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DESCRIPCION

Producto de almidén lentamente digerible.
Antecedentes de la invencion

La presente invencion se refiere a un producto de almidén lentamente digerible preparado desramificando enzi-
maticamente almidones que contienen amilosa y permitiendo que las cadenas lineales resultantes cristalicen en una
forma sumamente cristalina.

El almidén es una fuente principal de energia en la dieta americana tipica. Los almidones refinados se ingieren la
mayoria de las veces cocinados y en esta forma tienen generalmente un alto indice glucémico, digiriéndose rapida y
sustancialmente. Algunos almidones refinados resisten la hidrélisis enzimdtica en el intestino delgado, de modo que el
almidén no se rompe sustancialmente hasta que alcanza el intestino grueso, en el que lo utilizan los microorganismos
residentes (almiddn resistente).

Se ha reconocido una necesidad de un almidén lentamente digerible, que proporcione al consumidor glucosa a lo
largo de un periodo de tiempo prolongado. Por tanto, tal almidén lentamente digerible serfa ttil para aplicaciones tanto
alimentarias como farmacoldgicas.

Tal almidén lentamente digerible seria un hidrato de carbono excelente para su uso en alimentos, incluyendo
alimentos médicos y complementos dietéticos, tanto para individuos diabéticos como prediabéticos. Tal almidén len-
tamente digerible también seria ttil para individuos sanos que desean moderar su respuesta a glucosa o lograr una
liberacion sostenida de energia mediante su consumo en alimentos.

La bibliografia de investigacién indica un papel de los almidones lentamente digeribles en la salud, como resultado
de la liberacion de glucosa a lo largo de un periodo de tiempo prolongado. La investigacion sugiere que los beneficios
relacionados con la salud pueden incluir un aumento de la saciedad durante periodos de tiempo mads largos (es decir,
para su uso en el control del peso), liberacién sostenida de energia (es decir, para mejorar el rendimiento atlético,
incluyendo el entrenamiento) y mejoras en el mantenimiento de la concentracién y la memoria.

Tales almidones lentamente digeribles también podrian ser ttiles como farmacos, por ejemplo para reducir el
riesgo de desarrollar diabetes. Ademas, los almidones lentamente digeribles pueden ser utiles para el tratamiento de
la hiperglucemia, resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, dislipidemia y disfibrinolisis. También pueden ser titiles
para tratar la obesidad.

De manera sorprendente, se ha descubierto ahora que puede prepararse un almidén lentamente digerible desrami-
ficando enzimaticamente almidones que contienen amilosa hasta dar como resultado una mezcla de cadenas lineales
largas y cortas.

Sumario de la invencion

Esta patente se refiere a un producto de almidén lentamente digerible preparado desramificando almidones que
contienen amilosa y permitiendo que el almid6n de cadena sumamente lineal resultante cristalice en una forma suma-
mente cristalina. Los almidones lentamente digeribles proporcionan liberacién sostenida de energia con un bajo indice
glucémico.

Tal como se usa en el presente documento, la expresién almidén rdpidamente digerible pretende significar un
almidén o partes del mismo que se digieren en el plazo de 20 minutos de digestién tal como se mide por Englyst et
al., 1992 (Englyst et al., European Journal of Clinical Nutrition, 1992, 46, S33-S50 (1992).

Tal como se usa en el presente documento, la expresion almidén resistente pretende significar un almidén, o la
fraccion del mismo, que no se digiere en el intestino delgado tal como se mide por Englyst et al., 1992 (Englyst et al.,
European Journal of Clinical Nutrition, 1992, 46, S33-S50 (1992).

Tal como se usa en el presente documento, el término almidén lentamente digerible pretende significar un almidén,
o la fraccién del mismo, que no es ni almidén rapidamente digerible ni almidén resistente.

Almidén total o completamente desramificado, tal como se usa en el presente documento, pretende significar que
comprende tedricamente el 100% en peso de cadenas lineales y, en la prictica, que estd tan sumamente desramificado
que la actividad enzimatica adicional no produce cambio medible en el porcentaje de cadenas lineales.

El indice glucémico, tal como se usa en el presente documento, pretende significar el drea incremental bajo la curva
de la respuesta glucémica de una parte de 50 g de hidratos de carbono de un alimento de prueba expresada como un
tanto por ciento de la respuesta a la misma cantidad de hidratos de carbono a partir de un alimento patrén tomado por
el mismo sujeto. Normalmente, los hidratos de carbono estdn en una base disponible y se usa o bien pan blanco o bien
glucosa como alimento patrén. Véase Carbohydrates in human nutrition, articulo 66 de la FAO Food and Nutrition,
informe de una Consulta mixta FAO/OMS de expertos, Roma, 14-18 abril de 1997.
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El documento US5849090 da a conocer un método de produccién de un almidén resistente granular, incluyendo
este método una etapa de desramificacién enzimética. El documento EP688872 también da a conocer un método de
produccion de almidones resistentes que incluye igualmente una etapa de desramificacién. El documento WO121011
da a conocer un método para producir un producto de almidén en el que se trata el almidén reticulado o nativo en un
estado sustancialmente no gelatinizado con una enzima desramificante.

Descripcion detallada de la invencion

Esta patente se refiere a un producto de almidén lentamente digerible preparado desramificando enzimaticamente
almidones que contienen amilosa y permitiendo que las cadenas lineales resultantes cristalicen en una forma suma-
mente cristalina. Los almidones sumamente digeribles proporcionan una liberacion sostenida de energia con un bajo
indice glucémico.

El almidén, tal como se usa en el presente documento, pretende incluir todos los almidones derivados de cualquier
fuente nativa, cualquiera de las cuales puede ser adecuada para su uso en el presente documento. Un almidén nativo
tal como se usa en el presente documento es uno que se encuentra en la naturaleza. También son adecuados almidones
derivados de una planta obtenida mediante técnicas de cultivo convencionales incluyendo cultivo cruzado, transloca-
cioén, inversion, transformacién o cualquier otro método de ingenieria génica o cromosdémica para incluir variaciones
de las mismas. Ademds, también es adecuado en el presente documento un almidén derivado de una planta que se ha
hecho crecer a partir de mutaciones y variaciones artificiales de la composicion genérica anterior, que puede producirse
mediante métodos convencionales de cultivo por mutacidn.

Las fuentes tipicas para los almidones son cereales, tubérculos, raices, legumbres y frutas. La fuente nativa puede
ser cualquier variedad que contenga amilosa de grano (maiz), guisante, patata, boniato, platano, cebada, trigo, arroz,
avena, sagl, amaranto, tapioca, arrurruz, Canna, sorgo y variedades con alto contenido en amilosa de los mismos. Tal
como se usa en el presente documento, la expresion “que contiene amilosa” pretende incluir un almidén que contiene
al menos aproximadamente el 10% en peso de amilosa. Tal como se usa en el presente documento, la expresion “alto
contenido en amilosa” pretende incluir un almidén que contiene al menos aproximadamente el 40%, particularmente
al menos aproximadamente el 70%, mas particularmente al menos aproximadamente el 80% en peso de amilosa. Son
particularmente adecuados los almidones que no tienen un alto contenido en amilosa (es decir, de aproximadamente
el 10 a aproximadamente el 40% de amilosa en peso).

El almiddn se desramifica enzimaticamente usando técnicas conocidas en la técnica. Enzimas adecuadas son endo-
alfa-1,6-D-glucanohidrolasas, particularmente pululanasa e isoamilasa, mds particularmente isoamilasa.

La cantidad de enzima usada depende de la fuente y actividad enzimatica y el material de base usado. Por ejem-
plo, si se usa isoamilasa, normalmente se usa la enzima en una cantidad de desde aproximadamente el 0,05 hasta
aproximadamente el 10%, particularmente de desde el 0,2 hasta aproximadamente el 5% en peso del almidén.

Los pardmetros optimos para la actividad enzimatica variardn dependiendo de la enzima usada. La tasa de de-
gradacion enzimética depende de factores conocidos en la técnica, incluyendo el tipo de enzima y la concentracion,
concentracion de sustrato, pH, temperatura, presencia o ausencia de inhibidores y el grado y tipo de modificacidn si
hay alguna. Estos pardmetros pueden ajustarse para optimizar la tasa de digestion de la base de almidén.

El almidén se gelatiniza usando técnicas conocidas en la desramificacidon enzimdtica anterior en la técnica. Las
técnicas conocidas en la técnica incluyen las dadas a conocer por ejemplo en las patentes estadounidenses nimeros
4.465.702, 5.037.929, 5.131.953 y 5.149.799. Véase también, capitulo XXII- “Production and Use of Pregelatinized
Starch”, Starch: Chemistry and Technology, vol. III- Industrial Aspects, R.L. Whistler y E.F. Paschall, editores, Aca-
demic Press, Nueva York 1967. El procedimiento de gelatinizacién despliega las moléculas de almidén a partir de
la estructura granular, permitiendo de ese modo que la enzima degrade mas facil y uniformemente las moléculas de
almidoén.

Generalmente, el tratamiento enzimatico se lleva a cabo en una suspensién acuosa o tamponada a un nivel de
sOlidos de almidén de aproximadamente el 10 a aproximadamente el 40%, dependiendo del almidon de base que esté
tratdndose. Un nivel de sélidos de desde aproximadamente el 15 hasta aproximadamente el 35% es particularmente
util, mds particularmente til desde el 18 hasta el 30%, en la presente invencién. Como alternativa, el procedimiento
puede utilizar una enzima inmovilizada sobre un soporte sélido.

Normalmente, la digestién enzimética se lleva a cabo al contenido en s6lidos mds alto viable sin reducir las tasas de
reaccion con el fin de facilitar cualquier secado posterior deseado de la composicién de almidén. Las tasas de reaccién
pueden reducirse mediante un contenido en sélidos alto ya que la agitacién se hace dificil o ineficaz y la dispersién de
almidoén se hace mas dificil de manejar.

El pH y la temperatura de la suspension deben ajustarse para proporcionar una hidrélisis enzimatica eficaz. Estos
pardmetros dependen de la enzima va a usarse y se conocen en la técnica. Por ejemplo, si se usa isoamilasa, es
tipica una temperatura de aproximadamente 25 a aproximadamente 70°C, particularmente de desde aproximadamente
50 hasta aproximadamente 60°C. El pH se ajusta normalmente a de aproximadamente 4,5 a aproximadamente 6,5,
particularmente desde aproximadamente 5,0 hasta aproximadamente 6,0, usando técnicas conocidas en la técnica.
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La reaccién enzimdtica se continda hasta que se logra un almidén lentamente digerible. En general, la reaccién
enzimdtica tardard desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 24 horas, particularmente de aproximadamente
4 a aproximadamente 12 horas. El tiempo de la reaccién depende del tipo de almidén usado, el tipo y la cantidad de
enzima usada y los pardmetros de reaccién de tanto por ciento de sélidos, pH y temperatura.

La cantidad de hidrdlisis puede monitorizarse y definirse midiendo la concentracién de grupos reductores que se
liberan mediante la actividad alfa-1,6-D-glucanohidrolasa mediante métodos bien conocidos en la técnica. Pueden
usarse otras técnicas tales como monitorizacién del cambio en viscosidad, reaccién de yodo o el cambio en el peso
molecular para definir el punto final de la reaccién. Cuando se desramifica completamente el almidén, la medicién
monitorizada ya no cambiard mas. El almidén puede desramificarse hasta cualquier grado, particularmente al menos
aproximadamente el 90%, mds particularmente al menos aproximadamente el 95%.

Opcionalmente, la enzima puede desactivarse (desnaturalizarse) mediante cualquier técnica conocida en la técnica
tal como desactivacion por calor, dcido o base. Por ejemplo, puede conseguirse la desactivacién por 4cido ajustando
el pH hasta menos de 3,0 durante al menos 30 minutos o puede conseguirse la desactivacién por calor elevando
la temperatura hasta desde aproximadamente 80 hasta aproximadamente 90°C y manteniéndola a esa temperatura
durante al menos aproximadamente 20 minutos para desactivar completamente la enzima.

El almidén también puede modificarse adicionalmente, o bien antes o bien tras la hidrélisis enzimética. Tal mo-
dificacién puede ser modificacion fisica, enzimdtica o quimica. La modificacién fisica incluye inhibicién térmica o
mediante cizalladura, por ejemplo mediante el procedimiento descrito en la patente estadounidense nimero 5.725.676.

La modificacién quimica incluye, sin limitacién, reticulacién, acetilacion y esterificacién organica, hidroxialqui-
lacién, fosforilacion y esterificacion inorgdnica, modificaciones catidnicas, anidnicas, no idnicas y zwitteridnicas, y
succinacion. Tales modificaciones se conocen en la técnica, por ejemplo en Modified Starches: Properties and Uses,
Ed. Wurzburg, CRC Press, Inc., Florida (1986).

Los almidones pueden convertirse y se pretende que incluyan almidones de fluidez o desleidos por ebullicién por
dcidos preparados mediante oxidacion, hidrélisis dcida, hidrdlisis enzimatica, calor y/o dextrinizacién 4cida. Estos
procedimientos se conocen bien en la técnica.

Cualquier almidén de base que tenga propiedades adecuadas para su uso en el presente documento puede purifi-
carse mediante cualquier método conocido en la técnica para eliminar aromas y colores del almidén que son nativos
con respecto al polisacdrido o se crean durante el procesamiento. Se dan a conocer procedimientos de purificacién
adecuados para tratar almidones en la familia de patentes representada por el documento EP 554 818 (Kasica, et al.).
También son ttiles técnicas de lavado con dlcali y se describen en la familia de patentes representada por el documento
U.S. 4.477.480 (Seidel) y 5.187.272 (Bertalan et al). Los almidones desramificados también pueden purificarse usando
estos métodos.

La disolucién resultante se ajusta normalmente hasta el pH deseado segin su uso final previsto. En general, el
pH se ajusta hasta desde aproximadamente 5,0 hasta aproximadamente 7,5, particularmente desde aproximadamente
6,0 hasta aproximadamente 7,0, usando técnicas conocidas en la técnica. Ademds, cualquier cadena lineal que pre-
cipita fuera de la dispersion de almidén puede volver a dispersarse. Si se desea la purificacion de la composicion de
almidén desramificado, pueden eliminarse las impurezas y los subproductos de reaccién mediante didlisis, filtracion,
centrifugacion o cualquier otro método conocido en la técnica para aislar y concentrar composiciones de almidén. Por
ejemplo, el almidén degradado puede lavarse usando técnicas conocidas en la técnica para eliminar fracciones solubles
de bajo peso molecular, tales como oligosacaridos, dando como resultado un almidén mas sumamente cristalino.

Se permite que el almidon desramificado cristalice mediante métodos conocidos en la técnica, por ejemplo per-
mitiendo que el almidén repose y experimente retrogradacion. Entonces se recupera el almidén usando métodos co-
nocidos en la técnica, particularmente mediante filtracién o mediante secado, incluyendo secado por pulverizacion,
liofilizacién, secado por evaporacion stibita o secado al aire, mds particularmente mediante filtracién o secado por
evaporacion stbita. Es importante controlar la cristalizacién, normalmente controlando la retrogradacién y el secado
con el fin de obtener el grado necesario de cristalinidad que es importante para la presente invencién. Ademds es
importante que el método de secado y otros procedimientos tras la cristalizacién no destruyan sustancialmente los
cristales.

El almidén resultante estd en forma de alfa-glucanos lineales sumamente cristalinos a partir del almidén desrami-
ficado y es unicamente funcional como almidén lentamente digerible. El almidén se caracteriza por una temperatura
de punto de fusién, T, tal como se mide mediante CDB usando el procedimiento descrito mds adelante, de al me-
nos aproximadamente 70°C, particularmente de al menos aproximadamente 80°C; mds particularmente de al menos
aproximadamente 90°C, y una entalpia, AH, tal como se mide mediante CDB usando el procedimiento descrito mas
adelante, de al menos aproximadamente 25 J/g, particularmente de al menos aproximadamente 30 J/g. Tales valores
de CDB son indicativos de la naturaleza cristalina del producto.

El almidén resultante es lentamente digerible porque tiene digestion sostenida, particularmente a lo largo de al
menos un periodo de tiempo de dos horas, més particularmente a lo largo de al menos un periodo de tiempo de cuatro
horas, aunque esta digerido significativamente a aproximadamente 6 horas tras la ingestién. En particular, se digiere
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menos de aproximadamente el 50%, mas particularmente menos de aproximadamente el 30%, en los primeros veinte
minutos tras el consumo y se digiere al menos aproximadamente el 20%, particularmente al menos aproximadamente
el 30%, entre 20 minutos y dos horas tras el consumo, tal como se mide usando el procedimiento descrito mds adelante.
Ademis, se digiere al menos aproximadamente el 50%;, particularmente al menos aproximadamente el 60%, en el plazo
de dos horas tras el consumo.

El almidén puede consumirse en su estado en bruto, pero se consume normalmente tras el procesamiento en
condiciones de alta o baja humedad. Por tanto, la invencién pretende incluir aquellos almidones que tienen la ventaja
de digerirse lentamente en el estado en el que se consumen. Tal estado se modela mediante los métodos descritos en
los ejemplos, mas adelante.

Ademids, el almid6n lentamente digerible resultante no produce un gran aumento rapido en los niveles de glucemia
de los almidones de alto indice glucémico, si no que en su lugar proporciona un aumento mas moderado por encima
del nivel inicial que se sostiene durante un periodo de tiempo mds largo. También es tolerante a los procedimientos
porque la parte lentamente digerible no disminuye sustancialmente tras el cocinado y/u otras condiciones tipicas de
procesamiento de los alimentos.

El almidén puede usarse en una variedad de productos comestibles incluyendo, pero sin limitarse a: cereales, barri-
tas, pizzas, pasta, alifios, incluyendo alifios que pueden verterse y alifios que pueden cogerse con cuchara; rellenos de
pastel, incluyendo rellenos de fruta y crema; salsas, incluyendo salsas blancas y salsas a base de productos lacteos tales
como salsas de queso; jugos de carne; jarabes ligeros; pudines; natillas; yogures; cremas agrias; bebidas, incluyendo
bebidas a base de productos lacteos; glaseados; articulos horneados, incluyendo galletas saladas, panes, magdalenas,
bollos con forma de rosquilla (‘“bagel”), panecillos, galletas, cortezas de pasteles y tartas; condimentos, productos de
confiteria y chicles, y sopas.

También se pretende que los productos comestibles incluyan alimentos y bebidas nutritivas, incluyendo comple-
mentos dietéticos, productos diabéticos, productos para la liberacién sostenida de energia tales como bebidas para
deportistas, barritas nutritivas y barritas energéticas.

El presente almidén puede afiadirse en cualquier cantidad deseada o necesaria para obtener la funcionalidad de
la composicion. En general, el almidén puede afiadirse en una cantidad de desde aproximadamente el 0,01% hasta
aproximadamente el 100%, particularmente de desde aproximadamente el 1% hasta aproximadamente el 50% en peso
de la composicién. El almidén puede afiadirse al alimento o bebida de la misma manera que cualquier otro almidén,
normalmente mezcldndolo directamente en el producto o afiadiéndolo en forma de un sol.

Las siguientes realizaciones se presentan para mostrar a modo de ejemplo adicionalmente la presente invencion y
no deben tomarse como limitativos en ningun aspecto.

Realizacion 1

Una composicién de almidén preparada a partir de almidén que contiene amilosa que comprende a@-glucanos
lineales cristalinos caracterizada por:

a) al menos aproximadamente el 20% de almidén lentamente digerible;
b) menos de aproximadamente el 50% de almid6n rapidamente digerible;

¢) una temperatura de punto de fusién, T,, tal como se mide mediante CDB, de al menos aproximadamente
70°C; y

d) una entalpia, AH, tal como se mide mediante CDB, de al menos aproximadamente 25 J/g.
Realizacion 2

La composicién de almidén segun la realizacién 1, en la que al menos aproximadamente el 50% se digiere en el
plazo de dos horas de digestion.

Realizacién 3

La composicién de almidén segtin la realizacién 1, en la que al menos aproximadamente el 60% se digiere en el
plazo de dos horas de digestion.

Realizacién 4
La composicién de almidén segin la realizacion 1, mediante la que la composicién de almidén se prepara a partir

de almidén seleccionado del grupo que consiste en almidén de maiz, almidén de sagi, almidén de tapioca y almidén
de patata.
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Realizacion 5

La composicién de almidén segun la realizacién 1, en la que la temperatura de punto de fusién es de al menos
aproximadamente 80°C.

Realizacién 6

La composicién de almidén segun la realizacion 1, en la que la temperatura de punto de fusién es de al menos
aproximadamente 90°C.

Realizacién 7
La composicién de almidén segtin la realizacion 1, en la que la entalpia es de al menos aproximadamente 30 J/g.
Realizacién 8

La composicién de almidén segin la realizacion 1, caracterizada por al menos aproximadamente el 30% de almidén
lentamente digerible.

Realizacion 9
Un procedimiento de fabricacion de la composicidn de almidén segun la realizacidon 1 que comprende:
a) desramificar un almidén que contiene amilosa;
b) permitir que el almidén desramificado cristalice; y
¢) secar el almidén desramificado sumamente cristalizado.
Realizacién 10

El procedimiento segun la realizacién 9, en el que la composicién de almidén se desramifica usando pululanasa o
isoamilasa.

Realizacion 11

Un producto comestible que comprende la composicidn de almidén segtin la realizacion 1.
Realizacion 12

El producto segtin la realizacién 11, en el que el producto es un alimento nutritivo.
Ejemplos

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar y explicar adicionalmente la presente invencién y no deben
tomarse como limitativos en ningtn aspecto. Todos los tantos por ciento usados son en una base de peso/peso. Se usan
los siguientes procedimientos de prueba en todos los ejemplos:

Calorimetria diferencial de barrido - Se realizaron las mediciones de calorimetria diferencial de barrido en un
instrumento DSC-7 de Perkin-Elmer (Norwalk, CT, EE.UU). Se calibré el instrumento con indio. Se preparan muestras
de aproximadamente 10 mg de almidén a una razén de almidén:agua de 1:3 y se calientan a 10°C/min. desde 5°C hasta
160°C. Se usa como referencia una cubeta de acero inoxidable vacia.

Equivalente de dextrosa (ED) - Para la medicién de ED en proceso, se usé el método de valoracion volumétrica de
Fehling. Se aclar6 un matraz Erlenmeyer de 500 ml con agua desionizada (D.1.). Se afladieron entonces 50 ml de agua
D.I. Siguié la adicién de 5 ml de cada una de las disoluciones A y B de Fehling y 2 gotas de azul de metileno con dos
perlas de vidrio. Tras la determinacién de los sélidos de reaccién usando un refractémetro, se prepard una disolucién
de almidén que contenia el 2-4 por ciento de s6lidos de almidén usando agua D.I. diluyendo la disolucién de reaccién
en un vaso de precipitados. Antes de proceder a la siguiente etapa, se comprobaron los sélidos mediante un refracté-
metro para asegurarse de que la disolucion se preparaba de manera correcta. Se pesé el vaso de precipitados con la
disolucién de almidén y se registrd el peso. Se afiadieron 15 gramos de la disolucién de almidén al matraz Erlenmeyer
con la disolucién de Fehling preparada. Tras haberse sometido a ebullicién con agitacién durante 2 minutos en una
placa caliente, aparecié normalmente un tinte azulado. Se afiadié gradualmente la disolucién de almidén del vaso de
precipitados usando una pipeta hasta que el tinte azulado desaparecié y se formé un 6xido cuproso rojizo caracte-
ristico. Se agité la disolucion de almidén de manera continua con la pipeta de plastico para mantener la disolucién
uniforme. Cuando se alcanz6 el punto final rojizo, se pes6 de nuevo el vaso de precipitados que contenia la disolucién
de almidén para determinar el peso de almidén consumido. El cdlculo del ED puede observarse a partir de la siguiente
ecuacion:
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[Factor de Fehling x 100]

fl

ED

[ (gramos requeridos de la disolucidén de almiddén) x

(conc. de la disolucidn de almidén) ]

Digestion simulada (Englyst et al, European Journal of Clinical Nutrition, 1992, 46, S33-S50) - Se trituran/desme-
nuzan muestras de alimentos como si se masticasen. Se seleccionan muestras de almidén en polvo hasta un tamafio de
particula de 250 micrémetros o menos. Se pesan 500-600 mg + 0,1 mg de muestra y se afiaden al tubo de muestra. Se
afladen a cada tubo 10 ml de una disolucién de pepsina (0,5%), goma guar (0,5%) y HCl (0,05 M).

Se preparan tubos patrén de glucosa y blanco. El blanco es 20 ml de un tamp6n que contiene acetato de sodio
0,25 M y cloruro de calcio al 0,02%. Se preparan patrones de glucosa mezclando 10 ml de tamp6n acetato de sodio
(descrito anteriormente) y 10 ml de una disolucion de glucosa SO mg/ml. Los patrones se preparan por duplicado.

Se prepara la mezcla enzimdtica anadiendo 18 g de pancreatina porcina (Sigma P-7545) a 120 ml de agua desio-
nizada, mezclando bien, centrifugando luego a 3000 g durante 10 minutos. Se recoge el sobrenadante y se afiaden 48
mg de invertasa seca (Sigma [-4504) y 0,5 ml de AMG 400 (Novo Nordisk).

Se preincuban los tubos de muestra a 37°C durante 30 min., luego se sacan del bafio y se afladen 10 ml de tamp6n
acetato de sodio junto con esferas/bolitas de vidrio (para ayudar en la rotura fisica de la muestra durante la agitacion).

Se afiaden 5 ml de mezcla enzimadtica a las muestras, el blanco y los patrones. Se agitan los tubos horizontalmente
en un bafio de agua a 37°C a aproximadamente 180 golpes/min. El tiempo “cero” representa la primera adicion de la
mezcla enzimdtica al primer tubo.

Tras 20 y 120 minutos, se extraen alicuotas de 0,5 ml de las muestras en incubacién y se colocan en un tubo
separado de 20 ml de etanol al 66% (para detener la reaccidn). Tras 1 hora, se centrifuga una alicuota a 3000 g durante
10 minutos.

Se mide la concentracién de glucosa en cada tubo usando el método de la glucosa oxidasa/peroxidasa (procedi-

miento de ensayo de glucosa GLC9/96 de Megazyme). Este es un procedimiento colorimétrico. También puede usarse
HPLC para detectar la glucosa tal como se describe en la bibliograffa anterior que usa este experimento.

Se determina el grado de digestiéon de almidén calculando la concentracion de glucosa frente a los patrones de
glucosa, usando un factor de conversion de 0,9. Los resultados se dan como “% de almidon digerido” (base en peso
seco) tras 20 y 120 minutos. El ALD (almidén lentamente digerible) es el valor a los 120 minutos menos el valor a los
20 minutos.

Cada lote de andlisis de muestra incluye una muestra de referencia de almidén de maiz sin cocinar. El intervalo
aceptado de valores de digestién en % para el almidén de maiz es:

Muestra az20 al20 ALD

Almiddén de maiz! 17,5 £ 2,5 80 + 5 aprox. 62,5

‘almidén Melogel®, disponible comercialmente de National

Starch and Chemical Company, Bridgewater, NJ, EE.UU.

Modelos cocinados - Se usan dos modelos generales para imitar los procesos alimentarios comerciales: alta hu-
medad y baja humedad. El modelo de alimento de alta humedad usa almidén en agua al 20% de sélidos, cocinado
en un bafo de vapor a 90°C durante 5 minutos. Entonces se congela este producto cocinado en un bafio de nieve
carbbnica/acetona, se liofiliza, se tritura y se somete a prueba para determinar la digestiéon. El modelo de alimento de
baja humedad usa almidén en agua al 50% de s6lidos y hornea la pasta en un horno a 190°C durante aproximadamente
20 minutos. Se tritura el almidén cocinado y se selecciona hasta 250 micrémetros o menos y se somete a prueba para
determinar el perfil de digestion del almidén.

Ejemplo 1
Preparacion de almidon de tapioca y sagii desramificado y cristalizado para el estudio de digestion

A. Se suspendieron 3 kg de almidén de tapioca en 8423 g de agua. Se ajustd el pH de la muestra hasta 5,5 usando
agua:HCI 3:1. Se cociné la muestra por inyeccion de vapor y se colocé en un bafio de agua a 59°C. Cuando la tempe-
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ratura de la muestra estaba a 59°C, se afladi6 pululanasa al 5% (Promozyme 200L de Novo Nordisk). Se desramificé
la muestra durante la noche (16 horas) y entonces se desnaturalizé la enzima calentando la muestra en un bafio a
95°C durante media hora. Tras el calentamiento, se colocé la muestra en una mesa de trabajo y se cristalizé durante
la noche a temperatura ambiente con ligera agitacion. Se recuper6 el producto mediante secado por pulverizacién con
una temperatura de entrada de 210°C y una temperatura de salida de 116°C. El ED final de la muestra fue de 5,3.

B. Se repiti6 el método del ejemplo 1A con la excepcion de que el almidén era almidén de sagu. El ED final fue
de 4,0.

C. Se repiti6 el método del ejemplo 1A con la excepcién de que el almidén de tapioca se desramificé completa-
mente usando isoamilasa. La temperatura de reaccion estaba a 55°C y el pH era de 4,0. Se afiadi6 isoamilasa al 0,2%
(Hayashibara Inc., Japén). Se desramific6 la muestra durante la noche (16 horas) y luego se desnaturalizé la enzima
disminuyendo el pH hasta 2,0 y manteniéndolo durante 30 minutos. Tras ajustar el pH de nuevo hasta 6,0 se recuperd
el producto mediante secado por pulverizacién con una temperatura de entrada de 210°C y una temperatura de salida
de 116°C.

También se sometieron a prueba estas muestras para determinar la digestién. Se cocinaron las muestras 1A y 1B
usando el modelo de baja humedad y la muestra 1C se mantuvo sin cocinar. Entonces se sometieron a prueba las
muestras para determinar su perfil de digestion. La tabla 1 muestra los resultados de digestion junto con los contenidos
en ALD calculados asi como los datos de ALD del material de partida.

TABLA 1
Resultados de digestion y de ALD del material de partida para almidon de tapioca y sagi desramificado y
cristalizado
Muestra | 20 120 ALD CDB
min. min. To Tp Tc AH
(°C) (°C) (°C) (3/9)
1A 40,9 63,0 22,1189,7 106,7 120,0 24,0
1B 47,5 68,4 20,91 41,0 76,3 110,8 34,0
ic 36,0 56,5 26,51 48,8 86,8 113,86 33,5

Las muestras de este ejemplo mostraron un contenido en ALD superior al 20%.

La muestra 1A sirve como ejemplo comparativo sélo.
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REIVINDICACIONES

1. Composicién de almidén preparada a partir de almidén gelatinizado que contiene desde el 10 hasta el 40% de
amilosa en peso que se ha desramificado al menos en el 95% a a-glucanos lineales cristalinos caracterizada por:

a. al menos el 20% de almidén lentamente digerible;

b. menos del 50% de almidon rdpidamente digerible;

c. una temperatura de punto de fusion, T, medida mediante CDB, de al menos aproximadamente 70°C; y

d. una entalpia, AH medida mediante CDB, de al menos aproximadamente 25 J/g,

en la que al menos aproximadamente el 50% se digiere en el plazo de dos horas, tal como se mide por Englyst et

al, European Journal of Clinical Nutrition, 46, paginas 33-50 (1992) y en la que el almidén rdpidamente digerible
comprende un almidén o partes del mismo que se digieren en el plazo de 20 minutos de digestiéon y el almidén
lentamente digerible comprende un almidén o una fraccién del mismo que no es ni almidén rapidamente digerible ni
almidoén resistente y se digiere menos del 50% en los primeros veinte minutos tras el consumo y al menos el 20% se

digiere entre 20 minutos y dos horas tras el consumo.

2. Composicion de almidén segiin la reivindicacion 1, en la que al menos aproximadamente el 60% se digiere en
el plazo de dos horas.

3. Composicién de almidén segun la reivindicacién 1, por la que la composicion de almidén se prepara a partir de
almidén seleccionado del grupo que consiste en almidén de maiz, almidén de sagu, almidén de tapioca y almidén de
patata.

4. Composicion de almidén segun la reivindicacion 1, en la que la temperatura de punto de fusién es de al menos
aproximadamente 80°C.

5. Composicién de almidén segiin la reivindicacién 1, en la que la temperatura de punto de fusién es de al menos
aproximadamente 90°C.

6. Composicién de almidén segtin la reivindicacion 1, en la que la entalpia es de al menos aproximadamente 30
Jig.

7. Composicion de almidén segun la reivindicacion 1, caracterizada por al menos aproximadamente el 30% de
almidon lentamente digerible.

8. Procedimiento de fabricacion de la composicion de almidén segun la reivindicacién 1, que comprende:
a. gelatinizar un almid6n que contiene desde el 10 hasta el 40% de amilosa en peso:
b. desramificar el almidén hasta al menos el 95%;
c. permitir que cristalice el almidén desramificado; y
d. secar el almidén desramificado altamente cristalizado.

9. Procedimiento segtin la reivindicacién 8, en el que la composicién de almidén se desramifica usando pululanasa
o isoamilasa.

10. Producto comestible que comprende la composicion de almidén segun la reivindicacion 1.

11. Producto segtin la reivindicacién 10, en el que el producto es un alimento nutricional.
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