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RESUMEN

El almiddn es el polisacarido de reserva mas abundante en las plantas y representa
la principal fuente de carbohidratos en las dietas humanas. Los bananos verdes contienen en
su pulpa grandes cantidades de almidon resistente, lo cual hace de esta fruta un material
adecuado para la produccion de harina con gran aplicacion en la reduccion del indice
glucémico, la diabetes y la prevencién del cancer de colon. En el presente Trabajo Especial
de Grado se caracterizd la digestibilidad de la harina de los frutos de ocho plantas de
banano, clones (genomio): 072 (AA), 014 (AAA), 118 (AAAA), 041 (AAB), 090 (ABB),
108 (AAAB), 009 (BB) y 093 (BBB). La digestibilidad in vitro fue analizada mediante la
determinacion de los parametros: almidon disponible, almidon resistente total y tasa de
a-amilélisis in vitro, mientras que la digestibilidad in vivo de las harinas de banano fue
evaluada mediante el uso del bioensayo del gorgojo de arroz, Sitophilus oryzae (L.). Se
encontrd que todas las harinas de banano tienen un tenor de almidon disponible superior a
65%, a excepcioén de la harina del clon 009 (BB) cuyo contenido fue de 41%. El contenido
de almiddn resistente total se encontré entre 32 —44% vy la tasa de a-amildlisis in vitro
estuvo por debajo de 10% en todas las harinas crudas. Los biomarcadores supervivencia,
variacion de peso, cambios en la composicion corporal y excrecion de acido drico del
gorgojo de arroz no resultaron ser buenos estimadores de la biodisponibilidad de las harinas
de banano, puesto que no se registraron respuestas bioldgicas que pudieran correlacionarse
con los parametros de la digestibilidad in vitro. EI biomarcador actividad similar a
a-amilasa, por su parte, presentd un moderado desemperio al correlacionarse con el almidén

disponible (r =—0,796; p < 0,05).
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I INTRODUCCION

1. El Almidén

El almidon es el polisacarido de reserva mas abundante en las plantas y se produce
en forma de granulos en el cloroplasto de las hojas verdes y el amiloplasto de semillas,
legumbres y tubérculos (Ellis y col., 1998). Este polisacarido es la principal fuente de
carbohidratos en las dietas humanas (Ratnayake y Jackson, 2008). Pocos nutrientes tienen
un contenido de energia, por gramo, mayor que el almidon; siendo las grasas la principal
excepcion. Las proteinas tienen un contenido energético bastante alto, por gramo de
material seco, pero en los alimentos usualmente se encuentran altamente hidratadas.
Ademas, el rendimiento energético se ve disminuido debido al requerimiento de energia

para el metabolismo de los productos de digestion proteicos (French, 1973).

El almidon contiene dos tipos de polimeros de glucosa, la amilosa y la amilopectina
(Figura 1). El primero consiste en unidades de D-glucosa conectadas por enlaces a(1—4),
es esencialmente lineal, presenta en promedio unos 500 mondmeros de glucosa por cadena
y tiene un peso molecular de 10° —10° g/mol (Takeda y col., 1989). En la amilosa, las
unidades de glucosa muestran una torsion gradual que le otorga a la molécula una
conformacion helicoidal con seis monomeros por vuelta (Gallant y col., 1992). La
amilopectina también posee una elevada masa molecular (10" a 10° g/mol), pero estd muy
ramificada. Los enlaces glucosidicos que unen residuos sucesivos de glucosa en la cadena
de amilopectina son a(l—4); los puntos de ramificacion (cada 24 a 30 residuos) son

enlaces a(1—6) (Nelson y Cox, 2004; Sajilata y col., 2006).
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Figura 1. Amilosa, amilopectina y almidén

(A) Estructura quimica de la amilosa. (B) Punto de ramificacién a(1—6) de la
amilopectina. (C) Agrupacion de amilosa y amilopectina del tipo que podria
encontrarse en el almidén. Adaptado de Nelson y Cox (2004).

La amilopectina es mas abundante en los alimentos y constituye una mayor fraccion
del almidon que se encuentra en granos y tubérculos amilaceos (Mahan y Escott-Stump,
2008). Esta integrada por tres tipos de cadenas, que son a menudo representadas en
modelos de racimo (Figura 2). Una larga cadena central “C” se ramifica en multiples
cadenas “B” con longitudes de 23 — 35 residuos de glucosa; estas ultimas dan lugar a otras

cadenas “B” o a racimos de numerosas cadenas cortas “A” de 13 — 23 residuos de glucosa

(Buléon y col., 1998, Sajilata y col., 2006).

El almidon se produce en forma de granulos en los cloroplastos de hojas verdes y el
amiloplasto de semillas, legumbres y tubérculos (Ellis y col., 1998). Estos granulos
muestran un grado de cristalinidad de 15—45% (Zobel, 1988) que se atribuye al
entrelazamiento y a la formacion de doble hélices entre las cadenas externas de la

amilopectina. Expuestos al microscopio optico, los granulos de almidon exhiben un patron



alternado de anillos concéntricos claros y oscuros que corresponden a las regiones amorfas
y a las regiones semicristalinas (Figura 2). Las regiones amorfas contienen la mayor parte
de la amilosa del granulo y una cantidad considerable de amilopectina y las regiones
cristalinas estan formadas esencialmente por amilopectina (Sajilata y col., 2006). La
existencia de patrones semicristalinos en el granulo de almidén ha sido evidenciada
mediante cristalografia de rayos X, siendo identificados tres tipos de estructuras (A, B y C)

en base al patrén de difraccion (Sarko y Wu, 1978).

En los granulos de almidon tipo A, tales como los del maiz waxy o ceroso, el arroz y
el trigo, se conoce la existencia de “puntos débiles” o huecos en su estructura externa, que
son facilmente penetrados por enzimas generando canales. Este tipo de granulos son
hidrolizados enzimaticamente con mayor facilidad que los granulos de tipo B y tipo C, tales
como los de la papa, el maiz con alto contenido de amilosa (amilomaiz) y el almidon de
guisantes y bananos verdes (Jane y col., 2003; Jane 2007). Los granulos de tipo B estan
formados por cadenas de amilopectina organizadas en forma rigida y sin puntos débiles o
huecos (Jane y Shen, 1993; Jane y col., 2004; Jane, 2006; Jane, 2007). El patron de
difraccién C presenta caracteristicas comunes a los patrones A y B, lo que sugiere la
coexistencia de ambas estructuras en un mismo granulo, o bien, en granulos independientes

(Sarko y Wu, 1978; Tester y col., 2004).
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Figura 2. Caracteristicas esenciales de la amilopectina y su arreglo
en el granulo de almidén.

(A) Tipos de cadenas presentes en la amilopectina. (B) Organizacion
concéntrica de las regiones amorfas y cristalinas que son visibles en
un microscopio optico. (C) Orientacion de las moléculas de
amilopectina en una seccion transversal de un granulo de almidén
idealizado. (D) Conformacion en doble hélice de cadenas vecinas de
amilopectina que originan las regiones cristalinas en el granulo.
Adaptado de Sajilata y col. (2006).

2.Biodisponibilidad del almidon

Carmona y Liuzzi (1998) definen la biodisponibilidad de un alimento, como aquella
fraccion de la cantidad total ingerida, que es absorbida a nivel intestinal y es retenida en el
organismo a los fines del crecimiento, recambio tisular y la reproduccién. La
biodisponibilidad de un nutriente depende de la forma quimica como éste se presenta en un
alimento, de su solubilidad, de la digestibilidad de dichas formas para liberar al nutriente de

los complejos en que se encuentra, de los mecanismos de transporte transepitelial, del



transporte plasmatico, de la captacion tisular, de la incorporacién en biomoléculas, de su
almacenamiento y excrecion. Algunos de estos factores son propios del nutriente y otros del
individuo que los ingiere (condicién fisiologica, estado nutricional, variantes genéticas,

entre otras) (Carmona y Liuzzi, 1998).

Los granulos de almidon estan encerrados en paredes celulares rigidas en las plantas
y son inaccesibles a las enzimas digestivas (Mahan y Escott-Stump, 2008). La forma y el
estado fisico del almidén, el tamafio, la morfologia y cristalinidad del granulo, las
proporciones relativas de amilosa y amilopectina, la formacion de complejos
amilosa lipidos y antinutrientes como lectinas, taninos e inhibidores de la a-amilasa, se
encuentran entre los factores intrinsecos (propiedades del alimento amilaceo) que afectan la
biodisponibilidad del almidén (Holm y col., 1983; Thorne y col., 1983; Berry, 1986;

Colonnay col., 1992; Englyst y col., 1992; Oates y col., 1997; Tester y col., 2006;).

Los factores intrinsecos pueden ser medidos de forma reproducible, pero no son
necesariamente buenos predictores de la biodisponibilidad y de la tasa de hidrolisis del
almidon entre diferentes individuos. Esto se debe a que la ingesta expone los alimentos a
factores extrinsecos que pueden también retardar o acelerar la digestion: el grado de
masticacion, la concentracion de la enzima a-amilasa en el intestino delgado y el tiempo de

transito del alimento entre la cavidad bucal y el ileon terminal (Colonna y col., 1992).

Propiedades fisicoquimicas como la gelatinizacion y la retrogradacion del granulo
de almidén modifican su biodisponibilidad, alterando principalmente la capacidad de las

enzimas digestivas de ejercer su accion sobre el granulo (Martin, 2010).



Cuando un almidon crudo es suspendido en agua y se calienta gradualmente (hasta
aproximadamente 55 °C), los granulos se hinchan y absorben la mitad o0 méas de su peso en
agua. Esta hinchazdn se hace irreversible si se continta el calentamiento hasta los 60 u
80 °C, aproximadamente, temperatura en la que los granulos pierden la cristalinidad y la
pared celular reblandece y se rompe. Dicho proceso, conocido como gelatinizacién, hace al
almidon mas digerible ya que favorece el ataque de las enzimas digestivas sobre el granulo

(French, 1973; Mahan y Escott-Stump, 2008).

El término retrogradacion del almidén es utilizado para designar el retorno del
estado gelatinizado o disuelto del almiddn, a la forma agregada o insoluble (French, 1973).
La retrogradacion es un proceso que ocurre en granulos de almidon gelatinizados cuando se
disminuye la temperatura. Dada la inestabilidad del granulo de almidon gelatinizado, las
moléculas de amilosa y amilopectina se vuelven a asociar lentamente mediante puentes de
hidrégeno, lo cual lleva a un aumento en la cristalinidad del granulo y disminuye la

biodisponibilidad (Colonna y col., 1992).

Las amilasas son las principales enzimas involucradas en la digestién del almidon.
Estas enzimas hidrolizan los enlaces glucosidicos a(1—4) encontrados en las moléculas de
amilosa y amilopectina; sin embargo no son capaces de hidrolizar los enlaces a(1—4)
terminales, los enlaces a(l—6) ni los enlaces a(l—4) adyacentes a los puntos de
ramificacién de la molécula de amilopectina. En consecuencia, los principales productos de
digestion del almidon por las amilasas son oligosacaridos, tales como, maltosa, maltotriosa
y dextrinas limite, aunque también se producen pequefias cantidades de glucosa libre

(Colonnay col., 1992; Ganong, 2003).



3. Clasificacion nutricional del almidon

El almiddn fue clasificado nutricionalmente por Englyst y col. (1992) en tres tipos:
almidon répidamente digerible, almidon lentamente digerible y almiddn resistente. A su
vez, el almiddn resistente fue diferenciado en tres tipos: almiddn fisicamente inaccesible,
granulos resistentes y almiddn retrogradado. Actualmente se considera que ademas de estos
almidones resistentes, existe un cuarto tipo de almiddn resistente (Tabla 1), en el cual se
incluyen almidones modificados quimicamente (Sajilata y col., 2006) y almidones
modificados mediante algunos tratamientos fisicos drasticos: almidon con enlaces no
amilaceos (Laurentin y Edwards, 2013). También es conocido que las interacciones
amilosa lipidos pueden producir fracciones resistentes a la digestion (Holm y col., 1983),
las cuales han sido reconocidas como un quinto tipo de almiddn resistente en afios recientes

(Hasjim y col., 2013).

4. El almidon resistente

Una serie de hallazgos ocurridos en la década de los ochenta sugirieron la presencia,
en multiples fuentes amilaceas, de fracciones del almidon resistentes a la digestion en el
intestino delgado del hombre (Anderson y col., 1981; Englyst y col., 1982; Stephen y col.,
1983; Englyst y col., 1986). En 1992, la accién concertada de un grupo de investigadores
europeos, definié al almidon resistente como la suma del almidén y los productos de su
digestion que no son absorbidos en el intestino delgado de individuos sanos (Asp y Bjorck,
1992). Tres consideraciones importantes se adjuntan a esta definicion fisiologica. En primer
lugar, el almidon resistente se compone no solo de polimeros de alto peso molecular, sino
que puede incluir dextrinas, pequefios oligosacéaridos, e incluso glucosa, todos derivados del

almidon digerido que escapa a la absorcion. En segundo lugar, los almidones resistentes



alcanzan el intestino grueso humano, donde son metabolizados por la microbiota del colon
para producir una gama de moléculas bioactivas con beneficios potenciales para la salud.
Finalmente, la cantidad actual de almidon resistente en una comida (es decir, la cantidad
que alcanza el colon) depende de la fisiologia del individuo y puede ser afectada por la
edad, por otros componentes en la matriz alimentaria y por enfermedades en el tracto

gastrointestinal (Laurentin y Edwards, 2013).

La fermentacion del almiddn resistente por la microbiota del colon genera acidos
grasos de cadena corta (AGCC), a los cuales se han asociado propiedades fisiol6gicas
beneficiosas para la salud (Chen y col., 1984; Cherrington y col., 1991; Cheng y Lai., 2000;
O’Keefe y col., 2009). Los principales AGCC producidos por esta microbiota son: acetato,

propionato y butirato (Laurentin y Edwards, 2013).

Entre las propiedades fisioldgicas atribuidas a los AGCC, Martin (2010),

Gonzéalez-Quilen (2013) y Laurentin y Edwards (2013) destacan las siguientes:

e Acetato: Provee energia a musculos y otros tejidos periféricos, y puede ser sustrato

para la sintesis de acidos grasos de cadena larga en el higado.

e Propionato: Puede ser sustrato para la produccién de glucosa, via gluconeogénesis,
en el higado. Se ha asociado a la reduccion del colesterol. Estimula la sensacion de

saciedad.

e Butirato: Sirve como combustible en los colonocitos, induce la proliferacion de
colonocitos sanos, induce apoptosis en colonocitos diferenciados hacia ciertas lineas

cancerigenas y ha mostrado propiedades antiinflamatorias en cultivos celulares.



Los tipos de almidon resistente son (Tabla 1):

a. Almidon fisicamente inaccesible

El almiddn resistente tipo 1 (AR;) es fisicamente inaccesible y esta protegido de la
accion de la a-amilasa. Esta inaccesibilidad es debida a la presencia de las paredes celulares
de las plantas, que encierran el almidén. Los granos y semillas de leguminosas
parcialmente molidos y los alimentos procesados altamente compactados, como la pasta,
contienen AR;. La disrupcion de la estructura del alimento y, hasta cierto punto, la

masticacion afectan el AR; (Laurentin y Edwards, 2013).

b. Granulos intrinsecamente resistentes

El almiddén resistente tipo 2 (AR;) estd constituido por granulos crudos con
resistencia intrinseca a la actividad de las enzimas amiloliticas, debido a su alto contenido
de amilosa (Jiang y Jane, 2013) o a la estructura cristalina del granulo de almidon,
especialmente estructuras tipo B (Leszczynski, 2004; Jiang y Jane, 2013). EI AR, se
encuentra en bananos verdes, papas crudas y los almidones de alto contenido de amilosa

(Laurentin y Edwards, 2013).

c. Almidon retrogradado

El almiddn resistente tipo 3 (AR3) se forma durante el procesamiento habitual de la
comida por coccion y posterior enfriamiento, es el mas abundante de los almidones
resistentes presentes en los alimentos y se puede encontrar en el pan, algunas marcas de

cereales, papas cocidas y enfriadas y en las legumbres (Laurentin y Edwards, 2013).

d. Almidon con enlaces no amilaceos

El almidon resistente tipo 4 (AR,) incluye almidones nativos que han sido

sometidos a uno 0 mas tratamientos quimicos (como derivatizacion y entrecruzamiento) o
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fisicos drasticos (como extrusion y pirodextrinizacion) que promueven reordenamientos
moleculares, la desorganizacion granular, la degradacion del polimero o la adicion de
grupos quimicos (Laurentin y Edwards, 2013). En el AR, la digestibilidad es reducida por
la presencia de grupos funcionales adicionales que impiden el acceso de las enzimas con
actividad amilolitica o por enlaces glucosidicos atipicos, tales como (1—2) y (1—3) en
conformacion B, que no son reconocidos por dichas enzimas (Maningat y Seib, 2013). Los
almidones modificados son utilizados tradicionalmente en la industria alimenticia para
mejorar el rendimiento del procesamiento, las caracteristicas fisicas, las propiedades
sensoriales y la estabilidad de almacenamiento de alimentos empaquetados (Mason, 2009;

Huber y BeMiller, 2010).

e. Complejos amilosa lipidos

El almidon resistente tipo 5 (ARs) se produce cuando los acidos grasos de cadena
mediana y larga (de 12 a 18 carbonos) son retenidos dentro de la estructura helicoidal de la
amilosa (Hasjim y col., 2013). Los complejos amilosa lipidos se forman de manera natural
durante la biosintesis del almidon, pero también pueden producirse durante la coccion y
tienen una menor digestibilidad que el almidén cocido (Holm y col., 1983). El maiz con
alto contenido de amilosa (amilomaiz) es una de las principales fuentes de ARs (Hasjim y

col., 2013).

Es posible que las cadenas externas de la amilopectina tomen parte en la formacién
de complejos entre la amilopectina y los lipidos (Batres y White, 1986; Evans, 1986;
Eliasson y Ljunger, 1988); sin embargo, no hay evidencia directa que indique que los
lipidos puedan formar un verdadero complejo de inclusién con la amilopectina comparable

a los complejos amilosa lipidos (Kugimiya y Donovan, 1981; Evans, 1986) a menos que se
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someta a un tratamiento muy inusual (Slade y Levine, 1987). La estructura altamente

ramificada de la molécula de amilopectina crea un impedimento estérico, que evita la

formacion de complejos amilopectina lipidos altamente ordenados (Hasjim y col., 2013).

Tabla 1. Clasificacion nutricional del almidon

Susceptibilidad

_I_. I 1dA . -z
ipo de almidon a la digestion

Alimentos que lo contienen

Réapidamente digerible Rapida y completamente
digerido y absorbido en el

intestino delgado.

Lentamente digerible Completamente digerido
en el intestino delgado,
pero de manera
significativamente méas

lenta.
Resistente (AR): No digerible

AR;: Almidon
fisicamente inaccesible

AR,: Granulos
resistentes

AR3: Almidon
retrogradado

AR, Almiddn con
enlaces no amilaceos

AR;s: Complejos
amilosa lipidos

Alimentos amilaceos sometidos a
coccion.

Cereales y otros alimentos amilaceos
crudos; pastas.

Granos 'y  semillas

molidas; pasta.

parcialmente

Alimentos amilaceos crudos y
almidones ricos en amilosa.

Alimentos amilaceos (papa, legumbres
y arroz) enfriados previa coccion, pan
envejecido.

Almidones modificados mediante
tratamientos quimicos y algunos
tratamientos fisicos drasticos.

Almidones gue contienen complejos
amilosa lipidos resistentes a la
digestion.

Adaptado de Englyst y col. (1992), Laurentin y Edwards (2013).
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5. Caracterizacion de la digestibilidad del almid6n

La mayoria de los estudios nutricionales sobre el almidon se enfocan en el estudio
de la digestibilidad in vitro e in vivo y las correlaciones entre ambos pardmetros. La
caracterizacion de la digestibilidad in vitro se realiza mediante analisis quimico
enzimaticos, que simulan las condiciones in vivo y esta basada en determinaciones del
contenido de almidon disponible, de almidon resistente y de la tasa a la cual las enzimas
digestivas ejercen su funcion sobre el granulo de almidén (Englyst y col, 1992; Tovar y
col., 2003; Tovar y col., 2005, citado por Martin, 2010); mientras que el estudio de la
digestibilidad in vivo requiere del empleo de modelos animales, en los cuales se estudian
parametros conocidos de modo general como biomarcadores, que reflejan la
biodisponibilidad y el aprovechamiento del alimento suministrado (Martin, 2010).

6. Empleo del bioensayo del gorgojo de arroz en estudios
nutricionales

El gorgojo de arroz (Sitophilus oryzae L.) ha sido utilizado para evaluar la presencia
de factores tdxicos en alimentos (Carmona y col., 1998) y el valor nutritivo de la dieta
(Carmona y Gomez-Sotillo, 1997; Lépez, 1999; Garcia, 2003; Galeno, 2006; Lovera, 2008;
Martin, 2010; Gonzéalez-Quilen, 2013) combinando las ventajas de un ensayo in vivo, con
aquellas de un ensayo in vitro, lo que permite el desarrollo de bioensayos rapidos, sencillos
y economicos donde se realizan determinaciones simultaneas que pudieran conducir a

resultados extrapolables a los humanos (Carmona y col., 2001).

Garcia (2003) y Galeno (2006) analizaron la composicion corporal (agua, grasa y
nitrogeno), la actividad similar a a-amilasa y la excrecion de acido drico del gorgojo de

arroz alimentado con diferentes dietas de almidones nativos y modificados, y comprobaron
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que los dos ultimos biomarcadores presentaron las correlaciones mas robustas con los
parametros de la digestibilidad invitro. En estos estudios, los almidones de baja
digestibilidad, entre los cuales se incluye el del banano, indujeron la mas alta actividad
a-amilolitica y excrecion de acido urico. Martin (2010) confirmé la utilidad de la actividad
similar a o-amilasa y del contenido de grasa corporal como estimadores de la
biodisponibilidad de los almidones nativos del banano, al correlacionarse ambos con el
contenido de almiddn resistente. La actividad similar a a-amilasa y la excrecion de &cido
arico fueron confirmadas por Gonzélez-Quilen (2013) como buenos estimadores de la
biodisponibilidad de los almidones de banano, al registrarse respuestas biologicas que
pudieron ser correlacionadas con el parametro de digestibilidad in vitro almiddn resistente,
aunque hay que destacar que en este Gltimo caso no se analizaron los cambios en la
composicion corporal. Es por ello que resulta interesante estudiar la respuesta de estos
biomarcadores frente a matrices alimentarias mucho mas complejas, como las harinas

obtenidas de bananos.

7. Aspectos generales y nutricionales del banano

El término banano es empleado para identificar a las especies o hibridos de plantas
que pertenecen al género Musa, subfamilia Musoideae, familia Musaceae (Champion,
1968; Lopez, 1989). Los bananos son plantas herbaceas de gran tamafio, que pueden llegar
a medir hasta 15 m de altura. Estan constituidas por un tallo corto subterraneo (rizoma), que
recibe el nombre de “cormo”. Las hojas son grandes, ovales de hasta 3 m de longitud, de
base obtusa, apice agudo, margen entero y color verde oscuro o amarillento. Las
extremidades de los peciolos o vainas se solapan fuertemente de manera helicoidal

conformando un pseudotallo cilindrico. La inflorescencia que emerge del centro de la copa
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foliar, puede alcanzar entre 50 y 150 cm, esta cubierta de bracteas dispuestas a manera de
espiral y cada una recubre un grupo de flores desprovistas de bracteas individuales y
situadas en dos filas apretadas e imbricadas. Estos grupos de flores reciben el nombre de
“manos”. Las manos comprenden flores femeninas (cuyos ovarios se transformaran en los
frutos) y masculinas. Todo el conjunto de manos conforman lo que se conoce como
“racimo”. El fruto es una baya (a la que se le denomina banana), su forma y tamafio varian

dependiendo del genotipo y del cultivar (Champion, 1968; Ldpez, 1989).

Cheesman (1948) y Simmonds y Shepherd (1955) determinaron que las bananas
comestibles se originaron de dos especies silvestres y seminiferas Musa acuminata Colla 'y
Musa balbisiana Colla, las cuales son endémicas del sureste de Asia. Cheesman, reconocio
tres grupos de cultivos morfolégicamente distintos: el primer grupo muestra una
predominancia de las caracteristicas botanicas de Musa acuminata, mientras que el segundo
exhibe las caracteristicas morfolégicas de Musa balbisiana, el tercer grupo posee
caracteristicas que combinan los caracteres morfoldgicos de las dos especies y son

considerados como sus hibridos naturales (Valmayor y col., 2000).

Simmons y Shepherd (1955) idearon un sistema de clasificacion de los cultivares
con base a su ploidia y a su constitucion gendémica, en el cual cada cultivar recibe un cédigo
de entre dos y cuatro letras. La haploidia acuminata se designa con la letra A y la haploidia
balbisiana con la letra B. Asi, entre los cultivares con genomio acuminata se hallan
diploides (AA), triploides (AAA) y tetraploides (AAAA); mientras que entre los cultivares
hibridos de acuminata y balbisiana se hallan diploides (AB), triploides con dominancia
acuminata (AAB), triploides con dominancia balbisiana (ABB) y tetraploides (AAAB,

AABB y ABBB). La partenocarpia (desarrollo del fruto sin semillas viables como resultado
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de la ausencia de fecundacion) no evoluciono en M. balbisiana, por lo cual no existen
cultivares comestibles de BB y en cuanto a los clones de genomio BBB existe cierta
confusion, ya que en este grupo se han incluido errdneamente clones de genomio ABB
como Cardaba y Saba y la pertenencia 0 no a este grupo del clon de origen tailandés Kluai

Lep Chang Kut aun estéa por aclararse (Ploetz y col., 2007).

Los cambures, frutos dulces que son consumidos crudos como postre, se obtienen
de plantas con genomio acuminata; mientras que los platanos y los topochos, que suelen
ingerirse fritos, horneados, hervidos o asados para que resulten agradables al paladar,
constituyen los frutos de plantas hibridas, a menudo designadas con el nombre binomial de

Musa x paradisiaca L. (Valmayor y col., 2000).

El almiddn es el principal componente de los bananos verdes (Zhang y col., 2005).
Estos contienen en su pulpa grandes concentraciones de carbohidratos no digeribles,
almidon resistente y fibra alimentaria, lo cual hace de esta fruta un material adecuado para
la produccion de harina con gran aplicacién en la reduccion del indice glucémico del
alimento y la diabetes, asi como la prevencion del cancer de colon (Anyasi y col., 2013). La
pulpa del fruto del banano verde contiene hasta 70 — 80% de almidon en peso seco, un
porcentaje comparable con el del endospermo de los granos del maiz y el de la pulpa de la
papa blanca (Zhang y col., 2005). Sin embargo, debido a la accién conjunta de maltiples
enzimas, el contenido de almiddn declina sostenidamente durante la maduracion del fruto
hasta alcanzar menos del 5% al final del periodo climatérico, con el consiguiente
incremento de los contenidos de sacarosa y de azucares reductores (Marriott y col., 1981,

Zhang y col., 2005).
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En investigaciones recientes llevadas a cabo por los laboratorios de Polisacaridos
Vegetales y de Bioguimica Nutricional y Metabolismo, ambos del Instituto de Biologia
Experimental de la Universidad Central de Venezuela (Garcia, 2003; Galeno, 2006; Martin,
2010; Gonzalez-Quilen, 2013), se ha estudiado la digestibilidad in vitro e in vivo de una
amplia gama de almidones nativos y modificados, entre los cuales se incluyen los
almidones aislados del banano; encontrandose que, para los clones analizados, su
digestibilidad fue baja con respecto a almidones que generalmente se consideran de alta
digestibilidad, como el almidon de maiz y el almidon de trigo (Englyst y col., 1992; Gofii y
col., 1996; Garcia, 2003). Los parametros que se han venido estimando en los ensayos
in vitro son: el contenido de almiddn disponible, de almidon resistente total y la tasa de
a-amildlisis. En los estudios in vivo, por su parte, se ha empleado el gorgojo del arroz
(Sitophilus oryzae L.), alimentado con dietas de almidones, como modelo animal, y se ha
dado especial énfasis a la estimacion de la composiciéon corporal (agua corporal, grasa
corporal, nitrégeno proteico y nitrogeno cuticular), de la actividad similar a a-amilasa y de
la excrecién de acido urico por parte del insecto como biomarcadores; correlacionandose
dichos biomarcadores con los pardmetros que caracterizan la digestibilidad in vitro de los

almidones.

Los estudios nutricionales sobre harinas de banano similares a los llevados a cabo
en almidones son escasos, no solo en el pais, sino a nivel mundial. Por tanto, en el presente
trabajo se realizo el estudio de la digestibilidad in vitro e in vivo de las harinas de ocho
clones de banano, utilizando la harina de maiz como referencia. El analisis de digestibilidad
invitro se llevd a cabo determinando el contenido de almidon disponible, almidon

resistente total y la tasa de a-amilolisis, de cada harina. El andlisis de digestibilidad in vivo
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se llevd a cabo mediante la estimacion de los biomarcadores supervivencia, variacion de
peso, cambios en la composicidn corporal, actividad similar a a-amilasa y excrecion de
acido urico del bioensayo del gorgojo de arroz. Ademas, se realizaron correlaciones entre
los parametros medidos a partir de ambas aproximaciones metodoldgicas con la finalidad
de corroborar la validez de la utilizacion del bioensayo del gorgojo de arroz como método
para la estimacion de la biodisponibilidad de las harinas de banano, alimento donde el

almidon interacciona con el resto de la matriz alimentaria.



18

II. ANTECEDENTES

En afios recientes se han realizado diversos estudios nutricionales sobre las harinas
de banano, con énfasis en propiedades como la composicion quimica y el valor nutricional,
la digestibilidad, la ganancia de peso, la fermentacion en el colon y la respuesta glucémica
de animales alimentados con dichas harinas. Ademas, se ha estudiado la aplicacién de
harinas de banano en la elaboraciéon de productos alimenticios como panes y pastas con

bajo indice glucémico.

En un estudio realizado por Juarez-Garcia y col. (2006) se caracterizd la
composicion quimica de la harina de platano verde (Musa paradisiaca L.), se formulé un
pan experimental con dicha harina y se estudié la composicion quimica, almidoén
disponible, almiddn resistente y la tasa de digestion del almidén in vitro; utilizando un pan
experimental a base de trigo como referencia. La composicién quimica de la harina de
banano mostré que el almidén total (73,4%) y la fibra alimentaria (14,5%) fueron los
componentes mas altos. El pan de harina de banano tuvo un mayor contenido de proteinas y
de almidon total que el pan de trigo, pero la cantidad de lipidos también fue mayor. De
igual forma, el pan de harina de banano mostr6 una cantidad significativamente superior de
almidon resistente respecto al pan de trigo. Ademas, se predijo un indice glucémico de 65%

para el pan de harina de banano (inferior al 82% de la referencia).

Vargas-Rodriguez y Boschini-Figueroa (2007) evaluaron la ganancia de peso en
hembras jovenes de ganado (novillas) en desarrollo y alimentadas con diferentes niveles de
suplementacion (0; 0,33 y 0,66% del peso vivo) con harina de banano en la dieta total.
Todas las novillas recibieron una racion total compuesta por alimento concentrado en una

cantidad proporcional al 1% del peso vivo, mas forraje hasta complementar la dieta total.
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La suplementacion con diferentes niveles de harina de banano no mostré un efecto
significativo sobre el peso promedio final de los animales; sin embargo, al cuantificar el
efecto sobre la ganancia diaria de peso de las novillas, se logro apreciar una diferencia
importante. Los investigadores encontraron que a un nivel de inclusion en la dieta de 0,33%

del peso vivo se logran las mejores ganancias de peso por dia.

Rodriguez-Ambriz y col., (2008) prepararon un polvo alimenticio rico en fibra
alimentaria mediante la licuefaccion de harina de banano verde de Musa paradisiaca L. y
obtuvieron que los componentes quimicos predominantes en la harina de banano fueron las
fracciones de almiddn total (76,8%), fibra alimentaria (10,4%) y almidon resistente
(30,4%). Aunque el proceso de licuefaccién ocasion6 una disminucion importante en los
porcentajes de almidon total, almidon disponible y almidon resistente en el producto
procesado con relacion a la harina cruda, el contenido de fibra alimentaria y la fraccion
indigerible del polvo alimenticio fueron superiores a los obtenidos en la harina cruda.
Ademas, el extracto polifendlico de dicho polvo mostr6 una elevada actividad antioxidante
y su capacidad de retencion de agua y aceite no varié con la temperatura, siendo esta Gltima
caracteristica de especial importancia durante la preparacion de alimentos en los cuales este
polvo rico en fibra se utilice como aditivo. Con base en lo anterior, dichos investigadores
sugirieron que dicho polvo podria ser utilizado como ingrediente en la elaboracion de

alimentos funcionales.

Ramli y col. (2009) evaluaron los efectos de la incorporacion de harinas de pulpa y
de céascara de platanos verdes y maduros en las propiedades fisicoquimicas y la
digestibilidad in vitro de fideos alcalinos amarillos. En la mayoria de los casos, el indice de

hidrolisis del almidon, el indice glucémico y las propiedades fisicoquimicas de los fideos
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cocidos fueron afectados por la adicion de las harinas de banano; destacando la
disminucion del indice glucémico de los fideos a los que se les afiadieron harinas de
banano, respecto a los fideos de gluten de harina de trigo utilizados como referencia. La
harina de cascara tuvo un mayor contenido de fibra alimentaria y menor contenido de

almidon resistente que la harina de pulpa de banano.

Wenzel y col. (2010) estudiaron el perfil de la fermentacion del colon in vitro y las
respuestas glucémicas postprandiales de los carbohidratos no disponibles de dos tipos de
harina de banano verde: Musa acuminata variedad Nanicdo y Musa paradisiaca in natura.
La fermentabilidad de las harinas se evalu¢ utilizando heces fecales de rata como in6culo y
la respuesta glucémica después de la ingestion se evalud en voluntarios sanos. Las harinas
presentaron una alta concentracién de carbohidratos no disponibles, que variaba en el
contenido de almidon resistente, fibra alimentaria y la fraccion no digerible. La
fermentacion in vitro de las harinas fue alta (entre 75 y 98%), al ser expresada por la
cantidad total de &cidos grasos de cadena corta en relacion al control (lactosa como fuente
de carbono). Ademas, la ingesta de las harinas de banano produjo aumentos insignificantes
en la respuesta glucémica postprandial de voluntarios sanos, en comparacion al aumento
producido después de la ingesta de pan. Sin embargo, los investigadores sefialan la
necesidad de estudios in vivo, con el fin de evaluar los posibles efectos benéficos de la

fermentacion en la salud intestinal.

La composicion quimica y el valor nutricional de harinas de platano verde (Musa
acuminata variedad Nanicdo) fueron evaluadas en un estudio realizado por Wenzel y col.
(2011). Las harinas presentaron un alto tenor de fibra alimentaria total, compuesta

principalmente de almidon resistente, resultado similar al obtenido por Juarez-Garcia y col.
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(2006). Por otra parte, el contenido de almiddn disponible, azucares solubles, minerales,

fitoesteroles y polifenoles totales fue bajo, pero con actividad antioxidante moderada.

Guzmén (2011) estudid las propiedades fisicas, quimicas y fisicoquimicas, las
propiedades funcionales, caracteristicas morfométricas, composicion proximal y la
digestibilidad de harinas crudas y pregelatinizadas de platano (Musa AAB) y topocho verde
(Musa ABB), y la elaboracion de pastas a partir de dichas harinas. Entre los resultados mas
relevantes, se hall6 que el mayor contenido de almidén lo present6 la harina cruda de
platano con un 81,3%; mientras que, el menor valor fue de 74,4%, para la harina
pregelatinizada de topocho verde, con lo que se evidencia el efecto causado por el
tratamiento térmico sobre estas. La digestibilidad in vitro del almiddn de las harinas crudas
de platano y topocho fue baja; mientras que la de las mezclas de ambas harinas presentd un
comportamiento medio respecto al conjunto total de las harinas, ya que para el caso de las

harinas pregelatinizadas se obtuvieron los valores mas altos de digestibilidad.

En otros estudios, se ha analizado el efecto de la harina de platano sobre la calidad
de un embutido tipo mortadela (Guerra y col., 2011), el desarrollo de un producto de
panaderia con alto valor nutricional a partir de la harina obtenida del banano verde con
cascara (Gil y col., 2011) y el efecto de la harina de banano como una bebida isotonica para

el mantenimiento de la hidratacion (Penggalih y col., 2011), con diversos resultados.

Aunque la cantidad de estudios nutricionales sobre alimentos elaborados a partir de
bananos verdes ha venido en aumento en los Ultimos afios, los estudios referentes a la
digestibilidad in vivo de dichos alimentos son escasos, particularmente en el caso de las

harinas de banano. Dichas harinas poseen una matriz alimentaria en la cual el almidén (que



22

es el componente presente en mayor proporcidn) interacciona con otros componentes
(Singh y col., 2010); motivo por el cual las respuestas bioldgicas observadas in vivo no

necesariamente serian un resultado directo de las estimaciones hechas in vitro.

En base a estos antecedentes, en el presente estudio se analizé la digestibilidad de
harinas de diferentes clones de banano, tanto in vitro como in vivo; usando el gorgojo de

arroz como modelo animal.
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III. OBJETIVOS

Objetivo general

Comparar los pardmetros que caracterizan la digestibilidad in vitro de las harinas de
ocho clones de banano, con los indicadores de la disponibilidad in vivo, empleando el

bioensayo del gorgojo de arroz (Sitophilus oryzae L.).

Objetivos especificos

1. Evaluar invitro el contenido de almidén disponible y almidén resistente de las

harinas de diferentes clones de banano.

3. Estimar el porcentaje de grasa corporal, la excrecion de acido Urico y la actividad
similar a o-amilasa en el gorgojo de arroz, como principales biomarcadores de la

digestibilidad in vivo de las harinas estudiadas.

4. Correlacionar las respuestas bioldgicas observadas in vivo con los indicadores de

biodisponibilidad evaluados in vitro.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Muestras utilizadas

Las harinas estudiadas se obtuvieron a partir de los frutos de ocho clones de plantas
muséceas (Tabla 2). Los frutos fueron cultivados en el banco de germoplasma del Instituto
Nacional de Investigaciones Agricolas, Centro Nacional de Investigaciones Agropecuarias
(INIA-CENIAP), Maracay, estado Aragua y cosechados con un grado de madurez de 1
(verde), segun la escala de von Loesecke (1950). Las harinas fueron obtenidas y facilitadas
por el Laboratorio de Granos, Raices y Tubérculos “Doctora Mercedes Baragafio de
Mosqueda” del Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, Facultad de Ciencias,
Universidad Central de Venezuela. Para su elaboracion se sigui6 la metodologia descrita
por Pacheco (2001). Adicionalmente, dichas harinas se molieron a mano con un mortero y
se pasaron por un tamiz de 0,250 mm de didmetro (60 mesh) previa utilizacién. Se incluy6
como referencia en todos los anélisis in vivo, una harina elaborada a partir de un gritz de
maiz (granos de maiz cortados en forma gruesa) donado por Alfonzo Rivas & Cia.,
Turmero. Para la elaboracion de la harina de maiz, el gritz fue sometido a varios pasos de
molienda (empleando al menos dos molinos eléctricos distintos y manualmente con un
mortero). A fin de obtener una harina con un tamafio de particula similar al de las harinas
de banano, el gritz de maiz molido se cerni6, pero no todo el material pas6 por un tamiz de
0,250 mm. Se decidid utilizar el material que pas6é por el tamiz como la harina de

referencia.
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Tabla 2. Clasificacion, nombre comun y forma de consumo de los clones de banano.

Especie Genomio  Clon  Nombre comuln Subgrupo Forma de
CONsSUMo
Musa acuminata AA 072 Titiaro/Pisang Mas Sucrier Postre
AAA 014 Pineo Gigante Cavendish Postre
AAAA 118  Somaclén Somaclén” Postre
Musa % paradisiaca AAB 041 Platano Harton Platain Coccion
Comdn
ABB 090 Topocho Verde Bluggoe Coccibn
AAAB 108"  No identificado No identificado  Coccion
Musa balbisiana BB 009 No identificado No identificado  y
BBB 093 Lep Chang Kut No identificado  Coccion

Los bananos fueron suministrados por el banco de germoplasma de musaceas del Instituto

Nacional de Investigaciones Agricolas, Centro Nacional de Investigaciones Agropecuarias

(INIA-CENIAP), Maracay, estado Aragua, Venezuela. Forma de consumo segun Valmayor y col.

(2000), Ploetz y col. (2007) y Anyasi y col. (2013).

* Los somaclones son plantas producidas por técnicas de ingenieria genética.

" Sinénimo: CIEN-BTA-03.

*las plantas de genomio BB son cultivadas principalmente por sus hojas. La gran cantidad de
semillas del fruto lo hace poco atractivo para el consumo animal (Valmayor y col., 2000; Ploetz y
col., 2007).

2. Digestibilidad in vitro de las harinas de banano

La digestibilidad de las muestras de harina de banano fue caracterizada in vitro
mediante la estimacion de los parametros: almidon disponible, almidén resistente y tasa de
a-amil6lisis. Esta ultima variable se estim6 tanto con las harinas crudas como con las

harinas gelatinizadas.
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2.1. Estimacion del contenido de almidén disponible

Para estimar el contenido de almidon que es potencialmente susceptible al ataque
amilolitico, se emple6 el método enzimatico descrito por Holm y col. (1986). Se llevo a
cabo la dispersion de una alicuota de 500 mg de peso seco de cada harina en un volumen de
20 mL de agua. Se ajustd el pH de la suspension entre 6 — 7 unidades y se agregaron
01mL de o-amilasa bacteriana termoestable Termamyl® 120L (NOVO Biolabs,
Bagsvaerd, Dinamarca) para luego incubar la suspension en un bafio de Maria a ebullicion
por 20 minutos, proceso que ocasiona la gelatinizacion del almidén e inicia su hidrdlisis.
Una vez atemperada, se trasvaso y enrasé la suspension en un balén aforado de 100 mL. En
un tubo de ensayo se vertieron 0,5 mL de la suspension junto con 1 mL de solucién 0,5 g/L
de la amiloglucosidasa de Rhizopus sp. (A-7255, Sigma Chemical Co., St. Louis, EE.UU.)
y se incubd la mezcla en un bafio de Maria a 40 °C por 60 minutos con agitacion constante.

Luego, se trasvasd y enraso la solucion en un balén aforado de 10 mL.

Se estimo la cantidad de glucosa liberada con ayuda de un estuche comercial
(glucosa oxidasa cat. 89250, Industrias Invelab®, Caracas) basado en el sistema glucosa
oxidasa peroxidasa. Se adicionaron en un tubo de ensayo, 0,05 mL del hidrolizado junto
con 1 mL del reactivo enziméatico. Una vez iniciada la reaccion, los tubos se incubaron en
un bafio de Maria a 37 °C durante 10 minutos. Culminado el periodo de incubacion, se
empled un espectrofotometro para medir la absorbancia a 510 nm de las muestras. Para la
cuantificacion de la glucosa presente en cada tubo del ensayo colorimétrico a partir de los
valores de absorbancia leidos, se utilizé la ecuacién de una curva patrén elaborada con un

estandar de glucosa a 1 g/L: y = 0,0323x + 0,003 (R? = 1,000; n = 6).
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El método colorimétrico acopla las reacciones de dos enzimas: la glucosa oxidasa y
la peroxidasa. La D-glucosa es oxidada enzimaticamente por la glucosa oxidasa
produciendo Dp-gluconato y peroxido de hidrogeno. Este Ultimo oxida al cromdgeno
(4-aminoantipirina e hidroxibenzoato) en presencia de la peroxidasa, produciendo un
compuesto rosado (quinoneimina) cuya intensidad de color es proporcional a la
concentracion de glucosa en solucion. La formula empleada para el célculo del porcentaje

de almidon disponible en base seca, se indica a continuacion:

cantidad de glucosa pug x 10@x 100®)x 0,9 ©

100
0,05@x 0,5 x 1000 x peso seco de la muestra (mg) X

Almidén disponible (%) =

@ volumen final luego de la digestién con amiloglucosidasa, en mililitros.
®) \iolumen final luego de la digestion con Termamyl!®, en mililitros.

© Correccion de glucosa a glucano.

@ Alicuota tomada para la cuantificacion de glucosa, en mililitros.

©) Alicuota tomada para la digestion con amiloglucosidasa, en mililitros.
® Conversion de microgramo a miligramo.

2.2. Estimacion del contenido de almidon resistente total

El método enzimatico descrito por Gofii y col. (1996) permite cuantificar el tenor de
almidon resistente total de los alimentos, esto es, la suma de la fraccion fisicamente
inaccesible (almiddn resistente tipo 1), mas las fracciones de granulos nativos no digeribles
(almiddn resistente tipo 2) y aquellas debidas a retrogradacién (almidon resistente tipo 3).
El almidon con enlaces no amilaceos (almidén resistente tipo 4) y los complejos
amilosa lipidos (almidén resistente tipo 5) no son cuantificables con este método. No
obstante, las muestras ensayadas carecen de almidon resistente tipo 4 debido a que no
fueron modificadas. La produccion de la harina de banano involucra el troceo y la molienda

del material vegetal (Pacheco, 2001), lo cual promueve la ruptura de las paredes celulares y
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la eliminacion de la matriz extracelular. Por tal motivo la fraccion de almidon resistente del
tipo 1 no es cuantificable en las harinas. Adicionalmente, se ensay6 con las muestras crudas
y en estado nativo, por lo cual tampoco se esperaria hallar en ellas cantidades significativas

de almidon resistente del tipo 3.

La primera etapa del método busca simular las condiciones estomacales. Una
alicuota de 100 mg en peso seco de cada harina se dispers6 en 10 mL de buffer KCI-HCI,
pH 1,5. Se agregaron 0,2 mL de solucién de pepsina (P-7000, Sigma Chemical Co., St.
Louis, EE. UU.) 100 g/L en buffer HCI-KCI y se incub6 la muestra en un bafio de Maria a

40 °C por 60 minutos en agitacion constante.

En la segunda etapa se promueve la hidrélisis del almidon susceptible al ataque
amilolitico, proceso que ocurre naturalmente en el intestino delgado. Para ello, se
adicionaron a la suspensiéon 9 mL de buffer Tris-maleato 0,1 mol/L, pH 6,9, junto con 1 mL
de solucion de a-amilasa pancreatica porcina (A-3176, Sigma Chemical Co., St. Louis,
EE. UU.) 40 g/L en buffer Tris-maleato. La mezcla se incub6 con agitacion constante en un

bafio de Maria a 37 °C durante 16 horas.

La tercera etapa permite separar el almidon resistente y la fibra alimentaria
(componentes insolubles) de la fraccion hidrolizada (componente soluble). Se centrifugé la
suspension a 3.000 x g por 15 min. Se descartd el sobrenadante y se resuspendio el
sedimento en 10 mL de agua destilada. Luego, se aplico una segunda centrifugacion y se

descarté nuevamente el sobrenadante.

En la cuarta etapa se busca separar el almidon resistente de la fibra alimentaria y

promover la hidrolisis del primero. Se agregaron 3 mL de agua destilada y 3 mL de
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solucion 4 mol/L de KOH recién preparada. Luego de agitar la suspension magnéticamente
durante 30 minutos, se adicionaron 5,5 mL de solucion de HCI 2 mol/L, 3 mL de buffer
acetato de sodio 0,4 mol/L, pH 4,75 y 1 mL de solucion de amiloglucosidasa de Rhizopus
(A-7255, Sigma Chemical Co., St. Louis, EE. UU.) a 4,8 g/L en el buffer acetato. Se incubd
la mezcla a 40 °C con agitacion constante durante 60 minutos. Una vez atemperada, la
mezcla se centrifugd un par de veces a 3.000 x g durante 15 min cada una. Los
sobrenadantes resultantes se trasvasaron a un balén aforado de volumen apropiado
(usualmente 100 mL) dependiendo de la cantidad de glucosa liberada. La determinacion de
la glucosa se realizé tal como se ha indicado en el apartado anterior de la presente seccion
[curva de calibracién (glucosa 1 g/L): y = 0,0325x + 0,003 (R? = 0,999; n = 7)]. La férmula

empleada para el calculo del porcentaje de almidon resistente total se indica a continuacion:

cantidad de glucosa (ug) x Vf(a)x 0,9®
0,05 x 1000 x peso seco de la muestra (mg)

Almidén resistente total (%) = x100

@ vf: Volumen final de la solucion que contiene la glucosa liberada a partir del almidon
resistente, en mililitros (usualmente 100 mL).

®) Correccién de glucosa a glucano.
© Alicuota tomada para la cuantificacion de la glucosa, en mililitros.
@ Conversién de microgramo a miligramo.

2.3. Estimacion de la tasa de a-amilolisis

Se aplico el método enzimatico descrito por Holm y col. (1985) que permite estimar
la velocidad a la cual es degradado el almiddn a carbohidratos simples, los cuales son
cuantificados como equivalentes de maltosa. Para cada muestra, la cinética de hidrdlisis se
estimd tanto en la harina cruda como en la gelatinizada. Se pesaron tres alicuotas de cada
muestra, correspondientes a 500 mg de almiddn disponible que luego fueron dispersadas en

50 mL de buffer fosfato Na,K 44 mmol/L, pH 6,9.
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La harina a gelatinizar se introdujo en un bafio de Maria a ebullicién durante 20
minutos. Transcurrido dicho tiempo, se incubo la suspensién en un bafio de Maria a 37 °C.
En el caso de la harina cruda, se obvio la incubacion en el bafio de Maria a ebullicion. La
reaccion se inici6 afadiendo 1 mL de la soluciéon de a-amilasa pancreatica porcina
(A-3176, Sigma Chemical Co., St. Louis, EE. UU.) 4 g/L en el buffer fosfato, pH 6,9. Se
tomaron alicuotas de 0,2 mL de cada hidrolizado a los 0, 5, 15, 30 y 60 minutos y se
finalizo la reaccion transfiriéndolas a una mezcla de 0,8 mL de agua y 1 mL del reactivo del
acido dinitrosalicilico. Este reactivo contiene 10 g¢g/L de é&cido 3,5-dinitrosalicilico
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, EE.UU.) disuelto en tartrato de Na,K a 300 g/L en NaOH

16 g/L.

La cuantificacion de los aztcares reductores liberados por accion de la a-amilasa
pancredtica se realizé segin el método quimico descrito por Hostettler y col. (1951). Las
muestras fueron introducidas en un bafio a ebullicion durante 10 minutos. Finalizada la
incubacidn, se dejaron atemperar en un bafio de Maria a temperatura ambiente por 2
minutos; luego se les afadieron 15 mL de agua destilada, se mezclaron tres veces por
inversion y se midio la absorbancia a 530 nm. Para calcular el contenido de azlcares
reductores, se utiliz6 la férmula de una curva patrén elaborada con un estdndar de maltosa

10 g/L: y = 0,4015x - 0,010 (R? = 0,999; n = 5).

El porcentaje de a-amildlisis se calculé para cada tiempo corrigiendo los valores
obtenidos por el poder reductor inicial (t =0 min) y se expresé en equivalentes de maltosa

segun la siguiente ecuacion:
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16lisis (%) = maltosa liberada (mg)x 50 x 0,951 100
4T amiioSS W) = 0,200 contenido de almidén disponible (mg;p.s) *

@ Volumen de solucién donde ocurre la hidrdlisis, en mililitros.
®) Correccién de maltosa a glucano.
© Alicuota tomada para la cuantificacién de los aztcares reductores, en mililitros.

3. Digestibilidad in vivo de las harinas de banano

La caracterizacion in vivo de la digestibilidad de las muestras de harinas de banano,
se llevé a cabo mediante la utilizacion del gorgojo de arroz (S. oryzae) como modelo
animal. Se estimaron los biomarcadores: supervivencia, variacion del peso, actividad
similar a a-amilasa, agua corporal, grasa corporal, nitrégeno proteico, nitrégeno cuticular,
otros componentes del cuerpo y excrecion de acido Urico del gorgojo de arroz alimentado

con las dietas de harinas de banano crudas.

3.1 Preparacion de las dietas de harinas

Las harinas se suministraron a los insectos bajo la forma de semillas artificiales.
Para ello, se pesaron aproximadamente 14 g de harina y se afadieron inicialmente 21 mL
agua; mezclandose la suspension con una espatula. Luego, se fue afladiendo una cantidad
de agua variable hasta obtener una suspension con una consistencia semisélida. Esto es, lo
suficientemente diluida como para no encontrar harina seca adherida al fondo del
recipiente, pero lo suficientemente densa como para formar un flujo continuo de
suspension, al tomar un poco con la espatula y verterla en el recipiente desde 1 —2 cm de

altura. Posteriormente, se colocaron gotas de la suspension sobre un papel encerado (dos
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gotas por semilla artificial), utilizando una jeringa de 10 mL, sin aguja. Por dltimo, se
secaron las semillas artificiales en estufa a 37 °C por 24 h. A partir de los 14 g de harina, se
preparan aproximadamente 12 g de semillas artificiales, los cuales son suficientes para
realizar el bioensayo por sextuplicado (2 g por réplica). En el caso de la harina de maiz se

tomaron inicialmente 17 g de harina y se mezclaron en 22 mL de agua destilada.

3.2. Mantenimiento del cultivo de gorgojos y seleccidon de individuos
para el bioensayo

Se colocaron grupos de 300 — 350 gorgojos de arroz en frascos de vidrio recubiertos
con una malla doble y conteniendo arvejas verdes peladas y partidas (compradas en un
mercado local) ocupando cerca de la mitad de su capacidad, aproximadamente 250 g. Los
frascos se almacenaron en oscuridad. Una vez transcurridos 15 dias, los insectos padres
fueron retirados de los cultivos y se esper6 de 3 a 4 semanas adicionales para la emergencia
de la progenie. Asi, es posible obtener poblaciones relativamente homogéneas de insectos
con una edad y una masa corporal semejantes. Durante la emergencia, se seleccionaron de
los cultivos aquellos insectos con un peso promedio de 1,6 + 0,1 mg (dia —1). El bioensayo

se inicio al dia siguiente de la seleccion (dia 0).

3.3. Bioensayo con el gorgojo de arroz

El bioensayo se realizd mediante el método descrito por Gonzalez-Quilen (2013).
En viales de vidrio se depositaron 2 g de las semillas artificiales de la harina
correspondiente junto con una poblacion de 30 insectos, para un total de seis réplicas por

dieta. Adicionalmente, se incluyd un control de calidad [condicion de ayuno y condicidn
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alimentada (dieta de arvejas verdes peladas y partidas)] y una harina de referencia [semillas
artificiales de harina de maiz elaborada a partir del gritz donado por Alfonzo Rivas & Cia.,

(Turmero)].

Se cuantifico interdiariamente el nimero de insectos sobrevivientes y su peso total,
iniciando el mismo dia en que se prepararon los viales (dia 0) y finalizando al octavo dia
del bioensayo. Al finalizar el bioensayo, tanto los insectos sobrevivientes como los viales

conteniendo las excretas y los restos de la dieta, se almacenaron por separado a —20 °C.

3.4. Determinacion de la supervivencia

A partir de los datos interdiarios de supervivencia, se calculd la supervivencia

mediante la siguiente formula:

S i (%) = # de individuos vivos al dia "n" 100
upervivencia (%) = ——— 0~ — X

3.5. Determinacién de la variacion de peso

Se determind el peso promedio por individuo de los insectos pesados

interdiariamente y se calcul6 la variacion de peso mediante la siguiente férmula:

L peso promedio al dia "n"® — peso promedio inicial®
Variacién de peso (%) = — x100
peso promedio inicial

@ peso promedio al dia “n”: peso total del grupo de insectos sobrevivientes al dia “n” entre el
namero de sobrevivientes, en miligramos

®) peso promedio inicial: peso total del grupo de insectos al dia 0 entre el nUmero de insectos
seleccionados (30 insectos), en miligramos.
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3.6. Estimacion de la actividad similar a a-amilasa

La actividad similar a oa-amilasa de los grupos de insectos alimentados con las
harinas de banano, se estimo mediante el método descrito por Gonzélez-Quilen (2013). Los
grupos de insectos provenientes de cada vial, que sobrevivieron al dia 8, fueron
homogeneizados en un volumen apropiado de buffer acetato de sodio (50 mmol/L, pH 5 a
4 °C, 15 insectos por mililitro) empleando un homogeneizador Potter-Elvehjem con 10
golpes a 750 r.p.m. (usualmente un minuto). Luego, los extractos se centrifugaron en tubos

Eppendorf a 16.000 x g por 5 min.

Una alicuota de 40 uL de cada sobrenadante, fue llevada a un volumen final de
0,5mL con el buffer acetato. Luego, se afiadieron 0,5 mL de una solucion al 5% de
almidon soluble comercial (Fisher Scientific Inc., Nueva Jersey, EE. UU.) gelatinizado en
el buffer acetato. La reaccion enzimatica se desarroll6 a 45 °C por 3 minutos, tiempo tras el

cual se detuvo afadiendo 1 mL del reactivo del acido dinitrosalicilico.

La estimacion de los azUcares reductores liberados por las enzimas del insecto se
realiz6 segun el método quimico propuesto por Hostettler y col. (1951). Para calcular el
contenido de azUcares reductores, se utilizé la formula de una curva patron elaborada con
un estandar de maltosa 2 g/L: y = 0,4361x - 0,009 (R? = 1,000; n = 4). La actividad similar
a o-amilasa (ASA) se expresé como los micromoles de equivalentes de maltosa liberados

por segundo y por litro del extracto acuoso (umol/s % L):
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maltosa liberada (mg) x 10° (@ x 106 (?)
1000©x 342D x 180 x 400)

ASA (pmol/ sxL) =

@ Conversién de mol a micromol.

®) Conversién de microlitro a litro.

© Conversion de miligramo a gramo.

@ Masa molecular de la maltosa, en gramos por mol.
©) Tiempo de reaccion, en segundos.

® Alicuota del sobrenadante tomada para llevar a cabo la reaccion
enzimética, en microlitros.

3.7. Determinacion de la composicion corporal

3.7.1 Contenido de agua corporal

La estimacién del contenido de agua se realiz6 segun el método establecido por la
AOAC International (1984). Los insectos congelados, se secaron en estufa a 100 °C por
45 min y se pesaron. El proceso se repiti0 tantas veces como fue necesario, pero por
tiempos de secado de 15 min, hasta obtener un peso constante.

El agua corporal se estimé usando la siguiente formula:

Pi dia 8 @ — pid )
Agua corporal (%) = Pidiag @ x100

@ pj dia 8: peso de los insectos al dia 8, en miligramos.
®) pid: peso de los insectos deshidratados, en miligramos.

3.7.2. Contenido de grasa corporal
La estimacion del contenido de grasa se realizd mediante el método descrito por la
AOAC International (1984). Los insectos deshidratados, se colocaron en un
homogeneizador Potter-Elvehjem con 2 mL de éter de petrleo (Riedel-deHaén®,
Sigma-Aldrich, Seelze, Alemania) y se homogeneizaron, en frio, con 10 golpes a

1.000 rpm; trasvasandose la suspensién a un tubo de ensayo de dimensiones 75 x 10 mm.
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Luego se lavo el émbolo y el recipiente del homogeneizador con 1 mL de éter de petroleo,
cada uno, y se afiadieron a la suspension anterior. Una vez que sedimentaron todas las
particulas solidas (usualmente 1 min), se trasvasé la solucion con la grasa disuelta hacia
vidrios de reloj tarados; empleando para ello una pipeta Pasteur. Para este paso, se tomd
todo el sobrenadante que se encontraba entre 1 —2 mm por encima del sedimento. Este
proceso de lavado se realizd varias veces sucesivas (entre 3 y 4 veces), agregando 2 mL de
éter de petréleo al tubo de ensayo y trasvasando cada sobrenadante al vidrio de reloj, hasta
que el éter en los tubos se observo traslucido. La cuantificacion de la grasa presente en cada
vidrio de reloj se hizo por diferencia de peso, luego de dejar evaporar el solvente. La grasa

corporal se estimo utilizando la siguiente férmula:

Cantidad de grasa (mg)
Grasa corporal (%) = Pidiag @ x100

@ pj dfa 8: peso de los insectos al dia 8, en miligramos.

3.7.3. Contenido de nitrégeno proteico y de nitrégeno cuticular

El nitr6geno proteico es aquel que se encuentra en las proteinas corporales del
insecto, mientras que el nitrégeno cuticular estd asociado a la molécula de quitina que
conforma el exoesqueleto. Ambos componentes deben ser separados para poder llevar a
cabo el andlisis, por lo que se realizd una extraccion en solucién alcalina de las proteinas
corporales. Para ello, se incubd el material deshidratado y desgrasado (obtenido en la
seccidn anterior) con 2 mL de NaOH 0,5 mol/L por 24 h, con agitacion constante. Luego se
centrifugo la suspensién a 16.000 g por 5 min para separar la proteina (material soluble) de

la cuticula (material insoluble). Se agreg6 1 mL de NaOH 0,5 mol/L al sedimento y se
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repitié el proceso de extraccion por 24 h adicionales; combinandose ambos sobrenadantes

al final de las extracciones.

Ambas fracciones (soluble e insoluble) se digirieron quimicamente para la posterior
cuantificacion de nitrogeno. Para ello, las fracciones fueron colocadas en tubos de digestion
(1 mL de la fraccion soluble y la fraccion insoluble completa envuelta en papel de filtro
Carl Schleicher & Schull N° 595 de 25 mm de didmetro) y se agregaron 2 mL de &cido
sulfarico concentrado (Fluka®, Sigma-Aldrich, Seelze, Alemania) junto con una pequefia
cantidad (58 — 61 mg) de catalizador de cobre (sulfato de cobre:sulfato de potasio, 1:9)
(Riedel-deHaén®, Sigma-Aldrich, Seelze, Alemania), en cada uno de ellos. La
mineralizacion de la materia orgénica se realizé en un digestor Kjeldhal a 350 °C hasta que
se logro la transparencia total de la muestra (usualmente 4 horas). Luego de la digestion y
de que se enfriaran los tubos, se agregaron 4 y 5 mL de agua, respectivamente, a las

fracciones soluble e insoluble; midiéndose el volumen final de cada fraccion.

La cuantificacién del nitrogeno en cada muestra se realizO mediante el método
descrito por Cherry (1973) y modificado por Carmona y Gémez-Sotillo (1997). Se tomaron
50 puL del extracto proteico o del extracto cuticular, luego de la digestion, y se llevaron a un
volumen final de 3 mL con agua destilada. Luego se agregaron 400 uL. de KOH 4 mol/L y
se incubaron las muestras con 0,1 mL del reactivo de Nessler (Ricca Chemical Company,
Arlington, TX, EE. UU.), por 10 min. Por ultimo, se midi6 la absorbancia a 490 nm para
obtener la cantidad de nitrogeno a partir de una curva de calibracion; utilizando una
solucion patrén de sulfato de amonio de concentracion 47 pg/mL (10 pg de nitrégeno/mL):

y = 0,0642x - 0,001 (R*=0,998: n = 7).
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Los contenidos de nitrogeno proteico (NP) y de nitrogeno cuticular (NC) se

calcularon mediante las siguientes formulas:

cantidad de nitrégeno (ug) x Vf @ x3®)
0,05x 1000 x 1 x Pi dia 8"

NP (%) = x100

cantidad de nitrégeno (ug) x Vf®

0, —
NC (%) = 0,05 x 1000@Dx Pi dia 8

x100

@ vf: Volumen final de la solucién con la muestra digerida, en mililitros.

®) \olumen de la solucién alcalina agregada al material deshidratado y
desgrasado, en mililitros.

© Alicuota tomada para la cuantificacion del nitrégeno, en mililitros.
@ Factor de conversion de microgramo a miligramo.

©) \Volumen de la fraccion soluble utilizada en la digestion quimica, en
mililitros.

® pi dia 8: peso de los insectos al dia 8, en miligramos.

3.7.4. Contenido de los otros componentes del cuerpo

El contenido del resto de los componentes del cuerpo de los insectos se estimo
como el parametro “otros”. Este biomarcador contiene a los carbohidratos (glucosa,
trehalosa y glucogeno), a las cenizas (minerales) y a los esqueletos carbonados de las

proteinas y del exoesqueleto del gorgojo de arroz. Este pardmetro se calcul6 de la siguiente

manera.

Otros (%) = 100 - (agua corporal + grasa corporal + NP + NC)

NP: Nitrégeno proteico.
NC: Nitrégeno cuticular.
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3.8. Estimacion de la excrecion de acido urico

La excrecién de acido urico del gorgojo de arroz fue estimada mediante el método
propuesto por Gonzalez-Quilen y Laurentin (2012). El &cido drico se extrajo a partir de las
excretas adheridas a la superficie interna del vial de vidrio y de los restos de la dieta al final
del bioensayo (dia 8). Se requirié primeramente, la transferencia exhaustiva de los restos de
la dieta fuera del vial y su posterior homogeneizacion. Las semillas artificiales de harina se
trituraron manualmente con un mortero; mientras que las arvejas verdes de la condicion
alimentada, se molieron en un molinillo eléctrico previo a la trituraciébn manual con el
mortero. Una vez homogeneizado el material, se pesé y se devolvio cuidadosamente al vial,
una alicuota de 500 mg. La extraccion del acido drico se realiz6 vertiendo 2 mL de agua
destilada en ebullicién sobre los restos de la dieta, procurando arrastrar las excretas
adheridas al vial de vidrio. Luego de mezclar el contenido del vial empleando un vortex a
velocidad méxima durante un minuto, se transfirid la suspension a un par de tubos
Eppendorf (1 mL de suspensién por cada tubo). Los tubos Eppendorf se centrifugaron a
16.000 x g durante 5 min. Los sobrenadantes resultantes de la centrifugacién se juntaron en
un tercer tubo Eppendorf. Para la extraccion de los viales de la condicion de ayuno, se llevo

a cabo el mismo procedimiento, pero obviando el paso de la homogeneizacion.

La estimacion del contenido de &cido urico se realiz6 con ayuda de un estuche
comercial (4cido Urico enzimatico-colorimétrico cat. 89015, Industrias Invelab®, Caracas).
Se adicionaron en un tubo de ensayo, 25 uL del sobrenadante junto con 1 mL del reactivo
enzimatico. Una vez iniciada la reaccion, los tubos se dejaron reposar a temperatura
ambiente por 30 min. Luego, se utilizo un espectrofotometro para medir la absorbancia a

520 nm de las muestras. Para determinar la cantidad de acido Urico presente en cada tubo
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del ensayo colorimétrico a partir de las absorbancias medidas, se utilizo la ecuacion de una
curva patron elaborada con el estdndar de acido urico 0,05 g/L del estuche comercial:

y = 0,1572x - 0,001 (R? = 1,000; n = 12).

El método colorimétrico acopla las reacciones de dos enzimas: la uricasa y la
peroxidasa. El &cido drico es oxidado enziméaticamente por la uricasa produciendo
alantoina, dioxido de carbono y perdxido de hidrogeno. Este ultimo oxida al cromdgeno
(4-aminoantipirina y dihidroxibisulfonato) en presencia de la peroxidasa, produciendo un
complejo rosado cuya intensidad de color es proporcional a la concentracion de &cido drico

en la muestra.

La excrecion de acido urico (EAU) se reportdé como los miligramos de &cido urico
excretado durante los 8 dias del bioensayo, por el peso, en kilogramos, de los insectos
sobrevivientes al dia 8; segun la siguiente ecuacion:

Cantidad de 4cido trico (ug) x 2(® x 1000®)
0,025 x Pi dia 8(@®

EAU (mg/kg) =

@ volumen de agua donde ocurre la extraccion, en mililitros.

®) Conversién de microgramo por miligramo a miligramo por kilogramo.
© Alicuota tomada para la cuantificacion del acido Urico, en mililitros.
@ pj dia 8: peso de los insectos al dia 8, en miligramos.
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3.9. Andlisis estadistico
Las regresiones lineales se calcularon empleando el programa Microsoft Office
Excel® 2010 de Microsoft Corporation (Redmond, WA, EE. UU.). El andlisis de varianza
de una via y correlaciones simples, se realizaron con Minitab® 16 de Minitab Inc. (State

College, Pensilvania, EE. UU.); utilizando p < 0,05 como nivel de significancia.
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V.  RESULTADOS

En el presente trabajo, se caracterizé la digestibilidad de las harinas de los frutos de
los ocho clones (tres con genomio acuminata, tres hibridos y dos con genomio balbisiana)
de plantas del género Musa. Para ello, se llevaron a cabo los estudios in vitro e in vivo

mencionados en la seccién anterior.

La composicion proximal de las ocho harinas que comprenden el presente estudio se
presenta en la Tabla 3 y en la Figura 3. El porcentaje de humedad de las harinas estuvo
entre 10,7 — 13,2%, el de proteina cruda entre 2,4 — 55%, el de grasa cruda entre
0,3-1,4%, el de cenizas estuvo entre 0,4 — 3,7% Yy el porcentaje de carbohidratos estuvo

entre 90,9 — 96,6%, siendo este Ultimo nutriente notablemente superior al resto.

Tabla 3. Composicion proximal de las harinas de banano.

Genomio  Clon Humedad Proteina Grasa cruda Cenizas Carbohidratos
(%) cruda (%) (%) (%) (%)

AA 072  12,85+0,03°  2,74+0,04% 0,33+0,00° 0,37+0,006 96,56 + 0,04°
AAA 014 13,18+0,31° 550+0,06° 0,48+0,00°° 3,04+0,01° 90,98 + 0,06
AAAA 118  11,52+0,03%  4,92+0,02° 0,49+0,01°° 3,72+0,04° 90,87 +0,03"
AAB 041  10,70+0,33°  2,44+0,04" 0,551+0,02° 2,20+0,07  94,85+0,12°
ABB 090 10,72+0,16°  3,64+0,01° 0,47+0,01° 2,62+0,06° 93,27 +0,06°
AAAB 108  11,72+0,04°° 3,93+0,03° 0,31+0,02°  3,00+0,02° 92,75 +0,05°
BB 009  12,40+0,06°  3,15+0,02° 1,42+0,02° 3,17+0,03° 92,26+0,01°
BBB 093  11,88+0,04° 3,03+0,060 0,39+0,03 2,54+0,01° 94,04 +0,08°

Los porcentajes son el promedio * la desviacion estandar (n = 3). Los valores con letras iguales en
una misma columna no difieren significativamente (p > 0,05; ANOVA, prueba de Fisher). Los
porcentajes de humedad y proteina cruda de la harina de maiz utilizada como referencia del
bioensayo fueron 9,88 + 0,53%; n=3 y 5,96 + 0,03%; n =3, respectivamente. Los valores
presentados fueron suministrados por el Laboratorio de Granos, Raices y Tubérculos “Doctora
Mercedes Baragano de Mosqueda” del Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, Facultad de
Ciencias, Universidad Central de Venezuela. Las estimaciones se realizaron mediante los métodos
descritos por la AACC (2003) para cada componente.
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Harinas de clones con genomio acuminata

12,9%

-2,7%
_0,3%

-0,4%

072 (AA) 014 (AAA) 118 (AAAA)

Harinas de clones hibridos

107% 2,4%
_0,5%

2,2%

041 (AAB) 090 (ABB) 118 (AAAB)

Harinas de clones con genomio balbisiana

009 (BB) 093 (BBB)

Humedad Proteina cruda M Grasa cruda [ Cenizas [JCarbohidratos

Figura 3. Composicion proximal de las harinas de banano.
Los datos representados en estas graficas fueron tomados de la Tabla 3.
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1. Digestibilidad in vitro de las harinas

1.1. Almidon disponible

En la Tabla 4 se muestra el contenido de almidon disponible de las harinas
estudiadas. En la mayoria de las harinas el porcentaje de almidon disponible fue superior a
70%, siendo la excepcion las harinas de los clones 072 (AA) y 009 (BB), que exhibieron

los menores porcentajes (65% y 41%, respectivamente).

Tabla 4. Contenido de almidon disponible en las harinas de banano.

Genomio Clon Almidon disponible (%)
AA 072 65,5 + 4,4°
AAA 014 75,8 + 1,5%°
AAAA 118 72,8 +£0,2%°
AAB 041 78,5 +0,4°
ABB 090 71,9 +4,3°
AAAB 108 70,5 + 5,6°¢
BB 009 41,0 +1,0°
BBB 093 75,9 + 1,9%°

Los valores son el promedio + la desviacion estandar sobre la base seca (g/100 g;

n=3). Los valores con letras iguales no difieren significativamente (p > 0,05;

ANOVA, prueba de Fisher). El tenor de almidén disponible de la harina de maiz

utilizada como referencia del bioensayo fue 83,0 + 1,95%; n=3. Como control

de calidad para el ensayo de almidon disponible se utiliz6 el almidén de papa

comercial Potatis mjol (Lyckeby Starkelsen, Suecia; 95,3 + 2,4%; n = 8).
1.2. Almidon resistente total

En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos para el contenido de almidon

resistente total en las harinas de los clones de banano estudiadas. En casi todos los casos el
contenido de almiddn resistente fue superior a 40%, siendo la excepcién las harinas de los

clones 118 (AAAA) y 090 (ABB), que exhibieron los menores porcentajes (37% y 32%

respectivamente).
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Tabla 5. Contenido de almidon resistente total en las harinas de banano.

Genomio Clon Almidon resistente total (%0)

AA 072 43,9 +2,8°
AAA 014 41,0+ 1,8
AAAA 118 371+1,2°

AAB 041 40,5+ 1,7%P
ABB 090 31,8+1,3°
AAAB 108 41,2 +3,1°
BB 009 42,2 +33°
BBB 093 40,1 +1,2°

Los valores son el promedio + la desviacién estandar sobre la base seca (g/100 g;

n = 3). Los valores con letras iguales no difieren significativamente (p > 0,05; ANOVA,

prueba de Fisher). El tenor de almidén resistente de la harina de maiz utilizada como

referencia del bioensayo fue 0,87 + 0,04%; n =3. Como control de calidad para el

ensayo de almidén resistente total se utilizd el almidon del platano harton comun

(43,0 £ 2,4%; n =13; AAB). El tenor de almidén resistente total para el Corn flakes®

fue de 3,80 + 0,04%; n = 5)
1.3. Tasa de a-amildlisis in vitro

Las curvas de a—amilolisis in vitro estimadas para las harinas crudas y gelatinizadas

de los bananos se muestran en la Figura 4. Los porcentajes de hidrdlisis fueron expresados
sobre la base de almiddn disponible a fin de garantizar que la diferencia en la tasa de
digestion, obedezca a las propiedades intrinsecas de las harinas ensayadas y no a la
diferencia en la concentracion de los o—glucanos potencialmente digeribles. Para la
evaluacion de la cinética de hidrolisis se consideraron dos pardmetros (Tabla 6): la
velocidad de hidrolisis inicial, que constituye la proporcion de almidén hidrolizado en los
primeros 15 minutos de la reaccion, y la magnitud de hidrolisis final, que representa la
proporcién total de almiddn digerido al cabo de los 60 minutos de duracion del ensayo. En
casi todos los casos la velocidad inicial (0,8 —5,3%) y la magnitud final de hidrolisis
(2—-10%) de las harinas crudas fueron muy inferiores a las obtenidas en las harinas

gelatinizadas (61 —88% y 79 — 104%, respectivamente) (Tabla 6); destacandose la harina

gelatinizada del clon 072 (AA), donde se estimo que la totalidad del almidén disponible fue
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hidrolizado, la harina del clon 009 (BB), donde la velocidad inicial y magnitud final de
hidrolisis en estado gelatinizado (5% y 8%, respectivamente) fueron cercanas a la obtenidas
en la harina cruda (1 y 4%, respectivamente) y la harina 093 (BBB), donde la magnitud
final de hidrdlisis en estado gelatinizado exhibié un valor cercano a la velocidad inicial en
ese mismo estado. En la Figura 4D, que corresponde a las mismas muestras de la
Figura 4C (harinas con genomio balbisiana), no se realizo la correccién de los valores por
el porcentaje de almidon hidrolizado antes de agregar la enzima (t = 0), con la finalidad de
mostrar el alto poder reductor presente en dichas harinas antes de iniciar el ensayo

enzimatico.

Tabla 6. Velocidad inicial y magnitud final de hidroélisis in vitro de las harinas de
banano.

Genomio Clon Cruda Gelatinizada
Velocidad Magnitud Velocidad Magnitud
inicial (%) final (%) inicial (%) final (%)

AA 072 3,12 5,61 79,48 103,51
AAA 014 5,34 9,96 80,13 93,43
AAAA 118 1,30 4,70 79,00 88,22
AAB 041 1,15 2,28 60,55 84,57
ABB 090 2,19 3,57 88,05 96,57
AAAB 108 3,76 6,35 62,89 94,22
BB 009 1,84 441 4,64 8,44
BBB 093 0,84 1,96 74,10 79,17

Los valores son el promedio del almidén hidrolizado sobre la base de almidén disponible de dos
determinaciones proximas. La velocidad inicial es la proporcion del almidén hidrolizado en los
primeros 15 minutos, mientras que la magnitud final es la proporcién total del almidén hidrolizado al
cabo de los 60 minutos que dura el ensayo. La velocidad inicial y la magnitud final de hidrélisis
obtenidas en la harina de maiz (n=3) empleada como referencia en el bioensayo fueron
6,92 +0,08% vy 16,47 + 1,18% en estado crudo; mientras que en la harina gelatinizada, dichos
valores fueron 76,54 + 0,93% y 85,08 + 0,53%, respectivamente. Como control de calidad para el
ensayo de a-amildlisis se utilizé el almidén de maiz gelatinizado (Maizina Americana®, Alfonzo
Rivas & Cia., Turmero; n = 9); los valores obtenidos fueron 76,11 + 5,60% y 87,66 + 2,95% para la
velocidad inicial y la magnitud final, respectivamente.
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Figura 4. Cinética de hidrdlisis in vitro de las harinas de banano.
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(A) Harinas de clones con genomio acuminata. (B) Harinas de clones hibridos. (C) Harinas de clones con genomio
balbisiana. (D) Harinas de clones con genomio balbisiana sin corregir por el almidon hidrolizado a t = 0 min. Cada
punto representa el porcentaje del almidén hidrolizado sobre la base de almidén disponible y constituye el promedio
de dos determinaciones préximas. Cr: harina cruda, Gel: harina gelatinizada. Como control de calidad para los
ensayos de a—amildlisis se utilizd el almidén de maiz gelatinizado (Maizina Americana®, Alfonzo Rivas & Cia.,

Turmero; n = 9).



2. Digestibilidad in vivo de las harinas

El gorgojo de arroz (S. oryzae) fue empleado como modelo animal en los estudios
in vivo. Se evalud la supervivencia, la variacion del peso, los cambios en la composicion
corporal, la actividad similar a a-amilasa y la excrecion de acido urico de los insectos,
como posibles biomarcadores de la digestibilidad de las dietas suministradas. El uso de
estos biomarcadores requiere su comparacion con una dieta de referencia. En trabajos
realizados en almidones aislados se ha utilizado el almidon de maiz, un almidon de alta
digestibilidad, como referencia. Por esta razon y dado que el presente estudio se realizd en
harinas (las cuales, a diferencia de los almidones aislados, poseen una matriz alimentaria en
la cual el almidon interacciona con los otros componentes), se decidié utilizar la harina de

maiz como dieta de referencia.

La obtencién de esta harina a partir del gritz de maiz tuvo sus dificultades, pues a
pesar de diversos intentos, no se logré moler todo el material y se decidié utilizar solo la
fraccion que paso el tamiz de 0,250 mm (60 mesh). Por lo cual se procedi6 a realizar la
caracterizacion granulométrica de la harina en cuestion, es decir, determinar el tamafio
aproximado de las particulas que conforman dicha harina. Esta caracterizacion se realizo
conjuntamente con la de una harina de maiz precocida comercial de alto consumo en la
poblacion venezolana. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 5, donde el
eje X, que representa el tamafio del tamiz, se grafica mediante una escala cualitativa
categorica, no numérica. Se puede apreciar una relacion inversa entre el diametro del tamiz
y el porcentaje de harina retenida en la harina de maiz utilizada como referencia, siendo

retenida la mayor fraccion de dicha harina en el contenedor [lo cual indica que el diametro
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de las particulas es inferior a 180 mm (80 mesh)], mientras que la harina de maiz precocida
presento particulas de mayor tamafio; obteniéndose los mayores porcentajes de retencion en

los tamices de 0,300 mm (50 mesh) y 0,425 mm (40 mesh).

O Harina de maiz de referencia
B Harina de maiz precocida

Harina retenida (%)

10 —

0,600 0,425 0,300 0,250 0,180 <0,180
Didmetro del tamiz (mm)

Figura 5. Granulometria de la harina de maiz de referencia.

El didmetro del tamiz es una escala cualitativa categérica, no numérica. Cada
barra representa el porcentaje de harina retenida en el respectivo tamiz. La harina
de maiz precocida es una harina comercial de alto consumo en Venezuela. La
granulometria se obtuvo agitando mecanicamente cada harina por 5 min de
acuerdo al método descrito por Bedolla y Rooney (1984).

2.1. Supervivencia del gorgojo de arroz alimentado con las harinas de banano
En la Figura 6 se muestra la supervivencia de los insectos mantenidos en las dietas
controles del bioensayo (condicién de ayuno y condicion alimentada) y la harina de
referencia (harina de maiz), a lo largo de ocho dias. La supervivencia en el control
alimentado y la referencia se mantuvo muy cercana a 100% durante todo el bioensayo;
encontrandose porcentajes al dia ocho de 98% en control alimentado y 99% en la
referencia, mientras que el porcentaje de supervivencia de la condicion de ayuno comenzo a

disminuir drasticamente a partir del dia cuatro, hasta llegar a 4% en el dia ocho del

bioensayo.
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Figura 6. Supervivencia del gorgojo de arroz en el control de calidad del
bioensayo y en la harina de referencia.

Las barras indican la desviacion estandar de la media (n = 3). La condicién
alimentada fue la dieta de arvejas verdes. La referencia fue la harina de maiz.

En la Figura 7 se muestra la supervivencia del gorgojo de arroz alimentado con las
harinas de banano. Las harinas con genomio acuminata y las harinas con genomio
balbisiana exhibieron una supervivencia de comportamiento similar a la harina de
referencia, mientras que las harinas de los clones hibridos 090 (ABB) y 108 (AAAB)
exhibieron los porcentajes de supervivencia mas bajos (88%y 92% respectivamente);

siendo dichos valores estadisticamente inferiores a lo hallado en la referencia.
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Figura 7. Supervivencia del gorgojo de arroz alimentado con la dieta de referencia y las dietas
de harina de banano.

(A) Harinas de clones con genomio acuminata. (B) Harinas de clones hibridos. (C) Harinas de
clones con genomio balbisiana. La referencia fue la harina de maiz. Las barras indican la
desviacion estandar de la media (n = 3).
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2.2. Variacion de peso del gorgojo de arroz alimentado con las harinas de
banano

La Figura 8 muestra la variacion de peso de los insectos mantenidos en las dietas
controles del bioensayo y la harina de referencia, a lo largo de ocho dias. Las dietas de la
condicion alimentada (arvejas verdes partidas) y la harina de referencia (harina de maiz)
generaron incrementos de peso muy similares durante los primeros cuatro dias del
bioensayo, mientras que en los dias restantes el incremento de peso fue mayor en la dieta de
la condicién alimentada (11% en el dia ocho) que en la dieta de referencia (9,2% en el dia
ocho) donde el peso increment6 poco (apenas 0,4%) a partir del cuarto dia del bioensayo.
En la condicion de ayuno se registré una disminucion continua del peso de los insectos

hasta 42% del peso inicial al final del bioensayo.

-10 4

-20 4

—0— Condicién de ayuno
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—A— Referencia
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k
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Figura 8. Variacion del peso del gorgojo de arroz en el control de
calidad del bioensayo.
Las barras indican la desviacion estandar de la media (n = 3). La

condicion alimentada fue la dieta de arvejas verdes. La referencia
fue la harina de maiz.
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La variacion de peso de los insectos mantenidos en las dietas de harinas de banano a
lo largo de ocho dias se muestra en la Figura 9. En casi todos los casos se registré un
incremento que estuvo entre 7 — 10%, siendo la excepcion la dieta 009 (BB), donde se

registré un incremento de 4% que fue significativamente menor al estimado en la dieta de

referencia.
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Figura 9. Variacion del peso del gorgojo de arroz alimentado con las harinas
de banano.

(A) Harinas de clones con genomio acuminata. (B) Harinas de clones hibridos.
(C) Harinas de clones con genomio balbisiana. Las barras indican la desviacién
estandar de la media (n = 3). La referencia fue la harina maiz.
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2.3. Cambios en la composicion corporal

En las Tablas 7 y 8 y la Figura 10 se muestra la composicion corporal de los
insectos alimentados con las dietas controles del bioensayo, la harina de referencia y las
harinas de banano. El peso promedio al dia 8 fue significativamente menor (cambio
porcentual: —42%; p < 0,05) en la condicién de ayuno con respecto a la condicion
alimentada. Entre los insectos sometidos a la dieta de referencia y los de la condicidn
alimentada solo hubo diferencias estadisticamente significativas en los porcentajes agua y
grasa corporal; siendo este ultimo biomarcador el Gnico en el cual la harina de referencia
(11%) generd un porcentaje mayor al de la condicién alimentada (6,6%). Los porcentajes
de nitrdgeno proteico y nitrégeno cuticular fueron ligeramente superiores a 1,8% en ambas

dietas (Tabla 7).

2.3.1. Agua corporal

El porcentaje de agua corporal al final del bioensayo en los insectos sometidos a las
dietas de harinas de banano estuvo entre 47% — 51%. La dieta de referencia exhibi6é un
porcentaje de agua corporal de 49,4%, que fue inferior al hallado en las harinas 014 (AAA)

y 041 (AAB) y superior al porcentaje estimado en la harina 009 (BB) (Tabla 8).

2.3.2. Grasa corporal

El porcentaje de grasa corporal en los insectos sometidos a las dietas de harinas de
banano estuvo entre 9 — 13%. Los insectos alimentados con las harinas 072 (AA),
090 (ABB) y 108 (AAAB) exhibieron un porcentaje de grasa corporal superior al estimado
en la dieta de referencia (11%). Solo dos harinas [014 (AAA) y 041 (AAB)] generaron una
menor acrecion de grasa en el insecto que la harina de referencia (9,6% y 9,3%

respectivamente) (Tabla 8).



55

2.3.3. Nitrégeno proteico y nitrogeno cuticular

El contenido de nitrégeno proteico estuvo alrededor de 1% en la mayoria de las
dietas de harinas de banano; destacando la harina 093 (BBB) por ser la que generd la mayor
acrecion de este pardmetro (2,4%) en los insectos. El porcentaje de nitrogeno proteico en
los insectos sometidos a cinco de las ocho dietas de harina de banano [072 (AA),
014 (AAA), 041 (AAB), 090 (ABB) y 108 (AAAB)] fue inferior al estimado en los
insectos alimentados con la dieta de referencia; destacando la harina 041 (AAB), por ser la

Unica cuyo porcentaje de nitrogeno proteico estuvo por debajo de 1% (Tabla 8).

El porcentaje de nitrégeno cuticular estuvo alrededor de 2% (1,9 — 2,2%) en todos
los casos, incluyendo la dieta de referencia (Tabla 8). No hubo diferencias estadisticamente
significativas de este parametro entre los insectos alimentados con la harina de referencia y

los insectos alimentados con las harinas de banano.

2.3.4. Contenido de otros componentes

El parametro otros estuvo entre 33% — 36%, y solo los insectos alimentados con la
harina 108 (AAAB) presentaron un porcentaje de este pardmetro significativamente menor

que el estimado en la dieta de referencia (Tabla 8).
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Tabla 7. Peso promedio y composicion corporal del gorgojo de arroz en el control de calidad del bioensayo y en la harina de
referencia.

Agua Grasa Nitrégeno Nitrégeno

Dieta Peso promedio  Peso promedio corporal corporal proteico cuticular Otros
; ; o
al dia 0 (mg) al dia 8 (mg) (%) (%) (%) (%) (%)
Ayuno 1,63 +0,01° 0,94 + 0,05 * * * * *
Alimentado 1,47 +0,03° 1,63 £ 0,04° 52,7 £ 1,4° 6,60 + 0,4° 2,05 + 0,04° 2,16 + 0,08° 36,3+0,8°
Referencia 1,57 + 0,05% 1,71+ 0,05° 494+0,7° 11,0 £0,5% 1,85 +0,62° 2,07 +0,04° 35,6 +0,8°

Los valores son el promedio = desviacién estandar (n = 3). Valores con letras iguales en una misma columna no difieren significativamente
(p > 0,05; ANOVA, prueba de Fisher). La condicion alimentada fue la dieta de arvejas verdes. La referencia utilizada fue la harina de maiz.
* La composicién corporal de la condicién de ayuno no se pudo determinar debido a la alta mortalidad registrada en dicha dieta (Figura 6).
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Tabla 8. Peso promedio y composicion corporal del gorgojo de arroz alimentado con la dieta de referencia y las dietas de

harina de banano.

Peso Peso Agua Grasa Nitrégeno Nitrégeno 0
. . R R . . tros
Genomio Dieta promedioal promedio al corporal corporal proteico cuticular (%)
dia 0 (mg) dia 8 (mg) (%) (%) (%) (%)
_ Referencia 1,57 +0,05%¢ 1,71 +0,05°¢ 49,4 +0,7°¢ 11,0+05° 1,85+ 0,62° 2,07 £0,04*° 35,6+ 0,8
AA 072 1,60+0,02%¢ 1,76+0,04° 491+0,6° 125+1,0° 1,27 +0,32%¢ 2,03+0,06*° 36,0+ 0,8°¢
AAA 014 1,59 +0,01%  1,75+0,02° 51,3+1,4% 9,6+0,0° 1,08+0,08%% 220+0,13* 36,1+1,4*°
AAAA 118 1,68 + 0,02 1,86 +0,02° 49,3+0,7°° 11,9+0,8*° 139+0,14°°  205+0,08*° 353+ 0,7*°¢
AAB 041 1,68 +0,01*®  1,84+0,02° 51,3+0,8 9,3+0,6° 0,88 +0,09° 2,09 +0,02*° 36,4 +0,4*°
ABB 090 1,51 + 0,01 1,63+0,02° 498+1,1°° 127+0,6%° 1,14+0,08°% 205+0,35*" 34,3+0,7%
AAAB 108 1,56 +0,01° 1,68 £0,04° 50,4 +0,3** 132+1,0® 100+0,15*° 2,05+0,08¢  33,2+0,7°
BB 009 1,57 £0,01%  1,64+0,02% 472+05% 12,1+1,0*° 1,80+ 0,04*° 220+0,13% 36,6 +0,4°
BBB 093 1,64 +0,03°¢ 1,74+0,01° 485+0,8° 11,2+0,7° 2,41+0,16 1,93+0,05° 36,0+ 1,0%°

Los valores son el promedio + desviacion estandar (n = 3). La referencia utilizada fue la harina de maiz. Valores con letras iguales en una misma

columna no difieren significativamente (p > 0,05; ANOVA, prueba de Fisher).
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Harinas de clones con genomio acuminata

Condicién alimentada Referencia 072 (AA) 014 (AAA) 118 (AAAA)
/£ — . = "‘“\\\ - = ﬁ\\ — .
—— N N\ \ ,§ N\ — N\
,E’: 36,37%— \\.\ =35 83%— \ "‘\‘ ——13%— \‘w. 35,32%— \\\
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. . ij_i_“\\\ P
=
36,41 %/: \ \ :E— \\ /E \\
Y E=34,3%— \ F=33,25%— Y
—— so4m% |

o

Peso = 1,84 + 0,02 mg Peso=1,63+0,02mg Peso = 1,68 + 0,04 mg Peso = 1,64 + 0,02 mg Peso=1,74 10,01 mg

[ | Agua corporal (%) Grasa corporal (%) [l Nitrégeno proteico (%) [ | Nitrégeno cuticular (%) £ Otros (%)

Figura 10. Composicion corporal del gorgojo de arroz alimentado con las dietas controles del bioensayo, de referencia y de harinas
de banano.

Los datos representados en estas graficas fueron tomados de las Tablas 7 y 8. La composicion corporal de la condicion de ayuno no se
pudo determinar debido a la alta mortalidad registrada en dicha dieta (Figura 6).

Peso = peso promedio por individuo al final del bioensayo (dia 8).
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2.4. Actividad similar a e—amilasa

La Tabla 9 muestra el efecto de las diferentes dietas de harinas de banano sobre la
actividad similar a a-amilasa en el gorgojo de arroz. La actividad de la mayoria de las
harinas de banano estuvo entre 536 —578 pmol/sxL, lo cual equivale a poco mas de la
mitad del valor de la actividad promovida por la dieta de referencia (943 pumol/sxL). La
harina del clon 009 (BB) promovié una actividad similar a a-amilasa igual a la de la dieta
de referencia, siendo ésta la de mayor valor entre todas las harinas de banano, mientras que
la actividad méas baja (444 umol/sxL) se registr6 en los insectos alimentados con la harina

072 (AA).

Tabla 9. Actividad similar a a-amilasa del gorgojo de arroz alimentado con las harinas de
banano.

Genomio Dieta Actividad similar a Cociente de acti_vidad
ag-amilasa (umol/sxL) similar a a-amilasa

- Referencia 943 + 74° 1,00
AA 072 444 + 43° 0,47
AAA 014 560 + 23° 0,59
AAAA 118 536 + 38° 0,57
AAB 041 557 + 26° 0,59
ABB 090 638 + 32° 0,68
AAAB 108 563 + 44°¢ 0,60
BB 009 944 + 49° 1,00
BBB 093 578 + 48°° 0,61

La actividad similar a a-amilasa esta expresada en micromoles de maltosa liberados por segundo en
un litro del extracto acuoso del insecto. Los valores son el promedio + la desviacion estandar
(n=3). Valores con letras iguales no difieren significativamente (p > 0,05; ANOVA, prueba de
Fisher). La referencia fue la harina de maiz. El cociente constituye la actividad enzimatica
correspondiente a la dieta entre la actividad enzimatica correspondiente a la referencia. La actividad
enzimatica en la condicién alimentada fue de 1198 + 34 pmol/sxL (n = 3). La actividad similar a
a-amilasa de la condicion de ayuno no se pudo determinar debido a la alta mortalidad registrada en
dicha dieta (Figura 6).
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2.5. Excrecion de acido arico

En la Tabla 10 se muestra la excrecion de acido urico en los insectos alimentados
con las dietas de harina de los diferentes clones de banano. Los mayores niveles de
excrecion se encontraron en los insectos alimentados con las harinas 118 (AAAA) y
108 (AAAB), cuyos valores fueron superiores al de la dieta de referencia. Los menores
niveles de excrecion se registraron en los insectos alimentados con las dietas de harinas de
genomio balbisiana [009 (BB) y 093 (BBB)], que al igual que las harinas 074 (AA) y

014 (AAA) exhibieron valores estadisticamente menores que el estimado en la referencia.

Tabla 10. Excrecion de acido urico del gorgojo de arroz alimentado con las harinas de
banano.

Excrecién de acido Urico Cociente de excrecion

Genomio Digta (ma/kg) de &cido Urico

— Referencia 1906 + 85"° 1,00
AA 072 1281 + 112° 0,67
AAA 014 1021+ 119¢ 0,54
AAAA 118 3320 + 160° 1,74
AAB 041 1758 + 361° 0,92
ABB 090 2221 + 380° 1,17
AAAB 108 2929 + 390° 1,54
BB 009 645 + 63° 0,34
BBB 093 770 + 18° 0,40

La excrecién de &cido Urico esta expresada en miligramos de acido Urico excretado durante los 8
dias del bioensayo, por el peso en kilogramos de los insectos sobrevivientes al dia 8. Los valores
son el promedio £ la desviacion estandar (n=3). Valores con letras iguales no difieren
significativamente (p > 0,05; ANOVA, prueba de Fisher). La referencia es la harina de maiz (n = 3).
El cociente constituye la excrecién correspondiente a la dieta entre la excrecion correspondiente a la
referencia. El nivel de excrecién de 4cido Urico en la condicidn alimentada fue 6407 + 207 mg/kg
(n = 3). La excrecion de &cido urico de la condicion de ayuno no se pudo determinar debido a la alta
mortalidad registrada dicha dieta (Figura 6).
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VI. DISCUSION

La composicién proximal estimada en las harinas de banano utilizadas en el
presente estudio (Tabla 3) mostr6 que las mismas son, en términos generales, muy
similares entre si. Los resultados obtenidos son, ademas, similares a los reportados en otros
estudios donde se han empleado harinas de este tipo. Da Mota y col. (2000), Juarez-Garcia
y col. (2006), Rodriguez-Ambriz y col. (2008), Ovando-Martinez y col. (2009), Guzman
(2011), Delgado (2014) y Flores-Silva y col. (2014) estimaron valores de 3,9 — 12,9% de
humedad, 2,5 - 5,6% de proteina cruda, 0,2 — 2,7% de grasa cruda, 2,3 — 4,7% de cenizas y
83,6 —95,6% de carbohidratos en harinas de banano de distintas variedades. Hay que
destacar que Juarez-Garcia y col. (2006) estudiaron harinas de céscara y pulpa de banano;
hallando un contenido de lipidos inusualmente alto (2,7%) en este tipo de harinas, lo cual
atribuyeron a componentes de la cascara, como carotenoides. En el resto de estudios
mencionados arriba el contenido de lipidos fue inferior a 1,4%. EI amplio rango de valores
de humedad reportado por distintos investigadores puede atribuirse a las diferencias en las

condiciones de secado utilizadas (Tribess y col., 2009; Delgado 2014).

1. Digestibilidad in vitro de las harinas

Todos los parametros de digestibilidad in vitro analizados (almidén potencialmente

apg g =

digestibilidad generalmente atribuida a las harinas crudas de bananos verdes.

El amplio rango de porcentajes de almidon disponible (41 — 79%) hallado entre las

distintas harinas de banano evaluadas (Tabla 4) coincidié con el amplio rango de valores
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de este parametro que ha sido reportado en diversas investigaciones hechas en harinas de
banano de distintas variedades. Juarez-Garcia y col. (2006) y Rodriguez-Ambriz y col.
(2008) estimaron porcentajes de almidon disponible de 56% y 72%, respectivamente, en
harinas de banano verde de Musa paradisiaca L. y Musa AAB empleando método de Holm
y col. (1986) que se utilizo en el presente estudio. Ovando-Martinez y col. (2009), Soto
(2010), Wenzel y col. (2011) y Flores-Silva y col. (2014) estimaron porcentajes de almidon
disponible entre 28% y 49% en harinas de banano verde de Musa paradisiaca L., Musa
cavendishii y Musa acuminata variedad Nanicdo; calculado mediante la diferencia entre el

porcentaje de almidon total y el de almiddn resistente total.

Las diferencias metodoldgicas en la determinacion de este pardmetro tienen una
influencia importante en la gran variabilidad existente en los valores reportados por
distintos investigadores, ya que los porcentajes de almidon disponible obtenidos restando la
fraccion de almidon resistente de la fraccion de almidén total pareciera que generalmente
son mucho méas bajos que los porcentajes obtenido mediante estimacion directa de la
fraccion de almidéon disponible. Ademas de las diferencias metodoldgicas, otros factores
como las diferencias genéticas de los cultivares, la proporcién amilosa/amilopectina y el
contenido de grasa podrian contribuir a la variabilidad observada entre las harinas de
distintos estudios y entre las harinas de un mismo estudio. En este sentido, se obtuvo una
fuerte correlacion negativa [coeficiente de Pearson (r) =-0,853; p =0,000)] entre el
contenido de almiddn disponible y el contenido de grasa de las harinas evaluadas en este
estudio, pudiéndose observar que la harina con mayor contenido de grasa [009 (BB);
Tabla 3] fue la que presento el menor contenido de almidon disponible (Tabla 4) y que en

las harinas en las que no hubo diferencias significativas en el contenido de grasa
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presentaron porcentajes de almidon disponible similares entre si. Un mayor contenido de
grasa aumenta la probabilidad de formacion de complejos amilosa lipidos, que son
resistentes a la hidrdlisis enziméatica (Holm y col., 1983; Jane y Robyt, 1984; Seneviratne y
Biliaderis, 1991; Kitahara y col., 1996). Aunque la correlacion obtenida tiene sentido, hay
que acotar que la misma fue determinada por el comportamiento de la harina 009 (BB), que
presentd un bajo porcentaje de almidén disponible y un alto porcentaje de grasa cruda,

respecto al resto de las harinas de banano (Anexo A).

El tenor de almiddn resistente estimado en las harinas del presente estudio (Tabla 5)
se encontrd dentro del rango de valores que han sido reportados. Juarez-Garcia y col.
(2006), Ovando-Martinez y col. (2009) y Flores-Silva y col. (2014) reportaron porcentajes
de almidon resistente entre 18% — 43% en harinas de banano verde de la variedad Musa
paradisiaca L., Ramli y col. (2009), Tribess y col. (2009), Soto (2010), Wenzel y col.
(2011), Herrera (2012) y Bezerra y col. (2013) reportaron valores entre 21% —59% en
harinas de banano verde de Musa acuminata AAA, subgrupo Cavendish vy
Rodriguez-Ambriz y col. (2008) y Sarawong (2014) estimaron un tenor de almiddon
resistente entre 30% — 47% en harinas de banano verde Musa AAB Yy otras variedades no
especificadas. La variabilidad entre los porcentajes de almidon resistente reportados en
diferentes estudios pudiera estar dada por una combinacion de factores como las distintas
metodologias empleadas para la determinacion de este pardmetro y diferencias en las
condiciones de produccién y almacenamiento de las harinas. En este sentido, Tribess y col.
(2009) hallaron que el contenido de almidon resistente de distintas muestras de una misma

harina de banano es afectado por las condiciones de secado de la harina. Todos los estudios



64

concuerdan con la idea de que las harinas de banano poseen una alta cantidad de almiddn

resistente a la digestion por parte de las enzimas hidroliticas del intestino delgado.

De acuerdo a la clasificacion propuesta por Gofii y col. (1996), las harinas
analizadas (Tabla5) poseen porcentajes muy altos (superiores a 15%) de almiddn
resistente. Se corrobora con estos resultados, el alto tenor de almidén no susceptible al
ataque amilolitico presente en los frutos de las musaceas, esencialmente de almidon
resistente del tipo 2. Muchos autores atribuyen la resistencia intrinseca del almidén del
banano a estructuras cristalinas de tipo B y C las cuales se han asociado con una baja
digestibilidad (Oates, 1997) y que generalmente se atribuyen al almidén nativo de estos

frutos (Jane y col., 1997; Jane y col., 2003; Jane, 2007).

La tasa de o—amilo6lisis in vitro aporta informacion sobre la cantidad de almidén que
es hidrolizado en el tiempo. Este parametro puede depender de la morfologia, estructura
cristalina, relacién amilosa/amilopectina, grado de gelatinizacion, entre otros, del granulo
del almidén (Holm y col., 1985; Gallant y col., 1992; Bjorck y col., 1994). En la
caracterizacion nutricional de los alimentos amilaceos es particularmente importante
evaluar este parametro, porque las respuestas glucémica e insulinémica derivadas de la

ingesta, son un reflejo de la velocidad de digestion del almidon (Bjorck, 1994).

La gelatinizacion aument6 notablemente la susceptibilidad de las harinas de banano
a la hidrdlisis en todos los casos (Figura 4) salvo en la harina 009 (BB), donde la cinética
de hidrdlisis en ambos estados (crudo y gelatinizado) fue muy similar (Figura 4C). La baja
tasa de hidrdlisis enzimatica de las harinas crudas podria estar dada por el alto contenido de

almidon resistente del tipo 2, que generalmente presentan este tipo de fuentes botanicas



65

(Jane y col., 1997). Este factor podria influir en el grado de acceso que tienen las enzimas al
granulo, limitando el grado de hidrdlisis que pueda ocurrir (Gallant y col., 1992). En las
harinas gelatinizadas la tasa de hidrdlisis aumenta de gran manera debido a que el proceso
de gelatinizacién produce un hinchamiento del granulo de almidén y la desorganizacion de
las moléculas de amilosa y amilopectina contenidas en él; perdiéndose la cristalinidad y el
almidon resistente del tipo 2. Este hecho conlleva a que las enzimas puedan acceder a una
mayor cantidad de sustrato y se dé un mayor grado de hidrdlisis del almidén (Colonna y

col., 1992).

Los bajos valores de magnitud final de la hidrolisis hallados en las harinas crudas
(Tabla 6) concuerdan con lo reportado por Guzman (2011) en harinas de platano verde
(Musa AAB) y topocho verde (Musa ABB). Las magnitudes finales estimadas (Tabla 6)
coinciden ademas con los altos porcentajes de almiddn resistente (Tabla 5) estimados para

cada harina, con la excepcion de las harinas de genomio balbisiana.

El comportamiento inusual de la a-amildlisis de la harina gelatinizada 009 (BB)
(Figura 4C) fue ocasionado por el alto poder reductor inicial presente en dicha muestra
(53,8%, n = 2) antes de ser sometida a la accion de la a-amilasa (Figura 4D); siendo dicho
porcentaje alrededor de 20 veces mas alto que el hallado en las harinas de genomio
acuminata y en las harinas hibridas (2 — 4%) y alrededor de 4 veces superior al estimado en
la harina 093 (BBB), que también presentd un poder reductor inicial inusualmente alto
(12,7%, n = 2) (Figura 4D). El alto poder reductor estimado en la harina 009 (BB) podria
ser consecuencia de las limitaciones del método de Hostettler y col. (1951) para determinar
azUcares reductores y de la forma en la que se produjo esta harina en particular. Los frutos

de Musaceas de genomio BB son pequefios en comparacion a los frutos del cambur
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manzano (Musa AAB) (que es un grupo ampliamente conocido y consumido en Venezuela)
y ademas sus semillas (que son de color marron oscuro y del tamafio de un guisante) son
tan numerosas que ocupan un volumen mayor que la pulpa, lo cual le otorgé un tono
notablemente mas oscuro a la harina 009 (BB) en comparacion a las harinas de genomio
acuminata y con las harinas hibridas. En este sentido, la presencia en las semillas de algin
compuesto quimico (no necesariamente un azucar reductor) con capacidad de reducir el
acido 3,5-dinitrosalicilico podria ser el responsable del alto poder reductor estimado en
dicha harina. Aungue no se posee informacién sobre la cantidad o el tamafio de las semillas
del clon 093 (BBB), la gran similitud en el color, olor y textura de la harina de dicho clon
con la harina del clon 009 (BB) lleva a pensar en la posibilidad de que el alto poder
reductor inicial hallado en la harina 093 (BBB) obedezca a las mismas razones a las cuales

se atribuy0 este comportamiento inusual en la harina 009 (BB).

2. Digestibilidad in vivo de las harinas

2.1. Control de calidad del bioensayo del gorgojo de arroz

La condicion de ayuno (cese total de la ingesta) y la condicion alimentada (dieta de
arvejas verdes partidas en la cual se mantienen los cultivos madre de los insectos)
constituyen el control de calidad del bioensayo. La baja supervivencia (Figura 6) y la
reduccion del peso del animal (Figura 8) halladas en la condicion de ayuno pueden
atribuirse al consumo de las reservas corporales, con la subsecuente pérdida de agua, de
grasa y de proteina (Lépez, 1999) y a la utilizacion como nutrientes de proteinas que
desarrollan funciones vitales para el organismo, como lo es el sistema enzimatico de la
cadena respiratoria (Kleiber, 1975); esto genera un deterioro progresivo de la salud de los

individuos, luego de lo cual sobreviene la muerte. La reduccion de 42% del peso inicial en
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los insectos sometidos al ayuno (Figura 8) es superior a la disminucion de 20 —30%
reportada en trabajos previos (Galeno, 2006; Lovera, 2008; Martin, 2010 vy
Gonzalez-Quilen, 2013) y podria explicar el muy bajo porcentaje de supervivencia
estimado en dicha condicion (Figura 6) respecto a lo reportado por los investigadores

mencionados (70 — 80% de supervivencia al dia ocho del bioensayo).

La supervivencia obtenida en la condicién alimentada (98%) (Figura 6) fue muy
similar a la reportada por Garcia (2003), Galeno (2006), Lovera (2008), Martin (2010) y
Gonzéalez—Quilen (2013), quienes obtuvieron valores muy cercanos al 100%. El incremento
en el peso de los insectos sometidos a esta misma condicién (Figura 8) fue superior a los
incrementos de 2 — 10% reportados por Galeno (2006), Lovera (2008), Martin (2010) y
Gonzalez—Quilen (2013); pudiendo atribuirse esta variabilidad en los valores reportados, a
diferencias en la composicién de las arvejas utilizadas para cada estudio. En este sentido,
hay que destacar que mientras mas antiguas son las referencias consultadas, més bajos son
los incrementos en el peso de los insectos de la condicion alimentada. Este hecho apoya la
hipotesis de las diferencias en la composicion entre las arvejas empleadas en distintos

estudios.

La mayor ganancia de peso en la condicién alimentada y la mayor pérdida de peso
en la condicion de ayuno, respecto a lo reportado por Galeno (2006), Lovera (2008), Martin
(2010) y Gonzélez—Quilen (2013) evidencian una actividad metabdlica mas intensa por
parte de los insectos utilizados en el presente estudio. Carvalho (1996) sefiala que cuando la
temperatura es favorable los insectos pequefios intercambian calor con mayor facilidad con
el ambiente, tienen una actividad circulatoria y respiratoria mas eficiente, una actividad

metabolica mas intensa y una mayor capacidad de aprovechar los recursos alimenticios.
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Con base en lo anterior, es posible que la mayor intensidad en la actividad metabolica de
los insectos utilizados en el presente estudio respecto a los empleados por los
investigadores mencionados sea consecuencia de una temperatura mas favorable para su

desarrollo.

La composicion corporal estimada en los insectos mantenidos en la condicion
alimentada (Tabla 7) fue notablemente diferente a lo reportada por Lovera (2008), en
insectos sometidos a esa misma condicion. Dicha investigadora estimé porcentajes de
46,1% de agua corporal, 19,9% de grasa corporal, 1,54% de nitrogeno proteico, 3,15% de
nitrégeno cuticular y 29,3% de otros componentes del cuerpo del insecto. Martin (2010)
estimé una composicion corporal en los insectos de la condicion alimentada, que en
términos generales, coincide con lo reportado en el presente estudio, siendo la excepcion el
porcentaje de grasa corporal (11,1%), cuyo valor fue casi el doble de lo reportado acé

(6,6%) (Tabla 7).

La digestibilidad in vivo estimada en la dieta de referencia fue estadisticamente
igual a la digestibilidad estimada en la condicién alimentada en casi todos los casos;
hallandose diferencias significativas Unicamente en el contenido de agua corporal y el
contenido de grasa corporal (Tabla7). A pesar de las discrepancias mencionadas
anteriormente entre el control de calidad del presente estudio y el control de calidad de
estudios previos, los resultados obtenidos parecen indicar que el ensayo se llevo a cabo de
una manera adecuada. Las diferencias encontradas en el bioensayo del gorgojo de arroz se
pueden deber a una variedad de factores como edad, sexo, condiciones fisiologicas, grado

de actividad de los individuos, factores ambientales y climaticos como la humedad, la
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estacion del afno elegida para el montaje, entre otros, que pueden provocar variaciones en

los resultados cuando se comparan con otros trabajos (Millan y Carmona, 2005).

2.2. Biomarcadores en las harinas de banano

2.2.1. Supervivencia y variacién de peso en el gorgojo de arroz alimentado
con las harinas de banano

La supervivencia del gorgojo de arroz durante el bioensayo ha demostrado ser un
indicador de la toxicidad de las dietas. En caso de observarse una supervivencia menor, en
cualquiera de las dietas, con respecto a la condicion de ayuno, se considera que dicha dieta
contiene factores toxicos para los insectos (Carmona y Gomez—Sotillo, 1997; Carmona y
col., 1998; Ldpez, 1999; Gamero y col., 2010). En este sentido, la supervivencia registrada
en los insectos alimentados con las harinas de banano (Figura 7) indica que las mismas no
fueron tdxicas. Este biomarcador no se relacion6 con ninguno de los parametros de
digestibilidad in vitro, por lo cual no se perfila como un buen estimador de la
biodisponibilidad de las harinas de banano. EI menor porcentaje de supervivencia estimado
en las harinas 090 (ABB) y 108 (AAAB) podria atribuirse a factores como la edad, el sexo,
las condiciones fisioldgicas y el grado de actividad de los individuos (Millan y Carmona,

2005).

El incremento en el peso de los insectos alimentados con las dietas de harinas de
banano (Figura 9) presentd una correlacion moderada (r =0,664; p =0,000) con el
parametro de digestibilidad in vitro almidén disponible. Dicha correlacion fue determinada
por el comportamiento de la harina 009 (BB) (Anexo B), que genero el menor incremento
de peso en los insectos (Figura9) y presentd el menor tenor de almidén disponible

(Tabla 4). Laurentin y col. (2012) hallaron una ganancia de peso de 2% en la dieta de
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harina harton comun y una pérdida de peso de 0,8% en la dieta de harina de harton enano
(ambos clones hibridos AAB) y no pudieron relacionar esta respuesta biologica con la
digestibilidad de las harinas. La palatabilidad de la dieta, es decir, el conjunto de
caracteristicas organolépticas que hacen al alimento agradable, es una propiedad
independiente del contenido energético y nutritivo, y podria explicar las fluctuaciones
evidenciadas en el peso de estas poblaciones de insectos al inducir una mayor o menor

ingesta del alimento (Gonzélez-Quilen, 2013).

Los biomarcadores supervivencia y variacion de peso son poco sensibles a pequefios
cambios de la dieta (Laurentin y col., 2010) y han mostrado su utilidad en la estimacion de
la toxicidad de diferentes dietas (Carmona y col., 1998) y de semillas de leguminosas

(Gamero y col., 2010).

2.2.2. Cambios en la composicién corporal

Estudios previos indican que el parametro de la composicién corporal con mayor
sensibilidad ante diferencias en la digestibilidad de la dieta del gorgojo de arroz es el
contenido de grasa corporal (Galeno, 2006; Martin, 2010). En este sentido, mientras mayor
sea la digestibilidad de una dieta amilacea, mayor serd el namero de unidades de glucosa
que potencialmente podrian ser absorbidas y, en caso de que exista un exceso calorico, ser
almacenadas en forma de grasa (Martin, 2010). En el caso de las harinas hay que aclarar
que aunque la relacién anterior es valida, podria no ser tan directa debido a la compleja
matriz alimentaria que estas poseen. En el presente estudio, tres harinas [108 (AAAB),
090 (ABB) y 072 (AA),] fueron evaluadas como de mayor digestibilidad, tres con igual

digestibilidad [009 (BB), 118 (AAAA) y 093 (BBB)] y solo dos [014 (AAA) y 041 (AAB)]
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como de menor digestibilidad que la referencia, mediante el biomarcador grasa corporal

(Tabla 8).

A pesar de que el biomarcador grasa corporal estimd biodisponibilidades distintas
entre las harinas, al igual que lo hicieron los biomarcadores agua corporal y nitrégeno
proteico (Tabla 8), ninguna de las respuestas observadas en estos biomarcadores se
correlacion6 con la baja digestibilidad de las harinas estimada in vitro; mientras que, el
biomarcador nitrégeno cuticular no parece tener la sensibilidad suficiente para discriminar
entre las harinas con distinta digestibilidad. En base a lo anterior, se puede decir que los
biomarcadores agua corporal, grasa corporal, nitrégeno proteico y nitrégeno cuticular no se
perfilaron como buenos estimadores de la biodisponibilidad de las harinas de banano. Sin
embargo, el biomarcador grasa corporal ha sido un buen predictor de la biodisponibilidad
de otros alimentos a base de banano verde, como almidones aislados (Galeno, 2006; Martin
2010), al igual que el biomarcador nitrogeno proteico (Galeno, 2006) al encontrarse
respuestas en ambos biomarcadores que pudieron correlacionarse con el tenor de almidén
resistente de los almidones de banano (Galeno, 2006; Martin, 2010). No obstante, hay que
sefialar que en el presente estudio no se considero la cuantificacion de la ingesta diaria del
insecto, como lo hicieron Garcia (2003) y Galeno (2006), quienes corrigieron estos
biomarcadores por la ingesta y realizaron analisis de correlacion mdaltiple. Es probable que
el ajuste de los valores de estos tres biomarcadores por los niveles de ingesta del insecto,

mejore el desempefio de los mismos (Martin, 2010).

Dada la ausencia de relacion entre la digestibilidad in vitro de las harinas de banano
y los cambios en la composicion corporal del gorgojo de arroz, conviene evaluar la posible

influencia de determinados componentes de la matriz alimentaria de las harinas, como la
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humedad y los carbohidratos, en dichos cambios. El contenido de agua corporal de los
insectos podria ser afectado por el contenido de humedad de las harinas en el sentido de que
a mayor porcentaje de humedad, mayor es el aporte de agua al insecto. La alta proporcion
de carbohidratos estimada, con relacion al resto de componentes de las harinas (Figura 3),
es un factor que podria afectar la acrecion de grasa de los insectos. La conversion de
carbohidratos en grasa permite que los animales construyan reservas de ésta, incluso
cuando su alimento contiene muy poca grasa. La ingesta de grandes cantidades de
carbohidratos es manejada en primera instancia convirtiendo la glucosa absorbida en
glucdgeno. Para inducir una tasa sustancial de conversién de carbohidratos a grasa la
reserva de glucdgeno corporal debe aumentar considerablemente, lo cual requiere un
consumo excesivo de carbohidratos (Flatt, 1995). En base a lo anterior, cabria esperar una
mayor acrecion en el contenido de grasa corporal en las harinas con mayor contenido de
carbohidratos. Pese a lo expuesto, los contenidos de humedad y carbohidratos de las harinas

no se relacionaron con los cambios en la composicién corporal del insecto.

El contenido de nitrogeno proteico en el insecto depende, principalmente, de la
biodisponibilidad del alimento y del contenido y la calidad de las proteinas que éste
presente (Martin, 2010). Carmona y col. (1998) y Ldpez (1999) encontraron que una dieta
de alta biodisponibilidad como el almidén de maiz, ocasionaba un balance de nitrdgeno
negativo que era de menor magnitud al observado en la condicion de ayuno y atribuyeron
dicho comportamiento a la utilizacion como combustible de los carbohidratos de la dieta en
lugar de las proteinas corporales. Todas las harinas evaluadas en el presente estudio
presentaron tenores proteicos distintos entre si (Tabla 3) y superiores a los requerimientos

del insecto (0,5 — 0,7%; sugerido Ldpez, 1999). A lo anterior hay que agregar, que no se
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posee informacion sobre la calidad proteica de las harinas evaluadas ni de cuales son los
aminoacidos esenciales para el gorgojo de arroz. Tampoco fue posible realizar una
comparacion de este biomarcador, similar a la reportada por Carmona y col. (1998) y Lopez
(1999), debido a la alta mortalidad de los insectos en la condicion de ayuno (Figura 6).
Dicha comparacion podria permitir evaluar en cierta medida la influencia de la

digestibilidad en este biomarcador aun cuando no se determine el nivel de ingesta.

El biomarcador “otros” incluye componentes tan diversos, como glucosa, trehalosa,
glucogeno, minerales y los esqueletos carbonados de los aminoacidos y del exoesqueleto de
los insectos. La interpretacién de los cambios en este componente no es sencilla pues su
composicion es variable y su proporcion se obtiene por diferencia, una vez que se ha
restado el contenido de agua, grasa y nitrégeno (proteico y cuticular). Por esta razon, no se

realizd un analisis a fondo de este biomarcador.

2.2.3. Actividad similar a a-amilasa

La actividad similar a a-amilasa (Tabla 9) parece ser un buen estimador de la
biodisponibilidad de las harinas de banano, ya que fue el Gnico biomarcador que se
correlacion6 con uno de los parametros de digestibilidad in vitro, como fue el almidén
disponible. En este sentido, se obtuvo una fuerte correlacion negativa (r =-0,796;
p = 0,000) entre ambas variables. Sin embargo, hay que acotar que dicha correlacién fue
determinada por el comportamiento de la harina 009 (BB), que presentd la mayor actividad
similar a a-amilasa y el menor porcentaje de almidon disponible entre todas las harinas de

banano (Anexo C).
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El almiddn constituye el principal nutriente en la dieta de los coledpteros (Hemlata
y col. 2012), por lo cual las a-amilasas desempefian un papel fundamental en la vida de
estos insectos. El gorgojo de arroz tiene dos isoenzimas con actividad a-amilolitica (Baker,
1987) y es posible que ambas actividades estén implicadas en la digestion del almidén,
principal componente de la dieta de estos insectos. Cuando el insecto consume una dieta de
menor digestibilidad, se produce una respuesta que conlleva a un aumento en la cantidad de
las isoenzimas; aumentando la actividad amilolitica medible en el extracto acuoso
(Laurentin y col., 2012). Esta relacion inversa entre la digestibilidad de la dieta y la
actividad o-amilolitica del insecto podria deberse a la existencia de mecanismos de
regulacion transcripcional. En Drosophyla melanogaster (Diptera: Drosophilidae), por
ejemplo, se ha demostrado que las dietas ricas en glucosa reducen la actividad de las
a-amilasas al reprimir la transcripcion de los genes codificantes de estas enzimas (Hickey y
Benkel, 1982; Benkel y Hickey, 1986; Magoulas y col., 1993), y méas recientemente, se ha
comprobado que en Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae), la expresion del gen
de la o-amilasa estd regulada por la biodisponibilidad de los azucares reductores, la
sacarosa y del almidon alimentario (Hemlata y col. 2012); mas especificamente, la
expresion del gen que codifica la a-amilasa en este insecto es reprimida por altos

contenidos de sacarosa en su planta hospedera (Kotkar y col., 2012).

La menor actividad similar a a-amilasa (y por ende mayor biodisponibilidad)
estimada en casi todas las harinas de banano con respecto a la harina de referencia
(Tabla 9) pareciera contradecir lo expuesto en el parrafo anterior, ya que la harina de maiz
(referencia) ha demostrado una alta digestibilidad invitro en estudios previos

(Agama-Acevedo y col., 2004; Bello-Pérez y col., 2014), que coincide con lo reportado aca
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(ver pie de Tablas 3, 4 y 5), por lo cual se esperaria que la misma promoviera una menor
actividad similar a a-amilasa que las harinas de banano, cuya digestibilidad in vitro se
estimé como baja. La interaccion entre los componentes de la matriz alimentaria de la
harina de maiz pudo haber sido una de las causas del resultado obtenido. Este resultado
aparentemente contradictorio pudiera ser resuelto empleando como referencia almidén de
maiz en lugar de la harina de maiz, ya que el almidon aislado carece de la matriz
alimentaria presente en la harina y su biodisponibilidad ha sido probada con anterioridad
por Martin (2010); Laurentin y col. (2012) y Gonzéalez-Quilen (2013). Laurentin y col.
(2012) hallaron una correlacion negativa entre el tenor de almidén disponible y la actividad
similar a a-amilasa del gorgojo de arroz alimentado con harinas de clones hibridos AAB,
que coincide con lo hallado en el presente estudio, empleando como referencia la harina de

maiz.

2.2.4. Excrecion de acido Urico

El &cido drico es la principal forma de excrecion de nitrogeno de los gorgojos
(Baker, 1976) y su excrecion estd estrechamente relacionada con la digestibilidad de la
dieta y el catabolismo de las proteinas. Una dieta que resulte mas dificil de digerir aportara
menos energia al insecto y este debe recurrir a la degradacion de las proteinas corporales
para suplir ese déficit energético; aumentado asi la excrecion del acido drico (Laurentin y
col., 2012). La ingesta de una dieta altamente digerible y por ende de alta disponibilidad de
carbono y energia, prevendra la degradacion de la proteina corporal (fendmeno conocido
como efecto protector de los carbohidratos de la dieta) y propiciarad una baja excrecion de
acido drico (Martin, 2010). El contenido proteico de la dieta podria afectar la excrecion de

acido drico de dos maneras. En caso que esté presente en una proporcion menor a la
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requerida por el insecto, se degradaran las proteinas corporales; encontrandose un mayor
nivel del biomarcador y pudiéndose evaluar el efecto protector de los carbohidratos de la
dieta. En caso que la dieta tenga un tenor de proteina mayor al del requerimiento del
insecto, se encontraran altos niveles de excrecion de &cido Urico, producto de la eliminacion
del exceso de nitrégeno, y el efecto de la digestibilidad sobre este biomarcador quedaria
enmascarado. Por lo tanto, la excrecion de &cido Urico posee un comportamiento bifasico
con respecto al tenor de la proteina de la dieta; encontrdndose un minimo de excrecion
cuando la dieta proporciona un nivel de nitrégeno y aminoacidos igual al requerimiento del

organismo (Martin, 2010).

En base a las afirmaciones anteriores, se esperaria que la dieta con la mayor
digestibilidad in vitro, como es el caso de la dieta de referencia, generara la menor
excrecion de &cido drico. Sin embargo, este biomarcador discriminé las harinas de banano
en tres grupos con base a su digestibilidad: harinas con una mayor digestibilidad que la
referencia [009 (BB), 093 (BBB), 014 (AAA) y 072 (AA)], harinas con una digestibilidad
igual a la referencia [041 (AAB) y 090 (ABB)] y harinas con una menor digestibilidad que

la referencia [108 (AAAB) y 118 (AAAA)] (Tabla 10).

Las diferencias halladas en este biomarcador no se correlacionaron con los
parametros de digestibilidad invitro de las harinas. Este resultado posiblemente sea
consecuencia de la combinacion de diferentes niveles de ingesta de las harinas (parametro
no evaluado) y el contenido de la proteina cruda de las mismas (Tabla 3), que fue muy
superior al requerimiento proteico de 0,5 — 0,7%, sugerido por Lépez (1999) para S. oryzae.
La comparacion de la excrecion de acido Urico entre los insectos alimentados con las

harinas de banano y los insectos alimentados con la dieta de referencia no ayud6 a
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esclarecer el efecto de la digestibilidad sobre este biomarcador, ya que dicha dieta también

excede ampliamente el requerimiento proteico sugerido para el insecto.

A pesar de que en el presente estudio el biomarcador excrecion de acido drico no
correlacion6 con ninguno de los parametros de digestibilidad in vitro, dicho biomarcador ha
sido sefialado por otros investigadores como un buen estimador de la biodisponibilidad de
alimentos farinaceos, incluidos almidones y harinas de banano (Garcia, 2003; Galeno,
2006; Martin, 2010; Laurentin y col., 2012; Gonzélez-Quilen, 2013). De todas las
investigaciones mencionadas, solo Laurentin y col. (2012) trabajaron con harinas de
banano; hallando una relaciéon inversa entre el contenido de almidon disponible y la
excrecion de acido Urico en gorgojos de arroz alimentados con harinas de clones hibridos

AAB; utilizando como referencia una dieta aproteica de almidén de maiz.

Es necesaria mas investigacion para aclarar si el biomarcador excrecion de acido
urico puede ser un buen estimador de la biodisponibilidad de las harinas de banano. En este
sentido, la escogencia de una dieta de alta digestibilidad y un contenido proteico cercano a
los requerimientos sugeridos por Lopez (1999) para el gorgojo de arroz podria ser de mayor

utilidad que la harina de maiz empleada acé a la hora de evaluar este biomarcador.

3. Consideraciones finales y perspectivas futuras

Todos los pardametros de digestibilidad in vitro analizados concordaron con la baja
digestibilidad generalmente atribuida a las harinas crudas de bananos verdes, ya que se
encontraron fracciones de almidon resistente a la digestion enzimatica mayores a 31% en
todas ellas y se hallaron porcentajes de hidrdlisis menores al 10% al incubar dichas harinas

en estado nativo por una hora con a-amilasa pancreéatica porcina. La gelatinizacion tuvo un
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gran impacto en la susceptibilidad de las harinas de banano a la digestion enzimatica,
hallandose en la mayoria de los casos, cinéticas de hidrolisis similares o superiores a la
exhibida por un alimento de alta biodisponibilidad, como lo es el almidon del maiz. Entre
los resultados obtenidos en la cinética de hidrdlisis in vitro destacan las harinas del
genomio balbisiana [009 (BB) y 093 (BBB)], por presentar un alto poder reductor incluso
antes de ser sometidas a la hidrolisis exhaustiva con la a-amilasa. Este resultado tan
particular podria haber sido causado por algun agente reductor asociado a las semillas de
estos frutos, las cuales presentan una abundancia y tamafio especialmente notables en los
bananos diploides de este genomio, en comparacién con el resto, como ha sido reportado
por Ploetz y col. (2007). Seria interesante enfocarse en este aspecto en futuras

investigaciones a fin de validar o descartar la hipétesis anterior.

Los biomarcadores grasa corporal, actividad similar a a-amilasa y excrecion de
acido Urico del gorgojo de arroz permitieron discriminar entre las harinas de banano con
distinta digestibilidad, pero la informacién suministrada por dichos biomarcadores no
presentd concordancia entre si, ya que dada la baja digestibilidad de las harinas de banano
estimada in vitro se esperaba que la biodisponibilidad de las mimas fuera inferior a la de la
dieta de referencia, cuya digestibilidad in vitro se estimé como alta. De estos tres
biomarcadores so6lo la actividad similar a a-amilasa correlacioné con uno de los parametros

de digestibilidad in vitro de las harinas, como lo fue el contenido de almidén disponible.

Dado que la harina de maiz utilizada como referencia del bioensayo no resulto ser la
mas apropiada para efectuar las comparaciones entre los principales biomarcadores aqui
estudiados, seria conveniente realizar este bioensayo empleando referencias donde se

obtengan resultados cuyo analisis sea mas sencillo. EIl almidon de maiz o una dieta artificial
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que carezca de una matriz alimentaria compleja, posea un carbohidrato de alta
digestibilidad y un contenido proteico cercano a los requerimientos sugeridos por Lopez
(1999) para el gorgojo del arroz podrian ser una opcién. En este sentido, si se compara la
actividad similar a a-amilasa y la excrecion de acido Urico de los insectos alimentados con
las harinas de banano evaluadas en el presente estudio (Tablas 9 y 10) con los resultados
obtenidos por Gonzélez-Quilen (2013) para el almidon de maiz con estos mismos
biomarcadores [130 = 27 umol/s.L (n=6) y 457 £ 71 mg/kg (n =9), respectivamente] se
puede apreciar que las harinas de banano promovieron una actividad similar a a-amilasa
entre tres y siete veces mas alta y una excrecién de &cido Urico entre dos y siete veces mas
alta que la del almidon de maiz; siendo dicho resultado congruente con la baja
digestibilidad in vitro de las harinas de banano y la alta digestibilidad del almidon de maiz

estimada tanto in vitro como in vivo.

Igualmente seria interesante realizar el bioensayo del gorgojo de arroz y corregir los
distintos biomarcadores por el nivel de ingesta, a fin de obtener mejores resultados en la

caracterizacion de la digestibilidad in vivo.

En cuanto a la influencia del genomio en la digestibilidad de las harinas, la harina
009 (BB) pareciera tener una menor digestibilidad que las harinas de otros genomios. Dicha
harina present6 el menor tenor de almidon disponible, un contenido muy alto de almidén
resistente y exhibié la mayor actividad similar a a-amilasa. En el resto de las harinas, la
relacién de la composicion genética con la digestibilidad fue poco clara. Se requiere la
caracterizacion nutricional de un mayor numero de clones a fin aclarar la existencia de una
posible relacién entre ambos parametros. En la literatura, no se reportan investigaciones

orientadas hacia el estudio de las posibles relaciones existentes entre las caracteristicas
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genéticas del banano y las propiedades nutricionales del almidén. Sin embargo, ya se ha
evidenciado en algunas investigaciones previas (Marin, 2009; Dufour y col., 2009), que las
propiedades quimicas, fisicoquimicas y funcionales del almidén aislado de esta fuente
amilacea varian con los grupos de consumo: postre o coccidén. Los bananos que son
previamente sometidos a coccion para luego ser ingeridos, corresponden por lo general a
los cultivares de plantas hibridas (M. paradisiaca), mientras que la mayor parte de los
bananos de postre constituyen cultivares de M. acuminata (Ploetz y col., 2007). Cabe
destacar que la necesidad o no de someter el banano a la coccidn no parece relacionarse con
una mayor o menor susceptibilidad del almidén a la digestion enzimatica, sino a la
proporcion de almidon presente en el fruto. En el platano verdadero crudo (Musa AAB,
subgrupo platain) el contenido de almidon es muy similar al del banano de postre verde
(Englyst y Cumming, 1986). Sin embargo, la lenta degradacion de los a-glucanos del
platano y de otros bananos de coccién a lo largo del periodo climatérico (Marriott y col.,
1981), garantiza que el fruto alcance la mesa del consumidor con un alto contenido de

almidon y que la pulpa sea dificilmente comestible sin previa coccion o fritura.

La informacion encontrada acerca de la digestibilidad in vitro de las harinas de
banano de las variedades evaluadas, podria ser utilizada por la industria de alimentos como

complemento de estudios de caracterizacidn de estas harinas.

Entre otras posibilidades, se podrian manufacturar alimentos que contengan harinas
nativas de banano de las variedades estudiadas, dirigidos a consumidores con necesidades
nutricionales especiales, como podrian ser personas diabéticas, obesas o con enfermedades
cardiovasculares. Esta idea esta fundamentada en los efectos fisiologicos conocidos del

almidon resistente y de almidones con una tasa de hidrdlisis baja.
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CONCLUSIONES

. Todas las harinas de banano evaluadas presentaron contenidos de almidon

disponible mayores a 65%, a excepcion de la harina del clon 009 (BB) cuyo

contenido fue de 41%.

Las harinas de los clones de banano exhibieron un muy alto tenor de almidon

resistente a la hidrolisis enzimatica, encontrandose en el rango de 32 — 44%.

Ve I

fueron muy bajas; encontrandose magnitudes finales de hidrélisis menores a 10% en

todos ellas.

En todas las harinas de banano, salvo en la 009 (BB), las tasa de a-amildlisis
invitro en estado gelatinizado, no fue muy diferente de la presentada por un
alimento de alta digestibilidad, como lo es el almidén de maiz. Este hecho sugirié la

eliminacidon de gran parte del almiddn resistente presente en las harinas crudas.

La harina del clon 009 (BB) presentd un poder reductor inicial inusualmente alto,
que gener6 una tasa de o-amildlisis invitro en la harina gelatinizada de

comportamiento similar al de las harinas crudas.

Los biomarcadores supervivencia, variacion de peso, agua corporal, grasa corporal,
nitrégeno proteico, nitrégeno cuticular y excrecién de acido Urico, no resultaron ser

buenos estimadores de la biodisponibilidad de las harinas de banano. En estos
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biomarcadores no se encontraron diferencias que pudieran ser correlacionadas con

la digestibilidad in vitro de estas harinas.

El biomarcador actividad similar a a-amilasa resultd ser un moderado estimador de
la biodisponibilidad de las harinas de banano; observandose respuestas que
estuvieron correlacionadas con la digestibilidad in vitro que presentaron,

especificamente con el contenido de almiddn disponible.

La harina cruda del clon 009 (BB) resulté ser la de menor digestibilidad segin los

pardmetros de digestibilidad in vitro y el biomarcador actividad similar a a-amilasa.

El contenido de grasa cruda de las harinas de banano fue el parametro de la
composicion proximal que mas influencia tuvo sobre el tenor de almidon

disponible, segun se observo en los analisis de correlacion simple.
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Anexo A. Grafico de ajuste lineal entre el tenor de almidon
disponible y el contenido de grasa cruda de las harinas.

Almidon disponible (%)

804

704

60+

504

40

30_ 1 1 1 1 1 1 1 1
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 14 1,6
Grasa cruda (%)
3 =85,08—29,14x (n = 24)
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Las curvas punteadas indican el intervalo de confianza al 95%. Como se puede
apreciar, el ajuste lineal fue determinado por el comportamiento de la harina
009 (BB), que presentd un bajo porcentaje de almidon disponible y un alto
porcentaje de grasa cruda, respecto al resto de las harinas de banano.
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Anexo B. Grafico de ajuste lineal entre la variacion del peso
promedio del gorgojo de arroz alimentado con las harinas de
banano y el tenor de almidon disponible de las harinas.
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Las curvas punteadas indican el intervalo de confianza al 95%. La variacion del peso
promedio al dia 8 representa la variacioén del peso del insecto al final del bioensayo
(Figura 9). Como se puede apreciar, el ajuste lineal fue determinado por el
comportamiento de la harina 009 (BB), que generé el menor incremento de peso en
los insectos y presentd el menor tenor de almidén disponible entre todas las harinas
de banano.
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Anexo C. Grafico de ajuste lineal entre el biomarcador
actividad similar a a-amilasa y el tenor de almidon disponible
de las harinas de banano.
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y= 1281-9,834x(n=24)
r=-0,796 R*=0,633 p=10.000

Las curvas punteadas indican el intervalo de confianza al 95%. Como se puede
apreciar, el ajuste lineal fue determinado por el comportamiento de la harina 009 (BB),
que presento la mayor actividad similar a a-amilasa y el menor porcentaje de almidén
disponible entre todas las harinas de banano



