancia ha sido sometida a un programa controlado de

temperatura" (Harwalkar y Ma, 1990).

El disefio basico de cualquier instrumento utilizado en analisis térmicos
consta de un horno o reactor donde se calienta (o enfria) la muestra a una
velocidad y en un ambiente controlados. Los cambios que ocurren en la
sustancia son monitoreados por un transductor selectivo que genera un
voltaje como sefial. Esta sefial posteriormente se amplifica y guarda en un
disco magnético junto con la respuesta térmica de la muestra (Harwatkar y Ma,

1890},

ta calorimetria diferencial de barrido (DSC por sus siglas en inglés), se

define como "una técnica en la cual la diferencia de energia que se aplica a

14



una sustancia y a un material de referencia, es medida en funcion de la
temperatura cuando éstos son sujetos a un programa de temperatura
controlada”. De esta lécnica se pueden obtener datos como entalpias,
capacidades calorificas y temperaturas de transicién. La técnica mide la
energia necesaria para mantener un batance de temperatura nulc entre la

muestra y el material de referencia.

{.a caforimefria diferencial de barrido tiene grandes aplicaciones en el area
de los alimentos, ya gue puede detectar transiciones de primer orden, tales
como la desnaturalizacién de las proteinas, gelatinizacién del almidén y

fusion de cristales.

La técnica de calorimelria diferencial de barrido ha probado ser de gran
utilidad en el estudio del comportamiento térmico de los almidones, ha
hecho posible revelar la naturaleza polimérica de los granulos de almidén y
ha permilido investigar el proceso de retrogradacién en el polimero. La
retrogradacién es una reaccién exotérmica, que como ya se menciond
anteriormente, es la responsable del envejecimiento de los alimentos

elaborados a base de almtdén (Harwalkar y Ma, 1990).

15



MATERIALES Y METODOS.

El maiz empleado para este estudio fue el hibrido H-447 cultivado en el ciclo
1994, proveniente de la Unidad de investigacion de Granos y Semillas del
Instituto de Biologia ubicado en Pabellén de Arteaga, Aguascalientes,

Meéxico

ELABORACION DE TORTILLAS.

e NIXTAMALIZACION.,

El maiz se coci6 con 1.5% de cal (Ca(OH);) respecto al peso del maiz
{Anchondo, 1998) y una proporcion de agua 31 (agua:maiz) (Sema et al., 1990), a
una temperatura de 94°C durante una hora y media. Una vez que el maiz

esta cocido, recibe el nombre de nixtamal (Sema et al., 1993).

El nixtamal se dejé reposar de 14-16 horas, después de las cuales se lavd
con una cantidad de agua del doble del peso del maiz Durante el lavado, los
granos fueron frotados entre si a manera de desprender el pericarpio
remanente. Posteriormente se molié el nixtamal {(The Straub compary,
Modelo 4E) para obtener la masa. A esta masa se le determino humedad en

termobalanza {Ohaus) para obtener el peso en base seca.

1s



+ MOLDEADO DE TORTILLAS.

La masa se mezcld con los aditivos correspondientes y agua suficiente para
obtener una mezcla homogénea y moldeable; se pesaron porciones de 20
gramos de masa para después prensarlas en una tortilladora manual
obteniéndose asi circulos planos con un grosor de 2,.20+0.38 mm (medidos
con un vernier). Las tortiflas se cocinaron en parrillas eléctricas sobre un
comal a una temperatura de 182°C (iturbe et at., 1996), se voltearon dos veces
hasta su completa coccidn (45 segundos), se dejaron enfriar a temperatura

ambiente para posteriormente ser empacadas en bolsas de plastico.

Formulaciones:

Todas las formulaciones llevaban 0.14% de propionato de sodio (Nutritional
biochemicals corporations) respecto al peso de la masa (Codex Alimentarius,
1982) Este aditivo se usd para evitar el crecimiento de hongos en las tortilias.

Para su adicion fue disuelto en el agua de hidratacién de la masa.

I. Torlilta control:

Sin aditives para retardar la retrogradacion.



H Tortilta con lipidos:

Cera de abeja (Drogueria cosmopolita) 0.14% respecto al peso de la masa
{Anchondo, 1998 y Davis ef al., 1986).
Parafina (Drogueria cosmopolita) 0.42% respecto al peso de la masa

{Anchondo, 1998 y Davis et al., 1986).

HI Tortilla con enzima:

Enzima q-amilasa fungica (suavizyme) 0.1% respecto al peso de la masa en
base seca, actividad de 0.736 mg de glucosa/min mg preparado enzimatico.
Este aditivo se suspendié en el agua de hidratacién de la masa (jturbe et al.,
1996). La cantidad adicionada de enzima es la indicada por el Proveedor

internacional de Quimicos, S.A de C.V.

*+ ALMACENAMIENTO DE TORTILLAS.

Las tortilas empacadas en bolsas de plastico se almacenaron en un
refrigerador y congelador (Whirlpool) a temperaturas de 1.5°C (refrigeracién)

y -14°C {congelacién).



CALORIMETRIA DIFERENGIAL DE BARRIDO,

Debido a que los alimentos son una matnz compleja conformada por varios
macro y microcomponentes, se hizo una exiraccién del almidédn, a manera
de evaluar Unicamente el comportamiento de éste mediante la técnica de

calorimetria diferencial de barrido.

¢ EXTRACCION DE ALMIDON,

Se dejé que las lortilias equllibraran su temperatura con la temperatura
ambierte para ser posteriormente trituradas durante 40 segundos a
velocidad baja en un homogeneizador (Waring commercial). Se hizo una
exiraccién de almiddn con una cantidad de agua del doble de peso de la
muestra, el extracto se secé en una estufa al vacio (National appliance

company, modelo 5831) durante 12 horas a una temperalura de 35-40°C,

El extracio seco se pulverizé en un mortero y después se hizoc pasar por un

tamiz del nimero B0 (abertura de 0.177 mm, Tall-Mont Mexico).

» CONDICIONES PARA EL ANALISIS CALORIMETRICO.

Para obtener los termogramas del almidén extraido se empled sl calorimetro

{Perkin Elmer modelo DSC7) que se calibro previamente con indio {Perkin
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Elmer, 99.999% de pureza, pf 156.60°C, AH= 6.80 cal/gramo). Las

condiciones experimentales fueron las siguientes:
Velocidad de barrido: 10°C/min.
Intervalo de temperatura: de 25°C-140°C.

Atmosfera el gas de purga del contenedor de la capsula fue nitrégeno (AGA,

alta pureza 99.995%) a uni flujo de 21.4mL/min.

Referencia. se usé una cépsula vacla de aluminio para muestras volatiles
(Perkin Elmer #0219-0062), engargolada con ayuda de una prensa de la

misma marca.

+ HIDRATACION DE LA MUESTRA

Para realizar los estudios calorimétricos, se preparé una suspensién de 40 gf
60 mL de agua (Sanchez, 1998 y Anchondo, 1998), de la cual se colocan de 5-7
mg (Balanza analitica Mettler Toledo, modelo AG245) en una cépsula de
aluminio para muestras volatiles (Perkin Elmer #0219-0062), las cuales

fueron engargoladas con ayuda de una prensa de |la misma marca.

20



DIGESTIBILIDAD.

Para e] andlisis de ia digestibilidad relativa del almidén de tortilla se recurrio
al uso de un método espectrofotométrico, el cual mide fa disminucidén de
color (debido a la formacidn del complejo del yodo con el almidén), una vez
que el almiddén de tortilla de maiz se pone en contacto con la a-amilasa

pancreatica y e polimero es degradado por la enzima.

¢ EXTRACCION DEL ALMIDON.

Para el estudio de la digestibilidad fue necesario {a extraccién del almidén,
por lo gue se dejd que las tortillas equilibraran su temperatura con la
temperatura ambiente para ser posteriormente trituradas durante 40
segundos a velocidad baja en un homogeneizador (Waring commercial), Se
pesaron 5 gramos (referidcs a base seca) de muestra en vasos de
precipitado de 100 mL. Las muestras se desengrasaron con 20 mL de éter
etihco (grado analitico, marca Reasol) durante 10 minutos en agitacion
conslante para evitar interferencia con la reaccion con yodo (Mikus et al., 1946,
Jarvis y Walker, 1693, Huang y White, 1993, Eliasson, 1996). Se filtraron y se dejaron
a temperatura ambiente hasta que se evaporara completamente el
disolvente. Las muestras se transfirieron a un vaso de precipitado de 150 mL
al cual se le agregd 25 mL de agua a una temperatura de 37°C y

posteriormente se homogeneizé (Ultra Turrax T25, Janke & Kunkel) a una
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velocidad de 8000 rpm durante 15 minutos. Una vez terminado este tiempo
de exiraccion de almidon se hizo un lavado de las aspas con ayuda de 5 mL
de agua, los cudles se recolectaron en el mismo vaso que contiene la
muestra. Los extractos se centrifugaron (Centrifuga IEC HT) durante 5
minutos a 7500 rpm y el sobrenadante se filtrd a través de papel filtro #4

(Whatman); este extraclo fue usado para el anslisis.

» DETERMINACION DEL GRADO DE DIGESTIBILIDAD DEL ALMIDON

DE LA TORTILLA,

Para ta determinacion del grado de digestibilidad -relativa, se fransfirié una
alicuota del extracto de almidén a un tubo de ensayo (sumergido en un bafio
de agua a 37°C) que contenia 2.2 mL de buffer de fosfatos, posteriormente
se agregaron 5 mL de solucidn de I/HCI y todo se llevé a un volumen de
12 1 mlL con agua. Se dsterminé la absorbancia a una longitud de onda de
620 nm y la concentracién se obtuvo interpolando la absorbancia en una
curva patrén realizada con una solucién estandar de almidén (merck) ai
0.1%. Una vez oblenida la concentracion de almidén en el extracto, se
transfiric la misma cantidad de extracto de almiddn empleada anteriorments,
a un tubo de ensayo (sumergido en un bafo de agua a 37°C) que contenia
2.2 mL de buffer de fosfatos, se agregé la cantidad de enzima necesaria (a
la cual se le determiné la actividad de acuerdo al método descrito en el

apéndice) para que en un minuto se degradara el 50% del almidén prasente,
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se detuvo la reaccion y se desarrollé color adicionando 5 mL de la solucién
de l/HCl y se agregd la cantidad necesaria de agua para llegar a un
volumen final de 121 mL En el espectrofotémetro se realizé la
determinacién de absorbancia y se obtuve fa concentracion interpolando
esla absorbancia en la curva patrén. Se calculd el almidén hidrolizado al
minuto y la digestibilidad al tiempo cero se consideré como si fuera el 100%
de la disponibilidad del almidon de la tortilla; es por esta razén que se le

llama digestibilidad relativa.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

1) Eslablecimiento de las condiciones de coccién de tortillas de maiz.

En esta fase se utilizaron muestras de tortilla con poca coccién y de tortillas
con coccidn excesiva con el objetivo de establecer los tiempos de coccion
optimos y determinar los intervalos de temperatura donde toman lugar las
transiciones correspondientes a los fendmenos de gelatinizacidn vy

retrogradacion para amilosa y amilopectina.

En ia terlilta con poca coccion el tiempo de calentamiento fue de cincuenta
segundos, tiempo en el cual se asegurd gue el almidon presentaba una
gelatinizacidon parcial; eslo se establecid al aumentar el tiempo de
calentamientc y observar que la seital era de menor intensidad. En ef
almidén de estas tortilas poco cocidas se observaron dos transiciones, una a
un intervalo de 46.4664.17°C gue corresponde a la gelatinizacién de la
amilopectina y la ofra a un intervalo de temperatura de 76.61-99.27°C que
corresponde a la sefial de gelatinizacion de amilosa (figura 1). Estos
intervalos de temperatura fueron comparados con los obtenidos por

Anchondo en estandares de gmilosa y amilopectina puros.
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Figura 1 Termograma de gelatinizacion de almiddn de torilla de maiz poco cocida.
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Para conocer el tiempao dptimo de caccidn se realizgron pruebas en donde &
través del estudio calormétricc se idenbficé el tiempo de coccidn que
aseguraba que todo el almidon se encontraba totalmente gelatinizado, es
decir, cuando no se observaba sefiales en [a regién de gelatinizacion de [a

amilosa y la amilopectina en el termograma. Este tiempo fue de 65 segundos.

De la misma manera se establecid un fiempo de cuatro minutos de
calentamiento de las tortillas para identificar el tiempo de coccion que
aseguraba la sefial debido a la retrogradacion (figura2). En esta prueba se
obluvo solo una sefial que corresponde a la retrogradacién de la amilosa.
Esto debido a la deshidratacién de la tortilla durante el proceso de coccidn

por un tiempo mayor.

Es importante mencionar gque cuando se habla de sefiales calorimétricas
dehidas a la retrogradacion, se entiende como |a energia necesaria para la
rehidratacién o regelatinizacion de estas zonas ordenadas (Nakazawa et al.,
1984), dando como resultado una grafica donde se distinguen entalpias
endotérmicas. Ward et al, Ring et al., Zaleznak y Hoseney y Eliasson v
Ljunger se refieren a este proceso como una fusion de las zonas cristalinas o
retrogradadas, por lo tantg estas entalpias se relacionan directamente con el

grado de retrogradacion
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Los vafores de las entalpias de gelatinizacion obtenidas para las muestras de
tortilla poco cocida y las entalpias debido a la retrogradacion de tortilla
sobrecocida, se muestran en la tabla 2 y 3 respeciivamente. De estos datos
se pudo establecer que en la tortilla sobrecocida se retrogradd solamente la
fraccion de amilosa ya que esta presenta una mayor rapidez en el fenémeno

de reordenamiento (Jacobson y BeMiller, 1998).

Tabta 2. Valores calorimétiicos obtenidos del aimidén de tortilla poco cocida.

Componentes

Amilopecting | 46.46-64.17 53.62 0.36

Amilosa 76.61-99.27 88,37 0.56

n=3, c.v.<3.57%

Tabia 3. Valores calorimétiicos obtenidos del almiddn de tortilla sobrecocida.

Amilosa 7267-101.12

n=4, ¢.v.=6.66%
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Se puede observar en la tabla 2 y 3 que las sefiales debidas a la
gelatinizacién y retrogradacién del almiddn, se reportan en un intervalo de
temperalura. Una probable explicacidn es que, tanto el grado de
superposicion entre las cadenas poliméricas, como la fongitud de las mismas,
estan estrechamente vinculadas con el nimero de puentes de hidrogeno que
pueden formarse entre ellas, en consecuencia la medicién de la fransicion

observada requiere de un intervalo de energia.

Las diferencias entre los intervalos de temperatura que observamos para el
proceso de gelatinizacién de la amilosa con respecto al proceso de
retrogradacion, se pueden explicar como arreglos estructurales diferentes; en
la gelatinizacion la estructura nativa del polimero no sera idéntica al arreglo

estructural que se obtiene en la retrogradacién.

2) Evaluacion del efecto de aditivos y temperatura de almacenamiento en la

retrogradacién del almiddn de tortilla,

Con el fin de medir: el efecto de los aditivos, la temperatura y tiempo de
almacenamiento sobre el proceso de retrogradacion en el almidén de tortillas,
se realizé un estudio calorimétrico de tortillas con y sin aditivos en
condiciones de almacenamiento de refrigeracién y congelacidon durante un

periodo de 15 dias (figuras 3-8), ya que Anchondo establecic que a ese
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tiempo se encontraba el maximo grado de retrogradacion en tortillas

(Anchondo, 1998).

En las figuras 3-8 podemos observar que los termogramas presentan dos
sefiales; la sefal de amilosa aparece a temperaturas menores, ya que
durante la retrogradacion, la amilopectina se reordena formando estructuras
menos estables que la amilosa que requieren menor energia para
regelatinizacion, esto debido al impedimento estérico que propician las
ramificaciones de su estructura. Mientras que la sefial de amilosa
relrogradada aparece a temperatura mayores, ya que su estructura forma
cristales mas estables (viles, 1985) que requieren una mayor energia para ser

separados durante una regelatinizacidn.

Adicionalmente podemos observar {figuras 3-8) que la sefial de amilosa
retrogradada es mucho menor que la de amilopectina, debido a que la
cantidad de amilopectina en el aimidén de maiz empleado en este estudio, es
mayor que la cantidad de amilosa (Fennema, 1993). Es por esta razon que se
responsabifiza a la amilopectina de los cambios principales que ocurren en el
almidén durante la retrogradacion (Eliasson y Ljunger, 1988, Huang y White, 1993,

Ward, et al., 1994).

Los termogramas obtenidos durante el estudio calorimétrico se muestran en

las figuras 3a 8.
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Figura 3.Termogramas de estudio calorimético de almidén retrogradado de tortifla control

almacenada en condiciones de refrigeracion.

amilopectina amilosa
i

Flujo de Calor

Temperatura (°C)

Figura 4 Temmogramas de estudio calorimétrico de almiddn retrogradade de tortilla control

almacenada en condiciones de congelacién.

amilopectina amilosa

L : H t=15 dias
[ 4 ' ' ! '
4 - Nm_ ;
© ! T P : =9 dias
& = : ;
i) [ T t=7 dlas
© [ : :
L - : H 1=2 dlas
2 : :
w 3 Wt=1 dia

- ' t=0 dias

N PR 1 . P 1 Fl "
40 60 80 100 129 180

Temperatura (°C)

30



Figura 5.Termogramas de estudio calorimético de almidon relrogradado de tortilla con lipido

almacenada en condiciones de refrigeracion.
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Figura 7.Temmogramas de estudio calorimético de almidén retrogradado de tortlla con

enzima almacenada en condiciones de refrigeracién.
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A pesar de que se realizd un estudio para encontrar el tiempo éptimo de
coccian de las tortillas, en los termogramas (figura 3-8) podemos observar
que se presentd retrogradacién a partir del dfa cero, por lo que se establece
que la retrogradacién se presenta desde el momento mismo de la coccidn,
asi como se establecid que durante la coccién se debe cuidar mas el
contenido de agua para hidratar la masa, con el fin de gue no existan
diferencias en los grados de coccion una vez establecidos los tiempos de
esta También podemos observar en todos los termogramas gque el maximo
grado de refrogradacion se alcanza en los dos primeros dias de

almacenamientio

Las entalpias empleadas para realizar las operaciones que se mencionan a
continuacién, son el resuitado de la suma de energfa empleada en rehidratar
ala amilosa y a la amilopecting, ya que los cambios en la tortilla estan dados
por la retrogradacién de ambos polimeros. Adicionalmente, es importante
mencionar que a pesar de que las entalpias nos dan un valor directo de la
cantidad de almidon retrogradado, al presentarse retrogradacion a partir del
dia cero, este valor tiene que ser restado a manera de blanco, para poder

comparar todos los tratamientos.

A manera de tener datos que sean mas faciles de comparar se decidid
transformar las entalpias obtenidas durante el monitereo a porcentaje de

almdén retrogradado y asi graficar los valores. Primero se realizé una
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diferencia de los valores obtenidos a los tiempos 1, 2, 7, 9 v 15 con los
valores obtenidos en el dia O (tablas 4, 5 y 6). La diferencia méas grande se
considerd come el 100% de almidén retrogradado en [as condiciones
experimentales y correspondid a la torilla control en 15 dias de
almacenamiento en refrigeracion. Con base en este valor se calculd el
porcentaje correspondiente a cada uno de los demds tiempos y condiciones
{tabla 7), con estos datos se realizd un andlisis de varianza (ver apéndice)
para determinar si las diferencias encontradas eran estadisticamente
significativas  Es importante remarcar que el valor de 100% no significa que
todo el almidon presente en ias tortillas se encuentra retrogradado, sino que

en este estudio ese fue el valor maximo logrado.
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Tabla 4. Torlilla control. Valores de entalpias de almiddn retrogradado, oblenidas durante el

monitoreo calorimétrico de lortillas almacenadas en refrigeracién y congelacién.

Tiempode ¢
almacensmiento
{dias) '
REFRIGERACION (1.5°C)
0 amitopectina 50.14-62.83 0.00
amilosa 76.65-102.11 0.00
1 amilopectina 48.46-63.61 041
amilosa 75.50-101.68 .01
2 amilopectina 45.25-62.98 0.74
amilosa 73 20-99.80 0.01
7 amilopectina 47.68-66.37 0.74
amilosa 72.72-102.09 0.01
9 amilopectina 45.40-62.14 0.74
amilosa 70.22-101.59 0.07
15 amilopectina 42.61-61.11 0.74
amilosa 69.05-99.39 0.10
CONGELACION {-14°C)
0 amilopectina 50.14-62.83 0.00
amilosa 75,55-102.11 0.00
1 amilopectina 46.83-62.33 0.40
amilosa 74.00-102.00 0.00
2 amilopectina 47 27-64.69 0.40
amilosa 74.72-101.49 0.05
7 amilopectina 45.97-64.67 0.43
amilosa 73.47-102.62 0.05
9 amilopectina 44 .83-60.94 0.40
amilosa 69.69-98.79 0.05
15 amilopectina 44 49.61.46 0.40
amilosa 70.93-100.38 0.05

Promedio de los valores, n=3, c.v.<7.88%.
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Tabla 5. Tortilla con lipido. Valores de entalpias de almidon retrogradado, obtenidas durante

el monitoreo calonmétrico de tertillas almacenadas en refrigeracion y congelacion.

Tiempo de
almacenamiento
{dias) .
REFRIGERACION (1.5°C)

B 0 amilopectina 51 09-63.92 0.0¢
amilosa 76.74101.2% 0.00

1 amilopectina 46.52-62.84 0.35
amilosa 73.66-100 29 0.07

2 amilopectina 47.71-63.20 0.36
amilosa 73.92-100.91 .09

7 amilopectina 45.46-61.92 035
amilosa 72.36-100.17 0.16

9 amilopectina 41.47-59.37 0.47
amilosa £69.00-100.90 0.26

15 amilopectina 42.09-60.14 0.47
amilosa 69.71-99.78 0.23

CONGELACION (-14°C)

0 amilopectina 51.09-63.92 0.00
amilosa 76.74101.29 0.00

1 amilopectina 49.19-62.33 0.24
amilosa 75.68-100 65 0.00

2 amifopectina 45.71-61.98 0.33
amilosa 73.78-89.66 0.08

7 amilopectina 47.13-64.30 0.29
amilosa 73.73-101.72 012

9 amilopectina 46.17-62.33 0.27
amilosa 72.24-99.90 0.14

15 amilopectina 45.28-62 28 029
amilosa 71.84-101.98 0.14

Promedio de los valores, n=3, c.v £8.71%.
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Tabla 6 Tonilla con enzima. Valores de entalpias de almidén retrogradado, obtenidas

durante el monitoreo calerimétrico de torillas almacenadas en refrigeracion y congelacion.

Tiempo de
almacenarmienta
{dias}

{ REFRIGERACION (1.5°C)
i 0 amilopecting S 0.00
amilosa 74.44-98.63 0.00
1 amilopectina 45.01-60.17 0.60
| amilosa 73.44-98.07 0.12
i 2 amilopeciina 44.84-60.87 0.67
| amilosa 73.90-99.21 0.04
; 7 amilopeciina 47226157 0.59
; amilosa 70.67-99.23 0.12
j" 3 amilopecting 44736151 0.69
i amilosa 72.72-98.69 0.12
15 amilopectina 46.99.63.53 0.64
amilosa 72.86-98.65 0.15

CONGELACION (-14°C)
i 0 amilopecting -— 0.00
i amilosa 74 44-98.63 0.00
: 1 amilopaciina 45.55.60.98 0.59
| amilosa 75.17-98.09 0.14
i 2 amiopectina 4556.61.82 0.72
| amilosa 75.15-99.55 0.03
{ 7 amilopectina 47 29-61.87 0.70
| amilosa 72.73-98.12 0.05
i 9 amilopectina 44.64-61.54 0.7
f amilosa 73.37-98.70 0.08
i 15 amilopeciina 47.65-64.48 0.69
i amilosa 73.23-97.16 0.05
Promedio de los valores, nz3, ¢.v.<7.22%.
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Tabla 7. Porcentaje de almidén retrogradado (suma de entalpias de amilosa y amilopectina).

) 0 0 0 61 o 0

3 500 | 500 | 857 | 476 | 274 | 869
5 892 | 547 | 845 | 535 | 512 | 892
7 892 | 607 | 845 | 571 | 488 | 892
3 %4 | 670 | 94 | 535 | 476 | 916
15 100 833 | 940 | 535 | 512 | 880

L
Todilla control= sin aditivo.
Tortilla con lipido= 0.14% de cera de abeja y 0.42% de parafina.

Tortilla con enzima= 0.1% de a-amilasa fingica (suavizyme).

Nota: El 100% de almidén retrogradado se obtuvo sumando las entalpias de
amilosa y amilopectina retrogradada en tortilfa control refrigeracidén al dia 15
de almacenamiento, realizando ia diferencia de éste valor con el obtenido en
tortilla conltrol en refrigeracién al tiempo cero y considerando que esta
diferencia era e} valor maximo de almiddn retrogradado en este estudio, es

decir, el 100% de almidon retrogradado.

Para facilitar la discusion de los resultados calorimétricos del almiddn de
tortilla, primero se analizaran los datos de tortilla control y posteriormente los

de tortilla con lipido y tortilta con enzima.
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a)Tortilla control.

La tortilla control en condiciones de refrigeracién y congelacién, presenta el
méaximo grado de retrogradacion del almiddn en los dos primeros dias de
almacenamiento, y este valor permanece casi invariable durante el tiempo de
estudio. Esto coincide con lo reportado en el boletin informativo de Colloides
Naturels de Méxice, donde encuentran gue la vida de anaque! maxima de
una tortilla es de 12 3 15 horas (Boletin informativo de Colloides Naturels de México,

1999).

La torlita control en condiciones de congelacién, presenta 46.5% menos de
almidon retrogradado que en condiciones de refrigeracién a partir del primer
dia de almacenamiento (figura 9 y 10). Esto puede explicarse si se considera
que Eliasson y Ljunger reportan que a temperaturas mayores de -5°C se
proporcionan buenas condiciones para la cristalizacién de la amilopectina,
obleniendose cristales mas estables y que dan mayores entalpias, es decir,
un porcentaje de almidén retrogradade mayor, como sucedit en [as tortillas
almacenadas en condiciones de refrigeracién Por lo tanto, se establece que
la temperatura de -14°C por s1 misma, logra disminuir el grado de

retrogradacién del aimidén de tortilla de maiz (tabla 7).
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Figura 9

Evolucion de la retrogradacion del almidén de
lortilla en condiciones de refrigeracion
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Asi mismo, Slade y Levine en 1987 encontraron que la refrogradacién o
cristalizacion de la amilopectina es un proceso limitado por la fermacion de
nucleos cristalinos, proceso que sucede a temperaturas superiores a -5°C y
menores a 60°C. Dentro de seste intervalo de temperatura se forman
estructuras cristalinas mucho mas estables que las formadas durante la
congelacion y por lo tanto se requiere una mayor energia para rehidratarlas.

(Zeleznak y Hoseney, 1987 y Jacobson y BeMiller, 1998 ).

b} Tortillas con lipido.

En la figura 9 se observa que hasta el dia siets, existe un 32% mencs de
almdén retrogradado en ftortilla adicionada con la mezcla de lipidos,
almacenadas en condiciones de refrigeracién, respecto a tortilla control. A
partir del dia 9, el porcentaje de almidén retrogradado incrementa, quedando
vn 10% de almidén no retrogradado respecto a la tortilla control. Estos
resultados son congruentes con lo reportade por Eliasson y Ljunger, 1988 y
Anchendo, 1998 y ya que en ambos trabajos encueniran menor grado de
retrogradacién en almidones tratados con material lipidico. Se establece que
el aditivo Iipidico inhibe en un 32% el proceso de refrogradacion dei almidon
de tortilla durante los siete primeros dias de almacenamiento en condiciones

de refrigeracion y un 10% a partir del noveno dia de almacenamiento.

El almidon de tortilla con lipido en condiciones de congelacién (ver figura 10),

presenta valores de almidén retrogradado similares a los de tortilla control en
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las mismas condiciones, por lo que se establece gque a una temperatura de
almacenamiento de -14°C, el aditivo lipidico no ejerce ninguna influencia en

el grado de retrogradacion del almidon en tortillas.

El almidon de tortilla con lipido en condiciones de refrigeracion alcanza el
maximo porcentaje de retrogradacion al noveno dia (87%), mientras que en
condiciones de congelacion lo hace a partir del segundo dia (60.71%), pero
se obliene un porcentaje mayor de almidon retrogradado en condiciones de
refrigeracion (ver figuras 8 y 10). Con esto se establece que el lipido logra
diminur la rapidez del procesc de refrogradacion en condiciones de
refrigeracton. Asi mismo se establece que se abliene un porcentaje mayor de
almidon retrogradado en condiciones de refrigeracion. Como ya menciono
antenormente, las estructuras cristalinas formadas a temperaturas superiores

alos -5°C, son mas estables que las estructuras formadas a temperaturas de

congelacion.

c) Tortilla con enzima.

£l amidén de tortilla fratada con enzima, en ambas condiciones de
almacenamiento {ver figura 9 y 10), presenta altos porcentajes de almidén
retrogradado. En esta muestra, nuevamente observamos que a temperaturas
de refrigeracidn, se alcanza el mayor porcentaje de almidén retrogradado a
partir del dia nueve (96.43%) como sucede en la tortilla con lipido

almacenada en refrigeracion, mientras que en condiciones de congelacion se
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abtiene un valor maximo a partir del primer dia de almacenamiento (86.90%).
Esto se debe a que en condiciones de congelacién, fa rapidez de
retrogradacion incrementa al disminuir fa temperatura de almacenamiento
(Zeleznak y Hoseney, 1987, Longlon y LeGrys citado por White et al., 1989, Maguenne

citado por Jacobson y BeMiller, 1998)

Se observa que los porcentajes de almidén retrogradado en tortilla con
enzima en condiciones de almacenamiento de refrigeracién, no presentan
diferencia estadisticamente significativa con los porcentajes obtenidos en
tortilla control en refrigeracion (figura 9 y 10). Debido a esto, se establece que
el aditivo enzimatico en condiciones de almacenamiento de refrigeracion, no

inhibe el grado de retrogradacion.

Por otro iado, en congelacion, el almidén de tortilla tratado con enzima
presenta 64% mas de almidén retrogradado que la tortilla control en [as
mismas condiciones de almacenamiento, con lo cual se establece que la
enzima no solo no inhibi¢ la retrogradacion si no gue parece que facilita este

praceso

El efecto tan pobre de la enzima sobre Ia inhibicién de la retrogradacidn del
almidon de la tortilla podria explicarse ya que durante la hidratacion del
grénulo de afmidon, fa mayor parte de fa amilosa se difunde fuera del granulo

(Miles et al,, 1985), dejando en el interior a la amilopectina. La porosidad de la
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membrana no permite el facil acceso de la enzima, disminuyendo la
posibiidad de gue se hidrolicen los fragmentos lineales de la amilopectina.
Aunque se requiere reunir evidencia experimental que permita establecer con
claridad estos eventos, Asi mismo seria importante correlacionar estas

observaciones con estudios relacionados a cambios de textura

Resulta interesante analizar que el efecto de la enzima no fue el esperado,
ya que Akers y Hoseney en 1994 reportaron que el uso de g-amilasas en
productos de panificacion, retarda el efecto de refrogradacion, debido a que
las dexirinas producidas durante la actividad amilolitica no permiten gue

grandes porciones de amilosa y amilopectina interactuen y se reordenen.

Se establece que el almidon de Ia tortilla control, tortilla con lipido y tortilla
con enzima en condiciones de refrigeracion y congelacion presentan una
mayor rapidez de retrogradacion durante los dos primeros dias. Esto se debe
a que la amilopeclina del maiz tiene cadenas largas con 45-55 residuos que
participan en el rapido proceso de retrogradacion al tener un comportamiento
similar & la amilosa (Eriingen et al., 1924). Es por esta razén que los productos
que contienen almidén de maiz como principal componente, presentan un

rapido envejecimiento debido a [a retrogradacion.

44



3} Evaluacién de digestbilidad.

Debido a que durante la retrogradacion del aimidén, se forma almidén
resistente a la hidrdlisis, se establecio el objetivo de evaluar la digestibilidad
del almiden de toriiila en las condiciones estudiadas y asi establecer la
relacion existente entre la digestibilidad del almidén de tortilla y el porcentaje

de almidon retrogradado encontrados durante el estudio calorimétrico.

Con el proposito de facilitar el andlisis de los datos de almidén degradado por
a-amilasa pancredtica, los resultados obtenidos se transformaron en
porcentaje de pérdida de digestibilidad. Primera se realizé Ia diferencia de los
dalos obtenidos en los dias 1, 2, 7, 9 y 15 dias con el valor de digestibilidad
obtenido el dia cero. De esta diferencia, el valor mayor se consideré como el
i00% de la pérdida de digestibilidad y corresponde al almidén de tortilla
control almacenada en condiciones de congelacién, los demas valores se
refirieron a este. El resultado de esta transformacion se presenta en la tabla
8. Esla digestibilidad es relativa y un 100% de pérdida digestibilidad no

significa que la totalidad del almidén de la torlilla sea indigerible.
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Tabla 8. Porciento de pérdida de digestibilidad.

Tiempo |
{dias)
0
1 S0.14 80.85 45.45 84.09 8540 31.06
2 95.64 97.64 54.74 100 91.19 31.08
7 77.53 87.36 50.78 79.41 85.83 40.94
9 78.97 75.82 48.89 76.71 76.05 43 49
15 80.50 84.66 45.37 74.56 80.63 38.02
Figura 11,
Evolucion de la pérdida de digestibilidad del almidon
- de tortilla en condiciones de refrigeracién
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Figura 12.

Evolucidén de la pérdida de digestibilidad del almidén
de tortiila en condiciones de congelacion
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a) Tortlla control.

En tortilla control en ambas condiciones de almacenamiento, se observa una
pérdida de digestibilidad del 80% a partir del primer dia y los valores
permanecen cast invariables durante todo el estudio {figura 11 y 12).
Adicionalmente se establecid que no existe diferencia estadisticamente
significativa entre los valores de pérdida de digestibilidad de almidén de
tortifla control almacenada en refrigeracion y tortilla control almacenada en
congelacion. Esto se debid a la dispersidn de los valores obtenidos durante el
estudio y a que el método empleado para determinar digestibilidad no resultd

ser lo suficientemente sensible Por esta razdn con el estudic de
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digestibihdad, no se observa un mayor porcentaje de almidén retrogradado
en condiciones de refrigeracion, debido a la formacién de estructuras

cristalinas mas estables, como sucede en el estudic de calorimetria.

b) Tortilla con lipido.

En tortilla con lipido (figura 11 y 12) se obtuvo una pérdida maxima de la
digestibilidad del afmidén del 97.64% en condiciones de refrigeracion y
91.19% en condiciones de congelacion. Estos valores no difieren
estadisticamente de los obtenidos para tortilla control en refrigeracion v
congelacion. Tanto en tortilla control como en tordilla con lipido, se alcanza un
valor maximo de pérdida de digestibilidad a partir del dia 1 y los valores

permanecen practicamente invariables durante tado el estudio.

Comparando los resultados obtenidos en digestibilidad con los valores del
esludio calorimétrico, en el cudl se observan diferencias en el grado de
retrogradacién con el uso de adilivos & las condiciones de almacenamiento
estudiadas, nuevamente se establece que ef método empleado para la
determinacion de digestibilidad, no es lo suficientemente sensible para
detectar los diferentes grados de reordenamiento del almidén de tortilla.

c) Tortilla con enzima.

I almidon de tortilla fratada con enzima, presenta una pérdida maxima de

digestibilidad del 54.74% en condiciones de refrigeracién y 43.49% en
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condiciones de congelacidn; porcentajes que son considerablemente
menores a los presentados por almiddn de tortilla control y tortilla con lipido
en ambas condiciones de almacenamiento {figuras 11 y 12). Esto puede
deberse a que la amilosa es parcialmente degradada por la enzima (aditivo) y
se preducen cadenas mas cortas gue son de mayor accesibilidad para la «-
amilasa pancreatica empleada en esta determinacién, dando como resultado

una mayor digestibilidad del almiddn de tortilla.

A pesar de gue mediante el estudio calorimétrico se establecié que el aditivo
enzimatico no inhibidé el proceso de retrogradacion de almidén de tortilla de
maiz, con el estudio de digestibilidad, podemos establecer que el uso de o-
amilasas en la tortilla, tiene consecuencias nutricionalmente importantes, ya
que permite que el almidon de fa tortilla se encuentre biodisponible y por lo
tanto no exista un decremento en el aparte energético de este alimento, aln

cuando este se encuentre con almidén retrogradado.

Anabzando los resultados obtenidos en la prueba de digestibilidad del
almidon de tortilla y la evaluacion calorimétrica, se establece que no existe
correlacion del porcentaje de almidén retrogradado con el porcentaje de

pérdida de digestibilidad.
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Eerlingen et al,, Eliasson, McCleary et al., Jacobson y BeMiller reportaron
que para determinar el almidon resistente a la hidrélisis y relacionarlo con el
porcentaje de almiddn retrogradado, es necesario el uso de a y p-amilasas
ylo amiloglucosidasas para degradar la totalidad del almiddn gelatinizado
presente en la muestra y por diferencia obtener el valor de almidén resistente
a la hidrélisis; por lo que recomendamos hacer uso de esta metodologia para
poder estudiar si exjste correlacién del almidén retrogradado en ia tortilla de

maiz y la pérdida de digestibilidad de este.
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CONCLUSIONES.

£l adilivo fipidico en condiciones de refrigeracién inhibe el grado de
retrogradacion del almidén de tortilla. Esta inhibicion es del 37% durante los

primeros siete dias de almacenamiento y 10% a partir del noveno dia.

Se establece que el aditivo lipidico no inhibe e grado de retrogradacién del

almidén de la tortilla en condiciones de congslacién (-14°C).
El aditivo enzimatico no inhibe el grado de retrogradacién del almidon de
tortilla en condiciones de almacenamiento en refrigeracién y si incrementa

este proceso en condiciones de almacenamiento en congelacion.

Se establece que la temperatura de congelacién (-14°C) logra inhibir ef

proceso de reterogradacion del almiddn de tortilla en un 39%.

Todos los sistemas estudiados presentaron la mayor rapidez de

retregradacion durante los primeros dos dias de almacenamiento.

La tortilla control y ia adicionada con lipido, presentan mayor grado de

retrogradacion en condiciones de refrigeracion que en congelacion.

51



Para tener tortillas con una vida de anaguel mas larga, se recomienda hacer
uso del aditivo lipidico y almacenarlas en condiciones de refrigeracion. Asi

mismo las tortilas sin aditivo deben almacenarse en condiciones de

congetacion.

El almiddn de tortilia control y tortilla con lipide presentan una pérdida de

digestibilidad maxima del 90-97% a parlir del pnmer dia.

El almidén de tortilta adicionada con aditive enzimatico, presenta solo una

pérdida de digestibilidad maxima del 54.74% a partir del primer dia.

El adilivo enzimético evita en un 45.26% la pérdida de! contenido energético

de la tortilla de maiz

El método empleado para determinar digestibilidad, no fue lo suficientemente
sensible para establecer diferencias en las condiciones de almacenamiento

empleadas en este estudio
No se establecid correlacién en los valores obtenidos de almidén

retrogradado por medio de calorimetria diferencial de barrido con los valores

obtenidos de pérdida de digestibilidad del almidon de tortilla.
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APENDICE.
1) Determinacion de la achividad enzimatica de o-amilasa pancreatica

empleada en el estudio de digestibilidad del almiddn de tortilla de mafz.

Para la determinacion de la digestibilidad del almidén de las muestras se usé
amilasa pancreatica {Creon, BYK-Guiden) a la cual se le determind la

actividad.

Se transfiré una alicuota de solucidn de almiddn (merck) al 0.1% y 2.2 mb
de buffer de fosfatos 0.2M, pH 6.8 a cada fubo de ensayo (16 x 150 mm)}, los
cuales se colocaron en un bafio de agua a 37°C. Una vez que se alcanzé la
temperatura indicada, se adiciond la cantidad necesaria de solucion de o-
amilasa pancredtica al 0.05% (0.05 g de enzima/i00mL de buffer de
fosfatos) para que al minuto se digiriera el 50% del almidén presente; la
reaccion se detuvo adicionando 5 mL de solucién de I/HCI{(2gde Ki+ 0.2 g
I; aforar a 100 mL de agua, de esta solucién se toma 1 mL y se afora a 100
mL con HCI 0.1M) vy se adiciono la canlidad necesaria de agua para llegar a
un volumen final de 12.1 mb. Se realizaron las determinaciones de
absorbancia de las soluciones en un espectrofotometro (Perkin Elmer,
lambda 3B) a una A=620 nm (Método modificado de Anchondo, 1998). Esta

determinacion se realizd a los tiempos 0, 0.5, 1 y 1.5 minutos.
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2) Aclividad enzimatica de o-amilasa fungica empleada como aditivo para

evitar la retrogradacion del almidan de tortilla de maiz

Con el fin de comprobar la actividad de la enzima empleada como aditivo
para evitar la retrogradacion, se siguid la metodologia propuesta por Lucio,

1985

Sustrato: Solucion de almidon soluble (merck) al 0.1% en solucidn
amortiguadora de acetatos 0.1M a un pH de 6.

Concentracién de enzima: Sclucion al 0.1% en agua.

En los vasos de reaccion se colacan 20 mL de la solucidn de almidan con
una cantidad conocida de la solucion de enzima con agitacion; en diferentes
intervalos se toman 0.5 mL de la mezcla de reaccion (0, 3, 9, 12y 15 min) A
ia muestra tomada se le determinan azucares reductores por el método de

DNS.

Metodo acido dinitrosalicilico (DNS).

Tomar 1 mL de la solucion, adicionar 1 mL del reactivo DNS y calentar por 5
min En un bafic de agta hirviente, enfriar y diluir con 10 mi, de agua
destilada. Ajustar el espectrofotémetro con un blanco de reactivos y agua

igualmente tratado que la muestra a 540 nm,
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Cuantificar los azlicares reductores interpolando los valores de absorbancia

obtenidos en una curva estandar de 0-2 mg de glucosa/mL.

El reactivo de DNS se prepara disolviendo 1.0 g de acido 3,5-dinitrosalicilico
en 50 mb de agua a los gue se les ha adicionado 20 mL de solucién de
hidroxido de sodio 2N. Después de que todo el material se ha disuelto, se
adicionan 30 g de tartrato doble de sodio y potasio y una vez disueltos, toda
la mezcla se lleva a 100 mL con agua desionizada. Esta solucién debe ser

almacenada en un frasco ambar protegida del CQO; (iturbe et al., 1998).

3} Analisis de varianza (Factorial) para porcentajes de almidon retrogradado.
Se realizd un andlisis de varianza de los datos de entalpias de almidon
retrogradado obtenidas durante el monitoreo calorimétrico de las tortillas
donde las variables analizadas fueron los aditivos, tiempo y temperatura de

almacenamiento

Primero se realizé la prueba de Homogeneidad de |a varianza can la prueba

de Harlley. Los datos resultaron ser homogéneos.
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Tabla 10, Analisis de varianza {(Factonal) de entalpias de aimiddn retrogradado de tortilla.

Fuente de |} Grados de] S
variacién fibettad ”
Temperatura 1 0.19 0.19 128.25* 7.19
Aditivos 2 1.08 0.54 367.35" 5.08
Tiempo 5 3.35 067 455.78** 3.43
Temperatura 2 000 0.00 0.00 5.08
x Aditivos
Temperatura 5 0.08 0.016 10 88+ 3.43
i x Tiempo
; Adifivas x 10 0.31 0.031 21.08* 2.715
Tiempo
emperatura 10 0.01 0.01 6.80* 2.715
Tiempo x
ditivos
Error 51 0.075 000147
Total 86 5185

** denota diferencia altamente significativa.

Para Fo de tablas se usd una o=0.01% (Hines y Montgomery, 1997).
Se encontré que existe una interaccién entre las variables tiempo, aditivos y
temperatura, por o que la prueba siguiente solo se trabajd® para esa

mteraccion.

Posterior al analsis de varianza se realizd una prueba de Rangos multiples

de Duncan para distinguir los datos en los que existe una diferencia
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significativa. Se usd un valor de r de tablas con una «=0.05% (Hines y

Monlgomery, 1997).

La siguiente tabla muestra las condiciones donde los valores de entalpias
son iguales entre si, pero presentan una diferencia significativa entre las

demas condiciones.

Tabla 11. Rango Muitiple de Duncan para valores de almidén retrogradado.

%Tortil!a control congelacién t=7 dias

%Torﬂiia control congelacién =9 dias

ETortiEla control congelacion t=2 dias

| Tortilla control congelacién t=15 dias

{ Tortilla controt refrigeracion t=1 dia

H

: Tortilla con lipido congelacion t=7 dias

éTonilla con lipido congelacion t=2 dias

%Torlllia control refrigeracién t=7 dias

i Tortita con lipido congelacién t=9 dias
Tortilla con enzima refrigeracidn t=1 dia
Tortilla con enzima refrigeracion t=7 dias
Tortilla con lipido refrigeracién t=15 dias

Tertilla con enzima congelacion =1 dia

Tortilla con lipido refrigeracién t=15 dias
Tortilla con enzima congelacion t=1 dia

Tortilla con enzima congelacion t=7 dias

Torlila con enzima congelacion t=7 dias
Tortilla con enzima congelacion t=9 dias

Tortilla con enzima congelacion t=15 dias
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Tortilia control refrigeracion t=2 dias

Tortilia con lipido congelacion i=15 dias

Tortilla con enzima refrigeracion =9 dias

Tortilla con enzima refrigeracion t=15 dias

4) Andlisis de varianza (Factorial) de porcentajes de pérdida de digestibilidad.
Se realizd un andlisis de varianza de los datos de porcentaje de pérdida de
digestibilidad de almiddn obtenidos durante el monitoreo calorimétrico de las
{ortillas donde las variables analizadas fueron los aditivos, tiempo vy

temperatura de almacenamiento

Se realizd la prueba de Homogeneidad de la varianza con la prueba de
Hartley. Los datos resultaron ser homogeneos, por lo que posteriormente se

reahzo el analisis de varianza.
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Tabla 10. Analisis de vananza {Faclorial} de porcentaje de pérdida de digestibilidad de

almiddn de tortifla

Fuente de
variacién

Temperalura T | 198429 | 198429 | 141.45 6.85
Aditivos 2 29633.06 | 14816.53 | 1056.24* | 478
Tiempo 5 7872497 | 15744.99 | 1122.42 3.17
Temperatura 2 194.42 97.21 6.92* 479
x Aditivos
Temperatura 5 1206.23 241.04 17.18** 3.17
x Tiempo
Aditivos x 10 724961 724,96 51.68™ 2.47
Tiempo

emperatura 10 620 62.04 4.42 2.47

Tiempo x

ditivos

Error 108 1514.98 14.02

Total 143 121126.99

** denota diferencia altamente significativa

Para Fo de {ablas se usd una 0=0.01%.
Se encontro que existe una interaccién enfre |as variables tiempo, aditivos y

temperatura, por lo que la prueba siguiente solo se trabajd para esa

interaccion.
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Posterior al andlisis de varianza se realizo una prueba de Rangos muitiples
de Duncan para distinguir los datos en los gue existe una diferencia

significativa. Se usd un valor de r de tablas con una a=0.05%.

La siguiente tabla muestra las condiciones donde los valores de porcentaje
de pérdida de digestibilidad del almidon de tortilla son iguales entre si, pero

presentan una diferencia significativa entre los demas blogues.

Tabla 11 Rango Miltiple de Duncan de porcentaje de pérdida de digestibilidad de almidén

de tonilla.

Tortilla control refrigeracion t=7 dias

Tortilla control refrigeracion t=9 dias

Tortilla con enzima congelacion t=1 dia
Tortlla con enzima congelacion t=2 dias
Tortlla con enzima congelacidén t=15 dias

Tortilla con enzima congelacion t=2 dias
Tortilla con enzima congelacion t=7 dias
Tortilla con enzima congelacion t=9 dias
Torilla con enzima refrigeracion t=1 dia

Tortilla con enzima refrigeracion i=15 dias

Tortilla con enzima congelacion =9 dias
Tortilla con enzima refrigeracion t=1 dia
Tortilla con enzima refrigeracion t=2 dias
Todtilla con enzima refrigeracién t=7 dias
Tortilta con enzima refrigeracién t=15 dias

68



i
{
i
1
H

Tortilla con enzima refrigeracion t=2 dias
Tortilla con enzima refrigeracion t=7 dias

Tortilla con enzima refrigeracién t=9 dias

Tortilla con lipido congelacién t=1 dia

Tortilla con lipido congelacion t=15 dias

Tortifla con lipido congelacién t=2 dias
Tortifia con lipido congelacion t=7 dias
Tortilla con lipido congelacion t=9 dias
Tortilta con lipido congelacion t=15 dias
Tortilla con lipido refrigeracion t=1 dia

Torlilla con lipido refrigeracion t=15 dias

;
!

Tortilla con lipido congelacion t=2 dias
Tortilla con lipido congelacion t=7 dias
Tortilla con lipido congelacion t=9 dias
Tortilla cen lipido refrigeracion t=1 dia

Tortitla con lipido refrigeracion 1=2 dias
Tortlla con lipido refrigeracion =7 dias
Torilla con lipido refrigeracion t=9 dias

Tortilla con lipido refrigeracién t=15 dias

Tortilla con lipido congelacion t=7 dias
Tortilla con lipido congelacion t=0 dias
Tortila con lipido refrnigeracion t=1 dia
Tortilla con lipido refrigeracion t=2 dias
Tortilla con lipido refrigeracién t=7 dias
Tortilla con lipido refrigeracion =9 dias
Tortilla con lipido refrigeracion t=15 dias

Tortilla control congelacion 1 dia
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Tortilla con lipido refrigeracion t=1 dia
Tortilla con lipido refrigeracion t=2 dias
Tortilla con lipido refrigeracion t=7 dias
Tortilla con lipido refrigeracion t=9 dias
Tortilla con lipido refrigeracion t=15 dias
Tortilla control congelacién t=1 dia
Tortilla control congelacién t=2 dias
Torilla control congelacidn 1=7 dias
Tortilla control congelacion t=9 dias

Tortifla control congelacion t=15 dias

i Tortilla con lipido refrigeracion t=2 dias
Tortilla con lipido refrigeracion t=7 dias
Tortilla con lipido refrigeracion t=9 dfas
Tortilla con lipido refrigeracion t=15 dias
Tortilla control congelacion t=1 dia
Tortiita contral congelacion t=2 dias
Tortilla control congelacién t=7 dias
Tortilla controf congelacion t=9 dias
Tortilla control congelacion t=15 dias

Tortilta control refrigeracion t=1 dia

Tortilla controf congelacion t=2 dias
Torlilla control congelacion t=7 dias
Tortilia control congetacién t=9 dias
Tortilla contral congelacidn t=15 dias
Tortilia control ref'rigeracién't=1 dia
Tortilla control refrigeracion t=2 dias

Torlilla control refrigeracion t=15 dias
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Tortlla control refrigeracion t=2 dias
Toerlilla control refrigeracion t=7 dias

Tortilla control refrigeracién t=15 dias
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