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RESUMEN

La papa (Solanum tuberosum) es una importante fuente amildcea que requiere la
caracterizacion fisicoquimica, funcional y nutricional de los almidones aislados,
constituyendo la digestibilidad, el principal pardmetro a considerar en el estudio
nutricional. La papa nativa hace referencia a aquellas muestras de papa domesticadas en
tiempos ancestrales y rescatadas en el paramo venezolano. En el presente estudio se
caracterizo la digestibilidad de los almidones aislados de cinco variedades de papa nativa:
amarilis, andinita, angosturefia, ojos catires y tiniruca. La caracterizacion de la
digestibilidad de los almidones de papa nativa, se realizO mediante estudios in vitro
(estimacion de los contenidos de almidén potencialmente disponible, la tasa de a-amildlisis
y el almidon resistente total). Por otro lado, la digestibilidad in vivo se evalud haciendo uso
del bioensayo del gorgojo de arroz, Sitophilus oryzae L (supervivencia al dia 8, variacién
de peso al dia 8, actividad similar a a-amilasa y excrecién de acido Urico). Se encontrd que
los almidones de papa nativa presentan un porcentaje de almidén potencialmente disponible
por encima del 90% (b.s.), la tasa de a-amil6lisis estuvo por debajo de 7% (con base en
almidon disponible) en todos los almidones crudos y el tenor de almidon resistente estuvo
entre el 11% — 20% (b.s.). Los biomarcadores variacién de peso (—20% — 7%), actividad
similar a o-amilasa (571 —1119 umol/seL) y la excrecién de acido Urico (1472 —5397
mg/kg) resultaron ser buenos estimadores de la digestibilidad de los almidones de papa
nativa, puesto que lograron correlacionarse con varios parametros de la digestibilidad in
vitro (p <0,05). Segln la digestibilidad relativa las variedades andinita y angosturefia
fueron de muy alta digestibilidad, tiniruca presenté una digestibilidad intermedia, ojos

catires fue de baja digestibilidad y amarilis tuvo muy baja digestibilidad.

Palabras clave: Solanum tuberosum, Sitophilus oryzae, bioensayo, biomarcadores,

almidon, papa andina, Venezuela.
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l. INTRODUCCION

1. El Almiddn

1.1.Composicién quimica

El almidon puro consiste principalmente en a-glucanos (aproximadamente 99% de
la materia seca) en forma de amilosa y de amilopectina, los porcentajes de peso relativo
oscilan entre el 72 y el 82% de amilopectina y entre el 18 y 33% de amilosa (Buléon y col.,
1998; Tester y col., 2004). La amilosa (Figura 1) se define como una molécula lineal con
enlaces a-p-(1—4), pero hoy en dia es bien sabido que algunas de estas moléculas estan
ligeramente ramificadas por enlaces a-D-(1—6) (Buléon y col., 1998). La amilopectina
(Figura 2): se forma a través de cadenas de residuos de a-D-glucopiranosilo unidos entre si
principalmente por enlaces o-b-(1—4) y con un 5 al 6% de enlaces a-b-(1—6) en los

puntos de ramificacion (Buléon y col., 1998).

CHOH CHOH CH.CH
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Figura 1. Molécula de amilosa
Estructura quimica de la amilosa. Adaptado de
Meneses y col. (2007).
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Figura 2. Molécula de amilopectina
Estructura quimica de la amilopectina en donde se observan el punto
de ramificacion a-D-(1—6). Adaptado de Meneses y col. (2007).

El contenido de amilosa y amilopectina en un almidén dependera de la fuente de
origen como se observa en la Tabla 1 y representan siempre el 97% — 99% del peso seco de

un buen almidon (Galliard, 1987).

Tabla 1. Contenido de amilosa y amilopectina de algunos
almidones provenientes de distintas fuentes vegetales

Tipo de almidén Amilopectina (%)  Amilosa (%)
Almidon de maiz 73 27
Almidén de papa 78 22
Almidon de arroz 83 17
Almidon de sorgo céreo 99 - 100 0-1

Los porcentajes estan presentados en base seca. Modificado de
Badui (1999).

1.2.Estructura cristalina y granular
Los granulos de almidon tienen diversas formas: esférica, esférica truncada, oval,

poligonal, entre otros (Herndndez y col., 2008). Estos granulos se sintetizan en las



plantas como matrices semicristalinas, donde se generan los cristales por medio de las
dobles hélices de amilopectina en forma de lamelas cristalinas intercaladas con lamelas
amorfas que comprenden regiones de ramificacion a-(1—6) de la amilopectina

(Figura 3) (Tester y col., 2004).

Existe un orden establecido respecto a los cristales de cada uno de los componentes
del almidon, los modelos actuales de estructura fina de amilopectina sugieren dos
poblaciones de cadenas, cadenas A y B, que estdn presentes en proporciones casi iguales.
La designacion de los dos grupos de cadenas se basa en la posicion relativa de una cadena
en la estructura de la macromolécula: las cadenas A son no ramificadas y unidas a la
molécula por un solo enlace, mientras que las cadenas B estan ramificadas y conectadas a
dos 0 mas cadenas; cada molécula de amilopectina también posee una Unica cadena C, que

contiene un grupo reductor (Oates, 1997).
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Figura 3. Estructura del granulo de almidon.

(A) Cadenas formadas en la molécula de amilopectina (B) Organizacion
concéntrica de las lamelas amorfas y cristalinas del almidén. (C) Organizacion de la
molécula de almidén en una seccion transversal de un granulo. (D) Conformacién
en doble hélice. Adaptado de Sajilata y col. (2006) y de Téster y col. (2004).

1.3.Tipos de almidon segun la accion de las enzimas
Una clasificacién de los almidones con fines nutricionales y de acuerdo a su
susceptibilidad a la digestion, fue propuesta por Englyst y colaboradores (1992). Las
fracciones rapida y lentamente digeribles del almidén son estimadas mediante la
cuantificacion in vitro de los azlcares liberados de la hidrdlisis enzimatica controlada (por
accion de la a-amilasa pancreatica) del alimento amilaceo. Dicha clasificacion es la

siguiente:



Almidén digerible en forma réapida (ADR): consiste principalmente en almidon
amorfo y disperso; se encuentra presente en altas cantidades en alimentos amilaceos
cocinados por calor himedo, como pan y papas. Su digestion es répida, completa y se

absorbe en el intestino delgado (Englyst y col., 1992)

Almidén digerible en forma lenta (ADL): esta categoria consiste en almidon
amorfo fisicamente inaccesible y en almiddn crudo con una estructura cristalina de tipo Ay
tipo C segun el patron de difraccion de rayos X, tales como los cereales, y almidon de tipo
B. Es completamente digerido en el intestino delgado, pero de manera significativamente

mas lenta (Englyst y col., 1992).

Almidon resistente (AR): este término fue acufiado por primera vez por Englyst y
colaboradores (1982) para describir una pequefia fraccion de almidon que era resistente a la
hidrélisis mediante tratamiento exhaustivo de a-amilasa y pululanasa in vitro. No se digiere
en el intestino delgado, pero en el intestino grueso puede ser mas o menos fermentado por

la microbiota del colon (Englyst y col., 1992).

Las proporciones de almidén digerible en forma réapida, digerible en forma lenta y
de almiddn resistente varia entre los distintos grupos de alimentos presentes en la dieta,
dependiendo parcialmente de la fuente del almidon, pero principalmente del tipo de

procesamiento al cual el alimento ha sido sometido (Englyst y Hudson, 2000).

1.4.Biodisponibilidad del almidon
Carmona y Liuzzi (1998) definen biodisponibilidad como aquella fraccion del
nutriente, 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 reproduccion. La



biodisponibilidad de un nutriente depende de la forma quimica como éste se presenta en un
alimento, de la solubilidad, de la digestibilidad de dichas formas para liberar al nutriente de
los complejos en que se encuentra, de los mecanismos de transporte trans-epitelial, del
transporte plasmatico, de la captacion tisular, de la incorporacion en biomoléculas, de su
almacenamiento y excrecién (Carmona y Liuzzi, 1998). Propiedades fisicoquimicas como
la gelatinizacion y la retrogradacion del granulo de almidon modifican la biodisponibilidad,
alterando principalmente la capacidad de las enzimas digestivas de ejercer su accion sobre

el granulo.

El procesamiento de los alimentos induce cambios fisicos en el almidon que pueden
modificar dramaticamente su susceptibilidad a la hidr6lisis. Cuando el alimento amilaceo es
sometido a la coccidon (usualmente entre 50 — 70 °C) en exceso de agua (>300% de
humedad), la estructura granular sufre un cambio irreversible denominado gelatinizacion.
El granulo experimenta un proceso de hinchamiento que supone la pérdida del orden
interno y de la cristalinidad. A escala molecular, los puentes de hidrégeno que estabilizan
las estructuras cristalinas sufren una ruptura, generandose granulos porosos con un
esqueleto de amilopectina, dispersos en una solucion amorfa de amilosa. ElI almiddn
gelatinizado es mucho mas accesible a las a-amilasas que el almidén crudo, por lo cual es

hidrolizado de forma mas rapida y extensa (Colonna y col., 1992).

El almidon gelatinizado es una estructura inestable. Con el enfriamiento y el
almacenamiento del alimento amilaceo, ocurre la reasociacion de las cadenas de amilosa y
de amilopectina, y la subsecuente recuperacion de la propiedad semicristalina del almidén
(retrogradacion). La retrogradacion de la amilosa es veloz, tomando solo unas pocas horas,

mientras que la reasociacion de las cadenas externas de la amilopectina puede demorar



varios dias. Este proceso se acelera a bajas temperaturas, a altas concentraciones de
almidon y en almidones con largas cadenas de amilosa y de amilopectina. EI almidon
retrogradado adopta caracteristicamente un patron cristalino de tipo B (Colonna y col.,

1992).

Hoy es ampliamente aceptado que la biodisponibilidad del almidén y la velocidad
con la cual ocurre la digestion y la absorcion, dependen de multiples factores inherentes o
no al almidon (Englyst y col., 1992). Entre los factores intrinsecos (las propiedades del
alimento amilaceo) que pueden afectar a la biodisponibilidad estan la forma fisica del
alimento amilaceo, el estado fisico del almidén, el tamafio y morfologia del granulo, la
cristalinidad del grénulo, la proporcion relativa de amilosa y de amilopectina, la formacion
de complejos de amilosa-lipidos y la presencia de antinutrientes (Holm y col. 1983; Thorne
y col., 1983; Berry, 1986; Colonna y col., 1992; Englyst y col., 1992; Oates, 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 (Colonnay col., 1992).

1.5.Digestion del almiddn
Debido a la naturaleza de los enlaces entre las unidades de glucosa, el almidon

incluido en la dieta es potencialmente degradado por la accion de la a-amilasa. La enzima



a-amilasa es de naturaleza ubicua. En muchos animales (incluyendo a los humanos) la
enzima es secretada en la saliva (donde posiblemente est& involucrada con la limpieza de
los dientes de los residuos amilaceos en lugar de iniciar la digestion propiamente dicha) y

por el pancreas (Tester y col., 2004).

El almidon comienza a ser digerido por la a-amilasa salival, si bien esta actividad
(que es inhibida por el bajo pH al ingresar el bolo alimentario al estdmago) es relativamente
irrelevante comparada con la de la a-amilasa pancreatica en el intestino delgado. La
a-amilasa hidroliza el almidon a maltosa, maltotriosa, oligosacéaridos de glucosa y a-

dextrinas (Figura 4) (Bowman y col., 2003).

La glucoamilasa hidroliza los polisacaridos y las a-dextrinas limite en
oligosacaridos. Posteriormente la hidrolisis de la maltosa y de los oligosacaridos es
responsabilidad de las disacaridasas, enzimas localizadas en la membrana de las
microvellosidades del intestino delgado (borde en cepillo). La isomaltasa hidroliza los
enlaces a-D-(1—6) y, junto con la maltasa, desdobla la maltosa y la maltotriosa en glucosa
(Ganong, 2002). La glucosa liberada ingresa al enterocito por accion de una proteina
cotransportadora dependiente de sodio (SGLT1); luego, una segunda proteina (GLUT 2)
transporta la glucosa pasivamente del interior celular hacia el intersticio, desde donde se

difunde a la sangre (Ganong, 2002).
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Figura 4. Ataque enzimaético de la molécula de almidén.

Izquierda: estructura de la amilosa y la amilopectina, la glucosa es
sefialada con circulos. Estas moléculas son parcialmente digeridas
por la enzima amilasa, generando los productos que se muestran en
la base de la figura. Derecha: hidrolasas del borde en cepillo que
intervienen en la digestion sucesiva de los productos de la digestién
luminal de los almidones (1, oligdmeros lineales; 2, a-dextrinas limite)
(Ganong y col., 2002).

1.6.Almiddén Resistente

1.6.1. Definicién
En 1992, un grupo de investigadores europeos definio el almiddn resistente como
"la suma del almidon y los productos de la degradacion del almidon no absorbidos en el
intestino delgado de individuos sanos™ (Asp, 1992). Este concepto cambié completamente
nuestra comprension de la accion de los carbohidratos en la dieta porque hasta principios de
los ochenta, se pensé que los almidones eran completamente digeridos y absorbidos en el

intestino delgado humano. Tres consideraciones importantes se adjuntan a esta definicion
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fisiologica. En primer lugar, el almidon resistente se compone no solo de polimeros de alto
peso molecular sino que también puede incluir dextrinas, oligosacaridos pequefios e incluso
glucosa, todas derivadas de almidon digerido que escapa a la absorcion. En segundo lugar,
los almidones resistentes llegan al intestino grueso humano donde son metabolizados por la
compleja microbiota presente en el colon para producir una gama de moléculas bioactivas

con beneficios potenciales para la salud (Laurentin y Edwards, 2013).

Por ultimo, la cantidad de almidoén resistente en un alimento (es decir, la cantidad
que llega al colon) depende de la fisiologia del individuo y puede verse afectada por la
edad, por otros componentes de la matriz alimentaria y por enfermedad en el tracto

gastrointestinal (Laurentin y Edwards, 2013).

1.6.2. Clasificacion del almidon resistente

Englyst y col. (1992) reconocieron tres tipos de almidon resistente: almidon
fisicamente inaccesible, granulos resistentes y almidon retrogradado. Actualmente se
reconocen otras dos categorias: los almidones modificados quimicamente y los complejos
amilosa lipidos que se forman a partir de fracciones resistentes a la digestion (Bird y col.,
2000). Laurentin y Edwards (2013) proponen gue en la categoria de almidones modificados
guimicamente se incluyan a los almidones que sufren cambios mediante tratamientos
fisicos drasticos aplicados en la industria, y que ademas, dicha categoria sea denominada:

almidones con enlaces no amilaceos (Laurentin y Edwards, 2013).

El almidon resistente tipo 1 agrupa los almidones fisicamente inaccesibles a la
accion de las a-amilasas debido a la presencia de estructuras externas que protegen al

granulo, por ejemplo, la pared de la célula vegetal. Se encuentra principalmente en las
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semillas, los granos, los cereales y las legumbres, enteros o parcialmente molidos, aunque
también puede hallarse en algunos alimentos amilaceos densamente empaquetados como la
pasta. A pesar de que es estable al ser sometido a la coccion, el almiddn resistente tipo 1
puede ser eliminado parcial o totalmente por la ruptura mecénica de la molienda, e incluso

con la masticacion de los alimentos (Sajilata y col., 2006; Laurentin y Edwards, 2013).

El almiddn resistente tipo 2 incluye los almidones no susceptibles a la digestion
debido a la combinacion de algunas propiedades intrinsecas del granulo: la forma, el
tamarnio, la cristalinidad, un alto contenido en amilosa, la presencia de complejos de amilosa
lipidos, etc. EI almiddn resistente tipo 2 se encuentra en platanos inmaduros, papas crudas y
almidones con alto contenido de amilosa. El almidon resistente tipo 2 desaparece durante la
coccidn, especialmente en agua, porque una combinacion de agua y calor gelatiniza el
almidon, lo que permite un mayor acceso a las amilasas (Sajilata y col., 2006; Laurentin y

Edwards, 2013).

El almiddén resistente tipo 3 agrupa a aquellos almidones que han sufrido
retrogradacion y constituye la fraccion de almidon resistente méas abundante en los
alimentos. El almidon resistente tipo 3 esta presente en los alimentos amilaceos sometidos a
coccion y que han sido posteriormente enfriados y almacenados: la papa, el arroz, las

legumbres, el pan y las hojuelas de maiz (Laurentin y Edwards, 2013).

Ademas de los complejos de almidon naturalmente resistentes, existen diferentes
tipos de almidones modificados que son fabricados por la industria alimentaria por una
variedad de razones. Pueden definirse como almidones nativos que han sido sometidos a

uno 0 mas tratamientos quimicos o enzimaticos que promueven desorganizacion granular,
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degradacion de los polimeros, reordenamientos moleculares, oxidacion o adicién de grupos
quimicos. La digestibilidad de estos almidones modificados es variable y depende del tipo y

extension del tratamiento (Laurentin y Edwards, 2013).

Més recientemente se ha evidenciado que los almidones modificados mediante
algunos tratamientos fisicos como la pregelatinizacion (por extrusién o por secado en
tambor) y la pirodextrinizacion (generacion de rearreglos moleculares mediante calor seco)
generan fracciones resistentes a la hidrolisis enzimética. Laurentin y Edwards (2013) han
propuesto entonces, como ya se menciond, que en la cuarta categoria de almidén resistente
o el almidon resistente tipo 4, se incluyan a los almidones modificados mediante los
tratamientos fisicos mencionados; quedando conformada esta categoria por los almidones
modificados de forma quimica y fisica, los cuales pasarian a llamarse almidones con
enlaces no amilaceos (almidon resistente tipo 4). Un ejemplo del almidon resistente tipo 4
puede ser el Fibersol-2®, una rica fuente de fibra alimentaria utilizada como ingrediente en

suplementos (Okuma y Wakabayashi, 2001).

Por ultimo, el almiddn resistente tipo 5 donde se encuentran las interacciones
amilosa lipidos que se producen cuando los &cidos 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
almidén, pero también pueden producirse durante la coccion y tienen una menor
digestibilidad que el almidon cocido (Holm y col., 1983). El maiz con alto contenido de
amilosa (amilomaiz) es una de las principales fuentes de almiddn resistente tipo 5 (Hasjim

y col., 2013).
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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 inclusion con la amilopectina comparable
a los complejos amilosa lipidos (Kugimiya y Donovan, 1981; Evans, 1986). 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).

1.6.3. Efectos fisiologicos y metabolicos del almidén resistente

El almidon no suele estar presente en las heces humanas o en las heces de los
animales experimentales, lo cual sugiere la fermentacion mas o menos completa de este
polisacéarido (Sajilata y col., 2006). Por ende, la principal propiedad nutricional del almidon
resistente radica en su potencial fermentativo, del cual se derivan la mayoria de los efectos
fisioldgicos y metabdlicos que son considerados beneficiosos para la salud humana. En
resumen, algunos de estos efectos son: la estimulacion de la sensacion de saciedad (Willis y
col., 2009), el control de la respuesta glucémica debido al bajo indice glucémico de los
alimentos que presentan alto porcentaje de almidon resistente (Parada y Rozowski, 2008),
la produccion de algunos &cidos organicos durante la fermentacion disminuye el pH
luminal del colon haciendo que se inhiba el crecimiento de algunas poblaciones
microbianas potencialmente patdégenas como Escherichia coli y Salmonella (Cherrington y
col., 1991), el incremento de la masa fecal como consecuencia de la proliferacion

bacteriana y de la retencién de agua en las heces (Phillips y col., 1995), la prevencion del
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estrefiimiento (Nugent y col., 2005) y un posible rol protector contra el cancer colorrectal

(O’Keefe y col., 2009).

Es importante destacar que la mayoria de estos efectos han sido observados con una
ingesta de 20 — 30 g/dia de almidon resistente, lo cual excede entre cinco a siete veces la
ingesta estimada en la mayoria de los paises (Laurentin y Edwards, 2013). Del proceso
fermentativo del almidén resistente, los acidos grasos de cadena corta: el acetato, el
propionato y el butirato, son los principales productos. Entre las propiedades fisioldgicas

asociadas con estos acidos grasos estan las siguientes:

- El acetato: es el acido graso de cadena corta mayormente producido durante la
fermentacion (50 — 70%) y es el Unico que alcanza la circulacion periférica en cantidades
significativas, proveyendo energia al musculo y a otros tejidos (Laurentin y Edwards,

2013).

- El propionato: es el segundo acido graso de cadena corta mas abundante (25%).
En algunos estudios emprendidos en ratas (Chen y col., 1984; Cheng y Lai, 2000), el
propionato ha demostrado reducir el colesterol sérico y las concentraciones hepaticas del
colesterol y de los triglicéridos. Este efecto inhibitorio se ha demostrado también en los
hepatocitos humanos (Lin y col., 1995), pero requiere concentraciones de 10 — 20 mmol/L
para obtener un efecto similar. Ademas estimula la sensacién de saciedad en los humanos

(Aroray col., 2011).

- El butirato: es usualmente el acido graso de cadena corta producido en menor
proporcion durante el proceso fermentativo de los carbohidratos no amilaceos (10 — 15%),

aunque su produccion es comparativamente superior con la fermentacién del almidon
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resistente (20 — 28%) (Brouns y col., 2002). Es usado 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 (Laurentin y Edwards, 2013; Gonzélez-Quilen, 2013). Actualmente se sabe que
un aumento en la produccion de butirato conduce a cambios en las bacterias intestinales
ubicadas en la mucosa intestinal, en los niveles de fermentacion y por ende en los
marcadores de la actividad metaboOlica bacteriana; esto genera cambios en los

biomarcadores que reflejan una reduccion del riesgo de cancer (O’Keefe y col., 2015).

2. Digestibilidad del almidén

En todo estudio nutricional relacionado con fuentes amilaceas se requiere de analisis
de la digestibilidad de dichas fuentes o alimentos amilaceos, un pardmetro que puede ser
estudiado tanto in vivo como in vitro. La caracterizacion de la digestibilidad in vitro se
realiza mediante un analisis quimico enzimatico, que simula las condiciones in vivo, y esta
basado en la estimacion del contenido de almidon potencialmente disponible, del almidén
resistente total y del almidén retrogradado en la muestra. Ademas, se realiza la
determinacion de la tasa a la cual la enzima amilolitica ejerce su funcion sobre el granulo

de almiddn (Englyst y col, 1992; Tovar y col., 2003).

Por su parte 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 (Tovar y col., 1992).
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3. El gorgojo de arroz como modelo en los estudios nutricionales

La vivida descripcion kafkiana de un humano que deviene en insecto, ejemplifica el
acendrado desprecio por este grupo de artrépodos que, en nuestro subconsciente colectivo,
se almacena como un icono de grotesca cucaracha. Numerosos son, sin embargo, los
aportes de los insectos a la ecologia global del planeta, a la agricultura y a la alimentacion
(Carmona y col., 1998). En esta seccion se describe el uso de insectos, especificamente de

Sitophilus oryzae L, para evaluar la digestibilidad in vivo de una serie de dietas amilaceas.

El uso de insectos como modelos en ensayos nutricionales proporciona una
alternativa a la utilizacion de animales vertebrados. Estos ensayos tienen como principales
ventajas su corta duracion y bajo costo (Lopez, 1999). Resulta interesante que, aunque entre
los grupos de la escala zooldgica existen diferencias cualitativas y cuantitativas en sus
requerimientos nutricionales, los nutrientes basicos son los mismos y las reacciones
metabolicas esenciales que permiten su utilizacion se han conservado (Carmona y col.,
1998). Desde esta perspectiva, son amplias las similitudes entre los insectos y los animales

superiores, incluidos los seres humanos (Lopez, 1999).

Desde el punto de vista nutricional, los requerimientos de los insectos y animales
superiores, incluyendo a los humanos, son semejantes. Igualmente, la digestion de los
alimentos se realiza extracelularmente en el tracto digestivo, hacia donde se secretan
proteasas, amilasas y lipasas. Los mecanismos de accion de estas enzimas digestivas
también son comparables, pudiendo hablarse de actividades similares a la tripsina, a la

quimiotripsina y a la a-amilasa (Carmona y col., 1998).
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Al igual que los humanos, los insectos cuentan con un sistema digestivo en donde se
Ileva a cabo una serie de mecanismos y reacciones metabdlicas que permiten la digestion de
los alimentos. El aparato digestivo o canal alimenticio de los insectos es un conducto,
generalmente algo enrollado que se extiende desde la bocaal ano. Se divide en tres

regiones: el estomodeo, el mesenterdn y el proctodeo (Borror y col., 1976).

ElI estomodeo o0 intestino anterior generalmente se  diferencia
en faringe, eso6fago, buche (un ensanchamiento en la parte final del esé6fago) y los
proventriculos (Figura 5). El mesenteron es el intestino medio, que es un saco alargado de
didmetro generalmente uniforme. A veces se subdivide en dos 0 mas partes denominadas
ventriculos, donde se encontrara un borde interno cubierto por microvellosidades, descritas
por Snodgrass (1993) y Chapman (1998) para insectos en general. Macgown y Sikorowski
(1981) reportaron que los ventriculos se encuentran revestidos externamente por ciegos
gastricos, los cuales contienen bacterias y otros microorganismos del tubo digestivo que

producen enzimas y vitaminas.

ESTOMODEO MESENTERGN PROCTODEO

Ano

Ampolla rectal

* Tubos de Malpigio

ciego ventriculo

/ glandula buche
salival provenmculogésuico

Figura 5. Diagrama esquematico de la estructura del aparato
digestivo de un insecto
Estructura digestiva del aparato de un insecto en donde se observan

las tres partes en las que se divide: estomodeo, mesenterén y
proctodeo. Modificado de Lifidn (1998).
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El intestino medio no tiene cuticula, ni tampoco segrega mucus para lubricar la
comida y proteger las células epiteliales. En cambio, las células epiteliales segregan una
fina membrana de quitina y proteina, llamada membrana peritréfica la cual impide que los
alimentos entren en contacto directo con las células epiteliales. Esta membrana es
permeable, permitiendo el paso de enzimas digestivas en una direccion y de los productos
de la digestion en la direccion opuesta. Se desprende, envuelve a una porciéon de los
alimentos y es eliminada con los productos digestivos. La parte posterior del intestino se
extiende desde la valvula pilérica hasta el ano, y esta representa el proctodeo (Borror y col.,

1976).

El gorgojo de arroz, Sitophilus oryzae L. (Coledptera: Curculionidae) ha sido
utilizado con éxito como modelo animal desde hace varios lustros (Szwarcbort, 1980;
Carmona y Gomez-Sotillo, 1997; Carmona y col., 1998; Carmona y col., 2001). Este
bioensayo es de facil manejo, econémico, de corta duracion y reproducible (Carmona y
col., 2001). Ademas, no esta sujeto a las regulaciones legales impuestas a los estudios con
vertebrados (Law y Wells, 1989). Las experiencias con el bioensayo del gorgojo de arroz
han permitido evaluar la eficacia de diversos biomarcadores como: supervivencia, variacion
de peso, cambios en la composicion corporal (agua, grasa, nitrdgeno proteico, nitrogeno
cuticular, otros componentes), combustibles metabdlicos (glucosa, trehalosa, glucégeno),
actividades enziméticas (proteasas, a-amilasas, aminotransferasas), excrecion de
metabolitos (acido urico), potencial reproductivo (ovoposicion, crecimiento larval), entre
otros; para evaluar tanto el valor nutritivo de diversos componentes de la dieta, como la

toxicidad de alimentos (Laurentin y col., 2008; Laurentin y col., 2014b).
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Los estudios realizados en este insecto, condujeron al planteamiento de una
hipotesis acerca de como ocurre la degradacion del endospermo del grano de trigo vy el
aprovechamiento de los granulos nativos del almidén en el tubo digestivo del insecto
(Baker y Woo, 1992: citado por Gonzélez-Quilen 2013). El gorgojo de arroz presenta un
aparato bucal masticador. En la cavidad bucal, la masticacion mandibular extensiva de las
celulas del endospermo, incrementa la susceptibilidad de los granulos de almidon a la
accion enzimatica. Una vez triturados, los granulos de almidén continGan su trénsito a
través del esOfago, el proventriculo y el buche. Las a-amilasas presentes en el medio
luminal del buche inician la hidrélisis enzimatica del almidon, proceso que parece ser
facilitado por la accién de las lipasas y de los detergentes, pues favorecen la remocion del
material lipidico de la superficie de los granulos. La digestion del almidon continta en el
intestino medio y probablemente se detiene al alcanzar el intestino posterior, donde el
material no digerido se prepara para ser defecado. Algunos estudios emprendidos en el
gorgojo del arroz (Szwarcbort, 1980; Baker, 1987), sefialaron que las a-amilasas presentes
en este animal exhiben unas actividades cataliticas comparables con la de la a-amilasa
pancredtica porcina, enzima comunmente utilizada en los estudios de digestibilidad in vitro
de los alimentos amilaceos. Este modelo, por lo tanto, ha sido prometedor para emprender
la tarea de identificar biomarcadores que permitan evaluar la calidad nutricional de este tipo

de alimentos.

En investigaciones recientes llevadas a cabo por el Laboratorio de Polisacaridos
Vegetales y el Laboratorio de Bioquimica Nutricional y Metabolismo del Instituto de
Biologia Experimental de la Universidad Central de Venezuela (Garcia, 2003; Galeno

2006; Martin, 2010; Gonzalez-Quilen; 2013, Lovera y col., 2017), se ha estudiado la
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digestibilidad in vitro e in vivo de una amplia gama de almidones nativos y modificados.
Los estudios in vivo, por su parte, demandan el uso del modelo animal; en donde la
estimacion de la grasa corporal, de la actividad similar a a-amilasa y de la excrecién de
acido urico del gorgojo de arroz alimentando con las dietas de almidén, son biomarcadores
que en las citadas investigaciones han demostrado correlacionarse razonablemente con los
pardmetros que caracterizan la digestibilidad in vitro de los almidones. La experiencia
acumulada en el Laboratorio de Polisacaridos Vegetales y en el Laboratorio de Bioquimica
Nutricional y Metabolismo, sefiala que tanto la excrecion de acido Urico como la actividad
similar a oa-amilasa parecieran tener la sensibilidad necesaria para discriminar la
digestibilidad entre las dietas estudiadas. Por ello, se proponen como biomarcadores de la

digestibilidad entre las dietas de los alimentos amilaceos (Laurentin y col., 2014a).

Los estudios nutricionales in vivo e in vitro sobre almidones de distintas variedades
de papa nativa y comercial son poco comunes y no aportan una informacién relevante sobre
las variaciones del contenido de almidon en diferentes variedades. Por tanto, en el presente
trabajo se planteo el estudio de la digestibilidad in vitro e in vivo de los almidones de cinco
variedades de papa aportadas por la Fundacion de Productores Independientes del Paramo

(Proinpa), Mucuchies, Mérida.



21

II.  ANTECEDENTES

1. Descripcion de la papa como especie vegetal

La papa o patata (Solanum tuberosum) es una especie de planta herbacea
perteneciente al género Solanum de la familia de las solan&ceas originaria de Sudamérica
(Engel, 1970) y cultivada por todo el mundo por sus tubérculos comestibles. Fue
domesticada en el altiplano andino por sus habitantes hace unos ocho mil afios, y méas tarde
fue llevada a Europa por los conquistadores espafioles como una curiosidad botanica mas
que como una planta alimenticia. Su consumo fue creciendo y su cultivo se expandi6 a todo
el mundo hasta convertirse hoy dia en uno de los principales alimentos para el ser humano
(Engel, 1970; Spooner y col., 2005).

S. tuberosum se divide en dos subespecies. La subespecie S. tuberosum andigena se
cultiva de modo restringido en ciertas regiones de América Central y América del Sur
(Hawkes, 1990; OECD, 1997). Es nativa de Los Andes; se distribuye desde Venezuela
hasta el norte de Argentina, haciendo eje en las cordilleras del Perd (Hawkes, 1990). Por
otra parte, la subespecie S. tuberosum tuberosum es ampliamente cultivada en todo el
mundo (América del Norte, Asia, Europa y Africa). Es indigena de la Isla de Chilog, el
archipiélago de Chonos y éareas adyacentes de Chile (Spooner, 2008). La principal
diferencia entre las dos subespecies es que S. tuberosum andigena depende de un
fotoperiodo corto para tuberizar (Hawkes, 1990; OECD, 1997). Ademas de esta diferencia,
ambas subespecies se hallan netamente diferenciadas a nivel genético, tanto a nivel del
genoma cloroplastico como nuclear (Hosaka y col., 1988; Grun, 1990; Raker y Spooner,

2002).
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Los expertos han desarrollado miles de variedades de papa, muchas de las cuales
van quedando obsoletas por la aparicién de otras con mayor rendimiento y adaptabilidad,
de manera que solo se consumen unas pocas decenas. Las variedades se pueden diferenciar
por el color de la epidermis y de la pulpa, la resistencia a enfermedades, la duracion del
ciclo de cultivo y los requerimientos nutritivos, entre otras caracteristicas de relevancia
productiva. Rasgos irrelevantes para la produccion, pero que sirven para identificar
cultivares, son el color de las flores, la rugosidad de la epidermis y la profundidad de los

ojos (Hawkes, 1994).

Los cultivos modernos suelen desarrollar tubérculos de forma redondeada, con la
piel amarilla o rosada, la pulpa blanca o amarilla y los ojos poco profundos. En los paises
de origen del cultivo, también se conocen variedades tradicionales con estas formas, pero
ademas existen muchas otras de piel parpura, azul o bicolor, de carne azulada, violeta o

amarilla y de formas alargadas, curvas o casi esféricas (Grun, 1990).

2. La papa como fuente amilacea

El almidén es una materia prima con un amplio campo de aplicaciones que van
desde otorgar textura y consistencia a alimentos hasta la manufactura de papel, adhesivos y
empaques biodegradables (Zhao y Whistler, 1994). El almidon se extrae de una amplia
gama de productos agricolas. Entre las materias primas que pueden ser utilizadas como
fuentes de extraccion de este polimero se encuentran los tubérculos, como la papa, ya que
esta especie vegetal juega un papel significativo en el sistema global de alimentacién y
contribuye a los requerimientos energéticos para millones de personas en los paises en vias

de desarrollo (Pardo y col., 2013).
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El tubérculo, por lo general, contiene 78% de humedad, 18,5% de almidon 1,87%
de proteina, 1,8% de fibra y 0,1% de grasa; también, es rica en potasio (560 miligramos) y
vitamina C (20 miligramos); valores que coinciden con los reportados en la tabla de

composicion de los alimentos de Venezuela del afio 1999 (Gonzélez, 2013).

3. La papa nativa

La papa como tubérculo que forma parte de la alimentacion humana ha tenido una
evolucion continua a lo largo de la historia, aunque todavia subsisten plantas de papa en
estado silvestre; estas son las denominadas papas nativas. Este tipo de papa es el resultado
de un proceso de seleccion natural y conservacion, con un arduo trabajo de uso de

tecnologias ancestrales que datan de épocas anteriores a los Incas (Monteros y col., 2007).

En las zonas de gran diversidad, con un gran namero de variedades, el intercambio
de polen y el flujo genético es constante y continuamente surgen nuevas variedades. Las
papas nativas aparecen y se incrementan por accion de la recombinacion genética
espontanea, la seleccion natural, las mutaciones, las migraciones y los flujos de tubérculos
(Gomez y col., 2008: citado por Gonzalez y col., 2013). También se dice que estas
variedades son el resultado de un proceso de domesticacion, seleccion y conservacion

ancestral por parte de los habitantes de las zonas alto andinas (Monteros y col., 2007).

La papa nativa ha representado en distintos paises latinoamericanos como Per( y
Bolivia una fuente de progreso social y econdémico, esto ha logrado recuperar sus cultivos a
través del tiempo, siendo incluida en el mercado como producto estrella e insigne. Las
papas nativas son una excelente fuente de carbohidratos bajos en grasa. También abundan

en hierro, zinc y cantidades importantes de vitamina C, que mejora la absorcion del hierro.
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Sancochada, tiene mas proteinas que el maiz y casi el doble de calcio. Una porcion
promedio de papas sin pelar suministra cerca del 10% de la dosis diaria recomendada de
fibra. Ademas, prosperan en altitudes mayores a 4.000 metros donde se encuentran uno de
los grupos de poblaciones rurales més vulnerables a los efectos de la inseguridad
alimentaria. Por lo tanto, promocionar el consumo de las papas nativas mejord la seguridad
alimentaria y la nutricién en regiones mas pobres del Peru. (Devaux y col., 2011; Devaux y

col. 2012; Jiménes y col., 2013).

En el Per(, la papa es uno de los cultivos mas importantes del sector agrario en
términos econdmicos y sociales, pero por afios ha sido relegada detrés de otros alimentos.
Sin embargo, las cifras de la campafia agricola 2010 — 2011 mostraron que la produccién de
papa se ha incrementado hasta 4 millones de toneladas, lo que se traduce en un aumento en
el consumo de papa de 65 kilos a 83 kilos por persona al afio. Esto ha sido posible gracias
al esfuerzo conjunto de actores publicos y privados en los ultimos diez afios, que han
posibilitado el desarrollo de productos frescos y procesados en base a la papa nativa y su

uso en la gastronomia (Devaux y col., 2011; Devaux y col. 2012; Jimenez y col., 2013).

La papa nativa representa, ademas de una fuente nutricional excepcional, una
excelente fuente econdmica debido a su introduccién al mercado en donde ha sido utilizada
como materia para la elaboracion de productos comerciales como frituras y como
exquisitez gourmet, siendo incluida en diversos platillos de alto valor gastronémico

(Devaux y col., 2011; Devaux y col. 2012; Jiménez y col., 2013).
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4. La papa nativa en Venezuela

El término papa nativa en Venezuela hace referencia a aquellas muestras de papa
rescatadas en el paramo venezolano, que tienen una historia de consumo previo a la
explotacion comercial del cultivo basada en la importacion masiva de semillas de los afios
70 en adelante. Tienen en comun su total ausencia dentro de los sistemas productivos
intensivos empresariales, y su presencia puntual en huertas de familias campesinas y
pequefios productores. Entre sus principales cualidades estd, aparte de una alta diversidad
de sabores y texturas, su capacidad para permanecer en los terrenos y en almacenamiento,

sin deteriorarse durante largos periodos (Romero y Monasterio, 2005; Boscan, 2009).

Las variedades de papa nativa como andinita y tiniruca son cultivadas por pequefios
productores altoandinos, bajo un sistema de produccién tradicional. En Venezuela,
especificamente en el estado Mérida, se han encontrado variedades utilizadas por los
productores desde hace mas de 30 afios, las cuales aln conservan en sus unidades de

produccion (Gonzélez, 2013).

En Venezuela, la papa nativa ha sido empleada principalmente por chefs para
elaborar diversas recetas como vino artesanal de papa, ponche crema, pizzas, pudin de papa
nativa, mermeladas de papa de distintos sabores como guayaba, quesillos, etc (Gonzalez y

col., 2013).

Rial y colaboradores (2011) encontraron en su estudio sobre la composicion
fisicoquimica de papas nativas de Los Andes de Venezuela que tanto la papa comercial
(granola), como las papas nativas, mostraron una composicion en azlcares reductores

estadisticamente similar e inferior al 0,33% (base humeda), el contenido de solidos totales
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tampoco varié en las tres variedades. Se aprecié un valor superior en el contenido de
azucares reductores de arbolona negra (0,24 £ 0,05 g/100 g de papa fresca) y papa rosada
(0,24 + 0,05 g/100 de papa fresca) con relacion a la granola (0,19 + 0,07 g/100 g de papa
fresca). Este hecho pudiera estar relacionado con la baja temperatura de la zona de
produccion de las papas nativas que se encuentra a una mayor altitud y riesgo de heladas

que la zona de produccién de la papa comercial.

En efecto, Loyola y colaboradores (2003) en su investigacién sobre cémo la
atmosfera controlada podria disminuir la acumulacion de azlcares totales, azucares
reductores y sacarosa en papa durante el almacenamiento, encontraron que las bajas
temperaturas (las muestras de papa fueron almacenadas a 6,6 °C durante cinco meses)
conducen a un incremento de azUcares, en especial los reductores, los cuales al quinto mes
del experimento mostraron diferencias estadisticamente significativas respecto al primer dia
del disefio experimental (p < 0,05), con relacién a las condiciones de almacenamiento y

temperatura.

Mas alla de conocer la utilidad y el aprovechamiento de los almidones de papa en la
industria de alimentos, la importancia de su extraccion y caracterizacion en diferentes
variedades de papa permite establecer y dar a conocer informacién de vital importancia
para la introduccion de materiales de papa potenciales para el consumo fresco e industrial,
que se adapten a las condiciones agroecoldgicas de las diferentes zonas paperas del estado
venezolano y amerita valorar su adaptacion, produccion y calidad. Este fue el objetivo de
Salazar y colaboradores (2008) cuyo estudio consisti6 en evaluar las caracteristicas
asociadas con el rendimiento y la calidad de 13 materiales de papa en la localidad de

Marajabu, parroquia Santiago, municipio Urdaneta, estado Trujillo (\Venezuela), usando a
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la variedad andinita como testigo debido a sus condiciones idoneas para produccion y venta

comercial.

En cuanto al contenido de almidén los clones 392658-16, *9? y 393180-10
mostraron mayores valores (2,305 mg/g, 2,213 mg/g y 2,349 mg/g, en base seca
respectivamente) que la referencia (andinita) (2,069 mg/g, en base seca); mientras que, el
clon 392658-49 exhibio un contenido de almidon muy inferior (1,659 mg/g, en base seca).
Ademas, el contenido de azUcares reductores de los clones 393160-3, 392658-16, *9?,
392639-1 y 392639-41 fueron superiores a la referencia (andinita), lo cual los hace no
deseables para la industria, teniendo como base los estandares ofrecidos por la variedad
andinita que presenta las condiciones apropiadas para su comercializacion e

industrializacion (Salazar y col., 2008).

5. Estudios in vitro e in vitro del almidon de papa

Bjorck y @stergard (1989) en su estudio sobre almidones nativos de papa analizaron
la digestibilidad de estos almidones mediante estudios in vitro sobre alicuotas del almidon
crudo e in vivo usando ratas tratadas con Nebacitin® y ratas no tratadas, midiendo la
digestion a glucosa de los almidones de papa in vitro e in vivo sobre el material fecal de los
animales y en los restos de la dieta (almidédn de papa) suministrada a los individuos. Bjoérck
y @stergard (1989) demostraron que la digestion de los almidones varia segin el ataque
enzimético de la a-amilasa, tanto in vitro como in vivo, sobre la molécula del almidén, los
cambios en la cristalinidad de los almidones y los cambios fisicos presentes en cada uno

(Bjorck y @stergard, 1989).
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Pardo y colaboradores (2013) en su estudio con diferentes variedades de papa en
donde se incluyen variedades de papa nativa, encontraron que las caracteristicas
fisicoquimicas tienen un efecto significativo sobre la digestion de la molécula de almidén y
el contenido de amilosa y amilopectina en cada variedad; principalmente el grado y el

porcentaje de cristalinidad de cada almidon.

Pardo y colaboradores (2013) observaron que los almidones de las variedades ICA
Unica y Parda Pastusa muestran una cristalinidad mayor que las demas variedades (> 17%).
Las variedades ICA Purasé, ICA Huila y Tuquerrefia presentan una cristalinidad similar y
entre 12% y 17%; siendo las variedades Criolla Latina y R-12 las que presentaron el menor
valor (< 10%). El grado de digestibilidad puede variar segun el porcentaje de cristalinidad,

ya que mientras este sea mayor, el ataque enzimatico sera mas lento y en menor proporcion.

Las investigaciones sobre el almidon de papa se centran en establecer su
caracterizacion para determinar su uso potencial en la industria de alimentos desde las
propiedades funcionales y fisicoquimicas, como en el caso de Zarate-Polanco vy
colaboradores (2014) en cuyo estudio lograron extraer y estudiar el almidén de 17 clones
promisorios de papa criolla cosechados en dos municipios (municipio de Sibaté y
municipio de Granada) del Departamento de Cundinamarca (Colombia). EI almidén nativo
de los clones promisorios se extrajo por triplicado y se caracteriz6 fisicoquimicamente
presentando los siguientes rangos para los dos Municipios, asi: humedad de 9,3% — 22%,

amilosa de 14% — 49% Yy amilopectina de 51% — 86%.

Bjorck y Siljestrom (1992) evaluaron la digestibilidad in vivo de almidones

extraidos de papa y de productos elaborados en base de papa como puré infantil y un
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producto de guisantes. La digestibilidad en el intestino delgado se evalué a través de
experimentos en ratas tratadas con un antibiético (Nebacetin®) para suprimir la actividad
microbiana en el intestino posterior. Se realizaron experimentos paralelos en ratas sin el
tratamiento con el antibidtico para estudiar la fermentabilidad del almidén no digerido. La
digestibilidad del intestino delgado fue 93%, 82% y 70% del almidon total en el producto
de patata, puré infantil y producto de guisantes, respectivamente. La parte no digerida del
almidon total consistié en fracciones resistente a la accion de las amilasas in vitro. Para el
estudio de la digestibilidad in vitro, Bjorck y Siljestrom (1992) determinaron la cantidad de
almidon no digerido in vitro y la cantidad de almidon total segun el método de Holm y
colaboradores (1986), y con esta informacion calcularon los porcentajes de digestibilidad in
vitro de los almidones como (almidon total no digerido/almidon total) x 100. Los valores de
digestibilidad variaron y estuvieron en los rangos 91% — 93%, 76% — 86% y 71% — 77%

en el producto de patata, puré infantil y producto de guisante, respectivamente.
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1. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Comparar los parametros que caracterizan la digestibilidad in vitro de los
almidones aislados de cinco variedades de papa nativa: amarilis, andinita,
angosturefa, ojos catires y tiniruca, con los indicadores de disponibilidad in vivo,

empleando el bioensayo del gorgojo de arroz.

2. Objetivos especificos
2.1. Estimar los contenidos de almidon disponible y de almidon resistente total de

los almidones aislados de las variedades de papas.

2.2. Evaluar la tasa de a-amilélisis in vitro de los almidones aislados de las

variedades de papa.

2.3. Estimar la supervivencia, la variacion del peso, la actividad similar a a-amilasa
y la excrecién de acido Urico del gorgojo de arroz alimentado con los almidones aislados de
las variedades de papa, indicadores que permitiran evaluar la disponibilidad in vivo del

nutriente.

2.4. Correlacionar las respuestas biologicas observadas in vivo con los indicadores

de disponibilidad evaluados in vitro.
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1. Muestras de almidon
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Los almidones caracterizados se aislaron de cinco variedades de papa nativa:

amarilis, andinita, angosturefia, ojos catires y tiniruca; donadas por la Fundacién de

Productores Independientes para la Agricultura (Proinpa). La colecta fue realizada en la

ciudad de Mucuchies, estado Mérida, el 29 de noviembre de 2016 (Tabla 2).

Tabla 2. Informacion sobre la colecta de los materiales de papa.

Variedad Sector Agricultor Coordenadas Altitud
(m.s.n.m.)
- José Antonio 70°51'44,96" O
Amarilis El Pedregal Sanchez 8°47'0.88" N 3.266
.. La . . 70°55'9,9" O
Andinita Angosturefia Luis Castillo 8° 45' 55.27" N 3.258
~ José Antonio 70°51'44,96" O
Angosturefia El Pedregal Sanchez 80 47 0,88" N 3.266
Ojos catires* La ~ Onias Rivero _ _
Angosturefa
Tiniruca* La ~ Onias Rivero _ _
Angosturefa

*Al momento de realizar la colecta de estos materiales, el GPS presenté problemas por lo

cual no fue posible registrar datos geograficos exactos.

Los almidones se aislaron segun el método descrito por Pérez y col. (1993) en 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. Con fines comparativos se incluyé un almidén de papa aislado a

partir de tubérculos comprados en un mercado local (papa comercial), el cual fue extraido

en el mismo laboratorio donde se hizo la extraccion del material colectado (Hernandez,

2006).
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La humedad (método 44 — 15.02), la cantidad de proteina cruda segun el método de
micro-Kjeldahl (método 46 — 13.01) (AACC International, 2003) y el almiddn total (Tovar
y col., 1990; descrito en la seccién 2.1) de los almidones de papa aislados se determinaron

como parte de la composicion quimica de los almidones.

Para el mantenimiento y montaje del bioensayo se usaron arvejas verdes partidas
compradas en un mercado local (Caracas, Venezuela) y el almidon de maiz (Maizena

Americana® Alfonzo Rivas & CIA), respectivamente.

2. Digestibilidad in vitro de los almidones de papa nativa

La digestibilidad de las muestras de almidon de papa crudo fue caracterizada in
vitro mediante la estimacion de los parametros: almidon disponible, almidon resistente y
tasa de a-amilolisis. Como valor agregado, esta Gltima variable también fue estimada en los

almidones gelatinizados.

2.1. Estimacion del contenido de almidén total y de almidén disponible

Para estimar el contenido de almidén se empled el método enzimatico descrito por
Holm y colaboradores (1986) para el almidén que es potencialmente susceptible al ataque
amilolitico y la modificacion descrita por Tovar y colaboradores (1990) para estimar el

almidon total.

Para la determinacién del almidon total se dispers6 una alicuota de 300 mg de peso
seco de cada almidon (n = 3), en un volumen de 10 mL de agua y se agregaron 10 mL de
KOH 4 mol/L recién preparado. Las muestras se dejaron en incubacion a temperatura

ambiente durante 30 minutos y posteriormente se neutralizaron con 7 mL de HCI 5 mol/L.
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Para determinar el almiddn potencialmente disponible se efectud la dispersiéon de
otra alicuota de 300 mg de peso seco de cada almidén (n = 3), en un volumen de 20 mL de
agua. Posterior a la dispersion de las muestras para determinar almidon total y
potencialmente disponible, se ajustd el pH de la suspension entre 6,5— 7 unidades y se
agregaron 0,1 mL de a-amilasa bacteriana termoestable Termamyl® 120L (NOVO Biolabs,
Bagsvaerd, Dinamarca) para luego incubar la suspension en un bafio de Maria en ebullicion
por 20 minutos, proceso que ocasiona la gelatinizacion del almidon e inicia su hidrdlisis.
Una vez atemperada, se trasvaso y enraso 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 trasvasé y enraso la solucion en un balén aforado de 10 mL.

Se estim6 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 adiciond en tubo de ensayo, 0,05 mL del hidrolizado junto con
1 mL del reactivo enzimatico. Una vez iniciada la reaccion, los tubos se incubaron en un
bafio de Maria a 37 °C durante 10 minutos. Culminado el periodo de incubacién, se empled
un espectrofotometro para medir la absorbancia de las muestras a 510 nm. Para la
cuantificacion de la glucosa se utiliz una curva de calibracién elaborada con un estandar

de glucosaa 1 g/L: y = 0,0319x + 0,028 (R* = 0,998: n = 6).

El método colorimétrico acopla las reacciones de dos enzimas: la glucosa oxidasa y
la peroxidasa. La glucosa es oxidada enzimaticamente por la glucosa oxidasa produciendo

D-gluconato y peroxido de hidrdgeno. Este ultimo oxida al cromdgeno (4-aminoantipirina e
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hidroxibenzoato) en presencia de la peroxidasa, produciendo un compuesto rosado
(quinoneimina) cuya intensidad de color es proporcional a la concentracion de glucosa en
solucién. La formula empleada para el calculo del porcentaje de almiddn disponible y de

almidon total en base seca, se indica a continuacion:

cantidad de glucosa (ug) x 10@® x 100®) x 0,9¢) N
0,05® x 0,5 x 10000) x peso seco de la muestra (mg)

Almidén disponible o total (%) = 100

(a) Volumen final luego de la digestion con amiloglucosidasa, en mililitros.
(b) Volumen final luego de la digestion con Termamyl®, en mililitros.

(c) Correccion de glucosa a glucano.

(d) Alicuota tomada para la cuantificacion de glucosa, en mililitros.

(e) Alicuota tomada para la digestion con amiloglucosidasa, en mililitros.
(f) Conversion de microgramo a miligramo.

2.2. Estimacion de la tasa de a-amil6lisis

El método enzimatico descrito por Holm y colaboradores (1985) permite estimar la
velocidad a la cual es degradado el almidén potencialmente disponible hasta carbohidratos
reductores, los cuales son cuantificados como equivalentes de maltosa. Para cada muestra,
la cinética de hidrolisis se estimd tanto en el almidédn crudo (n = 3) como en el gelatinizado
(n=2). Se pesaron, de cada muestra, un par de alicuotas correspondientes a 500 mg de
almidon disponible que luego se dispersaron en 50 mL de buffer fosfato Na,K 44 mmol/L,

pH 6,9.

El almidon a gelatinizar se introdujo en un bafio de Maria a ebullicion durante
20 minutos. Transcurrido el tiempo, se incubd la suspensién en un bafio de Maria a 37 °C.
En el caso del almiddn crudo, se obvio la incubacion en el bafio de Maria a ebullicion y las

muestras se atemperaron a 37 °C. La reaccion se inicio afiadiendo 1 mL de la solucion de a-
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amilasa pancreética 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 de &cido dinitrosalicilico. Este reactivo contiene 10 g/L de &cido 3,5-
dinitrosalicilico (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, EE. UU.) disuelto en tartrato de Na,K a 300

o/L en NaOH (16 g/L).

La cuantificacion de los aztcares reductores liberados por accion de la a-amilasa
pancredtica se realiz6 segin el método quimico descrito por Hostettler vy
colaboradores (1951). Las muestras fueron introducidas en un bafio a ebullicion durante
10 minutos. Finalizada la incubacién, se dejaron atemperar en un bafio de Maria a
temperatura ambiente por 2 minutos; luego se les afiadié 15 mL de agua destilada, se
mezclaron por inversion y se les midié la absorbancia a 530 nm. Para calcular los
contenidos de azUcares reductores, se utiliz6 la formula de una curva patron elaborada con

un estandar de maltosa 10 g/L: y = 0,3705x — 0,018 (R? = 0,999; n = 6).

El porcentaje de a-amilolisis se calculdo para cada tiempo y se expresd en

equivalentes de maltosa segun la siguiente ecuacion:

cantidad de maltosa (mg) x 50 x 0,95®)

, — , x 100
0,2(¢) x Contenido de almidén disponible (mg;p.s.)

a — amildlisis (%) =

(a) Volumen de solucién donde ocurre la hidrdlisis, en mililitros.
(b) Correccién de maltosa a glucano.
(c) Alicuota tomada para la cuantificacion de los azucares reductores, en mililitros.

2.3. Estimacion del contenido de almidon resistente total
El método enzimatico descrito por Gofii y colaboradores (1996) permite cuantificar

el tenor de almidén resistente total de los alimentos, esto es, la suma de la fraccion
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fisicamente inaccesible (almiddn resistente tipo 1), mas las fracciones de granulos nativos
no digeribles (almiddn resistente tipo 2) y aquellas debidas a retrogradacion (almidon

resistente tipo 3).

El almidén con enlaces no amilaceos (almidon 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 almiddn resistente tipo 4 debido a que no

fueron modificadas.

La primera etapa del método busca simular las condiciones estomacales. Una
alicuota de 100 mg de almidon crudo en peso seco de cada almidén (n = 3) se dispersé 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 incubo la

muestra en un bafio de Maria a 40 °C por 60 minutos en agitacidn constante.

En la segunda etapa se promueve la hidrolisis del almidon susceptible al ataque
amilolitico, proceso que ocurre naturalmente en el intestino delgado. Para ello, se adicion6
a la suspension 9 mL de buffer Tris-maleato 0,1 mol/L, pH 6,9, junto con 1 mL de solucién
de a-amilasa pancreatica porcina (A-3176, Sigma Chemical Co., St. Louis, EE. UU.) 40
g/L en buffer Tris-maleato. La mezcla se incubd con agitacion constante en un bafio de
Maria a 37 °C durante 16 horas. Luego se separa el almidon resistente y la fibra
(componentes insolubles) de la fraccion hidrolizada (componente soluble). Para ello se
centrifugo la suspension a 3.000 x g por 15 min (a 10 °C). Se descarto el sobrenadante y se
resuspendio el sedimento en 10 mL de agua destilada. Luego, se aplicd una segunda

centrifugacion y se descarté nuevamente el sobrenadante.
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En la tercera etapa se busca separar el almidon resistente de la fibra y promover la
hidrélisis del primero. Se agregaron 3 mL de agua destilada y 3 mL de solucion 4 mol/L de
KOH recién preparado. Luego de agitar la suspension magnéticamente durante 30 minutos
a temperatura ambiente, 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 (a 10 °C) cada una. Los
sobrenadantes resultantes se trasvasaron a un balon aforado de 100 mL. La determinacion
de la glucosa se realiz6 tal como se ha indicado en el apartado 2.1 de la presente seccion.
La formula empleada para el célculo del porcentaje de almiddn resistente total se indica a

continuacion:

Aimids stente total (%) = Cantidad de glucosa (ug) x Vf@® x 0,9® < 100
raon reststente totar i) = 5,050 x 1000@ x peso seco de la muestra (mg)

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

(b) Correccién de glucosa a glucano.

(c) Alicuota tomada para la cuantificacion de la glucosa, en mililitros.

(d) Conversién de microgramo a miligramo.

3. Digestibilidad in vivo de los almidones de papa nativa

La caracterizacion in vivo de la digestibilidad de las muestras de almidon de papa
nativa, se llevd a cabo mediante la utilizacion del gorgojo de arroz (S. oryzae) como
modelo animal. Se estimaron los biomarcadores: supervivencia, variacion del peso,
excrecion de acido trico y actividad similar a a-amilasa del gorgojo de arroz alimentado

con las dietas de almidén.
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3.1. Preparacion de las dietas de almiddn

En el bioensayo del gorgojo de arroz, los almidones suministrados como dieta
fueron proporcionados en forma de semillas artificiales de manera que los insectos lograran
alimentarse. Las semillas artificiales se elaboraron segin el método descrito por Martin
(2010). A wuna alicuota de 7 g de cada almidon se le afiadio un volumen de
aproximadamente 6 mL de agua destilada hasta obtener una mezcla con una consistencia
semisolida. La suspension debio ser lo suficientemente diluida para que el almidon seco no
quedara en el fondo del recipiente, pero lo suficientemente densa como para observar un
flujo continuo al verter una porcion de la mezcla desde 1 0 2 cm de altura con ayuda de un
agitador de vidrio. Utilizando una inyectadora de 10 mL, se colocaron sobre un papel
encerado dispuesto sobre una bandeja, dos gotas de mezcla por cada semilla artificial. Las

semillas artificiales himedas se dejaron secar en una estufa a 37 °C durante 24 horas.

3.2. Mantenimiento del cultivo de gorgojos

Para el mantenimiento del cultivo de gorgojos de arroz, se vacié un frasco de menos
de 10 semanas de antiguedad sobre un colador plastico de malla ancha, que fue dispuesto
sobre un recipiente apropiado. Con un pincel ancho, se removieron circularmente los restos
de la dieta de mantenimiento a fin de que los insectos se depositaran en el recipiente. En un
frasco de vidrio limpio, se depositaron 100 g de arvejas verdes partidas como dieta de
mantenimiento. Se afiadieron al frasco con arvejas, una poblacion de 100 gorgojos de arroz.

Posteriormente los frascos se cerraron con una malla doble y se almacenaron en oscuridad.

3.3. Seleccion de individuos para el bioensayo
Se colocaron 200 individuos en cada frasco de vidrio y conteniendo 200 g de

arvejas verdes partidas (1 insecto por cada gramo de alimento) y cerrados con una malla
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doble. Los frascos, usualmente 8, 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, fue 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 de

1,6 £0,1 mg (dia —1). El bioensayo se inicio al dia siguiente de la seleccion (dia 0).

3.4. Bioensayo con el gorgojo de arroz

En viales de vidrio se depositaron 2 g de las semillas artificiales del almidon
correspondiente junto con poblaciones de 30 insectos, para un total de tres réplicas por
dieta. Adicionalmente, se incluyd un control de calidad (condicion de ayuno y condicién
alimentada [arvejas verdes partidas, la misma dieta utilizada para el mantenimiento de los
cultivos]) y un almiddn de referencia (almidén de maiz) con la finalidad de comparar el

efecto sobre los biomarcadores de las dietas suministradas.

Se cuantifico interdiariamente el nimero de insectos sobrevivientes y su peso total,
iniciando el dia mismo 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 las dietas, se almacenaron por separado a —20 °C.

3.5.Estimacion de la supervivencia y variacion de peso
Con los datos registrados durante el bioensayo, se estimaron los biomarcadores
supervivencia (S) y variacion del peso (VP). Las formulas empleadas para el calculo de

ambos biomarcadores se indican a continuacion:

Numero de insectos al dia "n"
S (%) =— —— . x 100
Numero inicial de insectos
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VP (%) = Peso promedio al dia "n"® — Peso promedio inicial® 100
v Peso promedio inicial x

(a) El peso promedio al dia “n” es el peso total del grupo de insectos sobrevivientes al dia “n”, entre
el numero de sobrevivientes.

(b) El peso promedio inicial es el peso total del grupo de insectos al dia 0, entre el nimero de
insectos seleccionados (30 insectos).

3.6.Estimacion de la actividad similar a a-amilasa

La actividad similar a a-amilasa de los grupos de insectos alimentados con los
almidones de papa, se estimdé mediante el método descrito por Gonzalez-Quilen (2013) y
Lovera y colaboradores (2017). Los grupos de insectos provenientes de cada vial (n = 3),
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 y
veinte segundos). Luego, los extractos se centrifugaron en tubos Eppendorf a 16.000 x g

por 5 min.

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

detuvo afiadiendo 1 mL del reactivo del acido dinitrosalicilico.

La estimacion de los azUcares reductores liberados por las enzimas del insecto se
realizd segun el método quimico propuesto por Hostettler y colaboradores (1951). Para
calcular el contenido de azlcares reductores, se utilizd la formula de una curva patrén

elaborada con un estandar de maltosa 2 g/L: y = 0,4351x - 0,010 (R® = 0,999; n = 4). La
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actividad similar a a-amilasa (ASA) se expresé como los micromoles de equivalentes de
maltosa liberados por segundo y por litro del extracto acuoso (umol/s x L):

Cantidad de maltosa (mg) x 10°(@ x 10°®)

ASA (IlmOZ/SXL) = 10000 x 342@ x 180®© x 400

(a) Factor de conversion de mol a micromol.

(b) Factor de conversion de microlitro a litro.

(c) Factor de conversion de miligramo a gramo.

(d) Masa molecular de la maltosa, en gramos por mol.

(e) Tiempo de reaccién en segundos.

(f) Alicuota del sobrenadante tomada para llevar a cabo la reaccién enzimética, en microlitros.

3.7.Estimacion de la excrecion de acido urico

La excrecion de &cido drico del gorgojo de arroz se estimé mediante el método
propuesto por Gonzalez-Quilen y Laurentin (2012) y Lovera y colaboradores (2017). El
acido 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) (n=3). Se requiri6
primeramente, la transferencia exhaustiva de los restos de la dieta fuera del vial y su
posterior homogeneizacién. Las semillas artificiales de almidon se trituraron manualmente
con un mortero; mientras que, las arvejas verdes partidas de la condicion alimentada, se
molieron en un molinillo eléctrico previo a la trituracion manual con el mortero. Una vez
homogeneizado el material, se pesé y se devolvid cuidadosamente al vial, una alicuota de
500 mg. La extraccion del acido urico se realizd vertiendo 3 mL de agua destilada en
ebullicidn sobre los restos de la dieta amilacea, procurando arrastrar las excretas adheridas
al vial de vidrio. Luego de mezclar el contenido del vial empleando un vortex a velocidad
maxima por un minuto, se transfirio la suspensién a un par de tubos Eppendorf (1,5 mL de

suspension por cada tubo). Los tubos Eppendorf fueron centrifugados a 16.000 x g durante
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5 min. Los sobrenadantes resultantes de la centrifugacion se juntaron en un tercer tubo
Eppendorf. Para la extraccion de los viales de la condicion de ayuno, se llevd a cabo el
mismo procedimiento, pero obviando el paso de la homogeneizacion, y para esta condicion
como para la condicidn alimentada se realizo la extraccion usando 2 mL de agua destilada

en ebullicién siguiendo con el resto del procedimiento como ya se menciond anteriormente.

La estimacion del contenido de &cido urico se realizd con ayuda de un estuche
comercial (&cido 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
enziméatico. Una vez iniciada la reaccion, los tubos se dejaron reposar a temperatura
ambiente por 30 min. Luego, se utilizé un espectrofotometro para medir la absorbancia de
las muestras a 520 nm. Para determinar la cantidad de acido urico se utilizé una curva de
calibracién elaborada con el estandar de &cido urico 0,05 g/L del estuche comercial: y =

0,1398x - 0,002 (R? = 0,999 n = 4).

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 hidrégeno. Este ultimo oxida al cromogeno
(4-aminoantipirina y dihidroxibisulfonato) en presencia de la peroxidasa, produciendo un
complejo rosado cuya intensidad de color es proporcional a la concentracion de acido Urico

en la muestra.

La excrecion de acido urico (EAU) es reportada como los miligramos de &cido urico
excretado durante los 8 dias del bioensayo, por el de peso en kilogramos de los insectos

sobrevivientes al dia 8; segun la siguiente ecuacion:
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_ Cantidad de acido trico (ng) x Vext™®(mL) x 1000

EAU = X FD

0,025 X Peso de sobrevivientes al dia 8 (mg)

(a) Vext: Volumen de extraccién, en mililitros (usualmente 3 mL).

(b) Conversion de miligramo a gramo.

(c) Alicuota tomada para la cuantificacién del acido Urico, en mililitros.
FD: factor de dilucién empleado durante el ensayo colorimétrico.

4. Andlisis estadistico
Los célculos y las regresiones lineales (coeficiente de determinacién) de las curvas
de calibracion se realizaron con Microsoft Office Excel® 2010 de Microsoft Corporation
(Redmond, WA, EE. UU.). Los andlisis de varianza de una via y las correlaciones simples
(coeficiente de Pearson) se realizaron con Minitab® 16 de Minitab Inc. (State College, PA,

EE. UU.). Se utiliz6 a = 0,05 como nivel de significancia.

5. Financiamiento
Esta investigacion fue realizada con el apoyo del proyecto “Produccion de semilla
mejorada y certificada de ajo (Allium sativum), apio criollo (Arracacia xanthorrhiza), fresa
(Fragaria ananassa), cacao (Theobroma cacao), café (Coffea arabica) y zanahoria
(Daucus carota)”; otorgado por la Corporacién para el Desarrollo Cientifico y Tecnoldgico
(CODECYT S.A) del Ministerio del Poder Popular para la Educacién Superior, Ciencia y

Tecnologia en noviembre de 2016 y financiado por el proyecto LOCTI No. 2013000618.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo se caracterizo la digestibilidad de los almidones aislados de
cinco variedades de papa nativa. Para ello, se emprendieron estudios in vitro e in vivo. En

todos los analisis in vivo se incluy6 una referencia de alta biodisponibilidad.

1. Composicion quimica de los almidones de papa nativa

Bajo condiciones atmosféricas normales, muchos almidones comerciales contienen
entre 10 y 20% de humedad (p/p). La humedad en almidones usualmente se equilibra al
alcanzar 12% (Swinkels, 1985). Estos valores de humedad son los adecuados para lograr
que el producto tenga una mayor estabilidad durante el periodo de almacenamiento, ya que
a estos valores el desarrollo microbiano es muy lento (Jay, 1996). La humedad de los
almidones de papa nativa estuvo en un rango entre 10 — 12% (Tabla 3). Estos resultados
referentes al porcentaje de humedad estdn acordes con la informacion reportada para

almidon de papa entre 7% a 13 % (Hoover, 2001; Sangeetha, 2006).

Tabla 3. Composicién quimica de los almidones de papa nativa

Variedad Humedad Proteina cruda Almidon total
(%) (%) (%)

Papa comercial 8,85 + 0,05° 0,11 + 0,04 94,4 +1,18°¢
Amarilis 11,78 + 0,16° 0,22 + 0,04° 88,6 + 0,5°
Andinita 11,26 + 0,06° 0,22 + 0,005 96,4 +1,0°
Angosturefia 10,29 + 0,28° 0,16 + 0,04 95,4 + 458"
Ojos catires 11,60 + 0,06° 0,19 + 0,05 91,6 + 1,81
Tiniruca 11,66 +0,12° 0,18 + 0,05 91,4 +1,6%¢

Los valores son el promedio + la desviacién estandar (n = 3), sobre la base seca
(excepto para humedad cuyos valores se expresan en base fresca). El analisis de
varianza de una via realizado para cada variable, mostré que las medias dentro de
cada columna con letras distintas como superindice, son significativamente diferentes
(p <0,05; ANOVA, prueba de Fisher). El almidén de papa comercial se incluyd con
fines comparativos.
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Hernandez y colaboradores (2008) y Lovera y colaboradores (2017) reportan para
almidon de papa comercial contenidos de proteina en el rango de 0,06% — 0,11%. Los
valores de proteina encontrados en los almidones de papa nativa (Tabla 3) estuvieron por
encima del rango encontrado por los otros investigadores, siendo los almidones de las
variedades andinita y amarilis aquellos con el mayor contenido de proteina en comparacion

con el resto de los almidones de papa nativa.

Kingman y Englyst (1994) reportaron para papa cruda, valores de almidon total
entre el 75% — 80%. Lovera y colaboradores (2017) reportaron un 88% de almiddn total
para una muestra de almidén de papa comercial. Los almidones de papa nativa presentaron
contenidos mayores de almidon total (91% — 96%) en comparacion a los reportados por
otros investigadores para muestras de almidon de papa comercial, con excepcion de la

variedad amarilis.

2. Digestibilidad in vitro de los almidones de papa nativa
El estudio de la digestibilidad in vitro de los almidones de papa nativa involucro la
estimacion del contenido de almidon disponible, la tasa de hidrolisis por accion de la o-

amilasa pancreatica porcina y el tenor de almidén resistente total del almidén crudo.

2.1.Almiddn potencialmente disponible

En la Tabla 4 se muestra el contenido de almiddén disponible de los almidones de
papa estudiados. Los almidones de papa nativa presentaron un porcentaje entre el 90% —
97% de almidon potencialmente disponible. Aunque todos los almidones ensayados
tuvieron el mismo origen botanico, se encontro cierto grado de variabilidad en el contenido

de almidon disponible, lo cual podria atribuirse a las diferencias existentes a nivel de
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cultivo que existen entre las papas nativas. La variedad andinita presenté una cantidad de
almidon disponible mayor que el almidon de papa comercial, mientras que la variedad

amarilis arroj6 el menor valor.

Tabla 4. Contenido de almidon disponible en los almidones de papa

nativa.
. Almidon disponible

Variedad (%)

Papa comercial 949+1,3°
Amarilis 89,9+ 1,6°
Andinita 97,1 +0,4%
Angosturefia 97,2+0,3%
Ojos catires 91,1+0,3°
Tiniruca 91,3+0,7°

Los valores son el promedio + la desviacion estandar sobre la base seca
(9/100 g; n = 3). El andlisis de varianza de una via mostré que las medias
con letras distintas como superindice, son significativamente diferentes (p
< 0,05; ANOVA, prueba de Fisher). Como control de calidad para el
ensayo de almiddn disponible se utilizé el almidon de papa comercial
Potatis mjol (Lyckeby Starkelsen, Suecia) (94,8 +1,22%; n=12). El
almidon de papa comercial se incluy6 con fines comparativos.

Lovera y colaboradores (2017) reportaron 86% de almiddn disponible para el
almidon de papa comercial, siendo el menor valor reflejado en su investigacion en
comparacion con las otras muestras estudiadas de almidén de ocumo chino (96%), yuca
(95%), mapuey (94%) y apio (91%); dicho valor de almidon potencialmente disponible en
el almidon de papa comercial es menor a los porcentajes encontrados en los almidones de
papa nativa de la presente investigacion. Sin embargo, el rango de almidén disponible
encontrado en los almidones de papa nativa coincide con los valores reportados por Garcia
(2003) y Galeno (2006) para los almidones aislados de otras fuentes amilaceas como el

maiz (98%), el apio (94%) y la misma papa (95%).
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Leeman y colaboradores (2005) estimaron porcentajes de almidon disponible de
88% y 89% para materiales de papa (papas frescas cocidas y papas cocidas y almacenadas,
respectivamente) empleando el método de Holm y col. (1986) que se utilizé en el presente

estudio.

Loyola y colaboradores (2010) establecieron en su investigacion que no existen
diferencias estadisticamente significativas respecto al contenido de almidén entre papas
cultivadas de forma comercial y papas cultivadas de forma orgénica tal y como son los
cultivos de las papas nativas. Sin embargo autores como Storey y Davies (1992) y Hans
(1998) sefialan que el efecto de la sinergia del nitrégeno, potasio y cloruro de potasio tiene
un efecto negativo en el contenido de almidon, lo que pudo haber atentado en contra de la
cantidad de almidon factible de acumular en los tubérculos, particularmente al haber sido

cultivado en forma organica.

ap g =

La cinética de hidrolisis del almidon por accion de la a-amilasa es un proceso que
depende de un conjunto de factores, a saber: el estado fisico del almidédn, la morfologia del
granulo, la relacion amilosa-amilopectina, el tipo y grado de cristalinidad, la asociacion del
almidon con las proteinas y lipidos y las modificaciones estructurales promovidas por los
tratamientos quimicos, fisicos y enzimaticos aplicados en la industria de los alimentos
(Colonna y col., 1992). 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).
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En la Figura 6 se muestran las curvas de amildlisis in vitro estimadas para los
almidones crudos de papa nativa y en la Figura 7 se muestran las curvas para los almidones
gelatinizados. Los porcentajes de hidrolisis fueron expresados sobre la base de almidon
disponible a fin de garantizar que las posibles diferencias encontradas en las tasas de
digestion, obedezcan a las propiedades intrinsecas de los almidones ensayados y no a las
diferencias en las concentraciones de a-glucanos potencialmente digeribles. Para la
evaluacion de la cinética de hidrdlisis se consideraron dos parametros (Tabla5): la
velocidad de hidrolisis inicial, que constituye la proporcion de almidén hidrolizado en los
primeros 15 minutos de reaccién, y la magnitud de hidrdlisis final, que representa la

proporcion total de almidon digerido al cabo de los 60 minutos de duracion del ensayo.

Los almidones crudos de papa nativa (Figura 6 y Tabla 5) presentaron velocidades
iniciales en un rango de 0,1% — 0,7% y magnitudes finales de hidrdlisis de 2,9% — 6,2%.
Estos resultados son similares a los encontrados por Lovera y colaboradores (2017),
empleando el mismo método de Holm y colaboradores (1985), respecto a la velocidad

inicial (1,2%) y magnitud final (2,9%) del almidon crudo de papa comercial.

La baja tasa de hidrolisis enzimatica de los almidones crudos podria estar dada por
el alto contenido de almiddn resistente tipo 2, debido al patron de difraccion de rayos X de

tipo B que generalmente presentan este tipo de fuentes botanicas (Zobel, 1988).
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Figura 6. Cinética de hidrdlisis in vitro de los almidones crudos de papa.

Cada punto representa el porcentaje de almidén hidrolizado sobre la base de almidén
disponible de los almidones crudos de papa. A: papa comercial (incluido con fines
comparativos), B: variedad amarilis, C: variedad andinita, D: variedad angosturefia, E:
variedad ojos catires, F: variedad tiniruca. Las barras indican la desviacién estandar de la
media (n = 3).
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Figura 7. Cinética de hidrdlisis in vitro de los almidones gelatinizados de papa

nativa.

Cada punto representa el porcentaje de almidon hidrolizado sobre la base de almidon
disponible y constituye el promedio de dos determinaciones proximas. A: papa comercial,
B: variedad amarilis, C: variedad andinita, D: variedad angosturefa, E: variedad ojos
catires, F: variedad tiniruca. Como control de calidad para los ensayos de a-amilélisis se
utilizé el almidon de maiz (Maizena Americana®, Alfonzo Rivas 8 CIA, Caracas,
Venezuela) gelatinizado (n = 12; Estandar).
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Tabla 5. Velocidad inicial y magnitud final de hidrolisis in vitro de los
almidones de papa nativa.

Cruda Gelatinizada

Variedad Velocidad Magnitud  Velocidad Magnitud

inicial (%) final (%0) inicial (%) final (%)
Papa comercial 0,24 +0,06° 2,45 +0,09° 52,29 87,08
Amarilis 0,12 +0,02¢ 3,59 +0,06° 66,09 90,16
Andinita 0,59+ 0,04  525+0,04° 67,33 86,95
Angosturefia 0,72 + 0,04 2,90 + 0,10° 60,75 83,46
Ojos catires 0,47 +0,03° 2,99 + 0,09° 70,83 95,98
Tiniruca 0,65 + 0,05% 6,17 +0,10° 68,48 99,39

Los porcentajes son el promedio de almiddn hidrolizado sobre la base de almidén
disponible (n=3 para los almidones crudos; los almidones gelatinizados estan
presentados como el promedio de los duplicados préximos). El andlisis de
varianza de una via realizado para cada variable, mostré que las medias dentro
de cada columna con letras distintas como superindice, son significativamente
diferentes (p < 0,05; Prueba LSD de Fisher). La velocidad inicial es la proporcion
de almiddn hidrolizado en los primeros 15 minutos, mientras que la magnitud final
es la proporcion total de almidén hidrolizado al cabo de los 60 minutos. Como
control de calidad para los ensayos de a-amil6lisis se utilizé el almidén de maiz
gelatinizado (Maizina Americana®, Alfonzo Rivas & Cia; n=12); los valores
obtenidos fueron 60,3 + 3,28% y 83,9 £ 3,82% para la velocidad inicial y la
magnitud final, respectivamente. El almidén de papa comercial se incluy6é con
fines comparativos.

Martin (2010) analizé el almidén de maiz regular crudo y encontrdé una magnitud
final de hidrélisis de 9,6%. Lovera y colaboradores (2017) encontraron magnitudes finales
de hidrdlisis de 9,7% para almidén crudo de yuca y 10,5% para almidén crudo de apio.
Estos valores reportados en distintos almidones crudos de otras especies vegetales son

mayores a los mostrados en el presente estudio para los almidones crudos de papa nativa.

La gelatinizacién incrementd cuantiosamente la susceptibilidad de los almidones a
la digestion (Figura 7 y Tabla 5), pudiéndose observar en los almidones de papa nativa,
magnitudes finales de hidrolisis mayores (83% — 99%) a las estimadas en la contraparte
cruda, algunas incluso comparables y similares a las encontradas en el almidon de

referencia gelatinizado (83,9 + 3,8%). Estos resultados evidenciaron que el proceso de
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gelatinizacion elimino la mayor parte del almidon resistente de tipo 2, lo cual se explica por
los procesos de hinchamiento y de pérdida del orden interno del granulo, causados por el

efecto hidrotérmico (Colonnay col., 1992).

Noda y colaboradores (2008) encontraron distintos rangos de magnitudes finales de
hidrélisis luego de dos horas de incubacion a 37 °C con enzimas amiloliticas, en 15
muestras de almidon de papa (crudo y gelatinizado) provenientes de diferentes tubérculos
de papa comercial y papa dulce, con el mismo origen botanico, pero cultivadas de distintas
formas. En general la magnitud final de hidrdlisis en los almidones crudos de papa fue baja
al igual que los valores encontrados en los almidones de papa nativa de esta investigacion,
en un rango del 1% — 10%. Un porcentaje de hidrolisis relativamente alto (7% — 10%) fue
encontrado en otros tres almidones crudos de papa, mientras que los almidones crudos de
papa dulce mostraron la mayor magnitud final de hidroélisis (17% — 25%). Con el proceso
de gelatinizacion las magnitudes finales de hidrélisis en los almidones de papa aumentaron

drasticamente, obteniendo valores entre el 66% y el 80%.

Segun Englyst y col. (1982) el almiddn de papa es similar al almidén de banano,
que es resistente a la a-amilasa pancreética tanto in vitro como in vivo. Sin embargo,
cuando las papas se cocinan para el consumo, el almidon se gelatiniza, y se hace
susceptible a la hidrolisis con a-amilasa. Gonzalez-Quilen (2013) report6 bajas magnitudes
finales para los almidones crudos de banano (0,89% — 2%) y valores muy similares a los
encontrados en los almidones de papa nativa respecto a las magnitudes finales para los

almidones gelatinizados de banano (83% — 90%).
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2.3.Almidon resistente total

En la Tabla 6 se muestran los resultados obtenidos para el contenido de almidon
resistente total en los almidones de las cinco variedades de papa nativa. En las variedades
amarilis, andinita y angosturefia el contenido de almidon resistente fue mayor a 10%,
mientras que en el caso de o0jos catires Yy tiniruca fue mayor a 19%. Seguln la clasificacion
propuesta por Gofii y colaboradores (1996) los almidones de las variedades amarilis,
andinita y angosturefia presentaron un contenido de almidon resistente alto (entre el 5% y
15%), mientras que las variedades ojos catires y tiniruca poseen un porcentaje de almidon
resistente muy alto (superiores a 15%).

Tabla 6. Contenido de almidoén resistente total en los almidones
de papa nativa

Almidon resistente total

Variedad (%)

Papa comercial 28,0+0,12
Amarilis 11,3+0,1°
Andinita 13,8 +0,0°
Angosturefia 13,9 + 0,6
Ojos catires 22,1+0,1°
Tiniruca 19,2 +0,3°

Los valores son el promedio + la desviacién estandar sobre la base seca
(9/100 g; n = 3). Como control de calidad para los ensayos de almidén
resistente total se utilizé6 Corn flakes® (3,56 + 0,15%; n=4). El analisis de
varianza de una via realizado mostré que las medias con letras distintas
como superindice, son significativamente diferentes (p < 0,05; Prueba
LSD de Fisher). El almidén de papa comercial se incluyé con fines
comparativos.

El tenor de almidon resistente estimado en los almidones de papa nativa y papa
comercial del presente estudio (Tabla 6) es menor a los reportados por otros autores para
papa comercial (Hernandez, 2006, Paredes y col., 2013 y Lovera y col., 2017) quienes

obtuvieron porcentajes de almiddén resistente para muestras de papa entre 36-71%.

Especificamente Hernandez (2006) reportd para la misma muestra de almidén de papa
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comercial evaluada en la presente investigacion un tenor de almidon resistente de 46%,

aproximadamente el doble del valor reportado en la Tabla 6.

El almidon resistente esta presente en alimentos, tanto crudos como procesados, y
su estudio es de gran importancia en el area nutricional, debido a que posee ciertas
caracteristicas que generan respuestas fisioldgicas en los organismos que lo consumen.
Estas respuestas fisioldgicas han sido asociadas con aparentes beneficios a la salud y estan
mediadas por los acidos grasos de cadena corta que se generan a partir de la fermentacion
del almiddn resistente por la microbiota del colon (Bird y col., 2000; Laurentin, 2004). Por
lo tanto una alta cantidad de almiddn resistente es un valor agregado que presenta el

alimento, como en el caso de los almidones de papa nativa estudiados (Tabla 6).

Dado que los almidones analizados estan crudos, en el sentido de que no han sido
sometidos a un proceso de gelatinizacion, la cantidad de almidén retrogradado que podria
encontrarse en ellos seria muy baja o incluso nula. Por esta razon, la mayoria del almidén
resistente total encontrado en estos almidones se debe, principalmente, a fracciones de
almidon intrinsecamente resistente (Lovera y col., 2017). Esto guarda relacion con que el
alto contenido de almiddn resistente total en los almidones de papa se debe a su particular
organizacion cristalina que los hace menos susceptibles a la hidrélisis enzimatica (Englyst y
col., 1986; Englyst y col., 1992; Gallant y col., 1992; Bello-Pérez y col., 2000; Hernandez,
2006) y esta asociado al patron de difraccion de rayos X tipo B, caracteristico del almidon

de papa comercial (Zobel, 1988).

Maés aln, Pardo y colaboradores (2013) encontraron que al analizar los almidones de

distintas variedades de papa nativa (ICA Unica, ICA huila, ICA purace, criolla latina,
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parada pastusa, tuquerrefia y R-12), la difraccion mostr6 patrones de cristalinidad tipo B,
propia de tubérculos como ya se dijo, estableciendo que la cristalinidad en los almidones
estd asociada con el contenido de amilopectina y la fase amorfa con la amilosa. Los
granulos de almidén con estructura cristalina tipo B presentan en la periferia una capa
gruesa formada por bloques grandes y mas o menos esféricos, que se encuentran apilados y
estan constituidos por lamelas cristalinas y amorfas de amilopectina con un alto grado de
compactacién (Gallant y col. 1992). Esta organizacion dificulta el acceso de las enzimas
digestivas al interior del granulo y los hace mas resistentes a la hidr6lisis (Pardo y col.,

2013).

La cristalinidad de los almidones es uno de los factores que mas influye sobre el
porcentaje de almidon resistente total encontrado (Englyst y col., 1992). Al someter al
almidén a un proceso de gelatinizacion la estructura cristalina desaparece y aumenta la
accesibilidad para el proceso de hidrolisis por parte de las enzimas. Leeman y col. (2005)
encontraron porcentajes de almidon resistente entre 3% — 5% en muestras de papas
cocinadas y por ende sometidas a un proceso de gelatinizacion para el almidon. Estos
porcentajes reportados por Leeman y col. (2005) representan contenidos de almidon
resistente intermedios (entre 3% y 5%) segin Gofi y col. (1996) y son mas bajos al
compararlos con los obtenidos para los almidones crudos de papa nativa (Tabla 6). Ademas
estos valores demuestran la importancia de la estructura cristalina asociada a los almidones,

sobre la cantidad de almiddn resistente total encontrada.

3. Digestibilidad in vivo de los almidones de papa nativa
Los resultados obtenidos en los parametros que caracterizan la digestibilidad in vitro

de los almidones estudiados, ameritan estudios detallados de su comportamiento y destino
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metabolico in vivo (Tovar, 2001). El gorgojo de arroz (S. oryzae) fue empleado como
modelo animal para llevar a cabo los estudios in vivo. Se evalud la supervivencia, la
variacion del peso, la actividad similar a a-amilasa y la excrecion de acido urico de los
insectos alimentados con los distintos almidones de papa nativa, como biomarcadores de la
digestibilidad de las dietas suministradas. Este bioensayo con el gorgojo del arroz ha sido
utilizado en diversos estudios nutricionales (Szwarcbort, 1980; Carmona y Gomez-Sotillo,
1997; Carmona y col., 1998; Ldopez, 1999; Carmona y col., 2001; Garcia, 2003; Galeno,
2006; Lovera, 2008; Gamero y col., 2010; Martin, 2010; Gonzalez-Quilen, 2013; Leon,
2015, Lovera y col., 2017).

Para el bioensayo se establece una condicién de ayuno en donde se elimina
completamente la ingesta de alimento y una condicion alimentada en la cual se suministra a
los insectos arvejas verdes partidas, la misma dieta de mantenimiento de los cultivos, la
cual satisface los requerimientos nutricionales del animal y le proporciona un exceso de
nutrientes. Estas dos condiciones representan un control de calidad en el bioensayo ya que
permite evaluar la respuesta del insecto ante condiciones extremas ya establecidas y
reportadas en otras investigaciones (Szwarcbort, 1980; Carmona y Gomez-Sotillo, 1997;
Carmona y col., 1998; Lépez, 1999; Carmona y col., 2001; Garcia, 2003; Galeno, 2006;
Lovera, 2008; Gamero y col., 2010; Martin, 2010; Gonzalez-Quilen, 2013; Leon, 2015,
Loveray col., 2017).

Debido al uso del gorgojo de arroz como modelo animal en el estudio de la
biodisponibilidad de almidones aislados, se incluy6é una referencia que corresponde a un
almidon de alta biodisponibilidad, en este caso el almidon de maiz, con la finalidad de
comparar la digestibilidad de las dietas suministradas con la digestibilidad de esta

referencia (Galeno, 2006; Martin, 2010; Lovera y col., 2017). No obstante, esta referencia
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de almidon de maiz no pudo discriminar a los cinco almidones de papa nativa evaluados
(como se discute en las paginas subsiguientes), por lo que fue necesario usar una referencia
alternativa. Se eligié como referencia alternativa al almidon de papa comercial. De esta
manera, la digestibilidad de las dietas suministradas también se compar6 con la

digestibilidad de la referencia alternativa.

3.1. Supervivencia al dia 8

En la Figura 8 se muestra la supervivencia del gorgojo de arroz durante los ocho
dias de duracion del bioensayo en la condicion de ayuno, en la condicion alimentada y con
la referencia (almidon de maiz). En la Figura 9 se observa la supervivencia del insecto
alimentado con los almidones de papa nativa. La supervivencia del gorgojo de arroz en la
condicion alimentada se mantuvo en 100% hasta el octavo dia del bioensayo, mientras que
en aquellos mantenidos en ayunas, se observo una disminucion que se acentud a partir del
dia 4; presentando para el dia 8 una supervivencia del 65,9 + 2,8% (Figura 8). La muerte
de los insectos en el ayuno prolongado esta asociada a cambios en distintos sistemas
enzimaticos esenciales, como la cadena respiratoria, debido al consumo de las reservas
corporales de grasa y especialmente de proteinas como consecuencia de la ausencia de
alimento (Kleiber, 1975; citado por Garcia, 2003). Estos resultados concuerdan con los
reportados en los estudios previos (Garcia, 2003; Galeno, 2006; Martin, 2010; Gonzélez-
Quilen, 2013; Ledn, 2015; Lovera y col. 2017), con supervivencias en la condicion

alimentada entre 98% — 100% y entre 70% — 80% para la condicién de ayuno.

La supervivencia al dia 8 de los insectos alimentados con la referencia (almidon de
maiz) fue de 97,8 +1,1% y no se encontré diferencia significativa con respecto a la

condicion alimentada (p > 0,05). Carmona y colaboradores (1998) lograron establecer que
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el almiddén de maiz constituye una dieta basal minima que aporta una cantidad de nutrientes
limitada aunque suficiente para satisfacer las demandas nutricionales del gorgojo de arroz y

promover una ganancia de peso similar a la que se observa cuando el insecto es alimentado

con arvejas verdes partidas.
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Figura 8. Supervivencia del gorgojo de arroz en la
condicion de ayuno, condicién alimentada y la referencia.
Las barras indican la desviacion estandar de la media (n = 3). La

condicion alimentada es la dieta de arvejas verdes partidas. La
referencia es el almidon de maiz.
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Figura 9. Supervivencia del gorgojo de arroz alimentado

con los almidones de papa nativa.

Las barra indican la desviacion estandar de la media (n = 3). La
referencia es el almidén de maiz. La dieta de papa comercial se
incluyé con fines comparativos.

Los insectos alimentados con los distintos almidones de papa nativa presentaron
supervivencias muy variadas y significativamente diferentes (Figura 9), llegando a obtener
porcentajes de supervivencia al dia 8 similares a la condicion de ayuno. Las variedades
angosturefia (97,8 £ 3,8%) y andinita (94,4 + 1,9%) presentaron una supervivencia al dia 8
cercana a la referencia (almidon de maiz; 97,8 £ 1,1%, p > 0,05). La variedad tiniruca
presentd un valor de 84,4 + 1,9%, el cual fue significativamente-menor que la referencia
(p <0,05). Las variedades amarilis y ojos catires promovieron la menor supervivencia al
dia 8 (65,6 + 3,9% y 64,4 £ 3,9%, respectivamente) que el resto de las dietas (Figura 9).
Ademas no fueron significativamente diferentes entre si ni con la condicion de ayuno
(p >0,05), pero si presentaron diferencia significativa con el almidon de referencia

(p <0,05).
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Galeno (2006) reporté supervivencias de 80 —85% para las dietas poco
biodisponibles de almidon de papa y de platano, valores ligeramente superiores a lo
obtenido en su estudio para la condicién de ayuno (81%). Esta autora justifica la
disminucion en la supervivencia de los insectos alimentados con almidédn de papa, con base
a que este almidon presenta una baja digestibilidad in vitro. Sin embargo, Garcia (2003)
encontrd una supervivencia, en insectos alimentados con almidon de papa, que no fue
significativamente diferente al 100% y que, ademaés, fue la misma que en el caso de

insectos alimentados con la referencia (almidén de maiz).

El biomarcador supervivencia mostré una correlacion positiva y moderada con dos
variables invitro: la cantidad de almiddn potencialmente disponible (coeficiente de
Pearson: r =0,759; p <0,05; n=18) y la velocidad inicial de hidrolisis del almidén crudo
(r=0,769; p <0,05; n =18). En este estudio, la cinética de hidrolisis se evalud tanto en el
almidon crudo como en el gelatinizado (Tabla 5), sin embargo, la correlacion se realizo
para el almidon crudo porque fue a partir de él que se elaboraron las dietas que

consumieron los insectos.

Estos resultados pueden explicar la supervivencia de los insectos alimentados con
las variedades angosturefia y andinita, ya que estos almidones presentaron el mayor
contenido de almidon potencialmente disponible (Tabla 4) y altas velocidades iniciales de
hidrolisis (Tabla 5). En contraposicion, los almidones de las variedades amarilis y 0jos
catires, presentaron bajo tenor de almidén potencialmente disponible y baja velocidad
inicial de hidrolisis; resultando en una baja supervivencia para los insectos alimentados con

estas dietas.
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El contenido de almidon resistente total es un parametro in vitro que correlaciond
con los biomarcadores estudiados por otros investigadores (Garcia, 2003; Galeno, 2006;
Lovera, 2008; Martin, 2010; Gonzalez-Quilen, 2013; Lovera y col., 2017). En esta
investigacion no se observo la correlacion (r =-0,326; p > 0,05; n = 18). Un analisis visual
de los gréficos de ajuste lineal de las variables estudiadas, mostré que la variedad amarilis
produjo puntos excéntricos (Figura Al, panel A; ver Anexos), que al eliminarlos del
andlisis de correlacion, el biomarcador supervivencia correlacion6 de forma negativa y
moderada con el tenor de almidon resistente total (r=-0,794; p <0,05;n=15). La
correlacion negativa entre estas dos variables, indica que la supervivencia es afectada a

medida que la dieta contiene almidon resistente.

En estudios previos (Carmona y col., 1998; Carmona y col., 2001; Garcia, 2003;
Galeno, 2006; Martin, 2010; Gonzéalez-Quilen, 2013) el biomarcador supervivencia no fue
un estimador de la digestibilidad de los almidones, ya que no discriminé entre las dietas
ensayadas ni correlacion6 con las variables in vitro. En el presente trabajo la supervivencia
si mostrd diferencias significativas entre las dietas y correlaciond con algunas variables
in vitro por lo que, al menos para los almidones de papa nativa, este biomarcador pudiera
estimar disponibilidad de los almidones. En este sentido, la digestibilidad de las variedades
angosturefia y andinita fue igual a la de la referencia (almidén de maiz), mientras que la
digestibilidad de la variedad tiniruca fue menor que la de la referencia. En el caso de las
variedades amarilis y ojos catires, es dificil asegurar que su digestibilidad fue menor que la
de la referencia, ya que la supervivencia al dia 8 de estas variedades fue igual que la de la
condicion de ayuno. Gamero y col (2010), utilizando el biomarcador tiempo de

supervivencia media (TSM), sefialan que un TSM igual al de la condicion de ayuno sugiere
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una dieta con moderada toxicidad para S. oryzae. Si las variedades amarilis y 0jos catires
producen algun tipo de toxicidad para el insecto, la supervivencia al dia 8 no debiera ser
utilizada para predecir la digestibilidad de esos almidones. Un estudio detallado del TSM

para los almidones de papa nativa estuvo fuera de los objetivos del presente trabajo.

3.2.Variacion de peso al dia 8

La Figura 10 muestra las curvas de la variacion del peso del insecto en la condicion
de ayuno, la condicion alimentada y la referencia (almidén de maiz); en la Figura 11 se
muestra las curvas correspondientes a los almidones de las papas nativas y la Tabla 7
muestra el peso promedio al inicio, al final del bioensayo y la variacion del peso del
gorgojo de arroz alimentado con las distintas dietas de almidon de papa nativa. La
condicion alimentada gener6 el incremento progresivo del peso corporal, hasta ubicarse en
13,8 + 3,1% al finalizar el bioensayo (Figura 10). Galeno (2006), Gonzélez-Quilen (2013)
y Lovera y col. (2017) reportaron incrementos del 6 al 10% en el peso de los insectos de la

condicion alimentada, mientras que Martin (2010) report6 un incremento del 1%.

En la condicién de ayuno, los insectos presentaron una variacion de peso de -28,0 £
8,5% al dia8 (Figura 10), valor que guarda relacion con investigaciones previas que
reportaron una pérdida de peso entre el 20 — 25% (Garcia, 2003; Galeno, 2006; Martin,
2010; Gonzéalez-Quilen, 2013; Lovera y col., 2017). Esta disminucion de peso del insecto
durante el bioensayo se explica por la utilizacién de las reservas corporales, con la
subsecuente pérdida de agua, de grasa y de proteina corporal (Lépez, 1999). Estos
biomarcadores de la composicidn corporal del insecto no fueron medidos en el presente

trabajo.
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Tomando en cuenta los resultados de la supervivencia y de la variaciéon de peso para
las condiciones de ayuno y alimentada se concluye que el insecto se comporté como era de

esperarse ante estas dos condiciones extremas.
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Figura 10. Variacion del peso del gorgojo de arroz en la
condicion de ayuno, condicion alimentada y en la referencia
Las barras indican la desviacion estdndar de la media (n = 3). La
condicion alimentada es la dieta de arvejas verdes partidas. La
referencia es el almidon de maiz.
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Figura1ll. Variacion del peso del gorgojo de arroz

alimentado con los almidones de papa nativa

Las barras indican la desviacién estandar de la media (n = 3). La
referencia es el almidén de maiz. La dieta de papa comercial se
incluyd con fines comparativos.

Tabla 7. Peso promedio inicial, final y variacion del peso de los
insectos durante el bioensayo

Peso Peso promedio Variacion del

Dieta promedio al al dia 8 peso al dia 8
dia 0 (mg) (mg) (%)

Referencia 1,74 +0,04™ 1,94 +0,06° 11,7+1,8
Papa comercial 1,73 +0,02° 1,54 +0,08% ~10,9+4,8°
Amarilis 1,83 +0,01° 1,47 +0,21° ~19,6 +11,8°
Andinita 1,76 + 0,03 1,80 + 0,09 6,0 + 0,9°
Angosturefa 1,74 + 0,02 1,86 + 0,06° 7,0 +42°
Ojos Catires 1,77 +0,01° 1,62 + 0,05 -8,5+3,8°
Tiniruca 1,74 +0,03" 1,66 + 0,03" —42+1,7°

Los valores son el promedio + desviacién estandar (n = 3). Valores con letras
distintas en una misma columna difieren significativamente (p < 0,05;
ANOVA, prueba de Fisher). La referencia es el almidon de maiz. El promedio
del peso promedio al dia O fue 1,76 £ 0,01 (n = 7).
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El almidén de referencia (almidon de maiz), por su parte, produjo un aumento del
11,7 + 1,8% en el peso de los insectos (Figural0 y Tabla7), valor que no es
significativamente diferente a la condicion alimentada (Carmona y col., 1998) y que
coincide con la informacién establecida por otros investigadores que reportan un aumento
entre el 5% y 10% para la referencia (Garcia, 2003; Galeno, 2006; Martin, 2010; Gonzalez-

Quilen, 2013; Lovera, 2017).

Los almidones de las variedades de papa nativa mostraron diferencias significativas
(p < 0,05) entre si y con respecto a la referencia (almidén de maiz) (Figura 11 y Tabla 7).
Las variedades angosturefia y andinita promovieron un aumento de peso similar al
promovido por la referencia (p > 0,05), las variedades ojos catires y tiniruca generaron la
pérdida de peso en los insectos, al igual que la variedad amarilis; aunque los individuos
alimentados con este almiddn presentaron la mayor pérdida de peso (-19,6 + 11,8%) al dia

8 del bioensayo.

Gbmez y colaboradores (2008) reportaron una disminucion del 12% en el peso de
los insectos alimentados con almidén de papa. Por su parte, Galeno (2006) obtuvo sensibles
variaciones en el peso de los insectos alimentados con la dieta de almiddn de papa y de
platano, que alcanzaron entre 15 —20% de disminucion. Una pérdida importante de peso
con la dieta de almidon de papa podria estar relacionada con la disminucion de la

supervivencia de los insectos (Lovera, 2015).

El biomarcador variacion del peso al dia 8, al igual que la supervivencia al dia 8,
correlacion6 en forma moderada y positiva con dos variables invitro: la cantidad de

almidon potencialmente disponible (r=0,708; p <0,05; n=18) y la velocidad inicial de
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hidrolisis del almidén crudo (r = 0,774; p < 0,05; n = 18). Ademas, la variacién de peso al
dia 8 solo mostr6 una correlacion negativa y fuerte con el contenido de almidon resistente
total cuando no se consideraron en el anélisis los puntos excéntricos (Figura Al, panel B;
ver Anexos) generados por la variedad amarilis (r=-0,900; p<0,05; n=15 en
contraposicion con r =-0,195; p > 0,05; n = 18). De esta manera, un alto tenor de almidén
disponible, una alta velocidad inicial de hidrolisis del almidon crudo y un bajo contenido de
almidon resistente fueron indicadores de una mayor digestibilidad del almidén;
promoviendo la ganancia de peso en el insecto, como fue el caso de las variedades
angosturefia y andinita (Tabla 7). Por el contrario, un bajo tenor de almidén disponible, una
baja velocidad inicial de hidrolisis del almidon crudo y un alto contenido de almiddon
resistente fueron indicadores de una menor digestibilidad del almidon; promoviendo la
pérdida de peso en el gorgojo, como se observo para la variedad ojos catires (Tabla 7). Al
parecer, los puntos excéntricos de la variedad amarilis se deben a que este almidon presentd
un menor tenor de almidén resistente (Tabla6) que al esperado segln la respuesta
bioldgica del insecto, en cuanto a la supervivencia y a la variacion de peso al dia 8 del

bioensayo.

Recientemente, Lovera y colaboradores (2017) reportaron por primera vez que el
biomarcador variacion de peso al dia 8 es lo suficientemente sensible como para estimar la
digestibilidad de dietas con muy alto contenido de almidén resistente, como el almidon de
papa y de mapuey evaluados por esos investigadores. En este trabajo la variable variacion
de peso al dia 8 se perfilé6 como un biomarcador de la digestibilidad de los almidones de
papa nativa al mostrar diferencias significativas entre las dietas, correlacion con algunas

variables in vitro y con el biomarcador supervivencia al dia 8 (r = 0,755; p < 0,05; n = 18).
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De esta manera, la digestibilidad de las variedades angosturefia y andinita fue igual a la del
almidon de maiz, un almidon de alta digestibilidad, usado como referencia que promueve
un aumento de peso; mientras que, las variedades tiniruca, 0jos catires y amarilis mostraron
una menor digestibilidad que la referencia, al promover una pérdida de peso. Es posible que
el biomarcador variacion del peso al dia 8 sea sensible a la digestibilidad de los almidones
en situaciones relativamente extremas de biodisponibilidad, como pareciera ser el caso de

los almidones de papa nativa.

3.3.Actividad similar a a-amilasa

En la Tabla 8 se muestran los resultados de la estimacion del biomarcador actividad
similar a a-amilasa en los insectos alimentados con los almidones de papa nativa. Todos los
almidones de papa ensayados presentaron actividades a-amiloliticas (entre 570 y
1.120 umol/ssL) estadisticamente superiores a la de la referencia. Entre las variedades de
papa nativa, angosturefia presentd la mayor actividad, mientras que tiniruca y andinita

presentaron las actividades mas bajas y no fueron estadisticamente diferentes entre si.
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Tabla 8. Actividad similar a e-amilasa del gorgojo de arroz
alimentado con almidones de papa nativa

Actividad similar

Dieta a a-amilasa Cociente” Cociente ;
(umol/seL) alternativo
Referencia 275 + 25° 1 —
Papa comercial 677 = 3° 2,46 1
Amarilis 833 + 34" 3,02 1,23
Andinita 571 + 52° 2,07 0,84
Angosturefia 1.119 +50° 4,06 1,65
Ojos Catires 808 + 54° 2,93 1,19
Tiniruca 619 + 97 2,25 0,91

La actividad similar a a-amilasa esta expresada en umol de equivalentes de
maltosa liberados por segundo en un litro del extracto acuoso del insecto.
Los valores son el promedio * la desviacién estandar (n = 3). Valores con
letras diferentes difieren significativamente (p <0,05; ANOVA, prueba de
Fisher). La referencia es el almidon de maiz. Las actividades enzimaticas en
la condicion de ayuno y en la condicion alimentada fueron de 298 + 58
(n=3) y 1.337 + 138 umol/s-L, respectivamente.

"El cociente constituye la actividad enzimatica correspondiente a la dieta
entre la actividad enzimatica correspondiente a la referencia.

TEl cociente alternativo constituye la actividad enzimatica correspondiente a
la dieta entre la actividad enzimatica correspondiente al almidén de papa
comercial.
Resultados similares han sido reportados por Garcia (2003), Galeno (2006), Martin
(2010) y Gonzalez-Quilen (2013), quienes evidenciaron que dietas amildceas poco
digeribles como los almidones de papa y de banano, tienden a promover en el gorgojo de
arroz actividades o-amiloliticas superiores a la registrada con la referencia (almidén de
maiz). Lovera y colaboradores (2017) reportaron que con el almidén de papa se obtuvo la
mayor actividad similar a a-amilasa en comparacion con los almidones de otras cuatro

fuentes botanicas (mapuey, ocumo chino, apio y yuca); obteniendo un valor de

728 £ 71 pmol/s-L.
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A diferencia de los biomarcadores supervivencia y variacion de peso al dia 8, la
actividad similar a a-amilasa obtuvo una correlacion moderada y negativa con una sola
variable invitro: la magnitud final de hidrolisis de los almidones crudos (r=-0,575;
p <0,05; n=18). Lovera (2015) también reportd una correlacion moderada y negativa
entre estas dos variables. Galeno (2006) reportd, realizando un analisis de correlacion
multiple, un coeficiente fuerte y negativo (r =-0,88); posiblemente porque esta autora
corrigio el valor del biomarcador por la ingesta del insecto. Un mayor tenor en la magnitud
final implica que mas almidon estaria disponible para el insecto, promoviendo una menor
actividad similar a a-amilasa. Este fue el caso de los almidones de las variedades andinita y
tiniruca, que mostraron la menor actividad enzimética (Tabla 8) y los mayores valores en
la magnitud final (Tabla5). Las variedades angosturefia y 0jos catires, por otra parte,
promovieron la mayor actividad similar a a-amilasa (Tabla 8), probablemente por

presentar las magnitudes finales de hidrdlisis mas bajas (Tabla 5).

La variable almidon resistente total no correlaciond con este biomarcador
(r=-0,295; p > 0,05; n =18), ni siquiera al eliminar los puntos (Figura Al, panel C; ver
Anexos) obtenidos para la variedad amarilis (r=-0,259; p >0,05; n=15); resultado
contrario a lo obtenido por otros autores quienes reportan una correlacion positiva y débil
(Martin, 2010; Gonzélez-Quilen, 2013) o, incluso, fuerte (Garcia, 2003; Galeno, 2006;
Lovera y col., 2017) entre la actividad similar a a-amilasa y el tenor de almidon resistente

total.

El biomarcador actividad similar a a-amilasa también ha mostrado correlacion con
otros parametros de la digestibilidad in vitro de los almidones, como el almidon resistente

por retrogradacion (Garcia, 2003), el almidon disponible (Garcia, 2003; Lovera y col.,
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2017) y la cantidad de proteina cruda de los almidones (Martin, 2010), por lo que ha sido
empleado como biomarcador de la digestibilidad de estos materiales. En el presente
estudio, este biomarcador sugiere que todos los almidones de papa nativa evaluados
presentaron una menor digestibilidad que la referencia (almidén de maiz), debido a que la

actividad enzimatica fue de 2,0 a 4,1 veces la de la referencia (Tabla 8).

La dieta del gorgojo de arroz radica principalmente en cereales, alimentos con un
alto contenido de almidon como nutriente (Baker y Woo, 1992), por ello las a-amilasas
desempefian un papel fundamental en la vida de estos insectos (Hemlata y col., 2012).
S. oryzae tiene dos isoenzimas con actividad a-amilolitica (Baker, 1987) y es posible que
ambas actividades estén implicadas en la digestion del almidon. Cuando el gorgojo de arroz
consume una dieta de baja digestibilidad, se produce una respuesta adaptativa que conlleva
a un aumento en la concentracion de las isoenzimas (Laurentin y col., 2014);
incrementando de esta manera la actividad a-amilolitica cuantificable en el extracto acuoso.
Es posible que en este insecto esté operando un mecanismo parecido al descrito para
Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae), donde una dieta rica en glucosa reduce
la actividad de las a-amilasas al reprimir la transcripcion de los genes codificantes de estas

enzimas (Magoulas y col., 1993).

3.4.Excrecion de acido urico
En la Tabla 9 se muestra la excrecion de &cido drico del gorgojo de arroz
alimentado con los almidones de papa nativa. Todas las variedades mostraron diferencias

estadisticamente significativas entre si (p <0,05) y fueron mayores que la referencia
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(almidén de maiz); en donde el almiddn de la variedad amarilis promovio la mayor

excrecion de cido urico y la variedad andinita la menor excrecion.

Tabla 9. Excrecion de &cido arico del gorgojo de arroz
alimentado con los almidones de papa nativa

Excrecion

Dieta de &cido urico Cociente” Coclente ;
alternativo
(mg/kg)
Referencia 471 + 349 1 —
Papa comercial 4.738 + 200" 10,05 1
Amarilis 5.397 +591° 11,45 1,13
Andinita 1.472 £ 31" 3,12 0,31
Angosturefa 2.128 + 27° 4,51 0,44
Ojos Catires 4.004 + 235° 8,50 0,85
Tiniruca 3.059 + 160" 6,49 0,64

La excrecién de acido 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
desviacién estandar (n=3). Valores con letras distintas difieren
significativamente (p < 0,05; ANOVA, prueba de Fisher). La referencia es el
almidon de maiz. Los niveles de excrecion de acido urico en la condicién
de ayuno y en la condicion alimentada fueron de 19.572 +2.147 y
5.748 £ 2.147 mg/kg, respectivamente.

"El cociente constituye la excrecién correspondiente a la dieta entre la
excrecion correspondiente a la referencia.

TEl cociente alternativo constituye la excrecion correspondiente a la dieta
entre la excrecién correspondiente al almidén de papa comercial.

Garcia (2003), Galeno (2006) y Lovera y col. (2017) reportaron que el almidon de
papa presentd la mayor excrecion de este metabolito (7 —10 veces la excreciéon de la
referencia); similar a lo obtenido en el presente estudio, donde la excrecion fue de 3,1 a

11,5 veces la de la referencia.

Igual que lo obtenido para los biomarcadores supervivencia y variacion de peso al

dia 8, la excrecion de acido urico correlaciond con dos variables in vitro: el contenido de
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almidén potencialmente disponible, de forma moderada y negativa (r =-0,678; p < 0,05;
n=18), y la velocidad inicial de hidrolisis de los almidones crudos, de forma fuerte y
negativa (r =-0,869; p <0,05; n=18). Ademas, la excrecion de acido Urico mostrd una
correlacion fuerte y positiva con la cantidad de almidon resistente total cuando no se
consideraron en el anélisis los puntos excéntricos (Figura Al, panel D; ver Anexos)
generados por la variedad amarilis (r=0,969; p <0,05; n=15 en contraposicion con

r=0,316; p > 0,05; n = 18).

Asi, un alto tenor de almidén potencialmente disponible, una alta velocidad inicial
de hidrolisis del almidon crudo y un bajo contenido de almidén resistente total, fueron
indicadores de una mayor digestibilidad; promoviendo una baja excrecién de acido Urico
por parte del insecto, como se observé en las variedades andinita y angosturefia (Tabla 9).
Caso contrario, un bajo tenor de almidon potencialmente disponible, una baja velocidad
inicial de hidrolisis de almiddn crudo y un alto contenido de almidén resistente total fueron
indicadores de una menor digestibilidad del almidén; elevando la excrecion de acido Urico,
como se evidencio en las variedades tiniruca y ojos catires (Tabla 9). La variedad amarilis,
a pesar de mostrar la mayor excrecion de acido urico, presentd el menor tenor de almidén
resistente total (Tabla 6). Los puntos excéntricos observados para la variedad amarilis se
deben a que el almiddn resistente fue menor al esperado segun la respuesta bioldgica del
gorgojo, con relacién a la excrecion de acido urico; asi como se evidencié para la

supervivencia y la variacion de peso al dia 8.

Garcia (2003), Galeno (2006), Gonzalez-Quilen (2013) y Lovera y col. (2017)
reportaron a la excrecion de acido urico como un biomarcador Gtil para estimar la

digestibilidad de los almidones. En el presente estudio, este biomarcador sugiere que todos
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los almidones de papa nativa evaluados presentaron una menor digestibilidad que la
referencia, debido a que promovieron una mayor excrecion del metabolito que el almidon
de maiz (Tabla 9). La excrecion de acido Urico esta estrechamente relacionada con el
catabolismo de las proteinas (Baker, 1976). Una dieta amilacea dificil de digerir (de baja
digestibilidad) aportard menos energia al insecto, lo que genera la degradacion de las
proteinas corporales para suplir ese deficit energético (Laurentin y col., 2014); aumentado

asi la excrecion del acido urico (Munro, 1951).

La excrecion de acido Urico posee un comportamiento bifasico con respecto al tenor
de la proteina de la dieta (Martin, 2010). Si la cantidad de proteina es menor a la requerida
por el insecto, se degradaran las proteinas corporales; aumentando el nivel del biomarcador.
Si la dieta tiene un tenor de proteina mayor al requerimiento, se encontraran altos niveles de
excrecion, producto de la eliminacion del exceso de nitrdgeno, y el efecto de la
digestibilidad sobre este biomarcador podria quedar enmascarado (Martin, 2010). No fue
este el caso para las papas nativas evaluadas, debido a que presentaron un contenido de
proteina cruda entre 0,11% y 0,22% (Tabla 3); valores por debajo del requerimiento

proteico del gorgojo de arroz (0,5 — 0,7%) sugerido por Lépez (1999).

Finalmente, el biomarcador excrecion de acido drico correlacioné con otros dos
biomarcadores: la supervivencia al dia8 y la variacion de peso al dia8. Ambas
correlaciones fueron fuertes y negativas (r=-0,870 y r=-0,900, respectivamente;
p <0,05; n=18), lo que sugiere que los tres biomarcadores ofrecen esencialmente la
misma informacion y pueden ser utilizados como indicadores del aprovechamiento
bioldgico de las dietas amilaceas cuando se evaltian almidones poco biodisponibles como

los presentes en la papa nativa venezolana. La excepcion sea quizas para el biomarcador
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supervivencia al dia 8, cuando se evalle la digestibilidad en aquellos almidones cuya

supervivencia sea igual a la de la condicion de ayuno.

3.5.Almiddn de papa comercial como referencia alternativa

Los cuatro biomarcadores estudiados fueron lo suficientemente sensibles como para
discriminar las cinco dietas elaboradas a partir de los almidones de papa nativa en funcién
de su digestibilidad. No obstante, la relativa baja digestibilidad de estos materiales
comparada con la del almidén de maiz (almidén de alta digestibilidad) usado como la
referencia en el bioensayo del gorgojo de arroz, clasifico a todos los almidones como de
menor digestibilidad que la referencia; con la excepcion de las variedades angosturefia y
andinita que mostraron igual digestibilidad que la referencia, tanto por la supervivencia al

dia 8 (Figura 9) como por la variacion de peso al dia 8 (Figura 11y Tabla 7).

Dado que la papa comercial se incluyd en todos los andlisis con fines comparativos,
se propone usarla como una referencia alternativa; pudiéndose estimar un nuevo cociente,
el cociente alternativo, tanto para la actividad similar a a-amilasa (cociente alternativo:

0,84 — 1,65; Tabla 8) como para la excrecién de acido drico (0,31 — 1,13; Tabla 9).

De esta manera, el biomarcador supervivencia al dia 8 clasificé a las papas nativas
en dos grupos: las variedades angosturefia, andinita y tiniruca que presentaron mayor
digestibilidad y las variedades amarilis y 0jos catires que presentaron menor digestibilidad
que la referencia alternativa. Por otro lado, el biomarcador variacion de peso al dia 8
establecio tres grupos: angosturefia y andinita con mayor digestibilidad, ojos catires y
tiniruca de igual digestibilidad y amarilis con menor digestibilidad que la referencia

alternativa. De igual forma, con el biomarcador actividad similar a a-amilasa se obtuvieron
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tres grupos: andinita de mayor digestibilidad, tiniruca de igual digestibilidad y ojos catires,
amarilis y angosturefia de menor digestibilidad que la referencia alternativa. Finalmente, el
biomarcador excrecion de &cido Urico establecié dos grupos: andinita, angosturefia, tiniruca
y ojos catires de mayor digestibilidad y la variedad amarilis de menor digestibilidad en

comparacion con la referencia alternativa.

4. Digestibilidad relativa de los almidones de papa nativa

El Z-score (o puntuacion Z) se utilizé para estimar la digestibilidad relativa de los
almidones de papa nativa. Esto es posible debido a que el Z-score estandariza cada variable
independientemente de las otras y sin necesidad de comparar contra referencia alguna. Para
ello, los valores estandarizados de cada variable se distribuyeron en quintiles; clasificados
arbitrariamente como: muy alta digestibilidad, alta digestibilidad, digestibilidad intermedia,
baja digestibilidad y muy baja digestibilidad (Gonzalez-Quilen, 2013). De esta forma
resultd relativamente sencillo identificar las coincidencias (Tabla 10) entre los
biomarcadores (variacion de peso al dia 8, actividad similar a a-amilasa y excrecion de
acido urico) y los parametros de digestibilidad in vitro (almidon potencialmente disponible,

velocidad inicial de hidrolisis de los almidones crudos y almiddn resistente total).

Segun las coincidencias del Z-score entre las distintas variables, las variedades
andinita y angosturefia presentaron una muy alta digestibilidad entre los almidones de papa,
tiniruca presentd una digestibilidad intermedia; mientras que, ojos catires tuvo una baja
digestibilidad y amarilis mostr6 muy baja digestibilidad (Tabla 10). Vale la pena hacer
notar que la estandarizacion destacd los puntos excéntricos de amarilis con respecto al
almidon resistente total; clasificando erroneamente a esta variedad como de muy alta

digestibilidad. De igual forma, angosturefia fue erroneamente clasificada como de muy baja
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digestibilidad por la actividad similar a a-amilasa. La digestibilidad relativa del almidén de

papa comercial no fue del todo clara, pero con tendencia hacia una muy baja digestibilidad.

Tabla 10. Digestibilidad relativa de los almidones de papa

Variacion  Actividad  Excrecion 1 Almidén  Velocidad
. . L . Almiddn . o
Almidon de pesoal similara de acido . . resistente inicial de
, . , disponible g
dia 8 a-amilasa urico total hidrélisis
Papa comercial Baja Alta Muy baja Alta Muy baja  Muy baja
Amarilis Muy baja Baja Muy baja Baja Muy alta Muy baja
Andinita Muy alta Muy alta Muy alta  Muy alta Alta Alta
Angosturena Muy alta Muy baja Muy alta Muy alta Alta Muy alta
Ojos catires Baja Intermedia Baja Baja Muy baja Intermedia
Tiniruca Intermedia Alta Intermedia Baja Intermedia Alta

La valoraciéon (Z-score) se realiz6 mediante la siguiente formula: Z = x — p/o. Los quintiles se
definieron asi: muy alta digestibilidad (Z <20%), alta digestibilidad (20% < Z < 40%),
digestibilidad intermedia (40% < Z < 60%), baja digestibilidad (60% < Z <80%) y muy baja
digestibilidad (Z = 80%). La velocidad inicial de hidrdlisis corresponde a la de los almidones
crudos. El almidon de papa comercial se incluy6 con fines comparativos.

En el presente estudio se ofrece un primer aporte sobre la caracterizacion nutricional
de las papas nativas venezolanas a través de la evaluacion de los parametros de
digestibilidad in vitro y se confirma la utilidad del bioensayo del gorgojo de arroz como
primera aproximacién en la caracterizacion de la biodisponibilidad de los almidones
aislados de papa nativa. La relativa brevedad de los ensayos in vivo realizados y su bajo
costo economico, facilita el andlisis de un gran nimero de muestras en cortos periodos de
tiempo y la identificacion de aquellos almidones con caracteristicas nutricionales de interés,

que posteriormente puedan ser evaluadas mediante estudios en animales superiores;

incluyendo el hombre.
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VI. CONCLUSIONES

1. Los almidones de papa nativa de las variedades amarilis, andinita, angosturefia, 0jos
catires y tiniruca presentaron contenidos de almidon potencialmente disponible por
encima del 90%.

2. Las tasas de a-amildlisis in vitro de los almidones crudos de papa nativa fueron muy
bajas; encontrandose magnitudes finales de hidrélisis menores a 7% en todos ellas.

3. En los almidones de papa nativa las tasas de a-amildlisis in vitro en estado
gelatinizado, estuvieron por encima o fueron casi iguales a la presentada por el
almidon de alta digestibilidad (almidén de maiz). Este hecho sugiri6 la eliminacion
de gran parte del almiddn resistente presente en los almidones crudos.

4. Los almidones de papa nativa de las variedades amarilis, andinita y angosturefia
presentaron contenidos de almidon resistente alto en un rango de 11% — 14%,
mientras que las variedades ojos catires y tiniruca poseen un porcentaje de almidén
resistente muy alto entre el 19% — 23%.

5. La variacién de peso del gorgojo de arroz, la actividad similar a o-amilasa y la
excrecion de acido Urico resultaron ser buenos estimadores de la biodisponibilidad
de los almidones de papa nativa; en el caso de la superviencia mostro sensibilidad
como biomarcador pero para establecer su uso como estimador de digestibilidad es
necesario evaluar el biomarcador de toxicidad tiempo de supervivencia media. Se
observaron respuestas que estuvieron correlacionadas con los parametros in vitro,
especificamente con el tenor de almidon potencialmente disponible y la velocidad

inicial de hidrdlisis de los almidones crudos en el caso de la supervivencia al dia 8,
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la variacion de peso al dia 8 y la excrecion de acido urico; y con la magnitud final
de hidrdlisis de los almidones crudos en el caso de la actividad similar a a-amilasa.
El almidon de papa nativa de la variedad andinita resultd ser el de mayor
digestibilidad segun los pardmetros de digestibilidad in vitro e in vivo. Segun la
digestibilidad relativa las variedades andinita y angosturefia presentaron una muy
alta digestibilidad, tiniruca fue de digestibilidad intermedia, ojos catires de baja
digestibilidad y amarilis de muy baja digestibilidad.

El bioensayo del gorgojo de arroz fue Util como primera aproximacion en la
caracterizacion de la biodisponibilidad de los almidones aislados de papa nativa.

Se ofreci6 un primer aporte respecto a la caracterizacion nutricional y evaluacion de
la digestibilidad de cinco variedades de papa nativa cultivadas en Los Andes de

Venezuela.
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Figura Al. Graficos de ajuste lineal entre los cuatro biomarcadores y el parametro

de digestibilidad in vitro almiddn resistente total
Los biomarcadores son A: supervivencia, B: variacion de peso, C: actividad similar a a-amilasa
y D: excrecion de acido urico. Los circulos cerrados representan los datos de las papas nativas
(variedades andinita, angosturefia, ojos catires y tiniruca) y de la papa comercial (incluida con
fines comparativos) con los que se realizo el ajuste lineal entre las variables. Los circulos
abiertos representan los datos de la variedad amarilis (excluidos del analisis).

ART: almidon resistente total.
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Analisis de la variable AT-ART (almiddn disponible calculado)

En la Tabla Al se muestra el contenido de almidén disponible calculado como la
diferencia entre la cantidad de almidén total y la cantidad de almidon resistente total de los
almidones de papa, ademas se incluyeron los valores de almidon disponible determinados
de forma directa para fines comparativos. Los almidones de papa nativa presentaron un
porcentaje entre el 66% — 83% de almidon potencialmente disponible calculado. La papa
comercial presentd la menor cantidad de almidon disponible calculado a partir de la
diferencia ya mencionada, y el almidon de la variedad andinita fue el de mayor valor.

Tabla 11. Contenido de almidon disponible y almidon disponible
calculado en los almidones de papa nativa.

. Almidon disponible Almidaén disponible
Variedad (%) calculado (%)
Papa comercial 949+13° 66,4 + 0,9
Amarilis 89,9 + 1,6° 77,3+0,6
Andinita 97,1+0,42 82,7 +1,02
Angosturefia 97,2 + 0,32 81,5+5,1%
Ojos catires 91,1+0,3° 69,5+ 1,7%
Tiniruca 91,3+0,7° 72,2 +18°

Los valores son el promedio * la desviacion estandar sobre la base seca
(9/100 g; n = 3). El andlisis de varianza de una via mostr6é que las medias
con letras distintas como superindice, son significativamente diferentes (p
< 0,05; ANOVA, prueba de Fisher). Como control de calidad para el
ensayo de almiddn disponible se utilizé el almidon de papa comercial
Potatis mjol (Lyckeby Starkelsen, Suecia) (94,8 +1,22%; n=12). El
almidén de papa comercial se incluyé con fines comparativos. La variable
almidén disponible calculado fue determinado mediante la diferencia
entre la cantidad de almidén total menos la cantidad de almidén
resistente total.

Al comparar los resultados obtenidos entre el almidon disponible y el almidon
disponible calculado se observan diferencias. La variedades de papa nativa amarilis, 0jos
catires y tiniruca fueron las que obtuvieron el menor valor de almidon potencialmente
disponible segin el método convencional y no mostraron diferencias significativas entre si
(p > 0,05). La papa comercial y la variedad ojos catires arrojaron la menor cantidad de
almidon potencialmente disponible calculado segun la diferencia entre almidén disponible
y almidén resistente total y no fueron estadisticamente diferentes entre si (p > 0,05). Las
variedades andinita y angosturefia presentaron el mayor valor de almidon potencialmente
disponible por ambos métodos, siendo esto una semejanza observada.

La variable almidén total menos almidén resistente total (almidon disponible
calculado) correlaciond con las variables in vivo solamente al eliminar los datos de la
variedad amarilis. Correlacion6 de forma moderada y positiva con la supervivencia al dia 8
(r=0,822; p<0,05; n=15), de forma fuerte y positiva con la variacién de peso al dia 8
(r=0,927; p <0,05; n=15) y de forma negativa y fuerte con la excrecion de acido Urico
(r =-0,930; p < 0,05; n = 15); estas correlaciones entre el almidédn disponible calculado con
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estos tres parametros in vivo también se observaron con la cantidad de almidon disponible
determinado segun el método convencional.

Las correlaciones entre supervivencia y variacion de peso con este parametro in
vitro pueden explicar la alta supervivencia al dia 8 que presentaron los insectos alimentados
con las variedades andinita y angosturefia, las cuales presentaron la mayor cantidad de
almidon potencialmente disponible calculado; esto también deriva en una baja excrecion de
acido urico debido a que dichos almidones contienen los nutrientes necesarios para evitar
una degradacion de las proteinas corporales de los gorgojos alimentados con estas dietas.

La digestibilidad relativa del parametro almidén disponible calculado como la
diferencia entre la cantidad de almiddn total y la cantidad de almiddn resistente total arrojo
segun los valores de Z-score que el almiddn de papa nativa de la variedad angosturefia tuvo
una muy alta digestibilidad, las variedades andinita y tiniruca presentaron una alta
digestibilidad, papa comercial arroj6 una digestibilidad intermedia y los almidones de
amarilis y ojos catires tuvieron una baja digestibilidad. Estos resultados presentan
diferencias comparados con los obtenidos segin el parametro cantidad de almiddn
disponible calculado de forma directa en donde papa comercial presenta una alta
digestibilidad y tiniruca una baja digestibilidad.



Tabla 12. Matriz 1 donde se incluyen todas las muestras de almidon de papa nativa y papa comercial
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Hum Prot AT AD ART Vi,cr Mf,cr Vi,gel | Vfgel | AT- Sd8 VP8 ASA EAU PPdO PPd8 difPP ASAE | protE
ART
Prot 0,637
0,004
AT -0,482 | -0,050
0,043 0,843
AD -0,568 | -0,220 | 0,797
0,014 0,381 0,000
ART -0,590 | -0,613 | 0,088 -0,043
0,010 0,007 0,730 0,864
Vi,cr 0,071 0,052 0,479 0,471 -0,156
0,778 0,838 0,044 0,048 0,536
Mf,cr 0,567 0,351 -0,051 | -0,106 | -0,324 0,417
0,014 0,153 0,842 0,676 0,190 0,085
Vi,gel | 0,952 0,572 -0,352 | -0,368 | -0,474 0,259 0,563
0,000 0,052 0,262 0,239 0,120 0,417 0,056
Vfgel | 0,594 0,261 -0,504 | -0,692 | 0,216 0,030 0,479 0,619
0,042 0,413 0,094 0,013 0,501 0,927 0,115 0,032
AT- 0,289 0,530 0,431 0,446 -0,861 0,386 0,267 0,242 -0,461
ART 0,245 0,024 0,074 0,064 0,000 0,114 0,283 0,449 0,131
Sd8 -0,218 | 0,040 0,637 0,759 -0,326 0,769 0,355 -0,158 | -0,500 | 0,620
0,384 0,874 0,004 0,000 0,187 0,000 0,148 0,624 0,098 0,006
VP8 -0,128 | 0,015 0,654 0,708 -0,195 0,774 0,243 -0,010 | -0,239 | 0,510 0,755
0,613 0,953 0,003 0,001 0,439 0,000 0,331 0,974 0,455 0,031 0,000
ASA -0,138 | -0,174 | -0,029 | 0,149 -0,295 0,152 -0,575 | -0,174 | -0,490 | 0,252 0,130 0,092
0,584 0,489 0,910 0,556 0,235 0,548 0,012 0,589 0,106 0,312 0,606 0,717
EAU -0,040 | -0,142 | -0,624 | -0,678 | 0,316 -0,869 | -0,455 | -0,180 | 0,239 -0,605 | -0,870 | -0,900 | 0,011
0,874 0,574 0,006 0,002 0,201 0,000 0,058 0,575 0,455 0,008 0,000 0,000 0,966
PPdO 0,579 0,439 -0,577 | -0,524 | -0,504 -0,509 | -0,043 | 0,383 -0,003 | 0,163 -0,474 | -0,552 | 0,102 | 0,436
0,012 0,069 0,012 0,026 0,033 0,031 0,866 0,219 0,994 0,519 0,047 0,018 0,687 | 0,070
PPd8 -0,052 | 0,030 0,547 0,612 -0,266 0,736 0,192 0,013 -0,225 | 0,520 0,693 0,966 0,208 | -0,845 | -0,493
0,837 0,907 0,019 0,007 0,285 0,000 0,444 0,969 0,481 0,027 0,001 0,000 0,408 | 0,000 | 0,038
difPP -0,142 | -0,005 | 0,654 0,708 -0,169 0,773 0,240 -0,019 | -0,229 | 0,486 0,750 1,000 0,082 | -0,896 | -0,568 | 0,964
0,574 0,986 0,003 0,001 0,504 0,000 0,338 0,954 0,474 0,041 0,000 0,000 0,745 | 0,000 | 0,014 | 0,000
ASAE | -0,470 | -0,279 | -0,044 | 0,240 -0,075 -0,220 | -0,677 | -0,632 | -0,737 | 0,045 0,040 -0,059 | 0,718 | 0,213 | 0,073 0,019 -0,062
0,049 0,262 0,862 0,337 0,767 0,380 0,002 0,028 0,006 0,858 0,874 0,817 0,001 | 0,397 | 0,775 0,942 0,807
protE 0,336 0,120 0,087 0,181 -0,438 0,816 0,356 0,509 0,203 0,441 0,568 0,552 0,407 | -0,645 | -0,252 | 0,599 0,544 -0,131
0,172 0,634 0,733 0,471 0,069 0,000 0,146 0,091 0,526 0,067 0,014 0,018 0,094 | 0,004 | 0,313 0,009 0,020 0,605
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Tabla 13. Matriz 2 donde no se incluye la muestra de almidon de papa nativa de la variedad amarilis.

Hum Prot AT AD ART Vi,cr Mfer | Vigel | Vfgel | AT- Sd8 VP8 ASA EAU PPdO PPd8 difPP | ASAE | protE

ART

Prot 0,599

0,018
AT -0,322 | 0,205

0,242 0,463
AD -0,467 | -0,029 | 0,716

0,079 0,919 0,003
ART -0,483 | -0,552 | -0,343 | -0,473

0,068 0,033 0,211 0,075
Vi,cr 0,563 0,451 0,087 0,149 -0,883

0,029 0,091 0,757 0,596 0,000
Mf,cr 0,671 0,422 -0,142 | -0,193 | -0,446 0,492

0,006 0,117 0,615 0,490 0,096 0,062
Vi,gel | 0,988 0,620 -0,337 | -0,380 | -0,483 0,530 0,586

0,000 0,056 0,340 0,279 0,157 0,115 0,075
Vfgel | 0,665 0,376 -0,625 | -0,920 | 0,241 0,015 0,495 0,632

0,036 0,284 0,053 0,000 | 0,503 0,968 0,146 0,050
AT- 0,245 0,516 0,679 0,664 -0,922 0,725 0,290 0,223 -0,475
ART 0,378 0,049 0,005 0,007 0,000 0,002 0,294 0,536 0,166
Sd8 -0,018 | 0,244 0,490 0,711 -0,794 0,687 0,353 -0,107 | -0,567 | 0,822

0,950 | 0,381 | 0063 | 0,003 | 0,000 0,005 | 0,197 | 0,769 0,088 0,000

VP8 0,193 | 0,485 | 0,543 | 0,647 | -0,900 | 0,708 | 0,266 | 0,142 -0,485 | 0,927 | 0,800
0,490 | 0,067 | 0,036 | 0,009 | 0,000 0,003 | 0,337 | 0,696 0,155 0,000 | 0,000

ASA -0,222 | -0,246 | 0,076 | 0,269 | -0,259 | 0,367 | -0,570 | -0,203 | -0,520 | 0,234 | 0,242 | 0,271
0426 | 0377 | 0,787 | 0,333 | 0,351 0,179 | 0,027 | 0,574 | 0,123 0,402 | 0,384 | 0,328

EAU -0,412 | -0,522 | -0,422 | -0,564 | 0,969 -0,799 | -0,507 | -0,375 | 0,341 -0,930 | -0,849 | -0,895 | -0,111
0,127 | 0046 | 0,117 | 0,029 | 0,000 0,000 | 0,054 | 0,286 0,335 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,693

PPdO 0,466 | 0,275 | -0,193 | -0,166 | -0,157 | 0,149 | 0,066 | 0,462 0,049 0,043 | -0,161 | -0,070 | -0,027 | -0,138
0,080 | 0321 | 0491 | 0553 | 0577 059 | 0816 | 0,179 0,894 0,879 | 0566 | 0,804 | 0,924 | 0,624

PPd8 0231 | 0,445 | 0,437 | 0540 | -0,877 | 0,732 | 0,195 | 0,161 -0,441 | 0,865 | 0,739 | 0949 | 0,396 | -0,839 | -0,111
0,407 | 0,096 | 0,103 | 0,038 | 0,000 0,002 | 0,486 | 0,657 0,202 0,000 | 0,002 | 0,000 | 0,144 | 0,000 | 0,694

difPP 0,186 | 0,481 | 0542 | 0,650 | -0,897 | 0,704 | 0,267 | 0,134 | -0,486 | 0,924 | 0,803 | 1,000 | 0,269 | -0,892 | -0,079 | 0,947
0,507 | 0,069 | 0,037 | 0,009 | 0,000 0,003 | 0,335 | 0,711 0,154 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,333 | 0,000 | 0,781 | 0,000

ASAE | -0,635 | -0,395 | 0,121 | 0,449 | 0,053 -0,086 | -0,675 | -0,679 | -0,772 | 0,008 | 0,183 | 0,11 | 0,711 | 0,098 | -0,190 | 0,179 | 0,115
0,011 | 0145 | 0,667 | 0,093 | 0,850 0,759 | 0,006 | 0,031 0,009 0977 | 0513 | 0693 | 0003 | 0,727 | 0,497 | 0,522 | 0,683

protE 0535 | 0,257 | -0,134 | 0,019 | -0,744 | 0,888 | 0,344 | 0,585 0,213 0526 | 0,504 | 0,559 | 0,483 | -0,617 | -0,005 | 0,639 | 0,556 | -0,065
0,040 | 0354 | 0633 | 0947 | 0,001 0,000 | 0,210 | 0,075 0,556 0,044 | 0,055 | 0030 | 0068 | 0014 | 098 | 0,010 | 0,031 | 0,818
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Leyenda: AD: almidén disponible; ART: almiddn resistente total; ASA: actividad total similar a a-amilasa; ASAE: actividad especifica similar a a-
amilasa endégena; AT: almiddn total; AT-ART: almidén total menos almidén resistente total; difPP: peso promedio; EAU: excrecion de acido Urico;
Hum: humedad; Mf, cr: magnitud final de hidrdlisis del almidén crudo; PPdO: peso promedio al dia cero; PPd8: peso promedio al dia ocho; Prot:;
proteina cruda; ProtE: proteina del extracto; Sd8: supervivencia al dia ocho; Vf, gel: velocidad final de hidrolisis del almidon gelatinizado; Vi, cr:
velocidad inicial de hidrdlisis del almidén crudo; Vi, gel: velocidad inicial de hidroélisis del almidén gelatinizado; VP8: variacién de peso al dia ocho.



