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RESUMEN

El objetivo general del presente trabajo de Tesis fue evaluar las potencialidades de la especie
vegetal Pachyrhizus ahipa (ahipa) como cultivo alternativo nativo de América, y contribuir a
ampliar sus posibilidades de uso e incorporacién como fuente de materia prima de
agroindustrias generadoras de valor agregado. El estudio de esta especie y sus principales
productos derivados (almiddn, fibra y harina) permitird identificar y desarrollar las aplicaciones
industriales mas adecuadas, conduciendo a un aprovechamiento integral de la misma.

Las raices y tubérculos (R&T) son fuentes de energia en la dieta y algunos de ellos aportan
minerales, vitaminas y aminodacidos esenciales. El conocimiento de las propiedades
nutricionales y fisico-quimicas de las R&T y sus productos derivados es vital en la formulacion
de alimentos.

Entre los cultivos de R&T se encuentran ciertas especies de origen andino, siendo la ahipa
(Pachyrhizus ahipa (Wed) Parodi) una de las menos estudiadas. El rescate de este cultivo
implicaria potenciales beneficios econdémicos y agroecolédgicos, relacionados con Ia
diversificacion productiva y la generacion de materias primas y productos elaborados
alternativos. Asi, las raices tuberosas de ahipa podrian destinarse a propdsitos multiples tales
como obtencién de harina, almiddon y fibras naturales a escala industrial, ademds de su
comercializacién como hortaliza fresca.

En comparacién con otras R&T tropicales y subtropicales, las raices de ahipa mostraron una
composicidon quimica mas equilibrada desde el punto de vista nutricional, realizando un aporte
significativo de proteinas, fibra dietaria y minerales tales como potasio, calcio, hierro, junto
con el componente mayoritario (almiddn). Las raices se pueden considerar una buena fuente
de hidratos de carbono (principalmente almidén y sacarosa) y fibra dietaria total. La
composicidon quimica de las raices de ahipa varié con la accesién de origen. Las accesiones
Local e IRNAS 11 se destacaron por su alto contenido de almidén, un nivel de proteina
intermedio, bajo contenido de fibra dietaria total y de sodio, niveles mas reducidos de
antinutrientes (oxalatos, acido fitico y taninos), lo que representa una ventaja desde el punto
de vista nutricional. Al analizar las propiedades térmicas, las accesiones Local e IRNAS 11
mostraron los valores mas altos de entalpia. Por lo tanto, estas dos accesiones presentaron
propiedades interesantes a tener en cuenta en un programa de mejoramiento genético.

El almidén de Pachyrhizus ahipa se obtuvo a escala de laboratorio empleando un proceso de
extraccién optimizado, simple y con un bajo costo asociado. Esta técnica resulté eficiente
permitiendo conseguir muestras representativas, con buenos rendimientos y alta pureza. El
almidén obtenido presentd bajo contenido de amilosa, por lo que podria considerarse un
aditivo alternativo al almidon de maiz para la industria alimentaria. Ademas, sus pastas
también presentaron una mejor aptitud para la coccién ya que gelatinizaron a una
temperatura significativamente mas baja que las del almidon de maiz. Sus granulos exhibieron
buena capacidad de hinchamiento, pudiendo emplearse como agente espesante dado su
comportamiento reolégico. Una de las principales ventajas de este almiddon fue la baja
tendencia a la retrogradacion de sus pastas cuando se almacenaron bajo condiciones de
refrigeracion.

De las isotermas de sorcién de los almidones de ahipa y mandioca se obtuvieron los
pardmetros termodindmicos que caracterizaron la estabilidad de estos productos en las
diferentes condiciones de almacenamiento ensayadas. Se estudiaron las caracteristicas
microestructurales de ambos almidones mediante estudios morfolégicos al SEM,
estableciendo el patréon de difraccién de rayos X y asignando los picos caracteristicos de los
espectros FTIR.

La digestibilidad del almidén de ahipa fue similar a la de los almidones de otras leguminosas.
La accesion IRNAS 11 de ahipa mostré mayor proporcion de almiddn rdpidamente digestible y



resistente, mientras que el almidon de mandioca tuvo una baja proporcidn de almiddén
lentamente digerible. El almidén de ahipa proveniente de la accesidn Local presenté valores de
estas fracciones intermedios entre la accesién IRNAS 11 y mandioca. Desde un punto de vista
nutricional, estos resultados podrian indicar cierta versatilidad del almidén de ahipa con el fin
de ser utilizado como un ingrediente para alimentos con alto contenido de energia.

Por otra parte, se caracterizd el residuo remanente de la extraccion de almidén de ahipa
morfoldgicamente a través de SEM y se determind que tanto la fibra como el almidén eran los
componentes mayoritarios del mismo. La capacidad de hinchamiento y de retencién de
solventes del residuo fue mayor que la del almidén y la raiz parcialmente deshidratada,
respectivamente, debido al caracter altamente hidrofilico de sus componentes.

Las harinas de ahipa y mandioca se obtuvieron a través de procedimientos relativamente
simples que permitieron conservar un buen nivel de integridad de los granulos de almidon.

La harina de ahipa es un producto que podria ser utilizado en la preparacién alimentos para
celiacos ya que por enzimo-inmunoensayos se verificd la ausencia de gliadinas. La
caracteristica diferencial de la harina de ahipa fue su aporte de proteinas, fibra y minerales
tales como potasio, hierro y calcio, reflejando una composicién nutricionalmente mas
equilibrada que la correspondiente harina de mandioca y que otras harinas provenientes de
R&T.

Se realizé la caracterizacidon microestructural de las harinas obtenidas a través de los patrones
de difraccion de rayos X para evaluar el grado de cristalinidad y de los espectros de FTIR para
analizar la interaccién entre los componentes principales de las harinas obtenidas. Las mismas
presentaron un patrén de difraccion Tipo C y el origen botanico de la muestra afectd el grado
de cristalinidad de los granulos. Los espectros FTIR de las harinas fueron similares,
independientemente de su origen.

Las isotermas de sorciéon permitieron evaluar el contenido de humedad que garantizaria la
estabilidad de las harinas bajo diferentes condiciones de almacenamiento. La harina de ahipa
gelatinizé a temperatura mas baja que la de mandioca, lo que indica una mejor aptitud para la
coccidn. En general, las temperaturas de gelatinizacion de ambas harinas fueron mas altas que
las de sus respectivos almidones, debido a su composicion quimica.

Las diferencias observadas en la capacidad de hinchamiento y de retencién de solventes de
ambas harinas deberan ser consideradas en relacién a las aplicaciones especificas, tales como
la incorporacién de las mismas como ingredientes en alimentos funcionales libres de gluten.

Por ultimo, se demostro la factibilidad de elaborar una galletita de alta calidad sensorial a base
de harina de ahipa y almidén de maiz, ambas materias primas exentas de gluten destinadas a
la poblacidn celiaca.

Las galletitas elaboradas con 25% de harina de ahipa y horneadas a 200°C durante 7,5 minutos
obtuvieron el mayor puntaje en cuanto a aceptabilidad general, sabor y color. Teniendo en
cuenta asimismo el menor requerimiento energético para la preparacidon del producto, ésta
fue la condiciéon de coccidn seleccionada.

La harina obtenida de la raiz tuberosa de Pachyrhizus ahipa podria sustituir al almidén de maiz
en futuras formulaciones para la preparacion de productos horneados libres de gluten, lo que
contribuiria a obtener un producto nutricionalmente balanceado y con buena aceptacion por
parte de los consumidores.
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INTRODUCCION GENERAL
1. Cultivos no tradicionales
El rescate de especies vegetales nativas, tanto para la conservacién de la biodiversidad
como para su uso racional como nuevas fuentes de alimentos y aditivos alimentarios,
fibras, colorantes, farmacos e incluso biocombustibles, ha impulsado numerosas lineas
de investigacion en los ultimos anos.
El estudio de especies que podrian ser cultivadas con propdsitos multiples (uso
alimentario, agroindustrializacion, recuperacion de suelos, etc.) implica potenciales
beneficios econdmicos y agroecoldgicos, relacionados con la diversificacion de cultivos
y la generacién de materias primas y productos elaborados alternativos.
En tiempos de la conquista espafiola, los Incas cultivaban un nimero de diferentes
especies vegetales que equiparaba practicamente al de los cultivos de toda Asia o
Europa en aquel entonces. Sobre las laderas de las montafias, hasta los 4000 m de
altura y a lo largo de la columna vertebral de América del Sur se producian raices,
granos, legumbres, frutas y hortalizas (NRC, 1989).
Sin embargo, muchos de estos cultivos fueron reemplazados por especies europeas.
De esta manera, al menos treinta especies vegetales distintas fueron relegadas, entre
ellas: oca, maca, tarwi, nuiias y lucuma, las cuales permanecieron confinadas en el
Altiplano (NRC, 1989). Lamentablemente, muchas de estas especies han recibido
escasa atencién y no han sido objeto de promocién comercial ni de investigacion
cientifica, aunque algunas resultan ampliamente adaptables, nutritivas y de alta
aceptabilidad por parte de los consumidores.
El Centro Internacional de la Papa (CIP) y otras organizaciones vinculadas han
implementado diversos programas para rescatar especies vegetales andinas
amenazadas de extincidn bioldgica y/o debilitamiento genético. Al respecto, ha sido
mencionado que en la regidn Andina, al menos nueve especies productoras de raices y
tubérculos comestibles revisten importancia en sistemas agricolas basados en la
produccién de papa. Estos cultivos son relevantes desde el punto de vista econdmico y
nutricional para la subsistencia de agricultores de la regidn, que frecuentemente los
usan sustituyendo en la dieta a ciertas frutas y hortalizas de mayor costo.
Las especies correspondientes son: ahipa (Pachyrhizus ahipa), achira (Canna edulis),

arracacha (Arracacia xanthorrhiza), maca (Lepidium meyenii), mashua (Tropaeolum
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tuberosum), mauka (Mirabilis expansa), oca (Oxalis tuberosa), ulluco (Ullucus
tuberosus) y vyacon (Smallanthus sonchifolius). Se ha mencionado que, muy
posiblemente, encontrando nuevos usos para las mismas se estimularia su demanda,

el intercambio comercial y se crearian nuevas oportunidades econdmicas.

1.1 Pachyrhizus ahipa

Con referencia a la ahipa (Pachyrhizus ahipa (Wedd.) Parodi) (Figuras | y Il), se trata de
una planta perteneciente a la Familia Leguminosas, productora de raices tuberosas,
nativa de América del Sur y cultivada en pequefa escala en los Andes bolivianos, Sur
de Peru y el Noroeste de Argentina (provincias de Jujuy y Salta) (Forsyth y col., 2002;
Fassola y col., 2006; Ramos de la Pefia y col., 2013). Esta especie, acumula almidén
como principal compuesto de reserva (Grau, 1997), produce semillas (a partir de las
cuales se propaga su cultivo) y tiene hojas y tallos en los que se acumula rotenona, una
sustancia con propiedades insecticidas, presentando asi alta tolerancia al ataque de
plagas. La rotenona se encuentra asimismo en las semillas maduras, aunque la raiz esta
normalmente libre de este compuesto (Vifia, 2012; Lépez y Garcia, 2012).

El ciclo de crecimiento de la ahipa es de 6-8 meses (Ramos de la Pefia y col., 2013) pero
presenta algunas dificultades bioldgico-agrondmicas ya que una produccion eficiente
requiere un manejo cuidadoso del cultivo que incluye la poda sistematica de flores y
frutos jovenes durante el ciclo (Matos y col., 1998; Grau, 1997).

Estudios previos han sefialado que el contenido de materia seca de las raices frescas
de ahipa es aproximadamente 25%, correspondiendo un 20-50% a almiddén y un 8-14%
a proteinas (Grau, 1997). El elevado contenido de proteinas se debe a la simbiosis con
bacterias que posibilitan la fijacion de N, atmosférico. Se ha mencionado también una
alta proporcidn de azlcares presentes (Sgrensen y col., 1997). Esta raiz es valorada por
su alto contenido en agua, fibra, hidratos de carbono y niveles reducidos de lipidos
(Lopez y Garcia, 2012). Por lo tanto, en base a su composicidon quimica, se puede decir

gue las raices tuberosas de ahipa son alimentos saludables.



Figura I. Planta descalzada de Pachyrhizus ahipa (ahipa). Estacién Experimental

Agropecuaria INTA Montecarlo (Misiones, Argentina).

Figura Il. Plantas de Pachyrhizus ahipa cultivadas en la Estacion Experimental

Agropecuaria INTA Montecarlo (Misiones, Argentina) (parte aérea).



Desde el punto de vista agroindustrial, en Misiones existen establecimientos
productores de almiddn, siendo el cultivo de mandioca (Manihot esculenta, Crantz)
(Figura IIl) la principal fuente regional de abastecimiento. En la cuenca industrial de la
zona agroecondmica Oeste, el cultivo de mandioca es particularmente intensivo en los
departamentos Eldorado, Montecarlo, Libertador General San Martin, Cainguas y San
Ignacio, donde se asientan industrias almidoneras que procesan 8.500 toneladas
anuales de almiddn y que representan el 59% del consumo nacional (PTR 2005-2007,
INTA). En diversas oportunidades, los industriales de la provincia han coincidido en
sefalar como mayor obstdculo de las empresas almidoneras la falta de materia prima
para reactivar el sector productivo. Sumado a ello, existe un problema derivado de la
baja produccidn de almidén de mandioca en el periodo comprendido entre octubre y
marzo de cada ano, que obliga a la industria local a entrar en un receso.

Las caracteristicas mencionadas de la ahipa le otorgarian potencialidades como cultivo
alternativo y/o complementario al de mandioca, factible de incorporar a los planteos
rotacionales o como cultivo intercalar en forestaciones, favoreciéndose asi la

diversificacion productiva.

Figura Ill. Planta de Manihot esculenta (mandioca). Estacidon Experimental

Agropecuaria INTA Montecarlo (Misiones, Argentina).



2. Ingredientes alimentarios: propiedades funcionales

De acuerdo con Minguez Mosquera y Pérez Galvez (2013), existen dos acepciones del
término “funcional”, y que incluyen un significado “tecnolégico” y un aspecto
“fisiolégico”. Ambas acepciones, junto con las propiedades nutricionales, surgen a
partir de las caracteristicas quimicas de los ingredientes que componen los alimentos,
principalmente por la presencia y estructura de grupos reactivos caracteristicos de
dichos componentes.

De las caracteristicas quimicas dependeran el valor nutricional del producto y su
atractivo sensorial, y son el origen del desarrollo, durante y después del procesado del
alimento, de cambios tanto convenientes como indeseables. Posteriormente, cuando
dichos ingredientes son ingeridos, éstos participaran en las actividades metabdlicas del
organismo, atribuyéndole al producto un valor nutricional determinado vy, en
ocasiones, un beneficio adicional del cual se deriva su caracter funcional en el sentido
fisioldgico.

El concepto de funcionalidad tecnolégica de wun alimento (propiedades
tecnofuncionales), implica que a partir de la interaccidén entre sus constituyentes, que
puede ser propiciada o acentuada por las condiciones de procesamiento, surgen las
caracteristicas, tanto organolépticas como nutricionales, adecuadas para satisfacer las
demandas del consumidor. Sin embargo, también se puede dar lugar a cambios
detrimentales o negativos.

El analisis y aplicacidon de la funcionalidad tecnoldgica hace posible el desarrollo de
técnicas que favorezcan los cambios positivos inducidos en los alimentos y que se

minimicen las modificaciones indeseadas.

3. Alimentos funcionales

La nueva nutricion centra su interés en la relacién entre la alimentacion y la promocién
de la salud. En tal sentido, la nutricidén actual se orienta a proveer de alimentos que,
ademas de los nutrientes, contienen otros compuestos biolégicamente activos que
aportan un beneficio adicional. Asi nacid el concepto de “alimentos funcionales”, cuya
elaboracion no sélo contempla la calidad nutricional, tecnoldgica y sensorial, sino que
también contienen naturalmente o se han incluido en ellos componentes bioactivos.

Estos compuestos, en su mayorl'a, se encuentran presentes en los alimentos vegetales.
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La tendencia del consumidor actual es la de escoger alimentos que, ademas de ser
inocuos, produzcan beneficios para su salud y bienestar, propiedades que otorgan los
elementos bioactivos presentes en los alimentos funcionales.

Los alimentos que contienen cereales, y en particular los productos de panificacidn,
representan una alternativa interesante como productos saludables y/o funcionales ya
qgue, fuera de las propiedades nutricionales propias de los cereales y sus derivados
(harinas, salvado, germen o mezclas de ellos), cabe la posibilidad de transformarlos en
alimentos funcionales al adicionarles compuestos bioactivos de efecto reconocido.
Entre éstos compuestos se destacan ciertos tipos de fibra dietética, prebidticos, acidos
grasos omega, antioxidantes u otros. Ademas, otras alternativas consisten en el
reemplazo de parte de las grasas saturadas por otras mas saludables, la reduccién del
aporte de sodio, la adicion de almidones resistentes a la digestion o el incremento de
su porcentaje por modificaciones en la tecnologia de elaboracién, entre otras. Los
productos de panificacion son econdmicos, faciles de envasar y transportar, de
prolongada conservacion y de amplia aceptacion. Estas caracteristicas, sumadas al gran
volumen de produccién, abren inmensas posibilidades de elaboracién de alimentos
funcionales (Lutz y Edel Ledn, 2009).

Sin embargo, hay poblaciones como la de los pacientes celiacos, que no pueden
acceder a los beneficios de estos alimentos que contienen los cereales trigo, avena,
cebada y centeno, dada la intolerancia al gluten que padecen. Por tal motivo, es
necesario el desarrollo de alimentos que reldnan las mismas caracteristicas nutritivas,

funcionales, pero que sean libres de gluten.

4. Usos alimentarios de Pachyrhizus ahipa

La ahipa se consume principalmente como un vegetal crudo con limén en ensaladas,
en sopas, frito salteado o conservado en vinagre, con cebolla. Esta raiz tiene un perfil
de textura similar a la papa blanca (Ramos de la Pefia y col., 2013). La ahipa se
considera una raiz rica en energia y de facil digestiéon (Noman y col., 2007).

Si bien las raices de ahipa pueden ser utilizadas directamente como hortaliza fresca, es
posible considerar también que tanto el cultivo como el consumo de esta especie se
favorecerian si hubiera opciones de transformacion de las raices. Las mismas

constituirian una materia prima potencial para la obtencion de diversos productos de
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alto valor agregado, principalmente almiddén y fibra. El aprovechamiento integral de
esta raiz supone la produccién y caracterizacion de estos productos.

Con respecto a la caracterizacidén del almidén que esta especie produce, los resultados
hallados en la bibliografia son diversos. Algunos informes (Sgrensen y col., 1997;
Forsyth y col., 2002) mencionan niveles relativamente bajos de amilosa, menores que
el 17%, resultando mas bajos que los de almidones de cereales.

El almidén de ahipa presenta un tamafio de granulo homogéneo respecto de otros
almidones de diferente origen botanico (Leonel, 2007), teniendo una aplicacién
potencial en la industria del papel y también en los alimentos que requieren baja
retrogradacion después del procesamiento.

Asimismo, la bibliografia relacionada a estudios de gelatinizacidn y retrogradacion de
este almidon o del proveniente de otras especies de Pachyrhizus es relativamente
escasa (Mélo y col., 2003).

Desde el punto de vista nutricional, los almidones pueden clasificarse en base a la
velocidad y la extensidon en que son digeridos en el intestino delgado humano. De esta
manera tenemos almidones rdpidamente digestibles, lentamente digestibles y
almidones resistentes (Englyst y col., 1992). La digestibilidad del almidén se ha
vinculado con la especie vegetal de origen y depende en gran medida de las
propiedades fisicoquimicas del mismo. También resulta influenciada por las
condiciones de procesamiento y conservacion. Dado que la mayoria de los alimentos
ricos en almidén se consumen cocidos, la digestibilidad enzimatica del almidén

gelatinizado es una propiedad critica en la industria alimentaria.

5. La Celiaquia y los productos libres de gluten

La Celiaquia es una enfermedad o trastorno crénico causado por la intolerancia
permanente a la ingestion de gluten, conjunto de proteinas presentes en el trigo,
avena, cebada y centeno (TACC) y productos derivados de estos cuatro cereales. El
Unico tratamiento eficaz es el cambio a una dieta libre de gluten de por vida, lo que
permite la regeneracidn de las vellosidades intestinales y la disminucion de los
sintomas asociados a la enfermedad.

La mayoria de los alimentos procesados contienen gluten. En muchos casos la dieta

necesaria no es bien aceptada ya que se suprimen alimentos bdasicos cotidianos,
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manifestandose frecuentemente carencias desde el punto de vista nutricional. Los
resultados de un numero de estudios indican un consumo desequilibrado de
carbohidratos, proteinas y lipidos, como asi también una ingesta limitada de ciertos
nutrientes esenciales en los sujetos celiacos, en relacién a los controles (Alvarez-Jubete
y col., 2010).

Entre las alternativas alimentarias, las galletitas son productos cuyo consumo se
distribuye a lo largo del mundo y es realizado tanto por nifios como adultos. Sus
principales ingredientes son la harina de trigo, el azlcar y la materia grasa que,
combinados en diferentes proporciones, dan lugar a una amplia gama de texturas y
sabores. Existen en el mercado galletitas dulces (cookies) sin gluten, aptas para el
consumo de personas celiacas, aunque son, en general, productos de baja calidad
debido a su textura arenosa y seca. En ellas se reemplaza la harina de trigo por mezclas
de almidones o harinas libres de gluten (Lutz y Edel Ledn, 2009).

La harina obtenida de las raices tuberosas de ahipa seria en principio un producto libre
de gluten, por lo cual podria ser considerada como ingrediente en la elaboracién de
mezclas para la obtencidn de productos horneados (entre ellos galletitas) destinados a
la poblacidn celiaca, como alternativa a los productos convencionales.

El estudio de la especie vegetal Pachyrhizus ahipa y sus principales productos
(almidodn, fibra y harina) contribuiran a identificar y desarrollar las aplicaciones

industriales mds adecuadas y conducirian a un aprovechamiento integral de la misma.



OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del presente trabajo de Tesis fue evaluar las potencialidades de la
ahipa (Pachyrhizus ahipa) como cultivo nativo alternativo y contribuir a ampliar sus
posibilidades de uso e incorporacion como fuente de materia prima de agroindustrias

generadoras de valor agregado.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alvarez-Jubete, L., Arendt, E. K., Gallagher, E. (2010). Nutritive value of pseudocereals
and their increasing use as functional gluten free ingredients. Trends Food Sci.
Technol. 21, 106-113.

Englyst, H. N., Kingman, S. M., Cummings, J. H. (1992). Classification and measurement
of nutritionally important starch fractions. European Journal of Clinica
Nutrition, 46, S30-S50.

Fassola, H.E.; Pachas, A.N.; Rohatsch, P.E.; Rodriguez, D.N. y Leidi, E.O. (2006).
Valorizacidn y recuperacion de la ajipa como cultivo alternativo para sistemas
agricolas sostenibles. 522 Congreso Internacional de Americanistas, Pueblos y
Culturas de América, 17-21/7/06, Sevilla.

Forsyth, J.L., Ring, S.G., Noel, T.R. (2002). Characterization of Starch from Tubers of
Yam Bean (Pachyrhizus ahipa). Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50,
361-367.

Grau, A. (1997). Ahipa, la legumbre tuberosa de los Andes. Ciencia Hoy, 7(42).
Disponible en http://www.ciencia-hoy.retina.ar/hoy42/ahipa2.htm.

Leonel, M. (2007). Analysis of the shape and size of starch grains from different
botanical species. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas, 27, 579-588.

Lépez, O. V., Garcia, M. A. (2012). Starch films from a novel (Pachyrhizus ahipa) and
conventional sources: Development and characterization. Materials Science
and Engineering C 32, 1931-1940.

Lutz, M., Edel Ledn, A. (Editores). (2009). Aspectos nutricionales y saludables de los
productos de panificacidn. Universidad de Valparaiso-Editorial.

Matos, M.C.; Matos, A. A. y Vieira da Silva, J.B. (1998). Effect of manual and chemical
flower.

Minguez Mosquera, M. 1., Pérez Galvez, A. (2013). Caracteristicas quimicas
nutricionales y funcionales de los alimentos. 1G_AgroCSIC_5. Instituto de la
grasa (CSIC). Sevilla, Espafia.

Mélo, E.A.; Stamford, T.L.; Silva, M.P., Krieger, N. y Stamford, N.P. (2003). Functional
properties of yam bean (Pachyrhizus erosus) starch. Bioresource Technology 89,

103-106.

10



N.R.C. (1989). Lost crops of the Incas: little-known plants of the Andes with promise for
worldwide cultivation. Washington DC: National Academy Press.

Noman, A. S. M., Hoque, M. A., Haque, M. M., Pervin, F., Karim, M. R. (2007). Food
Chem. 102, 1112-1118.

PTR Plan Tecnoldgico Regional. (2005-2007). Centro Regional Misiones INTA.

Ramos de la Pefia, A. M., Renard, C. M. G. C., Wicker, L., Contreras-Esquivel, J. C.
(2013). Advances and perspectives of Pachyrhizus spp. in food science and
biotechnology. Trends in Food Science & Technology 29, 44-54.

Sgrensen, M., Dgygaard, S., Estrella, J., Kvist, L. P., Nielsen, P. E. (1997). Status of the
South American tuberous legume Pachyrhizus tuberosus (Lam.) Spreng.
Biodiversity and Conservation 6, 1581-1625.

Vifia, S. Z. (2012). Introduccién. Pachyrhizus ahipa. Revalorizacidn de un cultivo
ancestral. Editores Lépez, O. V., Garcia, M. A,, Vifa, S. Z. Editorial Académica

Espanola.

11



CAPITULO 1.
Caracterizacion de las raices de

Pachyrhizus ahipa




Capitulo 1. Caracterizacion de las raices de Pachyrhizus ahipa

INTRODUCCION
1. Principales cultivos de raices y tubérculos (R&T): generalidades

Los érganos subterrdaneos comestibles provenientes de diversas especies vegetales son
denominados comunmente “hortalizas pesadas”. Comprenden distintas estructuras
botanicas, tales como raices (remolacha, zanahoria, batata, mandioca, por ejemplo);
tubérculos, como es el caso de la papa, el topinambur o el fiame; bulbos (cebolla, ajo,
echalote y otras especies de Allium relacionadas); o rizomas, como los del jengibre
(Cantwell y Kasmire, 2002).

Se los puede agrupar de la siguiente manera:

a) Productos cultivados tipicamente en zonas templadas, como es el caso de la
papa (Solanum tuberosum) que representd una producciéon de 374.382.274 toneladas
a nivel mundial, en el afio 2011 (FAOSTAT, 2013), lo que la ubica como el cuarto cultivo
mas importante en el mundo. Aunque comunmente se la describe como un alimento
basico en regiones templadas, es en realidad una especie originaria de las tierras altas
de los Andes sudamericanos (Tay, 2013).

b) Productos cultivados mayormente en regiones tropicales y subtropicales, como
batata, iame y mandioca, entre otros.

Este tipo de commodities se caracterizan por constituir érganos de almacenamiento
(principalmente de carbohidratos), presentar generalmente baja actividad respiratoria
dependiendo del estado de desarrollo, ser relativamente poco perecederos y permitir
por lo tanto su almacenamiento por periodos mas prolongados. Sin embargo, pueden
continuar su crecimiento luego de recolectados, desarrollando raicillas o brotes, por
ejemplo.

Tay (2013) realizé una resefia de los principales cultivos de raices y tubérculos,
indicando que casi todos ellos son de origen tropical y subtropical, incluyendo papa
(Solanum tuberosum L. y otras especies diploides, triploides y pentaploides), mandioca
(Manihot esculenta Crantz), batata (/lpomoea batatas (L.) Lam.), yams o fiames
(Dioscorea spp.), los Aroides, que comprenden a su vez al taro (Colocasia spp.),
cocoyam (Xanthosoma spp.), y otros géneros como Alocasia, Amorphophallus y
Cyrtosperma (taro gigante de los pantanos). A estas especies se suma un grupo de
nueve raices y tubérculos “menores”, de origen andino. Este Ultimo conjunto reune a:

ahipa (Pachyrhizus ahipa (Weddell) Parodi), achira (Canna indica L.), arracacha
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(Arracacia xanthorrhiza Bancroft), maca (Lepidium meyenii Walpers), mashua
(Tropaeolum tuberosum Ruiz y Pavon), mauka (Mirabilis expansa Ruiz y Pavén), oca
(Oxalis tuberosa Mol.), ulluco (Ullucus tuberosus Caldas) y yacdon (Smallanthus
sonchifolius).

Esta clase de cultivos no es por lo comun ampliamente comercializada a nivel
internacional. Sus precios no muestran generalmente grandes incrementos o
fluctuaciones durante las crisis mundiales de los mercados como si ha ocurrido con los
cultivos de granos, tales como las que se verificaron en afios recientes en el caso del
arroz, el trigo y el maiz (Tay, 2013).

El origen tropical de estas materias primas posibilita que puedan ser cultivadas en un
amplio periodo del afio siempre que cuenten con disponibilidad de agua y con
temperaturas apropiadas para su crecimiento. Pueden complementar a los cultivos de
cereales, incorporandose a las rotaciones agricolas. Algunos se producen en tierras
marginales, con limitantes tales como sequia, anegamiento, salinidad y condiciones
deficientes de fertilidad del suelo.

En muchos casos se seiiala que este tipo de cultivos desempeiian un papel importante
en la estabilizaciéon de la seguridad y los precios de los alimentos a nivel local o
regional.

Presentan un alto potencial para incrementar sus rendimientos, adn con un
relativamente escaso nimero de mejoras a nivel productivo y/o agronémico.

La mandioca, en particular, es predominantemente cultivada en paises en vias de
desarrollo de Asia, Africa y Latinoamérica. Se ubica en el quinto lugar en términos de
su produccion total a nivel mundial. Se trata de una fuente importante de energia en
los trépicos y sub-trépicos. Su vida postcosecha es relativamente corta por tal motivo
es utilizada y comercializada localmente. Una parte considerable de la produccion es
procesada para la obtencidn de almidén.

En lo que respecta a la produccion de mandioca en nuestro pais, segin Bongiovanni y
Giletta (2012) se cultivaron 40.000 hectareas en el afio 2009. La Provincia de Misiones
reine una superficie de aproximadamente 30.000 ha destinada al cultivo de esta
especie, con una produccion total de alrededor de 260.000 toneladas. De este total, un
25% se destina a uso industrial, mayoritariamente a la produccion de almidén (fécula)

y en menor proporcidon a la produccion de harina de mandioca. Dicha provincia
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concentra alrededor del 70% de la superficie cultivada a nivel nacional y practicamente
la totalidad de la produccién nacional de almidén de mandioca (Morandi y Pirker,

2012).

2. Composicion quimica de las principales R&T

Las raices y tubérculos son fuentes de energia en la dieta y algunos de ellos aportan
minerales, vitaminas y aminoacidos esenciales. En general estos cultivos representan
mas del 5% de la ingesta calérica humana. El conocimiento de las propiedades
nutricionales y fisico-quimicas de los cultivos de R&T es vital en la formulacién de
alimentos. Todas las raices y tubérculos tienen alto contenido de humedad,
generalmente inferior o igual al 65% de la parte comestible (Opara, 2003). La
composicidon quimica de las principales R&T (aroides, mandioca, batata, papa, yams)
presentan un contenido de proteinas y fibra entre 0,5-3,0%. En cuanto al contenido de
almiddn, se hallaron valores entre 13-36%, siendo mayor en mandioca (27-36%). La
cantidad de lipidos y cenizas totales en R&T es relativamente baja (inferior a 6,5% vy
1,5%, respectivamente). El contenido de materia seca va desde 20 hasta 40%, siendo
mandioca (30-40%) y yam (20-42%) los cultivos con mayores rangos hallados. La batata
contiene el mayor nivel de azucares (1,5-5%) determinado en R&T (Opara, 2003).
Ademas de los componentes mayoritarios (carbohidratos, proteinas, lipidos,
minerales), los érganos vegetales pueden contener ciertos factores, que aun a muy
bajas concentraciones, pueden interferir con la asimilaciéon de uno o varios nutrientes;
a estos constituyentes se los denomina genéricamente factores antinutricionales o

antinutrientes.

3. Antinutrientes

Los compuestos naturales o sintéticos que interfieren con la absorcidon de un nutriente
son denominados factores antinutricionales o antinutrientes (Cammack, 2006). La
mayoria de estos factores son metabolitos secundarios de las plantas, que actuan
como pesticidas naturales para proteger al vegetal de herbivoros y microorganismos
patégenos (Heldt y Piechulla, 2011).

Los antinutrientes se pueden clasificar en tres grandes grupos (Janssen, 1997):

1) antiproteinas, que interfieren en la utilizacién de proteinas o aminoacidos,
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2) antiminerales, que impiden o reducen la absorcion de minerales, y

3) antivitaminas, que hidrolizan o disminuyen la disponibilidad de las vitaminas.
Entre las antiproteinas mas comunes en los alimentos se encuentran las lectinas y los
inhibidores de proteasas. Las lectinas son glicoproteinas que pueden alterar el
metabolismo de lipidos, carbohidratos y proteinas (Dini y col., 2012).
Los inhibidores de proteasas son proteinas capaces de interferir con la actividad de
algunas proteasas digestivas. Se pueden dividir en dos categorias principales: aquéllos
con alto peso molecular (20-25 kDa) interfiriendo principalmente con la actividad de la
tripsina y los de bajo peso molecular (6-10 kDa) inhibiendo la quimotripsina,
principalmente. Los inhibidores de tripsina pueden inducir hipertrofia y/o hiperplasia
pancreatica (Dini y col., 2012). Segun Opara (2003), la batata tiene actividad inhibitoria
de la tripsina.
Los glicdsidos cianogénicos son compuestos que también se pueden incluir dentro de
las antiproteinas. Su hidrdlisis conduce a la produccién de HCN, que interfiere con la
cadena respiratoria mediante la inhibicidon de la enzima citocromo oxidasa, actuando
como un veneno muy potente (Diniy col., 2012). La mandioca es una de las principales
R&T que contiene glicdsidos cianogénicos (Opara, 2003), principalmente linamarina y
en menor proporcion, lotaustralina.
El grupo de antiminerales comprende entre otros al acido fitico y al dcido oxalico. Estos
compuestos interactian con algun catidn presente reduciendo asi la biodisponibilidad
de muchos minerales, pero su presencia rara vez tiene consecuencias graves en la
salud de los consumidores. El fitato, anidn resultante de la disociacion del acido fitico,
estd relacionado a menudo con la reduccion de la disponibilidad del hierro, magnesio,
zinc, cobre, calcio y manganeso (Diniy col., 2012).
El acido oxalico presente en ciertos alimentos reduce la biodisponibilidad del calcio
produciendo bloqueo de los tubulos renales y desarrollo de calculos. Los Aroides son el
principal grupo de R&T donde se presentan niveles elevados de este compuesto
(Opara, 2003).
El tercer grupo de antinutrientes, llamado antivitaminas, incluye a la enzima oxidasa
del acido ascérbico, a las catequinas y a los taninos, entre otros compuestos. Ademas
de su actividad antinutritiva, los taninos pueden reducir la palatabilidad de los

alimentos por la astringencia asociada con su interaccion con las proteinas salivales
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(Dini y col., 2012). Opara (2003) informd que entre las R&T mas conocidas, los yams o

flames contienen estos compuestos en cantidades considerables.

4. Generalidades sobre la poscosecha de R&T

Como se sefiald anteriormente, a excepcidn de la papa y algunas otras especies, las
raices y tubérculos se cultivan en zonas mas cdlidas y tienen un periodo de crecimiento
relativamente largo. Son fuentes de carbohidratos en la ingesta; constituyen drganos
de almacenamiento y por ello, en general, presentan baja tasa respiratoria (Mugridge y
col., 2012).

Sin embargo, ciertas R&T son productos muy perecederos y, en consecuencia, las
pérdidas poscosecha pueden ser considerables; por lo tanto requieren técnicas
especializadas de manipulaciéon, almacenamiento y conservacién, para reducir al
minimo las pérdidas, prolongar la duracidn de los productos y mantener su calidad.

La promocién de tecnologias mejoradas de conservacidn y procesamiento se respalda
en la capacitacién para la manipulaciéon poscosecha correcta, la gestién de calidad, el
acopio y la comercializacién, que resultan ser elementos basicos requeridos por los
procesadores.

Es sabido que las frutas y hortalizas (incluyendo a las raices comestibles, entre estas
ultimas) son érganos vegetales cuyo contenido en agua varia entre 65-95% y cuyos
procesos metabdlicos continlan activos después de la recoleccidn. Su vida poscosecha
depende del ritmo de consumo de sus reservas almacenadas y de la velocidad con que
se produce la pérdida de agua.

Las pérdidas causadas por los procesos fisioldgicos normales se intensifican cuando se
dan condiciones que aceleran el deterioro natural. Cuando el producto se expone a
temperaturas extremas, a modificaciones inapropiadas de la composicién de la
atmadsfera y/o a contaminacion, sufre un deterioro fisiolégico acelerado, que puede
causar la produccidn de sabores desagradables, la detencién del proceso de desarrollo
u otras modificaciones de los procesos vitales, y puede dejar de ser apto para el
consumo.

La manipulacién descuidada del producto fresco es causa de dafios internos que
aceleran el deterioro o bien ocasiona lesiones en las estructuras y tejidos de

proteccion, que aumentan rapidamente la pérdida de agua. Dichas lesiones también
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propician el ingreso de microorganismos patdgenos causantes de diversas
enfermedades.

No existe practicamente informacidn sistematizada referida a cuales serian las mejores
condiciones de conservacién poscosecha para las raices de Pachyrhizus ahipa (ahipa)
en particular. Actualmente se trata de un cultivo producido a escala muy reducida en
nuestro pais y para, eventualmente, ampliar su distribucidon hacia zonas mds alejadas
de los centros de produccidn (circunscriptos principalmente a las provincias de Jujuy y
Salta) resulta critica a nivel comercial la falta de canales fluidos de distribucion.

Es factible que el consumo y el cultivo de esta especie como fuente de materias primas
se vean favorecidos si hubiera un mayor numero de opciones de utilizacién vy
obtencién de productos de transformacién, que permitirian su uso mas difundido
como alimento.

Para aportar soluciones a este problema e incrementar con ellas la demanda y las
opciones de comercializacién se han propuesto métodos de conservacién de las raices
en poscosecha, de bajo costo, que permitan almacenarlas durante periodos mas
prolongados.

De acuerdo a sus requerimientos térmicos poscosecha, las raices de ahipa se clasifican
como sensibles al dafio por frio, junto con batata (lpomoea batatas), cara (Dioscorea
alata L.), mandioca (Manihot esculenta), jengibre (Zingiber officinale), taro (Colocasia

esculenta), entre otras especies (Mugridge y col., 2012).

5. Tratamientos fisicos de poscosecha

Entre las tecnologias poscosecha disponibles para prolongar la vida util y reducir los
efectos del dafio en productos vegetales es importante destacar el beneficio de los
llamados tratamientos fisicos, considerados tecnologias limpias. Estos tratamientos
implican la reduccién del uso de aditivos y preservantes quimicos en los alimentos,
evitando algun efecto residual y/o secundario.

Dentro de los métodos fisicos, se encuentran incluidos los tratamientos térmicos; este
tipo de tratamientos implica el empleo de temperaturas mas bajas y tiempos mas
reducidos que en el caso de los tratamientos tradicionales de escaldado,

pasteurizacion, coccién o esterilizacién utilizados en otros tipos de alimentos (Hoover,
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1997). Ello es debido a la necesidad de no alterar la calidad sensorial y nutricional de
los productos frescos.

De esta forma se han desarrollado para productos hortofruticolas tratamientos
térmicos que, en un principio, se clasificaron en cortos (hasta 60 minutos en agua a 45-
60°C) o largos (12 horas a 4 dias en aire a 38-46°C) (Schirra y col., 2000). Asi, diversos
autores han informado tratamientos en citricos por inmersiéon en agua caliente (44 a
50°C) durante un periodo corto de tiempo (1 a 4 minutos) (Smilanick y col., 2006) o
mediante la técnica conocida como curado, tratando los productos en cdmara con aire
a temperaturas de 35-40°C y humedad relativa del 90%, durante 2 6 3 dias (Stange y
Eckert, 1994; Lanza, 1997; Torres y col., 2002) obteniendo buenos controles inclusive
con 24 horas de curado o menos (Stange y Eckert, 1994; Lanza, 1997, Meier y col.,
2004ay b).

El mecanismo mediante el cual un tratamiento térmico induce cambios fisioldgicos en
los tejidos, tales como la inhibicion de las enzimas que degradan las paredes celulares,
estaria asociado a modificaciones en la expresidén de genes y en la sintesis de proteinas
(Lurie, 1998). Por accién de las altas temperaturas el acido ribonucleico mensajero
(mRNA) de los genes involucrados en ciertos procesos normales del crecimiento y
desarrollo desaparece, mientras que se acumula el relacionado a la sintesis de
proteinas de estrés térmico (PET) (Mugridge y col., 2012).

Una de las respuestas inmediatas a temperaturas por encima de 35 °C es la disociacién
y reorganizacion de polirribosomas existentes, originando estructuras que traducen
preferencialmente el mMRNA que codifica para la sintesis de PET. Este proceso forma
parte de las respuestas de los organismos al estrés térmico (Lurie, 1998).

Se ha mencionado que los tratamientos térmicos estimulan los mecanismos de
defensa del propio producto a la colonizacion e infeccion por parte de
microorganismos. El tratamiento es capaz de activar en los tejidos la biosintesis de
lignina, asi como de diferentes sustancias enddgenas (fitoalexinas) que inhiben el
desarrollo fungico (Tuset y col., 1997).

Por lo tanto, el fundamento de utilizar los tratamientos térmicos reside en someter a
los tejidos vegetales a un estrés controlado que los preparard o acondicionara para

tolerar otros tipos de estrés.
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Otro tipo de tratamiento fisico utilizado es la aplicacion de radiacién ultravioleta (UV).
Dicha radiacidon corresponde a una parte de la regiéon no ionizante del espectro
electromagnético. Se la divide tradicionalmente en tres rangos de longitud de onda:
UV-C (200-280 nm), que es extremadamente nociva para los organismos, pero no
relevante bajo condiciones naturales de irradiacién solar; UV-B (280-320 nm), de
interés particular debido a que puede inducir diversos efectos de daio en las plantas; y
UV-A (320-400 nm), que es la porcién menos peligrosa de la radiacion UV (Holldsy,
2002).

Se ha informado que la radiacion UV-C afecta varios procesos fisiologicos en tejidos
vegetales, y que mas relevante aun es el hecho de ocasionar dafios en el acido
desoxirribonucleico (ADN) microbiano (Allende y Artés, 2003). Por ello, la radiacién UV
ha sido empleada principalmente debido a sus efectos germicidas, induciendo
modificaciones en diversas biomoléculas. Tanto las regiones UV-B como UV-C pueden
generar una multitud de fotoproductos derivados del ADN, capaces de producir
mutaciones durante la replicacién (Hollésy, 2002). La radiacién UV-C es usada
principalmente como un tratamiento de superficie debido a que penetra sélo 50-300
nm dentro de los tejidos (Maharaj y col., 1999).

Asimismo, esta radiacion afecta a las proteinas y a los fosfo- y glicolipidos, que son los
principales componentes de las membranas celulares. Los lipidos contienen acidos
grasos insaturados que pueden ser destruidos por la radiacién UV en presencia de
oxigeno (Holldsy, 2002).

Por otra parte, diversos estudios han sefialado que la luz UV-C es un estimulo a la
sintesis y acumulacion de fitoalexinas. Estos compuestos estan asociados con la
resistencia a enfermedades en muchas especies vegetales (Langcake y Pryce, 1977;
Bridge y Klarman, 1973).

Como se ha sefialado, la radiacién UV-C es generalmente perjudicial para los tejidos
vegetales. Sin embargo, a dosis bajas puede producir efectos provechosos. Este
fenédmeno es conocido como hormesis (estimulacién de respuestas positivas mediante
niveles bajos o controlados de factores de estrés) (Calabrese y col., 1987) y constituye
el fundamento de la aplicacién de radiacion UV-C como tratamiento fisico

postcosecha.

20



Capitulo 1. Caracterizacion de las raices de Pachyrhizus ahipa

OBIJETIVOS
Los objetivos planteados para este capitulo son los siguientes:

1. Analizar la composicién quimica de las raices de Pachyrhizus ahipa, cuantificando los
componentes mayoritarios (humedad, cenizas, lipidos totales, proteina cruda, fibra,
almidoén) y aquellos compuestos minoritarios que guardan relevancia nutricional.

2. Analizar los principales procesos fisioldgicos (actividad respiratoria, brotado,
actividad de la enzima a-amilasa) relacionados con la degradacion del almiddn,
principal compuesto de reserva de las raices.

3. Evaluar la incidencia de distintas temperaturas de almacenamiento y de la aplicaciéon
de tecnologias limpias (tratamientos térmicos moderados, irradiacion UV-C) sobre
atributos de calidad tales como la textura y el color interno de las raices y sobre el
desarrollo de hongos.

4. Comparar la composicién quimica (andlisis proximal, elementos minerales,

antinutrientes) de raices de ahipa pertenecientes a distintas accesiones.

Para un mejor ordenamiento, el presente Capitulo se ha dividido en tres secciones:
Seccién 1. Composicidon quimica de raices de Pachyrhizus ahipa pertenecientes a la
denominada “accesién Local”.

Seccién 2. Poscosecha de raices de Pachyrhizus ahipa.

Seccién 3. Composicion quimica y propiedades funcionales de raices pertenecientes a

distintas accesiones de Pachyrhizus ahipa.
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CAPITULO 1. SECCION 1.
Composicion quimica de raices de
Pachyrhizus ahipa pertenecientes a la

accesion Local
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MATERIALES Y METODOS
1. Material vegetal

Se trabajo con plantas de Pachyrhizus ahipa (Wedd.) Parodi cultivadas en la Estacion
Experimental Montecarlo del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA),
ubicada en la provincia de Misiones, Argentina (26° 33" 40,15 LS; 54° 40" 20,06 LO).
Las raices fueron cosechadas en el mes de abril (afios 2009 a 2012 inclusive), cuando se
produjo la senescencia de la parte aérea de las plantas.

Las raices de ahipa se recibieron en el laboratorio del CIDCA (La Plata, Buenos Aires) y
se procesaron inmediatamente. Aquellas que se encontraban dafiadas o con sintomas
y/o signos de enfermedades fueron descartadas. Las raices seleccionadas fueron
lavadas exhaustivamente con agua corriente, removiendo los restos de tierra. A
continuacion se implementd un tratamiento de sanitizaciéon, que consistié en una
inmersién de las raices en una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO, 250 ppm de
cloro activo, 10 min). Finalmente las raices se dejaron secar a temperatura ambiente.
Las determinaciones quimicas se realizaron primeramente sobre raices de ahipa
pertenecientes a la denominada “accesion Local” (Figura 1.1). Este material proviene
en su origen de semillas recolectadas en la Localidad Perico (Jujuy), suministradas en el
afo 2004 por el Dr. Alfredo Grau al Ing. Hugo Fassola de la EEA Montecarlo INTA. En la
mencionada Estacion se lleva a cabo la evaluacion de este material en base a sus
caracteristicas agrondmicas, realizandose anualmente la multiplicacion del mismo.
Este material estuvo disponible para su evaluacidn en el CIDCA a partir del aifio 2007.
En una segunda etapa (2010-2012), se procedid a analizar la composicidon quimica de
raices de ahipa pertenecientes a otras accesiones, las cuales provenian en su origen
del IRNAS-CSIC (Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia - Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas, Sevilla, Espafia) provistas por el Dr Eduardo Leidi. Dichas
accesiones fueron designadas en la EEA Montecarlo de la siguiente manera: IRNAS 4, 5,
9y 11, y alli se procedio a su evaluacién y multiplicacion.

Con fines comparativos, las mismas determinaciones llevadas a cabo en raices de ahipa
se realizaron también en raices de mandioca “cultivar Pomberi” cultivadas en Colonia
Guatambu en la zona de influencia de la EEA Montecarlo; el material correspondia a

raices de un ano (Figura 1.2).

23



Capitulo 1. Caracterizacion de las raices de Pachyrhizus ahipa

Figura 1.1. Raices de Pachyrhizus ahipa (ahipa) provenientes de la EEA Montecarlo-

INTA (Misiones, Argentina). a) raiz sin pelar (entera) b) raiz pelada (sin cascara)
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Figura 1.2. Raices de Manihot esculenta provenientes de la EEA Montecarlo-INTA

(Misiones, Argentina). a) raiz sin pelar (entera) b) raiz pelada (sin cascara)

2. Analisis quimicos

Las raices de ahipa acondicionadas como se describié anteriormente fueron cortadas
en rebanadas y secadas en estufa a 60°C, hasta alcanzar peso constante. Las muestras
deshidratadas fueron finamente molidas y conservadas en frascos herméticamente
cerrados hasta el momento de su analisis. Al material asi tratado (estabilizado) se lo

denominara de aqui en mas “raices parcialmente deshidratadas”.

2.1 Contenido de materia seca

Se cuantificé el contenido de materia seca y humedad residual, siguiendo el método de
referencia (AOAC, 1990). Las muestras (2,0 g) fueron sometidas a deshidratacién en
estufa (San Jor H701P, Argentina) a 105°C hasta alcanzar peso constante. Luego, se
dejaron enfriar en un desecador y se pesaron. Los resultados finales se expresaron

como porcentaje (%) en relacidn al peso inicial de la muestra.

2.2 Determinacion de cenizas totales
Las muestras (2 g) parcialmente deshidratadas de raices de ahipa se colocaron en

crisoles tarados, previamente incinerados (900°C). Luego fueron pesadas en balanza
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analitica y se carbonizaron lentamente a la llama de un mechero Bunsen, segun el
método de referencia (AOAC, 1990). Posteriormente se llevaron a una mufla (Indef
331, Cérdoba, Argentina) a 550°C durante aproximadamente 5 horas, hasta obtencién
de cenizas blancas. Los crisoles conteniendo las cenizas se pesaron. Se calculd el

porcentaje (%) de cenizas totales.

2.3 Cuantificacién de sodio, potasio, calcio, hierro y magnesio

Las determinaciones respectivas fueron llevadas a cabo en el CINDEFI (Centro de
Investigacion y Desarrollo en Fermentaciones Industriales, Facultad de Ciencias Exactas
UNLP — CONICET La Plata). Muestras de cenizas (0,03-0,05 g) se pesaron en una
balanza analitica y se disolvieron en una solucion de acido nitrico (HNOs) al 50% v/v.
Para la determinacién del contenido de calcio, a las muestras disueltas (concentracidn
final de 0,5% v/v) se les agregd éxido de lantano (5% p/v) para evitar interferencias de
radiacion. Los analisis de hierro (A = 248,3 nm), calcio (A = 422,7 nm) y magnesio (A =
285,2 nm) fueron realizados mediante espectroscopia de absorcién atémica y la
cuantificacién de sodio (A = 589,0 nm) y potasio (A = 766,5 nm) por espectroscopia de
emisién atdmica. Las mediciones se efectuaron en un espectrofotémetro Shimadzu
AA-6650 (Japdn). Los resultados finales se expresaron como mg/100g de raices

parcialmente deshidratadas.

2.4  Determinacion del contenido de fosforo

La cuantificacion de fésforo se realizd por el método espectrofotométrico 965.17
(AOAC, 1990). La misma se llevd a cabo por cuadruplicado, utilizando el complejo
vanado-molibdato como reactivo. Los resultados finales se expresaron como mg/100g

de raices parcialmente deshidratadas.

2.5  Extraccion y cuantificacion de lipidos totales

Para la determinaciéon del contenido de lipidos, las muestras de ahipa (raices
parcialmente deshidratadas) se pesaron (12 g) por duplicado y se colocaron en
cartuchos realizados con papel de filtro. Los mismos se dispusieron en un equipo
Soxhlet durante 2 horas (aproximadamente siete ciclos de extraccidn). El solvente

empleado fue n-hexano. Se pesaron los balones conteniendo los residuos sdlidos
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(grasa cruda), después de la recuperacién del solvente y posterior evaporacion del

mismo. Los resultados se expresaron como porcentaje (%).

2.6 Cuantificacion de proteina cruda

Se determind el contenido de proteinas presente mediante el método de Kjeldahl. Este
método cuantifica el nitrégeno total, proveniente principalmente de las proteinas y
otras fuentes de nitrédgeno no proteico (acidos nucleicos, por ejemplo) y mediante un
factor de conversién se estima la cantidad de las mismas presentes en la muestra.

Se colocaron 0,8 g de la muestra en tubos de vidrio del digestor A-435 K Bichi (Flawil,
Suiza). Se agregaron aproximadamente 10 g de la mezcla catalizadora formada por
sulfato cuprico y sulfato de sodio (1:10), junto con 15 mL de H,SO,4 concentrado. El
proceso de digestién comenzé con un calentamiento suave elevando luego la
temperatura hasta que no se observaron particulas carbonosas sin oxidar; una vez
finalizado el proceso, el liquido quedd translicido, considerdndose asi que se completd
la digestion de la materia orgdnica. La solucidn resultante se dejé enfriar para luego
comenzar la destilacidn de cada tubo.

En el Erlenmeyer sobre el cual se recogié el NH; destilado, se colocaron 50 mL de
solucion de H3BOs al 4% p/v y 5 gotas del indicador Mortimer (cuya composicion es 20
mg rojo metilo + 100 mg de verde de bromocresol + 100 mL etanol) que presenta un
viraje a pH cercano a 5,0 (que es el pH del acido bdrico al 4-5%). El indicador es rojo a
dicho pH y se vuelve azul cuando se le agrega NHs que alcaliniza el medio.

El tubo con el digerido se colocd en el destilador K-350 Bichi (Flawil, Suiza) y se
adiciond solucion de NaOH al 32% p/v para neutralizar el H,SO; mas un exceso (el
volumen de NaOH 32% debe neutralizar los 15 mL de H,SO4 concentrado y ademas
adicionar 5 mL en exceso para alcalinizar la muestra), para que el medio se torne
fuertemente alcalino (aparicidn de un color pardo oscuro).

Se realizé la destilacion (250 mL) hasta que el color de la solucién de H3BOs vird al
verde-azulado. El destilado recogido se titulé con una solucion de H,SO,4 valorada hasta
que el color del mismo vird nuevamente al rojo claro.

Se realizdé un ensayo en blanco para descartar el nitrogeno que podrian aportar los

reactivos.
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A partir de los datos obtenidos se calculd el contenido de proteinas, expresado en

porcentaje (% p/p), a partir de la siguiente ecuacion:

— B3 * * 16
(Vmuestra Vblanco) NH e 0,014 *factordeconversién

Proteina(%p/p)= 2 4 100  [1.1]
pesodelamuestrdg)

Donde:

Vimuestra = Volumen de acido sulfurico gastado para valorar la muestra (mL),

Vbianco = Volumen de acido sulfurico gastado para valorar el blanco (mL),

0,014 = peso de un miliequivalente de nitrégeno,

Factor de conversion = 6,25.

El factor de conversidon depende de la muestra que se analiza. En los alimentos en
general, como consecuencia de la estructura a base de aminodcidos individuales, el
contenido en nitrégeno de las proteinas varia sélo entre unos limites muy estrechos
(15 a 18%; en promedio 16%). Es decir que en 100 g de proteina promedio hay 16 g de
nitrégeno (N;), entonces 1 g de nitrégeno corresponderd a 6,25 g de proteina.

Los resultados se expresaron como porcentaje (%).

2.7  Cuantificacion de fibra detergente acido

Esta determinacidén se llevd a cabo a partir de 1,0 g de raices de ahipa, por duplicado.
La cuantificacién fue realizada por el sistema de detergentes de Van Soest (Robertson
y Van Soest, 1981), siguiendo el método 973.18c (AOAC, 1990). Las muestras se
trataron durante 1 hora a ebullicidon con una solucidon conteniendo bromuro de
cetiltrimetilamonio en H,SO; 1 N. El residuo obtenido luego de filtrar al vacio se
cuantificé gravimétricamente. La fraccion fibra detergente acido (FDA) corresponderia
a los componentes menos digeribles de la muestra, incluyendo lignina, celulosa, silice y

formas insolubles de nitrégeno. Los resultados se expresaron como porcentaje (%).

2.8  Contenido de carbohidratos totales
El contenido de carbohidratos totales se calculd por diferencia, después de la
cuantificacion de los otros componentes del andlisis centesimal (cenizas, proteinas y

lipidos totales). Este valor se corresponde con el contenido de azucares solubles,
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almidéon y carbohidratos estructurales (celulosas, hemicelulosas), tomados

conjuntamente. Los resultados se expresaron como porcentaje (%).

2.9 Contenido de almidodn total

Se determiné a partir de 0,10-0,15 g de muestra, empleando el kit enzimatico K-TSTA
05/06 (Megazyme®©, Irlanda). EIl método consiste en la conversién de almidén a
glucosa y la determinacidn colorimétrica de ésta mediante una reaccién enzimatica
especifica acoplada a un sistema cromégeno (4-amino antipirina). Se empled una
solucion patrén de D-glucosa (1,0 mg mL") con 0,2% (p/v) de &cido benzoico. Las
lecturas de absorbancia se realizaron a 510 nm en un espectrofotémetro Shimadzu UV

mini 1240 UV-VIS (Japdn). Los resultados se expresaron en porcentaje (%).

3. Analisis estadistico

Se realizo el correspondiente analisis de varianza mediante el uso del software Systat
(SYSTAT, Inc., Estados Unidos) version 10.0. Las diferencias se compararon mediante el
test de la diferencia minima significativa de Fisher (LSD) usando un nivel de

significacion p=0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION
1. Composicion quimica de las raices de Pachyrhizus ahipa pertenecientes a la
accesion Local
La Tabla 1.1 muestra los resultados del andlisis de macrocomponentes realizado sobre

las raices de ahipa Local.

Tabla 1.1. Macrocomponentes (% p/p) de raices de Pachyrhizus ahipa (ahipa) accesion

Local.
. Cenizas Lipidos Proteina  Fibra detergente Carbohidratos  Almiddn
Materia seca L.
totales totales cruda acido totales total
87,1+0,2 3,50+0,02 0,65+0,04 8,610,3 12,8+0,6 87,2+0,3 37,0+2,7

Nota: Los valores informados corresponden a la media + las desviaciones estandar.

Cuando las raices de ahipa frescas fueron sometidas al proceso de estabilizacién
(levado a cabo a 60°C) perdieron 76,4+0,3% de humedad.

El contenido de agua residual de las raices parcialmente deshidratadas (determinado a
105 °C) fue 12,940,2%.

En cuanto al contenido de materia seca, estos resultados son superiores a los
informados por Noman y col. (2007) para Pachyrhizus erosus L. (82,0+2,2%), papa
(77,310,2%) y batata (68,7+0,1%).

Los niveles de cenizas totales hallados en ahipa Local fueron ligeramente inferiores a
los informados para rizomas de distintas variedades de Canna edulis (5,1-5,7%) pero
superiores a los correspondientes a mandioca (1,9%) (Piyachomkwan y col., 2002). El
contenido de cenizas totales se relaciona directamente con el de los minerales
presentes en la muestra.

En la Tabla 1.2 se observan los valores de los elementos minerales analizados (sodio,
potasio, calcio, magnesio, hierro y fésforo) de las raices de ahipa. El fésforo y el potasio
fueron los minerales mayoritarios en tanto que, por tratarse de un micronutriente, los
tenores mds bajos correspondieron al hierro. Ogbuagu (2008) también hallé que el
potasio fue el principal componente mineral en Dioscorea bulbifera (“potato yam”) y

Dioscorea dumentorum (“bitter yam”).
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Tabla 1.2. Contenido de elementos minerales (mg/100g) en raices de Pachyrhizus

ahipa (accesidn Local) parcialmente deshidratadas.

Sodio Potasio Calcio Magnesio Hierro Fosforo

12+2 77315 21015 64+1 37%2 849+ 92

Nota: Los valores informados corresponden a la media * las desviaciones estandar.

El contenido de lipidos totales de las raices de ahipa (0,65%) fue significativamente
mas elevado que el informado para otras raices y tubérculos (R&T). Afoakwa y Sefa-
Dedeh (2001) hallaron que los valores medios de grasa cruda de distintas lineas de
Dioscorea dumetorum estuvieron comprendidos entre 0,35-0,38%. Los autores
seflalaron que dichos niveles eran considerablemente bajos y similares a los de otras
R&T, tales como papa (0,4 g/100g) y ciertas Araceas comestibles (0,2 g/100 g). Sin
embargo, Padonou y col. (2005) informaron un contenido promedio de lipidos igual a
0,56% (base seca) para raices de mandioca deshidratadas.

En relacion al contenido de proteina cruda, Zanklan y col. (2007) han mencionado que
las especies de Pachyrhizus spp (yam bean) producen relativamente altos niveles de
proteina, de 3 a 5 veces mayores que los de R&T tropicales cominmente cultivados,
tales como mandioca (Manihot esculenta), batata (Ipomoea batatas) y yam o fiame
(Dioscorea spp). Dichos autores han informado un contenido de proteina cruda de
raices de Pachyrhizus ahipa igual a 9,0%, cercano al hallado en el presente estudio
(Tabla 1.1). En un trabajo anterior del grupo de investigacion (Lépez y col., 2010), se
informé un contenido de 6,5 + 0,7% de proteina cruda para las raices enteras de ahipa.
Dado que las determinaciones corresponden a ciclos de cultivo diferentes, las
diferencias en el contenido de proteina cruda pueden ser probablemente atribuidas a
un mejor estado de fertilidad del suelo en el segundo ciclo, entre otros factores.
Forsyth y Shewry (2002) estudiaron las proteinas presentes en raices de Pachyrhizus
ahipa y sefialaron que la fraccidn de proteinas solubles en sales comprendia cerca del
60% del nitrégeno total de las raices, en tanto que los componentes nitrogenados de
baja masa molecular representaban alrededor del 30%. Indicaron también que los
analisis electroforéticos de la fraccion proteica demostraron que ninguno de los

constituyentes presentes en seis accesiones diferentes de Pachyrhizus ahipa se hallaba
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en cantidades suficientemente altas como para sugerir una funcién como proteinas de
almacenamiento. Se concluyé que el rol primario de dichas proteinas estaria
probablemente relacionado a aspectos del metabolismo y desarrollo de las raices,
confiriendo en ciertos casos proteccidn contra plagas y enfermedades.

Se determind, como primera aproximacion a la cuantificacién del contenido de fibra de
la raiz, el nivel de fibra detergente dcido (FDA) presente en muestras de raices de ahipa
(Tabla 1.1). Los resultados hallados fueron significativamente mas elevados que los
informados por Agbor-Egbe y Treche, (1995) para tubérculos de distintas especies de
Dioscorea spp. Los mencionados autores sefialaron valores variables de FDA,
comprendidos entre 2,0% (D. liebrechtaiana) y 5,5% (D. dumetorum).

El contenido de almiddn de las raices de ahipa (Tabla 1.1) resulté comparativamente
mas bajo que el de mandioca y batata referidos a base seca (Opara, 2003).

En relacién a otras R&T tropicales y subtropicales, las raices de ahipa de la accesidn
Local mostraron una composicién quimica mas equilibrada desde el punto de vista
nutricional, realizando un aporte de proteinas, fibra y minerales esenciales tales como
potasio, calcio y hierro, junto con el almidén, uno de los componentes mayoritarios.
Asi, la incorporacion de raices de ahipa Local a la dieta constituiria una alternativa de

interés desde el punto de vista nutricional.
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CAPITULO 1. SECCION 2.

Poscosecha de raices de Pachyrhizus ahipa
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MATERIALES Y METODOS
1. Material vegetal

Se utilizaron raices frescas de ahipa cuya procedencia y forma de acondicionamiento
correspondieron a las descriptas en la Seccién 1 del presente Capitulo.

Las raices seleccionadas, lavadas y desinfectadas se colocaron en el interior de
bandejas ranuradas de plastico (43 cm x 33 cm x 10 cm) y posteriormente fueron
cubiertas con film PY8® (Figura 1.3). La pelicula PY8® es una poliolefina multiperforada
(~ 3% de la superficie total perforada), su espesor es 15 um y su velocidad de

transferencia de vapor de agua es 300 g m™ dia™.

Ahipa Local

Figura 1.3. Bandeja conteniendo raices de Pachyrhizus ahipa (ahipa) envasadas con

pelicula PY8®.

2. Poscosecha de raices de Pachyrhizus ahipa

2.1 Parametros fisioldgicos asociados a la degradacidn de las reservas de almidon
2.1.1 Actividad respiratoria

El deterioro de un producto vegetal es proporcional a la actividad respiratoria. Se
determind la misma en raices de ahipa de peso y volumen conocidos que se ubicaron
en el interior de frascos de vidrio herméticamente cerrados de 2 L de capacidad. El CO,
acumulado se midié usando un sensor Compuflow 8650 Indoor Air Quality Meter

(Estados Unidos) incorporado dentro del frasco (Figura 1.4). Se graficé la concentracién
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de CO;, en funcion del tiempo. A partir de la pendiente de la linea, se calculd la

produccién de CO, expresada en mL kg'1 h.

Figura 1.4. Sensor Compuflow 8650 Indoor Air Quality Meter empleado en la medicién

de la actividad respiratoria de raices de Pachyrhizus ahipa (ahipa).

2.1.2 Brotado
Este parametro fisioldgico fue determinado observando la aparicién de brotes y
realizando el correspondiente recuento (nimero de raices brotadas). Los

resultados se expresaron como porcentaje (%) de raices brotadas.

2.1.3 Contenido de almiddn
Se determind a partir de 0,10-0,15 g de muestra, empleando el kit enzimatico K-
TSTA 05/06 (Megazyme®©, Irlanda). El método empleado se detalld en la seccidn

anterior del presente Capitulo. Los resultados se expresaron en porcentaje (%).
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2.1.4 Actividad a-amilasa

Se midié empleando el kit enzimatico Ceralpha (K-CERA 08/05 Megazyme©, Irlanda),
que utiliza como sustrato el reactivo p-nitrofenil maltoheptadsido con su extremo no
reductor bloqueado, en presencia de exceso de a-glucosidasa termoestable que
genera glucosa y p-nitrofenol (Figura 1.5). Una vez que se detuvo la reaccién mediante
el agregado de una solucién de hidréxido de potasio de baja concentracién, se midio la
absorbancia a 400 nm. Los resultados se expresaron como Unidades Ceralpha g de

muestra.

BN W e W S Wew

p nitrofenil maltoheptadsido con
gxtremo reductor blogueado

J-amilasa

° 0 OH + HO NO
n m

g-glucosidasa

A ——— —

HU‘@'NUZ

p hitrofenal

Y

glucosa :
I base débil

Fin de la reaccidn
Besarrallo de color amarillo

Figura 1.5. Fundamento del método enzimatico para determinar la actividad a-

amilasa.
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2.2 Almacenamiento de raices de Pachyrhizus ahipa a diferentes temperaturas

Las raices de ahipa acondicionadas como se describié anteriormente se almacenaron a
distintas temperaturas: 4, 10 y 25°C. En base a la inspeccion visual de las muestras y
teniendo en cuenta principalmente el desarrollo de dafos (basicamente la incidencia
de microorganismos) se determind la vida util de las raices bajo las condiciones

ensayadas, seleccionando la temperatura mas adecuada de conservacién.

2.3  Tratamientos fisicos poscosecha

Con el fin de evaluar la incidencia de distintos tratamientos fisicos sobre aspectos de la
calidad de las raices de ahipa, algunas muestras fueron sometidas a un tratamiento
térmico (HS, heat shock) y otras se irradiaron con UV-C.

Para la aplicacion del tratamiento térmico, el producto fue calentado en estufa a 60°C
durante 35 minutos. Una vez retiradas de la estufa, las raices se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y se envasaron.

En el caso del tratamiento UV-C, ambas caras de las raices fueron expuestas a la
radiacion (longitud de onda de 254 nm) bajo cuatro lamparas UV-C (TUV G30T8, 30W,
Philips, Estados Unidos), a una dosis de 15 ki m™. La intensidad de flujo de las lamparas
se midid con un radidmetro (Cole-Parmer Instrument Company, Vernon Hills, IL,
Estados Unidos). En la Figura 1.6 se muestra la aplicacidn del tratamiento UV-C a raices
de ahipa.

En ambos casos, después de la aplicacion del tratamiento, 25 raices fueron envasadas
tal como se indicé anteriormente (Figura 1.3).

Las bandejas fueron almacenadas en estufa a 25°C, con humedad relativa variable
(60% en promedio) durante 4 meses. Para cada tratamiento se utilizaron tres
bandejas. Como control se almacenaron, en iguales condiciones, el mismo nimero de

bandejas conteniendo raices de Pachyrhizus ahipa sin ningun tratamiento.

En resumen, los tratamientos ensayados fueron:
a) control (raices lavadas con agua corriente);
b) raices lavadas y tratadas térmicamente en estufa (60 °C) durante 35 minutos;

¢) raices lavadas e irradiadas con UV-C (15 ki/m?).
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Raices de ahipa

]
4

Raices de ahipa

A

Ldmparas UV-C

Figura 1.6. Modo de aplicacion de los tratamientos UV-C en raices de Pachyrhizus

ahipa.

2.4  Atributos de calidad en raices almacenadas
2.4.1 Color
La apariencia es muchas veces el Unico atributo en el cual basamos la decisidon de

compra o consumo de un producto. Una de las caracteristicas de este atributo es el
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color, ya que el deterioro de un alimento es frecuentemente acompafiado por cambios
en el mismo.

Los atributos de la sensacion visual son el color, la luminosidad y la saturacidn, los
cuales se correlacionan con la longitud de onda, la luminancia y la pureza colorimétrica
respectivamente.

Se caracterizé el color de las raices empleando un colorimetro Konica Minolta CR-400
(Osaka, Japdn) calibrado con una placa blanca estandar (Y = 93,2, x = 0,3133, y =
0,3192), utilizando el iluminante C. Se registraron las coordenadas de luminosidad L*,
a* y b* de la escala CIE (Figura 1.7). En este sistema el parametro a*, representa la
variacion rojo-verde, tomando valores positivos para el primero y negativos para el
segundo, ya que el centro de coordenadas coincide con el blanco de referencia o con
el iluminante. El pardmetro b*, representa la variacion amarillo-azul, siendo positivo
para el primero y negativo para el segundo. Aquellos casos en los que a* = b* = 0 son
acromaticos y corresponden al color gris. El parametro L* de luminosidad se asocia al

brillo de la muestra y varia entre 0 para el negro mate a 100 para el blanco.

Espacio de color CIE L*a*b*

Eje de Luminosidad
L

Eje Rojo-Verde
fa*)
I IEm
Eje Amarillo-Azul
{b¥
[ ©

Figura 1.7. Parametros de color superficial: luminosidad L* y de cromaticidad a* y b*.

A partir de estos parametros se calcularon los valores de hue (h°) y de Chroma (C*) con
las ecuaciones 1.2 y 1.3, respectivamente. La diferencia de color (AE) se calculé con
respecto a los parametros mencionados (L*, a* y b*) medidos en las raices al inicio del

almacenamiento utilizando la ecuacion 1.4.
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h°=arctan{b—:j [1.2]
da

C* =/|la** +b** [1.3]
AE=((a*-a0*) + (b *-bo*J +(L*-Lo*}) [1.4]

Donde los valores ag*, bo* y Lo* son los parametros a*, b* y L* respectivamente,
medidos al inicio del almacenamiento.

Las medidas de color se llevaron a cabo mediante la aplicacién directa del cabezal de
lectura del colorimetro en la seccién de corte a nivel ecuatorial de al menos quince

raices diferentes, para cada tratamiento y punto de muestreo (Figura 1.8).

Raices de ahipa
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Figura 1.8. Raices de Pachyrhizus ahipa (ahipa) cortadas transversalmente para la

medicion de color y colorimetro Konica Minolta CR-400.

2.4.2 Textura

La firmeza de los productos vegetales se cuantifica, generalmente, como la fuerza
maxima producida durante la compresidon de la muestra, ya que éste es uno de los
parametros que mejor se refieren a la percepcién de la textura durante la masticacion.
En la Figura 1.9 se ejemplifica el patrén mecdnico de una muestra en un ensayo tipico

de analisis de perfil de textura o en inglés Texture Profile Analysis (TPA).

Primer ciclo Segunido ciclo
o —il} s o

FII'IEH

Fuerza —jpe-

Tiempo ——

Figura 1.9. Patron mecdnico de una muestra en un ensayo tipico de analisis de perfil
de textura (TPA). Fuente: Lopez, 2011.
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A partir de los patrones mecdnicos observados en las muestras durante los ensayos
correspondientes y empleando el programa Texture Expert para Windows (v.1.2), se
calcularon los siguientes parametros (Andrés y col., 2006):

Dureza (N): corresponde a la fuerza maxima en el primer pico, relacionada con la
resistencia a la compresion.

Elasticidad (adimensional): se determina como el cociente entre L2 y L1 (Figura 1.9); es
la capacidad de la muestra para recuperar su forma original y esta relacionada con la
altura que el material recupera entre el final de la primera compresién y el comienzo
de la segunda.

Cohesividad (adimensional): es el cociente entre las dreas del pico positivo del segundo
ciclo de compresidn respecto al primero, [(A2 + A5)/(A1 + A4)]; indica el trabajo
necesario para vencer las fuerzas internas del material.

Gomosidad (N): es el producto de la dureza por la cohesividad.

Adhesividad (N mm): es el area del pico negativo (A3), si existiere.

Masticabilidad (N): es el producto de la gomosidad por la elasticidad.

Resiliencia (adimensional): es el cociente entre las areas del primer pico (A4/A1). Esta
magnitud cuantifica la cantidad de energia por unidad de volumen que almacena un

material al deformarse eldsticamente debido a una tensién aplicada.

Para llevar a cabo el anadlisis de perfil de textura de las raices de ahipa se utilizaron
muestras cilindricas (2,5 cm de altura y 1,7 cm de didmetro) cortadas desde el centro
de las raices, que se comprimieron 4 mm entre dos superficies planas utilizando un
texturometro TAXT2i (Stable Micro Systems Ltd., Godalming, Surrey, Reino Unido)
(Figura 1.10). Se utilizé una celda de carga de 25 kg. La sonda, una placa de aluminio de
75 mm de diametro, fue operada en el modo compresidn a una velocidad constante de

1,0 mms ™.
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> @o TP
«r 0‘ Ensayo de textura (TPA)

Figura 1.10. Muestras de raices de Pachyrhizus ahipa (ahipa) analizadas en el

texturometro TAXT2i.

2.5 Anadlisis de la poblacion fungica predominante

Durante la conservacion de raices de ahipa se analizé la poblacién fungica presente en
las mismas y su evolucion durante el almacenamiento a 4, 10 6 25°C. Llas
determinaciones fueron llevadas a cabo en el CIDEFI (Centro de Investigaciones de
Fitopatologia) de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de la Universidad
Nacional de La Plata.

Para ello, se cortaron las raices en trozos pequenos, se desinfectaron en solucién de
hipoclorito de sodio (NaClO) al 10% durante 3 minutos, se lavaron en agua destilada
estéril y se sembraron en cajas de Petri con agar papa glucosado (APG) al 2%. La
incubacién se efectué en estufa a 25°C, hasta observar la presencia de colonias
fungicas o bacterianas (entre 5 y 7 dias). De cada tratamiento se realizaron 5
repeticiones de 5 cajas, con 5 trocitos cada una (125 trozos por tratamiento).

La cuantificacion e identificacion de la micoflora presente se realiz6 mediante el

estudio de los caracteres morfobiométricos, el andlisis de las caracteristicas de las
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colonias en APG y de las estructuras conidiales, siguiendo la bibliografia de referencia
(Booth, 1971; Ellis, 1971; Ellis, 1976; Nelson y col., 1983; Sivanesan, 1987; Barnett y
Hunter, 1998). La incidencia del género predominante fue estimada como porcentaje

del total de aislados.

3. Analisis estadistico

Se realizo el correspondiente analisis de varianza mediante el uso del software Systat
(SYSTAT, Inc., Estados Unidos) version 10.0. Las diferencias se compararon mediante el
test de la diferencia minima significativa de Fisher (LSD) usando un nivel de

significacion p=0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION
1. Conservacidn de las raices de ahipa a distintas temperaturas

Las raices almacenadas a 25°C fueron las que mostraron mayor vida atil. Como se
puede observar en la Figura 1.11 las raices conservadas a 4 y 10°C presentaron dafio
por frio, que se manifestd principalmente como una mayor susceptibilidad al ataque

fungico después de 30 dias de almacenamiento.

Raices al inicio del almacenamiento Raices con signos y sintomas de ataque

fungico durante el almacenamiento

refrigerado

Figura 1.11. Deterioro de raices de Pachyrhizus ahipa (ahipa) almacenadas durante 30

dias en condiciones de refrigeracion.

2. Parametros fisiolégicos asociados a la degradacion de las reservas de almidon
2.1  Actividad respiratoria

La respiracién consiste en la degradacion oxidativa de componentes organicos
relativamente complejos, para producir didéxido de carbono, agua y energia. Las
principales consecuencias de una actividad respiratoria elevada son la aceleraciéon de la
senescencia, la disminucion del valor alimenticio, la pérdida del peso seco de venta, la
produccién de calor, con el consiguiente aumento de temperatura, y una conservaciéon
deficiente del producto.

La temperatura es el principal factor que afecta la calidad general de los productos
horticolas. Cuando la misma se incrementa desde 0 a 10°C, la tasa respiratoria
aumenta sustancialmente (Watada y col., 1996).

De acuerdo con Ravi y Aked (1996), para cultivos de R&T luego de la cosecha y durante
el almacenamiento subsiguiente han sido sefialados tres desérdenes fisioldgicos
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relevantes: incremento de la actividad respiratoria asociado con la pérdida de agua y
carbohidratos, la ruptura de la dormancia y el dafio inducido por bajas temperaturas.
Para raices maduras de jicama (Pachyrhizus erosus) se han informado los valores de la
tasa respiratoria medida a distintas temperaturas de conservacion, estando dichos
valores comprendidos entre 2-4; 5-6; 5-10; 2-4 y 3-4 mL de CO, kg'1 ht para raices
mantenidas a 0, 5, 10, 12,5 y 20°C respectivamente (Cantwell, 2000). Para esta
especie, en la respiracién medida a 5y 10°C se observd un incremento, mientras que la
misma se redujo a temperaturas superiores a 10°C.

En el caso de batatas, se ha sefialado que una actividad respiratoria elevada contribuyd
a la pérdida de peso y a alteraciones de los tejidos, tanto a nivel interno como externo
(Raviy Aked, 1996).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis, mostraron que la actividad
respiratoria de raices de ahipa medida a temperatura ambiente (20°C) fue 25+5 mL
CO, kg™ h™. Picha (1986) informé que la tasa respiratoria de batatas recién cosechadas
correspondié a 27 mL de CO, kg'1 h™, similar al valor hallado en ahipa. Mediciones de
la actividad respiratoria llevadas a cabo por Coursey y Rusell (1969) en tubérculos de
Dioscorea rotundata, tanto sanos como afectados por decaimiento, mostraron que la
misma varié entre 5y 20 mL de CO, kg'1 ht para tubérculos sanos, dependiendo de la
edad y el estado de dormicién, mientras que en tubérculos dafiados, la actividad
respiratoria se incrementd por encima de 35 mL CO, kg'1 h™'. Teniendo en cuenta que
en ciertas regiones tropicales y subtropicales los aroides comestibles son cultivados y
consumidos en cantidades relevantes, Ravi y Aked (1996) han sefialado que no existe
demasiada informacion disponible sobre la actividad respiratoria de dichos productos
durante la cosecha y el almacenamiento. Passam (1982) informé que en cormos de
taro y tannia o malanga (Xanthosoma sagittifolium), las tasas respiratorias fueron 22+5
y 41+11 mL CO, kg'1 h'a27°C y 32°C, respectivamente.

En las raices de ahipa empleadas en los presentes ensayos se observé que la aplicacion
del tratamiento térmico incrementd 2,4 veces la actividad respiratoria inicial (p<0,05)
de forma inmediata, y que la produccién de CO, se retrotrajo a los valores de partida

luego de 24 horas de aplicado el tratamiento.
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La irradiacion UV-C también ocasiond un incremento significativo en la actividad
respiratoria de las raices (1,7 veces con respecto al control), en forma inmediata al

tratamiento.

2.2  Brotado

Las raices de ahipa, como otras raices tuberosas, tienen un periodo natural de
inactividad luego del cual comienzan a brotar. Este periodo varia segun el tipo de
cultivo, la especie y las condiciones de almacenamiento. Asi, las raices de fiame
(Dioscorea spp.) pueden almacenarse a temperaturas entre 25 y 35°C durante 4 meses
sin signos de brotado. Las papas, en cambio, presentan brotado luego de 5 semanas a
15°C. En otros tubérculos andinos como oca (Oxalis tuberosa), ulluco (Ullucus
tuberosus) y mashua (Tropaeolum tuberosum), se ha informado que el brotado y las
consecuentes pérdidas por deshidratacién y respiracion son los principales factores
que condicionan la vida util de estos productos (Tupac Yupanqui, 2001).

Durante el almacenamiento a 25°C, se observé brotado de las raices de Pachyrhizus
ahipa. En la Figura 1.12 se muestra, a modo de ejemplo, una bandeja conteniendo

raices de ahipa con distintos grados de brotado, hacia el final de la conservacién.

Figura 1.12. Bandejas conteniendo raices brotadas de Pachyrhizus ahipa (ahipa).
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La cantidad relativa de raices brotadas aumentd durante el almacenamiento a 25°C
(Figura 1.13). La misma se incrementé significativamente durante los primeros tres

meses y se estabilizé entre los 3 y 4 meses de conservacion.

20 -
18 -
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12
10 +

Porcentaje de brotado (%)

O N M O O
1

1 2 3 4
Tiempo de almacenamiento (meses)

Figura 1.13. Porcentaje de raices brotadas durante el almacenamiento (4 meses) a

25°C.

En concordancia con el incremento en la incidencia de brotado se verifico una marcada
reduccion en el contenido de humedad de las raices. La humedad inicial de las
muestras (cuantificada a la temperatura de estabilizacién) (76,3+0,5%) disminuyd
significativamente (p<0,05) luego de 4 meses a 25 °C (75,210,3%), al igual que la
humedad residual (a 105°C).

2.3 Contenido de almiddn total y actividad a-amilasa

A pesar de las numerosas investigaciones dedicadas a los procesos industriales que
implican la transformacién enzimatica del almidén, la naturaleza precisa de la
degradacion de este compuesto in situ en productos vegetales todavia presenta
algunos aspectos por resolver. Es altamente posible que cada material amilaceo
contenga su propia maquinaria para la hidroélisis de sus materiales de reserva
(Okamoto y Akazawa, 1979).

La ruptura del almidén granular insoluble a maltodextrinas solubles en productos
vegetales es llevada a cabo por endoamilasas (a-amilasa, EC 3.2.1.1) (Hagenimana vy
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col., 1994). Estas son las Unicas enzimas consideradas generalmente capaces de atacar
el almidén nativo, y su lenta accidn es responsable de la erosién fisica de los granulos
de almidén. Se encuentran entre las principales enzimas sintetizadas durante la
germinacién de las semillas.

El rol fisiolégico de las B-amilasas durante la degradacion de almidén no estd
establecido tan claramente. A pesar de los altos niveles de B-amilasa en granos de
cereales durante la germinacién y su amplia distribucion en plantas, esta enzima
resulta mas bien inefectiva durante el ataque de los granulos de almiddn intactos.
Dure (1960) encontré que la enzima a-amilasa representa el 90% de la actividad
amilolitica total en semillas de maiz durante la mdaxima actividad amilolitica en la
germinacién. Ni la B-amilasa ni la almidén-fosforilasa parecen ser esenciales para la
movilizacion del almiddn en granos de arvejas y otras legumbres.

El nivel endégeno de enzimas a-amilasas en productos ricos en almidén afecta
significativamente el uso industrial de los mismos. Dependiendo del destino final,
puede resultar util un nivel de a-amilasa suficiente para producir azlicares que puedan
ser utilizados por ejemplo, como fuente de energia por levaduras. Por otra parte, una
actividad a-amilasa demasiado elevada podria ocasionar una dextrinizacidon excesiva
(Doporto y col., 2011).

Por ejemplo en batatas, junto con un alto contenido de almiddn, las raices tienen un
cierto contenido de amilasas. Estas enzimas nativas tienen una influencia importante
en el almacenamiento y procesamiento de las raices.

Las raices frescas de batata contienen su actividad a-amilasa concentrada en la
periferia de la raiz, en un tejido que es removido durante el pelado.

Los valores hallados para raices de ahipa correspondieron a 2,7+0,3 UC g'l, muy
superiores a los obtenidos por Brandolini y col. (2010) para harina de trigo pan cultivar
Blasco, aplicando el mismo método. La actividad a-amilasa de las raices de ahipa
disminuyd hasta alcanzar 1,4+0,2 UC g'1 a los 4 meses de almacenamiento a 25 °C
(Tabla 1.3).

Las raices que fueron sometidas a irradiacion UV-C mostraron una actividad a-amilasa
32% menor que la correspondiente al control y a las raices sometidas a tratamiento

térmico (que no difirieron entre si).

49



Capitulo 1. Caracterizacion de las raices de Pachyrhizus ahipa

Tabla 1.3. Contenido de almiddn total y actividad a-amilasa de raices de Pachyrhizus

ahipa (ahipa) controles, almacenadas durante 4 meses a 25°C.

Inicial (0 meses) Final (4 meses)

Almidodn total (%) 37+3° 34+3°
Actividad o.-amilasa (UC g™) 2,7+0,3° 1,4+0,2°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos

acompafados por una misma letra en la misma fila, no difieren significativamente (p>0,05).

Como se observa en la Tabla 1.3, de la misma manera que lo hizo la actividad a-
amilasa, el contenido de almiddn total de las raices también disminuyé al cabo de 4

meses de almacenamiento a 25°C.

3. Atributos de calidad: color y textura

3.1 Color

La evaluacién del color es un tema relevante dado que la aceptabilidad de los
alimentos, en particular de los vegetales que se consumen frescos, normalmente se
basa en la percepcion del color por parte de los consumidores. Teniendo en cuenta
otros cultivos de R&T, Njie y Rumsey (1998) observaron visualmente que,
inmediatamente después del pelado y corte, las raices de fiame (Dioscorea
dumetorum) sufrieron pardeamiento en la superficie expuesta cambiando su color de
amarillo pdlido a marrén oscuro. Por el contrario, en el caso de mandioca (Manihot
esculenta) los mismos autores informaron que la raiz tuberosa resultaba muy blanca,
con poca tendencia al pardeamiento enzimatico luego del procesamiento minimo (Njie
y Rumsey, 1998).

Los resultados de las mediciones de color para las raices de ahipa tratadas vy
almacenadas se muestran en la Tabla 1.4. La coordenada a* de cromaticidad que
caracterizo al color interno de las raices de ahipa comprendié valores entre —1,49 y
1,51 y la coordenada b*, entre 2,96 y 11,56. El grado de saturacién o Chroma (C*) fue
bajo, mientras que la luminosidad fue relativamente alta (Tabla 1.4). Estos valores
resultaron inferiores a los informados por Sgroppo y col., (2010) para la batata
variedad “Colorada Correntina” (L*=91,5+2,7 y C*=31,3+2,3). El color de la pulpa de las

raices de ahipa puede describirse como pdlido, blanco y escasamente saturado. La
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elevada desviacién estandar de los valores de cromaticidad podria explicarse
considerando que las secciones transversales de las raices de ahipa exhiben
puntuaciones de color violdceo, siendo altamente heterogéneas en cuanto a su

coloracion.

Tabla 1.4. Efecto del tratamiento y de las condiciones de almacenamiento en los
pardmetros luminosidad (L*) y Chroma (C*) de la seccidn de corte de raices de

Pachyrhizus ahipa (ahipa).

Tratamiento y condiciones de almacenamiento L* c*
Control (inicio del almacenamiento) 81+5° 8+4°
Control 4 meses a 25°C 83+3° 12+1°
Térmico 4 meses a 25°C 83+4° 1241°
UV-C 4 meses a 25°C 81+2° 12+1°
Control 1 mes a 4°C 83+3° 11+2°
Control 1 mes a 10°C 77+7° 13+6°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Letras diferentes

en cada columna indican diferencias significativas (p<0,05).

No se observaron diferencias significativas durante el almacenamiento a 4, 10 o 25°C,
ni en los valores de luminosidad (L*) ni en los de Chroma (C*). Por lo tanto, las raices
de ahipa mantuvieron su color interno al menos durante 4 meses a 25°Co 1 mesady
10°C. Los tratamientos fisicos ensayados no causaron diferencias significativas en las

mediciones de color de las raices de ahipa.

3.2 Textura

La Tabla 1.5 muestra los resultados de los ensayos de andlisis de perfil de textura (TPA)

realizados sobre muestras de raices de ahipa.
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Tabla 1.5. Efecto del almacenamiento en los pardmetros texturales de raices de

Pachyrhizus ahipa (ahipa) sometidas a diferentes tratamientos.

Tratamiento Dureza (N) Elasticidad Cohesividad Resiliencia Masticabilidad (N)
Control (inicial) 135+22°  0,79+0,06°  0,5+0,2° 0,5+0,3° 48+28°
Control (4 meses a 25°C) 147+23°  0,724#0,08°  0,6%0,2° 0,4+0,2° 61+22°
Térmico (4 meses a 25°C) 152+36° 0,8+0,2°  0,72+0,05° 0,42+0,07° 84+32°
UV-C (4 meses a 25°C) 151+18°  0,74+0,03° 0,71+0,02° 0,41+0,02° 79+10°
Control (1 mes a 4°C) 122+31° 0,70,1° 0,610,2a 0,5+0,1° 50+17°
Control (1 mes a 10°C) 150+27° 0,80,2a 0,4+0,2° 0,5+0,2° 49+36°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Letras diferentes

en cada columna indican diferencias significativas (p<0,05).

En la Figura 1.14 se muestra el grafico (fuerza versus tiempo) obtenido en el ensayo de
anadlisis de perfil de textura realizado en las muestras de ahipa. En el mismo no se

observa el pico de area negativa caracteristico de las muestras adhesivas.

1 2 3

5

Fuarza (N}

1w0o o 00
Tiempo (seg)

Figura 1.14. Perfil de textura describiendo el comportamiento mecanico de las

muestras de raices de Pachyrhizus ahipa (ahipa) durante el andlisis.

En relacién a otros cultivos de raices, la fuerza maxima medida en compresion (hasta
producir un 15% de deformacion de la muestra) para mandioca fue 231,5 N (Menoli y
Beleia, 2007). Los autores han sefalado que las células turgentes de las raices frescas
presentaron una elevada fuerza de compresion, dado que los tejidos presentaron un
contenido de agua igual a 65 g/100 g de muestra. Las raices de ahipa mostraron

caracteristicas similares. La dureza puede relacionarse con la fuerza necesaria para
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romper el producto con los incisivos durante la masticacion. No se observaron
diferencias significativas en la dureza de las muestras durante el almacenamiento de

las muestras controles y tratadas (Tabla 1.5).

4. Analisis de la poblacién flingica predominante

La poblacién fungica aislada de las muestras al inicio del almacenamiento estuvo
representada casi exclusivamente por el género Fusarium, proveniente del suelo
(Figura 1.15). El contacto directo entre las raices y el suelo seria la principal fuente de
contaminacién por este género (Gnonlonfin y col., 2008).

Se observé un predominio (77-100%) de dicho género, identificdndose las especies F.
solani, F. oxysporum y F. equiseti.

En lo que respecta a poblacién fungica, no se observaron diferencias notorias entre los
tratamientos ensayados.

Si bien los tratamientos fisicos, tales como el calentamiento a temperaturas sub-letales
(shock térmico) y la irradiaciéon UV-C son utilizados para el control de microorganismos
presentes en tejidos vegetales, en este caso no se observaron diferencias relevantes

entre los tratamientos ensayados, con respecto al control.

Tratamiento: control Tratamiento: térmico Irradiacion UV-C

Figura 1.15. Poblacidn fungica inicial de raices de Pachyrhizus ahipa (ahipa) sometidas

a diferentes tratamientos.
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En muestras almacenadas a baja temperatura, el género Fusarium representé el 72 y
75% de los recuentos, cuando las raices fueron conservadas a 4 o6 10°C,
respectivamente (Tabla 1.6).

En estos casos, se identificaron representantes de otros géneros fungicos tales como
Alternaria, Bipolaris, Cladosporium, Curvularia, Penicillium y Trichoderma (Figura 1.16).
Algunos de los géneros mencionados son caracteristicos del almacenamiento.

La diversificacién observada en cuanto a composicién de la poblacién fungica puede
haberse visto favorecida por la ocurrencia de dafio por frio durante la conservacion a
bajas temperaturas.

Si bien son escasas las investigaciones especificas sobre los hongos que pueden afectar
las raices de ahipa, existe informacidn disponible sobre las poblaciones flungicas que
afectan drganos vegetales subterrdaneos similares. Estudiando la micoflora de la
superficie de la raiz de mandioca, Ikediugwu y Ejale (1980) han aislado a un pequefio
grupo de hongos, que incluia Aspergillus niger, Botryodiplodia theobromae, Fusarium
solani, Penicillium spp y Trichoderma spp. Con respecto al predominio de Fusarium, los
resultados del presente trabajo concuerdan con los hallados en las raices de mandioca

por Lozano (1992), Msikita y col. (1997) y Bandyopadhyay vy col. (2006).

Tabla 1.6. Efecto de los tratamientos aplicados y del almacenamiento en la incidencia

de Fusarium en raices de Pachyrhizus ahipa (ahipa).

Tratamientos y condiciones Recuentos iniciales (%) Recuentos finales (%)

Control 100£0° 47+18°
Tratadas térmicamente 96+7° 85+18°
Tratadas con UV-C 77+13° 61+10°
Almacenadas a 4°C 100+0° 72+16°
Almacenadas a 10°C 100+0° 75+12°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Los datos dentro

de cada fila seguidos por letras diferentes, indican diferencias significativas (p<0,05).

Las muestras de ahipa almacenadas a 4 y 10°C mostraron un rapido deterioro vy
evidenciaron sintomas y signos de atague de hongos, después de un mes de

almacenamiento refrigerado (Figura 1.16). Por el contrario, las muestras control, las
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tratadas térmicamente y las irradiadas con UV-C pudieron conservarse durante al
menos 4 meses a 25°C. Estos resultados indican que las raices de Pachyrhizus ahipa
fueron afectadas por las bajas temperaturas, lo que posiblemente determind que los

tejidos fuesen mas susceptibles al ataque de los agentes patoldgicos.

20 dias a 4°C 20 dias a 10°C

Figura 1.16. Poblacién fungica de raices de Pachyrhizus ahipa (ahipa) almacenadas

durante 20 diasa4ya 10°C.

Es sabido que las R&T se pueden almacenar en forma subterranea (retrasando la
cosecha), a temperatura ambiente o bajo refrigeracion. La ultima alternativa no seria
viable para las raices de ahipa bajo las condiciones ensayadas, ya que sufrieron dafio
por frio. Dejar las raices en el campo (una practica comun, por ejemplo, con raices de
mandioca) tiene la desventaja de no permitir el uso de las tierras para otra produccion.
Los resultados obtenidos en cuanto al efecto de los tratamientos fisicos en la calidad y
conservacién de raices de ahipa no mostraron ventajas notorias con respecto a la
evolucion de los controles. La aplicacién de estas tecnologias demandara una
optimizacidn de las condiciones de aplicacién de las mismas y la evaluacién desde un
punto de vista econdmico de los costos derivados de su implementacion, en relacién a

la extension de la vida util lograda.
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CAPITULO 1. SECCION 3.
Composicion quimica y propiedades
funcionales de raices de Pachyrhizus ahipa

pertenecientes a diferentes accesiones
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MATERIALES Y METODOS
1. Material vegetal

Como se indicd anteriormente, se utilizaron raices de Pachyrhizus ahipa cultivadas en
Misiones (EEA INTA-Montecarlo, Argentina), pertenecientes a cuatro accesiones,
provenientes originariamente del IRNAS-CSIC (Instituto de Recursos Naturales vy
Agrobiologia - Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Sevilla, Espafia). Dichas
accesiones fueron designadas en la EEA Montecarlo de la siguiente manera: IRNAS 4, 5,
9y 11.

Las raices fueron recibidas en el CIDCA, lavadas exhaustivamente con agua corriente
hasta eliminacion de todo resto visible de tierra, secadas por oreo, cortadas
manualmente en rodajas finas y deshidratadas hasta peso constante, a efecto de su
estabilizacién como se describié en la Seccion 1 del presente Capitulo.

Dada la variacion de las condiciones agroclimaticas entre distintos ciclos de cultivo, en
esta seccidn se incluyen también los datos correspondientes a la accesién Local, que
fueron asimismo determinados junto con los de las accesiones IRNAS 4, 5, 9y 11 (afio

2010).

2. Analisis quimico de macro y microcomponentes

Las raices de las diferentes accesiones se acondicionaron tal como se menciond
anteriormente. Las muestras parcialmente deshidratadas de las cuatro accesiones
fueron finamente molidas y conservadas hasta el momento de su analisis, al igual que
las raices pertenecientes a la accesiéon Local.

El contenido de materia seca, cenizas totales, lipidos, proteina cruda, almidén total y
fibra detergente acido se realizdé segun las técnicas descriptas en la Seccion 1 del

presente Capitulo.

2.1 Cuantificacion de sodio, potasio, calcio, hierro y magnesio

Las determinaciones respectivas fueron llevadas a cabo en muestras de cenizas (0,03-
0,05 g), remitidas al laboratorio del G.E.M.A. (Grupo de Estudios Medioambientales).
Los analisis de hierro, calcio y magnesio fueron realizados por espectroscopia de

absorcién atémica, mientras que la cuantificacién de sodio y potasio fue llevada a cabo
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por espectroscopia de emision atomica. Las mediciones se efectuaron como se

describio en la seccién anterior. Los resultados finales se expresaron como mg/100g.

2.2  Fibra dietaria total

La fibra dietaria total (FDT) se determind por duplicado en muestras secas de las raices
de ahipa, parcialmente deshidratadas, utilizando el kit enzimatico K-TDFR 05/12
Megazyme© (Irlanda). Las muestras se trataron a 100°C con a-amilasa (3000 Unidades
Ceralpha/mL) para gelatinizar, hidrolizar y despolimerizar el almidén presente; luego
se incubaron a 60°C con enzima proteasa (E-BSPRT, 350 Unidades tirosina/mL) para
solubilizar y despolimerizar proteinas, y amiloglucosidasa (E-AMGDF, 200 p-NP-B
maltésido Unidades/mL) para hidrolizar fragmentos de almidén a glucosa.
Posteriormente fueron tratadas con etanol 96% para precipitar la fibra soluble vy
eliminar la proteina despolimerizada y la glucosa (proveniente del almidén). Cada
residuo se filtré; se lavd con etanol 78%, etanol 95% y acetona, se secd, y finalmente
se pesd. Un duplicado se utilizé para analizar proteinas por el método de Kjeldahl y el
otro se calcind a 550°C en mufla para determinar el contenido de cenizas. El contenido
de FDT es el peso del residuo filtrado y secado menos la suma del peso de proteinas y

cenizas. Los resultados se expresaron como porcentaje (%) sobre base seca.

2.3 Contenido de azucares

La sacarosa, D-glucosa y D-fructosa se encuentran en la mayor parte de las plantas y
productos alimenticios. Se analizé en raices de ahipa, provenientes de diferentes
accesiones, el contenido de los azUcares mencionados mediante el kit enzimatico K-
SUFRG 12/05 Megazyme®© (Irlanda). Para determinar el contenido de D-glucosa, a pH
7,60 se agregd enzima hexoquinasa (425 U/mL) que catalizé la fosfoforilaciéon de la D-
glucosa y posteriormente en presencia de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(212 U/mL) se formd, entre otros productos de reaccion, NADPH (nicotinamida-
adenina dinucledtido fosfato reducido). Como la cantidad de NADPH que se formd en
la reaccidn es estequiométrica con la cantidad de D-glucosa, se midié este producto
espectrofotométricamente a 340 nm. En cuanto al contenido de D-fructosa en la
muestra, se determind la cantidad de D-glucosa después de la isomerizacidon catalizada

por la fosfoglucosa isomerasa (1000 U/mL). La concentracion de D-glucosa se
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determind antes y después de la hidrdlisis de la sacarosa por la enzima B-fructosidasa
(4000 U). A un pH de 4,60 la sacarosa se hidroliza con B-fructosidasa en D-glucosa y D-
fructosa. La concentracion de D-glucosa total en la muestra es el producto de la
hidrélisis de la sacarosa y se determind segun se describié anteriormente. El contenido
de sacarosa se calculé a partir de la diferencia en concentraciones de D-glucosa antes y
después de la hidrélisis con esta enzima. Los resultados se expresaron en g/100g de

raiz.

3. Factores antinutricionales

Se investigd espectrofotométricamente la presencia de factores antinutricionales tales
como fitatos, inhibidores de tripsina, taninos y compuestos fendlicos totales. Por otra
parte se determind el contenido de oxalatos por valoracidon redox (método analitico
cldsico). Ademds se evalud cualitativamente la presencia de glicdsidos cianogénicos,
empleando tiras de papel de filtro embebidas en el reactivo de Guignard (acido picrico

al 1% y carbonato de sodio al 10%), especifico para tal fin.

3.1 Fitatos

El contenido de fitatos en las accesiones de ahipa se determind siguiendo el protocolo
descripto por Makkar y col., (2007). La separacién se realizd en una columna de
intercambio anidnico (CG-400 rellena con una resina Tipo | saturada con cloruro, 100-
200 mesh, Rohm & Haas, Philadelphia B, PA, Estados Unidos) de 0,8 cm de didmetro y
9,5 cm de altura. La cuantificacidon de fitatos se realizé mediante la reaccidon con el
reactivo de Wade (FeCl3.6H,0 al 0,03% y acido sulfosalicilico al 3%) utilizando acido
fitico como estandar (Vaintraub y Lapteva, 1988). El contenido de fitatos se expresé

como mg de acido fitico/g de muestra.

3.2 Compuestos fenolicos totales y taninos

La cuantificaciéon de taninos y compuestos fendlicos totales se realizé mediante el
método de Folin-Ciocalteu, de acuerdo con Makkar y col., (2007). La extraccion de
ambos grupos de compuestos se realizé en las cinco accesiones de ahipa (1 g) con una
solucion de acetona al 70%. Para la determinacién de los fenoles totales, a los

diferentes extractos se les agregé una solucién del reactivo comercial de Folin-
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Ciocalteu (1 N) y una solucién de carbonato de sodio (20%). Finalmente se midié la
absorbancia a 725 nm vy se calculé la cantidad de fenoles totales, como equivalente de
acido tdnico, con una curva de calibracion realizada previamente con una solucién
estandar de 4cido tanico (0,1 mg/mL).

Los taninos se cuantificaron por diferencia entre fenoles totales y compuestos no
taninos o fenoles simples. Estos ultimos fueron determinados por precipitaciéon de los
taninos presentes en los extractos preparados anteriormente, con una solucidon de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) comercial (Sigma, St. Louis, MO, P 6755). El contenido
de fenoles simples (no taninos) se determind de igual forma que la cantidad de fenoles
totales.

La concentracidn de taninos y compuestos fendlicos totales se expresé como mg de

acido tanico/g muestra.

3.3 Inhibidores de tripsina

La actividad inhibidora de la tripsina fue analizada espectrofotométricamente segun
Makkar y col., (2007), sobre la base de Kakade y col., (1969) y Smith y col., (1980). La
muestra (1 g raiz estabilizada) fue tratada con NaOH (0,01 M) en agitacion por 3 horas
a temperatura ambiente, manteniendo el pH entre 9,5-9,8. La suspension obtenida
debid diluirse hasta que 1 mL de la misma inhibid la actividad de la tripsina entre un
40-60%. Se utilizaron una solucién patrén de tripsina (pepsina cristalizada libre de sales
en HCl) y como sustrato una solucién de BAPNA (N-benzoil-arginina-p-nitroanilida). El
producto de reaccidn de color amarillo se midié a través de la absorbancia a 410 nm.
La actividad de inhibicién de la tripsina se calculé como mg de tripsina pura inhibida

por g de muestra (mg/g).

3.4  Oxalatos

Se cuantificé el contenido de oxalatos segin AOAC (1990). La extraccion de los
oxalatos presentes en la muestra (2 g), fue realizada con HCI (0,3 M) a 100°C durante
una hora. Luego este contenido se precipitd con CaCl, al 5% y finalmente se titulé con

KMnO, (0,01 N). Los resultados se expresaron como mg oxalato/100g de muestra.
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3.5 Glicésidos cianogénicos

La presencia de glicésidos cianogénicos fue cualitativamente investigada por la
reduccion del picrato de sodio (reactivo de Guignard) de color amarillo a un
compuesto de color rojo (Makkar y col., 2007) a partir de muestras maceradas de las
raices de ahipa. Las muestras se colocaron en un Erlenmeyer, cubriendo 1/3 del
volumen del mismo y se tapd suspendiendo del tapdn la tira de papel picrosédico sin
gue toque la muestra ni las paredes. Luego de algunas horas se observan los cambios
de coloracién producidos en el papel picrosédico por el efecto de los gases

cianhidricos. Un color rosa o rojo se considera positivo.

4, Capacidad secuestrante de radicales libres (CSR)

Se evalud la CSR de las raices de ahipa mediante los métodos que emplean los
radicales DPPH® y ABTS™". En ambos casos, las determinaciones se llevaron a cabo
sobre tejidos de las raices frescas congeladas de las accesiones IRNAS 11 y Local.

El primer analisis se realizd utilizando el radical estable 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH®), segin lo informado por Brand-Williams y col. (1995). Se molieron raices
frescas congeladas de las mencionadas accesiones y con etanol al 96% se realizé la
correspondiente extraccidn. La cantidad de tejido necesaria para disminuir en un 50%
la concentracién de DPPH" inicial, fue calculada y definida como concentracién efectiva
media (ECsp). Los resultados se expresaron como ECso (g'l).

La capacidad antioxidante también se evalud con el monocation radical 2,2’-azinobis-
(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS™). El método se llevé a cabo siguiendo el
protocolo de Re y col., (1999). La solucion estandar utilizada fue Trolox (0-0,432 mg

mL™). Los resultados se expresaron como equivalentes de Trolox/100g de muestra.

5. Propiedades funcionales asociadas a la composiciéon quimica

Los atributos sensoriales de un alimento son consecuencia del efecto neto de
interacciones complejas entre varios ingredientes funcionales. Por lo tanto es
importante conocer las propiedades funcionales de las raices asociadas a su
composicidon quimica, con el fin de evaluar a las mismas y a sus productos derivados

desde el punto de vista de sus aplicaciones tecnoldgicas.
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5.1 Capacidad de retencidn de solventes

La capacidad de retencion de solventes de muestras de las raices de ahipa
parcialmente deshidratadas fue analizada siguiendo el método 56-11 (Rosell y col.,
2009). Los solventes utilizados fueron agua desionizada, sacarosa (50% p/p), Na,CO3
(5% p/p) y acido lactico (5% p/p). La capacidad de retencién de solventes se calculé de

la siguiente manera y se expresé como porcentaje (%):

%CRS = PesodelGel __, 1, 86 x100 [1.5]
Pesodelamuestra (100 —%humedadielamuestrg

5.2 Propiedades térmicas

La calorimetria diferencial de barrido o en inglés DSC (Differential Scanning
Calorimetry) es la técnica mas comunmente utilizada en la determinacién de las
transiciones de fase en los materiales inorganicos y orgdnicos, y dentro de estos
ultimos los de origen alimenticio. Los calorimetros miden el flujo caldrico diferencial
requerido para mantener una muestra y una referencia inerte a la misma temperatura,
sometidas a un programa de calentamiento o enfriamiento controlado. Los cambios
entalpicos se registran como endotermas o exotermas, segun el proceso que sufra la
muestra.

En la Figura 1.17 se muestra un termograma tipico y cada uno de los pardmetros
térmicos determinados a partir del mismo. Los parametros térmicos que se
encuentran asociados al pico endotérmico debido al proceso de gelatinizacién del
almiddn, son las temperaturas de inicio (To) y de pico maximo (Tp). El area del pico

endotérmico mencionado, es proporcional a la entalpia (AH) del proceso.
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Figura 1.17. Termograma (flujo de calor versus temperatura) tipico obtenido por DSC,
donde se muestra el drea del pico endotérmico, proporcional a la entalpia (AH) y las

temperaturas de inicio (To) y de pico maximo (T,). Fuente: Lépez, 2011.

Para el andlisis de las propiedades térmicas de las raices de ahipa parcialmente
deshidratadas se utilizd un calorimetro diferencial de barrido modelo Q100 controlado
por el médulo TA 5000 (TA Instruments, Estados Unidos), con un accesorio de
calentamiento-enfriamiento bajo atmdsfera de N, (20 mL/min). Se utilizé indio para la
calibracion de la temperatura y flujo de calor. Para la caracterizacion de las raices de
ahipa, se colocaron en las capsulas alrededor de 7 mg de muestra y 15 pL de agua
destilada. Las cdpsulas se cerraron herméticamente. Se utilizé una capsula vacia como
referencia. La velocidad de barrido fue 10°C/min y el rango de calentamiento vario
entre 10-120°C. Una vez analizadas las capsulas se perforaron y se mantuvieron en
estufa a 105°C hasta peso constante para determinar el peso seco de las muestras. A
partir de los termogramas obtenidos se midieron las entalpias (AH, J/g de muestra
seca) y las temperaturas de la transicion (temperatura de inicio Ty, de pico Ty y final T,

°C) mediante el software Universal Analysis 2000 (Estados Unidos).
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6. Analisis estadistico

Se realizd el correspondiente analisis de varianza mediante el uso del software Systat
(SYSTAT, Inc., Estados Unidos) version 10.0. Las diferencias se compararon mediante el
test de la diferencia minima significativa de Fisher (LSD) usando un nivel de

significacién p=0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION
1. Composicion quimica de raices de ahipa pertenecientes a las diferentes

accesiones
Los valores obtenidos para las raices de las diferentes accesiones se muestran en la

Tabla 1.6.

Tabla 1.6. Composicidn quimica (% p/p) de accesiones de raices parcialmente

deshidratadas de Pachyrhizus ahipa (ahipa).

Accesion Materia seca Sj:a:IZ:s lt_:ii:IZ: Proteinas  Almiddn total Fibrat:tiaeltaria
Local 87,0:0,3°  3,32t0,07° 0,48t0,01° 10,5+0,5°° 56,8+0,9°°  22,4+0,6°
IRNASN°4  82,9+0,3°  3,82+0,00° 0,43+0,07° 12+1° 546" 24,4+0,8°
IRNASN°5  85,8+0,5°  4,20+0,04° 0,63+0,03°  9,6%0,3° 54+3° 25,2+0,5%°
IRNASN°9  85,1+0,1°  3,81+0,02°° 0,62:0,00°  7,9%0,5° 44+2° 25,9+0,2°

IRNASN°11  87,3:0,3°  3,70:0,05° 0,47t0,02°  9,0£0,3*®  65,0:0,6°  20,8+0,2°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias + las desviaciones estandar. Los datos se
encuentran expresados en base seca. Letras diferentes en cada columna indican diferencias

significativas (p<0,05).

El contenido de humedad residual de las muestras de ahipa estabilizadas (cuantificado
mediante deshidratacién a 105°C) estuvo comprendido entre 12,7-17,2%, mientras
gue las raices enteras de ahipa presentaron un contenido de humedad (determinado a
60°C) igual a 76,4% en promedio (Doporto y col., 2011).

El contenido de materia seca de las accesiones de raices ahipa fue 78,4 a 83,5% (Tabla
1.6), similar a los valores informados por @rting y col., (1996) y Leonel y col., (2003).
Estos niveles son comparables a los encontrados en papa (Solanum tuberosum, 76-
79%), y mas altos que los indicados para mandioca (Manihot esculenta, 63-65%) (Dini y
col., 2012).

La cantidad de cenizas totales en las diferentes accesiones de ahipa estuvo en el rango
de 3,81 a 4,20% (Tabla 1.6). Estos niveles fueron mds altos que los presentes en otros
cultivos de R&T como el fiame (Dioscorea alata) (0,88-0,91%), taro (Colocasia
esculenta) (0,73-1,04%), mandioca (Manihot esculenta) (1,15%) (Leterme y col., 2006)
y batata (lpomoea batatas) (2,15-2,95%) (Ahmed y col., 2010). La accesion IRNAS 5 se

destacd por su alto contenido de cenizas totales.
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La Tabla 1.7 muestra el contenido mineral de las raices de ahipa de distintas
accesiones. En general, el contenido mineral varid significativamente con la accesion.
Las muestras correspondientes a la accesion IRNAS 5 mostraron el mayor contenido de
sodio, mientras que los de las accesiones Local y 11 presentaron los valores mas bajos
de este elemento.

La accesion Local mostré niveles de potasio y de hierro significativamente mds bajos
(p<0,05) que los hallados para las cuatro accesiones restantes (IRNAS 4, 5,9 y 11). Los
tenores de calcio y magnesio para dicha accesidén se ubicaron en valores intermedios

dentro del rango correspondiente a las restantes accesiones (Tabla 1.7).

Tabla 1.7. Contenido mineral (mg/100g) de raices parcialmente deshidratadas de

Pachyrhizus ahipa (ahipa) pertenecientes a distintas accesiones.

Accesion Sodio Potasio Calcio Magnesio Hierro
Local 754+8° 129+4° 415+7° 531+4° 173+6°
IRNAS N° 4 917+9° 172+4° 573+8¢ 164+4° 630+7°
IRNASN°5  1302+10° 17245° 546+9° 227+5° 756+8°
IRNAS N° 9 945+9° 168+4° 815+8° 785+4° 16827"
IRNAS N° 11 207+9° 192+4° 181+8° 592+4° 126+7°

Nota: Los valores informados corresponden a la media + las desviaciones estandar. Letras diferentes en

cada columna indican diferencias significativas (p<0,05).

La concentracidén de sodio en las accesiones de ahipa fue mayor que en el caso de
mandioca (36-50 mg/100 g) (Charles y col., 2005) o taro (41,5-120,9 mg/100 g) (Lewu y
col.,, 2010). Esto es importante, ya que es ampliamente reconocido que una alta
ingesta de sodio esta relacionada con la aparicién de hipertensién, aumentando el
riesgo de ataques cardiacos, apoplejias y dano a los rifones (Dini y col., 2012; Havas y
col.,, 2004). Teniendo en cuenta esta consideracion, la accesiéon IRNAS 5 no seria
apropiada para la formulacion de productos bajos en sodio.

Los valores de magnesio encontrados en ahipa (Tabla 1.7) fueron mas altos que los
hallados para mandioca por Charles y col., (2005) (31-43 mg/100g). Cabe sefialar que
una ingesta insuficiente de magnesio se ha asociado con el desarrollo de diabetes y

resistencia a la insulina, asi como también con determinadas complicaciones
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cardiovasculares (Ascherio y col., 1998; Saris y col., 2000). La ingesta de hierro diaria
recomendada se encuentra en el rango de 25-50 mg (Gurzau y col., 2003). La
contribucidn de hierro por parte de las raices de ahipa (Tabla 1.7) varia con la accesion.
La accesién IRNAS 5 exhibié el valor mas alto respecto a las otras accesiones. El
contenido de este mineral en la accesién IRNAS 4 (630 mg/100g materia seca) fue
similar al de batata (Eluagu y Onimawo, 2010). El contenido de las accesiones restantes
(126-173 mg/100g) fue considerablemente superior en comparacidn con otras raices y
tubérculos como mandioca (29-40 mg/100g) (Charles y col., 2005) o taro, cuyos
valores estuvieron por debajo del limite de deteccidn de la técnica en siete accesiones
analizadas (Lewu y col., 2010).

Los niveles de lipidos totales se encontraron comprendidos dentro del rango 0,43-
0,63% (Tabla 1.6). Este contenido relativamente bajo de lipidos, similar al sefialado
para batata (Ahmed y col., 2010) y yacon (Choque Delgado y col., 2013), posicionaria a
la ahipa como un posible ingrediente para la produccién de alimentos bajos en grasa.
Desde un punto de vista nutricional, la caracteristica mas relevante de la ahipa en
comparacion con otras R&T es su relativamente alto contenido de proteinas. Las
accesiones Local y 11 tienen un contenido de proteina similar siendo éste mas alto que
el de la accesidon 9, pero inferior al encontrado en la accesién IRNAS 4 (Tabla 1.6). Estos
valores de proteina son considerablemente mads altos que los hallados en otras R&T
tales como mandioca (1-2%), papa (3-6%), batata (1-10%), taro (0,6-2%) o fiame (1-3%)
(Shewry, 2003) o yacon (2,45-6,48%) (Choque Delgado y col., 2013). Aunque la ahipa
seria en principio una fuente de proteinas, el estudio del perfil de aminodacidos de las
mismas se vuelve critico, con el fin de una mejor evaluacion de la calidad nutricional.
Con respecto al contenido de almiddn total de las raices los valores hallados superaron
el 44% (Tabla 1.6).

Las accesiones Local y 11 mostraron el mayor contenido de almiddn respecto a las
demas accesiones (Tabla 1.6).

Entre los macrocomponentes, también se cuantifico la fibra dietaria total (FDT). La
fibra dietaria es el nombre colectivo dado a todos los componentes de las paredes
celulares de las plantas que no son hidrolizados por las enzimas en el tracto digestivo
humano. Es sabido que la fibra dietaria total se encuentra asociada a efectos

beneficiosos en la regulacion de la funcion intestinal, la prevencién de los trastornos
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del colon y diverticulos (Steinmetz y Potter, 1996). El contenido de fibra dietaria total
en las raices de ahipa se hallé dentro del rango de 20,8 a 25,9 g/100 g (base seca). Las
raices de las accesiones IRNAS 11 y Local mostraron el menor contenido de este
macrocomponente (Tabla 1.6). En cuanto a las accesiones IRNAS 5 y 9, éstas se
destacaron por sus altos niveles de fibra. Estos resultados muestran que las raices de
ahipa pueden ser consideradas una buena fuente de fibra dietaria total en
comparacion con otras R&T. Por ejemplo, Castro y col.,, (2013) informé 10,4 g
FDT/100g en yacdn. Teniendo en cuenta que el consumo de fibra dietaria debe oscilar
entre los 20-35 gramos/dia para alcanzar beneficios dptimos (Dreher, 2001), el
consumo de 100 g de raices de ahipa parcialmente deshidratadas cubriria las
necesidades diarias de fibra.

Del mismo modo, las muestras de ahipa mostraron relativamente altas
concentraciones de azucares simples cuando se las comparan con otras R&T. En las
comunidades donde el cultivo y la comercializacién de la ahipa es una practica comun,
la raiz se consume principalmente cruda, ya que se asemeja a una fruta debido a su
alto contenido de agua y sabor dulce. La Tabla 1.8 muestra el contenido de azlcares de
las raices de ahipa. La accesion IRNAS 4 presentd los valores mas altos de sacarosa,
mientras IRNAS 11 exhibié los niveles mas bajos de glucosa, fructosa y sacarosa. Los
valores medios encontrados para los azlcares simples en todas las accesiones
ensayadas estuvieron comprendidos entre 14,1-25,1 g/100g (base seca). Estos valores
son similares a los indicados para batata: 17,17-20,76% (Ahmed y col.,, 2010), un
producto que también tiene un sabor dulce caracteristico. Entre los azUcares presentes

en las raices ahipa, la sacarosa fue el predominante (Tabla 1.8).
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Tabla 1.8. Contenido de azucares simples (g/100g) de raices parcialmente

deshidratadas de Pachyrhizus ahipa (ahipa).

Accesion Glucosa Fructosa Sacarosa
Local 1,740,2° 5,4+0,3" 11,44+0,07°
IRNAS 4 1,77+0,07° 6,29+0,07° 17,0+0,4°
IRNAS 5 1,640,1° 5,34+0,03" 7,8+0,2°
IRNAS 9 2,8+0,1° 6,3+0,2° 10,2+0,4°
IRNAS 11 0,74+0,03° 4,51+0,01° 8,9+0,1°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias + las desviaciones estandar. Letras diferentes

en cada columna indican diferencias significativas (p<0,05).

2. Antinutrientes
La Tabla 1.9 muestra los valores de los componentes antinutricionales y los

compuestos fendlicos analizados.

Tabla 1.9. Componentes antinutrientes y compuestos fendlicos totales en raices

parcialmente deshidratadas de Pachyrhizus ahipa (ahipa).

Tani . C t
Accesion an;z;)dso(mg Acido fitico  Actividad inhibidora  Oxalatos fenglir:zzi:)t:es
(mg/g) de tripsina (UIT/mg) (mg/100g)

tanico/g) (mg/g)
Local 1,70+0,06° 1,03+0,01° 2,73+0,02° 74+7° 3,2+0,4°
IRNAS 4 1,92+0,02°  1,27+0,00° 1,05+0,03° 217+8° 3,8+0,2"
IRNAS5  2,03+0,05°  1,3+0,3° 1,02+0,01° 176+6" 3,8+0,3"
IRNAS9  1,94+0,00° 1,73+0,02° 1,00,1° 210+4° 3,7340,06°
IRNAS 11 1,59+0,01*° 1,05+0,02° 2,3+0,1° 58+8° 3,03+0,06°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Letras diferentes

en cada columna indican diferencias significativas (p<0,05). UIT=Unidades de inhibidores de tripsina.

Las diferentes accesiones presentaron valores de taninos entre 1,6 y 2,0 mg de acido
tanico/g muestra. Estos valores son comparables a los informados en harina de
mandioca (1-2 mg/g) (Oboh y Akindahunsi, 2003) y de batata (2,5 mg/g) (Eluagu y
Onimawo, 2010), pero inferiores a los presentes normalmente en legumbres como
poroto, cuyos valores oscilan entre 6,7 y 32,4 mg catequina/g muestra, segin Guzman-

Maldonado y col., (1996).
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La presencia de taninos cobra relevancia ya que actian como inhibidores de enzimas
digestivas y pueden reducir también la palatabilidad de un alimento por la astringencia
gue producen al combinarse con las proteinas salivales. Ha sido también sefalado que
interfieren en la asimilacidn de la vitamina B1 (tiamina) (Janssen, 1997). Por otra parte,
ciertas clases de taninos han sido mencionadas como contribuyentes a la reduccidn del
riesgo de enfermedades coronarias (Dell'Agli y col., 2004; Gresele y col., 2011).

En el analisis de antinutrientes, se detectd la presencia de fitina en todas las muestras
analizadas. Los valores oscilaron entre 1,0 y 1,7 mg acido fitico/g muestra, similares a
los mencionados para harina de mandioca (0,9-1,4 mg/g) (Charles y col., 2005) y para
papa (1,1-2,7 mg fitato/g) (Phillippy y col., 2004) pero inferiores a los sefialados en
leguminosas como soja (12,0-17,5 mg/g) y arvejas (7,2-12,3 mg/g) (Hidvegi y Lasztity,
2002) y en cereales como trigo (9,6-22,2 mg/g) (Garcia-Estepa y col., 1999); maiz (10,8
mg/g) (Garcia-Estepa y col.,, 1999); centeno (4,5-5,7 mg/g) (Kikunaga y col., 1985;
Garcia-Estepa y col., 1999) y arroz (5,5-13,5 mg/g) (Kikunaga y col., 1985; Garcia-
Estepay col., 1999; Wu y col., 2009).

El anidn fitato, liberado en la disociacidn del acido fitico, se relaciona tipicamente con
la disminucidn de la disponibilidad de hierro, ya que forma un complejo insoluble con
este mineral en el ambiente acido del estémago. El hierro es liberado posteriormente
como hidréxido férrico en las condiciones alcalinas del intestino, pero esta forma no
disponible impide la absorcién de este nutriente. El fitato produce también la
precipitacion de magnesio, zinc, cobre, calcio y manganeso. Contrariamente a estos
efectos adversos descriptos, el fitato ha sido mencionado como agente
anticarcindgeno (Harland y Morris, 1995).

La actividad de inhibicidn de la tripsina de las raices de ahipa, expresada en unidades
de inhibidores de tripsina (UIT), se encontré comprendida entre 1,0 y 2,7 UIT/mg
(Tabla 1.9), comparable con los valores mds bajos presentados por legumbres tales
como los garbanzos, las lentejas y los lupines y cereales como el maiz, que
corresponden en general a valores entre 1 y 20 UIT/mg. La soja puede tener
concentraciones por encima de 40 UIT/mg (Dini y col., 2012). Ademas, es importante
hacer hincapié en que, dado que los ensayos se llevaron a cabo en las raices
parcialmente deshidratadas, se determiné la actividad remanente de los inhibidores de

tripsina en las muestras de ahipa. Las raices de procedencia Local y la accesion IRNAS

70



Capitulo 1. Caracterizacion de las raices de Pachyrhizus ahipa

11 exhibieron los valores mds altos, mientras que las accesiones IRNAS 4, 5y 9
presentaron contenidos similares entre si de inhibidores de tripsina.

Los inhibidores de tripsina pueden causar hipertrofia y/o hiperplasia pancreatica. Sin
embargo, se ha informado que los inhibidores de proteasas tienen efectos
anticancerigenos (Makkar y col., 2007; Dragsted y col., 1993; Schelp y Pongpaew, 1988;
Steinmetz y Potter, 1996). Del mismo modo, bajo un consumo controlado, la actividad
antiproteina de estas sustancias se puede utilizar en alimentos destinados a la
reduccion de peso, ya que inducen una mayor sensacion de saciedad. Segin Noman y
col. (2007) en su trabajo sobre Pachyrhizus erosus, esta especie junto a la batata y la
papa podrian cumplir con estos requisitos ya que presentan actividades similares.

El contenido de oxalatos de las raices ahipa varié entre 58 y 217 mg/100 g (Tabla 1.9).
Huang y col., (2007) informd que en taro el contenido de oxalatos se encontrd entre
234 y 411 mg/100 g. Las raices de las accesiones IRNAS 4 y 9 mostraron un contenido
de oxalatos superior y estadisticamente (p>0,05) comparable y, mientras que las
accesiones 11 y Local mostraron los valores mas bajos y no hubo diferencias
significativas (p>0,05) entre ellas.

Los oxalatos reducen la biodisponibilidad del calcio, y los complejos insolubles
formados también pueden producir trastornos en el sistema de excrecién (Dini y col.,
2012; Hang y col., 2013; Sasaki y col., 2008).

Se encontré una correlacién lineal (R2> 0,75) entre el calcio y el contenido de oxalatos
en las raices ahipa.

En relacion a la cuantificacién de los compuestos fendlicos (Tabla 1.9), el contenido en
la accesién IRNAS 11 fue significativamente menor (p<0,05) respecto a las demas
accesiones (IRNAS 4, 5, 9) y no hubo diferencia (p>0,05) con respecto al registrado para
la ahipa Local.

Los taninos representaron aproximadamente el 50% del total de los compuestos
fendlicos en las accesiones de ahipa analizadas (Tabla 1.9).

Cabe destacar que las raices de ahipa de las accesiones 11 y Local presentaron los
contenidos mds bajos de oxalatos, acido fitico y taninos dentro de los rangos
observados.

Por otra parte, la presencia de glicdsidos cianogénicos fue cualitativamente

investigada, no hallandose niveles detectables de los mismos en las raices analizadas

71



Capitulo 1. Caracterizacion de las raices de Pachyrhizus ahipa

(Figura 1.18). A diferencia de la ahipa, la mandioca produce dos glicésidos
cianogénicos, linamarina y una pequeia cantidad de lotaustralina (metil linamarina),
ademas de la enzima linamarasa que cataliza la formacién de glucosa y cianohidrinas.
Las cianohidrinas se descomponen de forma espontdnea por encima de pH 5

produciendo cianuro de hidrégeno (Bradbury y Denton, 2010; Diniy col., 2012).

Figura 1.18. Ensayo cualitativo de glicdsidos cianogénicos en raices parcialmente

deshidratadas de Pachyrhizus ahipa (ahipa).

Nota: Se observa a la derecha un testigo positivo (Prunus laurocerasus).

3. Actividad secuestrante de radicales libres

El analisis de antioxidantes fue realizado en las raices con mayor contenido de almiddn
total: accesiones Local e IRNAS 11. La muestra de ahipa local mostré una actividad
secuestrante de radicales libres (ASR) significativamente mayor (42,5+0,7 mg
Trolox/100g) medido por el método de ABTSe" con respecto a la accesién IRNAS 11
(28,610,9 mg Trolox/100g); estos valores fueron similares a los informados para
batata (25,03+4,07 mg Trolox/100g) pero mas bajos que los de mandioca (51,07+7,10
mg Trolox/100g) o el fiame ordinario (Typhonium trilobatum) (74,05+10,20 mg
Trolox/100g) (Sreeramulu y Raghunath, 2010).
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En los ensayos de DPPHe, la reaccion de inactivacion requirié 6 horas para alcanzar el
estado estacionario, de modo que los antioxidantes de la raiz de ahipa podrian ser
incluidos en el grupo con cinética de reaccion lenta (Brand-Williams y col., 1995). Esto
indicaria una relativamente baja cantidad de &cido ascdrbico, asi como una
contribucién importante de compuestos fendlicos al poder antioxidante.

La ASR exhibida por las raices de ahipa contra DPPHe fue 2,7+0,4 g™ (ECso ) para IRNAS
11y 2,540,4 g™ para la accesioén Local. Estos niveles de antioxidantes de las raices de
ahipa no difieren de los referidos para otras R&T, por lo que la incorporacién de esta
raiz tuberosa en la dieta puede no representar una incorporacién de antioxidante
significativa, ya que otras hortalizas tales como pimientos rojos pueden proporcionar

hasta 100 veces mas antioxidantes que las raices de ahipa.

4, Capacidad de retencion de solventes

La Figura 1.19 muestra la capacidad de retencidon de solventes (CRS) de las raices
parcialmente deshidratadas de diferentes accesiones de ahipa. En general, la accesién
IRNAS 4 exhibié la mas alta capacidad de retencién de los solventes ensayados,

mientras que la accesién IRNAS 11 presentod los valores mas bajos.
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Figura 1.19. Capacidad de retencion de solventes de raices parcialmente deshidratadas

de Pachyrhizus ahipa (ahipa).
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Se considera que la capacidad de retenciéon del carbonato de sodio (CRCS) esta
relacionada con el contenido de almiddn dafiado, ya que una solucién de carbonato de
sodio al 5% (p/p) eleva el pH por encima de 11, donde los grupos hidroxilo del almidén
comienzan a ionizarse y por lo tanto el mismo se carga negativamente (Gaines, 2000;
Duyvejonck y col., 2011; Dini y col., 2013). Las accesiones de raices de ahipa IRNAS 9 y
5 podrian tener un contenido similar de almidén dafado, ya que su CRCS no fue
significativamente diferente (p>0,05) (Figura 1.19).

En general, la capacidad de retencién del acido lactico (CRAL) se asocia con la
formacion de la red de glutenina y la fuerza del gluten de una harina, debido a que un
pH inferior a 7 favorece el entramado de la red por los polimeros de gluten relativos a
los polisacaridos (Duyvejonck y col., 2011; Dini y col., 2013). Dado que la ahipa es un
producto libre de gluten, la CRAL podria estar asociada a la capacidad de la proteina
para desarrollar una red tridimensional. Por lo tanto, aunque las accesiones IRNAS 11y
Local exhibieron mayor contenido de proteina cuantificado por el método de Kjeldahl
(Tabla 1.6), las proteinas presentes no mostrarian la capacidad de formaciéon de una
red.

Se observé una fuerte correlacion lineal (R%> 0,84) entre el contenido de fibra dietaria
total (Tabla 1.6) y la capacidad de retenciéon de agua (CRA). Una tendencia similar se
informd para la harina de trigo (Colombo y col., 2008; Duyvejonck y col.,, 2012;
Duyvejonck y col., 2011).

Las raices parcialmente deshidratadas de las accesiones IRNAS 11 y Local mostraron la
menor capacidad de retencién de sacarosa (CRSA), asociada al contenido de
pentosanos soluble en agua, que se cuantifica como fibra soluble. Estos hallazgos
sugieren que estas muestras de ahipa contendrian una mayor proporcidon de fibra
insoluble con los beneficios para la salud que esto conlleva. Ademas, la CRSA también

se correlacioné con el contenido de FDT (R2> 0,77).

5. Propiedades térmicas

En la Figura 1.20 se muestra el termograma de la raiz fresca de ahipa proveniente de la
accesion Local. La temperatura de inicio registrada para la raiz fresca de ahipa fue de
62,2+0,3°Cy la de gelatinizacién o pico endotérmico 66,6+0,6°C. El proceso mostrd una

entalpia de 9,0+0,8 J/g en base seca.
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Figura 1.20. Termograma de la raiz fresca de Pachyrhizus ahipa (ahipa) accesién Local.

En la Figura 1.21 se muestran los termogramas correspondientes a raices parcialmente
deshidratadas provenientes de las cinco accesiones de ahipa estudiadas. En general,
las suspensiones acuosas de muestras de raices parcialmente deshidratadas de ahipa
exhibieron una amplia transicion térmica asociada principalmente a la gelatinizacién
del almidén y a la desnaturalizacion de proteinas, siendo ambos procesos cooperativos

(Figura 1.21).
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Figura 1.21. Termogramas (Flujo de calor en funcién de la temperatura) de las raices

parcialmente deshidratadas de diferentes accesiones de Pachyrhizus ahipa (ahipa).

La Tabla 1.10 resume los pardmetros obtenidos a partir de los termogramas. Se
observa que los mismos variaron dependiendo de la accesién analizada. Las raices
parcialmente deshidratadas de las accesiones IRNAS 11 y Local no difirieron
estadisticamente (p>0,05). Las accesiones 4 y 5 presentaron los mayores valores de
temperatura de inicio y de pico mientras que para la accesion 11 se obtuvieron los

valores mas bajos, siendo en todos los casos las diferencias significativas (p<0,05).
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Tabla 1.10. Parametros térmicos de las raices parcialmente deshidratadas de

Pachyrhizus ahipa (ahipa) de diferentes accesiones.

Accesion Temperatura de inicio (°C) Temperatura de pico (°C) Entalpia (J/g)

Local 66,1+0,1° 71,3+0,4° 25+3°
IRNAS 4 69,7+0,7° 75,3+0,5° 17,540,5°
IRNAS 5 68,00,4° 73,5%0,2° 23+3°
IRNAS 9 62,2+0,4° 68,2+0,2° 20,6£0,4°
IRNAS 11 66,1+0,4° 71,9+0,5" 25,4+0,9°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias + las desviaciones estandar. Letras diferentes
en cada columna indican diferencias significativas (p<0,05). La entalpia se encuentra expresada en base

seca.

Las diferencias observadas se correlacionan con la distinta composicidon de las raices
previamente descripta (Tabla 1.6). Como era de esperar, las muestras de ahipa Local e
IRNAS 11, con alto contenido de almidén y proteinas (Tabla 1.6), presentaron los
valores mas altos de entalpia. Del mismo modo, la accesidn IRNAS 4, con el mas alto
contenido de sacarosa (Tabla 1.8), presentd la temperatura mas alta de pico, ya que es
sabido que los azucares desplazan el pico de temperatura de gelatinizacion del
almidoén y también afectan el proceso de desnaturalizacidon de la proteina debido a la
reduccion de la disponibilidad de agua. Se observd una tendencia similar en otros
trabajos realizados en mandiocas y ahipa (Aboubakar y col., 2008; Doporto y col.,

2011, 2012; Lépez y col., 2010; Dini y col., 2013).
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CONCLUSIONES
En comparaciéon con otras R&T tropicales y subtropicales, las raices de ahipa mostraron
una composicion quimica mas equilibrada desde el punto de vista nutricional,
realizando un aporte significativo de proteinas, fibra y minerales tales como potasio,
calcio, hierro, junto con el componente mayoritario (almiddn).
Respecto de la poscosecha de las raices, el dafio por frio observado a 4 y 10°C no
permitio prolongar el almacenamiento de las raices de ahipa a estas temperaturas por
mas de un mes, en tanto que a 25°C la conservacion se realizé durante cuatro meses.
Las muestras conservadas a 25°C no evidenciaron cambios notorios en los atributos de
color y textura. La aplicacién de almacenamiento refrigerado para raices de ahipa fue
limitada por el desarrollo de dafio por frio. Este trastorno fisiolégico fue acompanado
por ataque de hongos. Las tecnologias limpias poscosecha ensayadas (tratamiento
térmico y tratamiento UV-C) podrian considerarse como instrumentos viables para
extender la vida de almacenamiento de raices de ahipa, dependiendo si los beneficios
obtenidos justifican los costos derivados de su implementacion.
Por otra parte, la composicion quimica de las raices ahipa varié con la accesién de
origen. Aunque el contenido de agua de la ahipa es relativamente alto, las raices se
pueden considerar una buena fuente de hidratos de carbono (principalmente sacarosa
y almidén) y fibra dietaria total. También pueden proporcionar una adecuada cantidad
de minerales, en especial hierro y magnesio. Los niveles de proteina son
considerablemente mas altos que los sefialados para otros cultivos de R&T.
La ahipa Local e IRNAS 11 se destacaron por su alto contenido de almidén, y porque
presentaron un nivel de proteina intermedio. El contenido de fibra dietaria total y de
sodio de estas dos accesiones de ahipa fueron los mas bajos. Del mismo modo, las
accesiones Local e IRNAS 11 mostraron los niveles mas reducidos de oxalatos, acido
fitico y taninos, lo que representa una ventaja desde el punto de vista nutricional.
La accesidon IRNAS 11 tuvo los valores mas bajos de CRS y en particular los valores de
CRAL, indicando que las proteinas presentes en estos materiales no serian adecuadas
para la formacién de una red proteica. Al analizar las propiedades térmicas, las
accesiones Local e IRNAS 11 mostraron los valores mas altos de entalpia.
Por lo expuesto anteriormente, estas dos accesiones presentaron propiedades

interesantes a tener en cuenta en un programa de mejoramiento genético.
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Capitulo 2. Caracteristicas fisico-quimicas, morfoldgicas y funcionales del almidén de Pachyrhizus ahipa

INTRODUCCION
El almiddn es un polisacdrido ampliamente utilizado en la industria de alimentos, textil,
agroquimica y farmacéutica, entre otras. El estudio y la evaluacion de sus
caracteristicas y propiedades funcionales son necesarios para comprender su rol en la
formulacidon de alimentos, analizar su transformacién durante el procesamiento vy

sugerir posibles usos y aplicaciones industriales del mismo.

1. El almidén

Es un polisacarido de reserva de carbono y energia en los vegetales y se localiza
principalmente en raices, tubérculos, frutos y semillas. A nivel celular se presenta en
entidades discretas, semicristalinas, las cuales reciben el nombre de granulos. El
tamafio, forma y estructura de los granulos difieren substancialmente con la fuente
botanica. Su morfologia es variada: esféricos o con forma de discos para los de trigo,
poliédricos en arroz y maiz, con forma de “ostras” irregulares en papa, filamentosos en
almidon de maiz de alto contenido de amilosa, entre otros (Whistler, 1984; Eliasson,
2004).

El almidén esta compuesto fundamentalmente por dos polimeros de glucosa: amilosa
y amilopectina. Los granulos también contienen trazas de otros constituyentes como
lipidos polares, principalmente fosfolipidos, que contienen nitrégeno y fésforo y que,
en muchas ocasiones, juegan un rol importante en las propiedades funcionales del
almidén (Belitz, 1997). La relacién amilosa/amilopectina y su organizacion fisica dentro
de la estructura granular, le confieren a los almidones propiedades fisicoquimicas y
funcionales caracteristicas (Bello-Pérez, 1995; Eliasson, 2004).

La amilosa (Figura 2.1) se compone principalmente de cadenas de residuos de a-D-
glucopiranosilo unidas por enlaces a-(1->4). Aunque se admite que se trata de un
polimero lineal, existe una pequeia proporcién de ramificaciones por enlaces a-(1->6)
(Thomas y Atwell, 1999). El tamafio molecular varia entre 1x10° y 1x10° Da,
conteniendo entre 500 y 6.000 unidades de glucosa. La naturaleza lineal y de gran
longitud le confieren a la amilosa algunas propiedades Unicas, como por ejemplo su
capacidad para formar complejos con |, de color azul, alcoholes o acidos organicos y su

tendencia a asociarse consigo misma, precipitando de la soluciéon. Cuando se enfrian,
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las soluciones de amilosa presentan una fuerte tendencia a la retrogradacion, donde

cristaliza formando geles de almidén, aumentando asi la viscosidad de la solucidn.

Figura 2.1. Estructura quimica de la amilosa.

La amilopectina (Figura 2.2) estd formada por a-D-glucosa, combinada principalmente
por enlaces a-(1->4). El grado de ramificacion es mucho mayor que el de la amilosa,
con un 4-5% de enlaces a-(1->6). Representa entre un 70-80% y en ciertos casos
alcanza niveles de hasta 98-99%, dependiendo de la procedencia botdnica del almiddn
(Zobel, 1988). Su estructura y proporcion en el almiddén contribuyen notablemente a
las propiedades funcionales del mismo (Bello-Pérez y col., 2002). El peso molecular es
del orden de 1x10® Da, con aproximadamente 600.000 residuos de glucosa y se
encuentra ramificada al azar. En presencia de |, forma complejos de color pupura.
Posee una alta viscosidad intrinseca debido a su estructura ramificada y su alto peso
molecular. Por calentamiento en agua, proporciona soluciones claras y de alta
viscosidad, que son ademas filamentosas y cohesivas. Sus soluciones no tienen casi
tendencia a la retrogradaciéon, tampoco presentan envejecimiento ni formacion de gel,

aunque la concentraciéon de las mismas sea muy elevada.
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Figura 2.2. Estructura quimica de la amilopectina.

Los granulos de almiddn son anisotrdpicos debido a la presencia de regiones cristalinas
en una masa predominantemente amorfa, dando como resultado el fenémeno de
doble refringencia o birrefringencia que se evidencia como una cruz de malta a la luz

polarizada (Katz y col., 1993), (Figura 2.3).

R Aty Mgt et

Figura 2.3. Granulos de almidén de papa mostrando a) el hilium, los anillos de
crecimiento, b) su tincidn con |, y c) las cruces de malta a la luz polarizada.

Fuente: http://archaeobotany.dept.shef.ac.uk/wiki/index/Image

La regidn cristalina, que ha sido la mas estudiada, estd formada por cadenas de
ramilletes o racimos de amilopectina mientras que la regién amorfa por puntos
ramificados de la amilopectina y por la amilosa (Zobel, 1988). Ademas, la estructura de

los granulos de almidén y el arreglo de sus componentes permiten explicar las
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propiedades fisicoquimicas y funcionales, como asi también la digestibilidad de los

diferentes almidones.

1.1 Gelatinizacién

Los granulos de almidén son insolubles en agua fria, pero se hinchan cuando se
calientan en un medio acuoso (Figura 2.4). Inicialmente el hinchamiento es reversible y
los granulos mantienen sus propiedades dpticas; sin embargo cuando se alcanza una
cierta temperatura, el hinchamiento llega a ser irreversible afectando la estructura del
granulo. Este proceso es conocido como gelatinizaciéon y ocurre en un intervalo de
temperatura, ya que los granulos presentan diferente resistencia debido a su
composicion y grado de cristalinidad. La gelatinizacidén es un proceso endotérmico que
va acompainado de la lixiviaciéon de la amilosa y pérdida de la birrefringencia del
granulo (Figura 2.4). Finalmente se genera una pasta en la que existen cadenas de
amilosa de bajo peso molecular altamente hidratadas que rodean a los restos de los
granulos, también hidratados.

La temperatura de la gelatinizacion depende de la fuente botanica de la que proviene
el almidén, del contenido de humedad de la muestra y de ciertas condiciones

experimentales tales como pH, presencia de sélidos, etc. (Huang y Rooney, 2001).

Pared

granular

Amilosa f Amnilopecting Reticulo de

amilosa

Amilopectina

Pérdidade la
birrefringencia

@ (0, & \Lt2)
) & \3"3’ '

Hinchamiento del granulo

L Pasta de
Almidan i el de
mative almiden almidén
50°C 60°C
-20°C .. .’ .- =20 °C
Gelatinizacion Gelacion y

retrogradacion

Figura 2.4. Efecto del procesamiento hidrotérmico sobre las caracteristicas del
almidon: hinchamiento, gelatinizacion, gelacién y retrogradacién. Adaptado de

Eliasson (2004).
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1.2 Retrogradacion

Varios autores consideran que los geles estdn compuestos por una matriz de amilosa
gue contiene granulos gelatinizados compuestos mayoritariamente por amilopectina
(Ring y col., 1987 y 1983; Miller y col., 1973; Ott y Hester, 1965). El desarrollo de la
estructura y cristalinidad de los geles de almiddn a corto tiempo estd dominado por la
gelacion vy cristalizacion de la amilosa (Figura 2.4). Los aumentos en el médulo de
elasticidad de los geles durante el almacenamiento estdn ligados a la cristalizacion de
la amilopectina, aumentando asi la rigidez de los granulos y reforzando la matriz de
amilosa (Miles y col., 1985a). La formacidon de cristales va acompafiada por un
aumento gradual en la rigidez y la separacidon de las fases entre el polimero y el
solvente (sinéresis). Estos procesos se agrupan bajo el término de retrogradacion y
afectan la textura, digestibilidad y aceptacién por el consumidor de los productos a
base de almidén. Dada su relevancia tecnolégica estos fendmenos han sido
ampliamente estudiados (Navarro y col., 1995; Ferrero y col., 1993; Biliaderis, 1992;
Miles y col., 1985 ay b).

A nivel molecular se caracteriza por una asociacion paralela mediante puentes de
hidrégeno de las cadenas de amilosa lixiviadas, produciendo una red tridimensional
donde quedan los granulos hinchados, y dentro de éstos la amilopectina recristaliza,
en un arreglo que dependerd del tipo de almidén y la temperatura a la que se
almacenan los productos (Farhat y col.,, 2001). Finalmente se forman agregados
cristalinos, acompanados por un incremento gradual en la rigidez, opacidad en la
suspension y sinéresis (Huang y Rooney, 2001; Biliaderis, 1992). Cada almiddn tiene
una tendencia diferente a la retrogradaciéon que esta relacionada principalmente con
su contenido de amilosa, ya que la amilopectina estd mas limitada debido a que sus
ramificaciones impiden la formacion de puentes de hidrégeno entre cadenas
adyacentes. Las fracciones de amilosa o las secciones lineales de amilopectina que
retrogradan, forman zonas con una organizacién cristalina muy rigida, que requiere de

una alta energia para fundir.
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OBIJETIVOS
Los objetivos planteados para este capitulo son los siguientes:
1. Extraer almidén a partir de raices tuberosas de ahipa (Pachyrhizus ahipa) vy
mandioca (Manihot esculenta) a escala de laboratorio, obteniendo muestras
representativas.
2. Caracterizar fisicoquimica y microestructuralmente los almidones nativos extraidos
analizando: contenido de amilosa y fésforo, morfologia, distribucién de tamafios de
granulos y estructura cristalina.
3. Estudiar las propiedades funcionales que determinan las aplicaciones tecnolégicas
de estos almidones, evaluando principalmente: la capacidad de hinchamiento de los
granulos y el proceso de gelatinizacidn de las suspensiones de almiddn.
4. Analizar las propiedades reoldgicas de las pastas de almidéon y el proceso de

retrogradacion, evaluando el perfil de textura y el grado de sinéresis de las mismas.
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MATERIALES Y METODOS

1. Muestras

Se utilizaron raices tuberosas de ahipa (Pachyrhizus ahipa) pertenecientes a la
denominada accesion Local, IRNAS 9 e IRNAS 11, cultivadas en la EEA Montecarlo
como se describid en el Capitulo 1. Asimismo, las raices de mandioca (Manihot
esculenta) de diferentes cultivares fueron provistas por la misma Estacidn
Experimental. En los ensayos donde se indique soélo “almiddn de ahipa”, los resultados
obtenidos corresponden a la accesidn Local y en el caso de “almidén de mandioca” al
cultivar Pomberi. EI material empleado en los presentes ensayos fue cosechado

durante los anos 2009-2012.

2. Extraccion del almidon de ahipa y mandioca

El proceso de extraccidon de almiddn de raices y tubérculos es relativamente sencillo y
consta de las siguientes etapas: lavado, pelado, rallado, filtracién, decantacion vy
secado. A continuacién se describe el procedimiento propuesto por Ldépez y col.,
(2010) para la extraccidn de almiddn a partir de raices tuberosas de Pachyrhizus ahipa
a escala de laboratorio (Figura 2.5), que fue el aplicado en el presente trabajo de Tesis.
El proceso que a continuacion se describe se adaptd tanto a la extraccion de almiddn
de ahipa como de mandioca.

Se comenzd con la recepcién de la materia prima y el lavado de las raices para eliminar
restos de tierra. Con el fin de reducir la carga microbiana de las raices se incorpord una
etapa de sanitizacidn que consistid en la inmersion en solucién de hipoclorito de sodio
(250 ppm de Cl,) durante 10 minutos. Luego, las raices se pelaron y se procesaron con
un rallador de disco rotatorio especialmente adaptado para este fin. La pasta rallada se
coloco en agua (2 L/kg raices), y se almacend a 4°C durante 24 horas. Seguidamente,
la mezcla se filtrd a través de una tela muselina y se obtuvo el almiddn en suspensién
acuosa, denominada “lechada de almiddon”. El residuo retenido en la tela fue sometido
a un nuevo proceso de extraccién (Figura 2.5).

La suspension se decantd a 4°C y se recuperd el material insoluble sedimentado
constituido principalmente por almidén, que luego se secé a 40°C. Finalmente, el

material seco se sometidé a molienda. Para el calculo del rendimiento de la extraccion
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se realizo el balance de masas del proceso, lo que permitié calcular la relacidén entre los

pesos de las raices y del almiddn extraido.

Raices tuberosas de ahipa y mandioca

\4

Lavado y desinfeccién (agua
clorada: 250 ppm Cloro 10
minutos)

l

Pelado manual

\4

Rallado (rallador de disco rotatorio)

Raices ralladas
v

Procesamiento (mixer) —

Agua
(2 L/kg raices)

A
Almacenamiento (4 °C - 24 h)

Pulpa

v
Filtrado

Lechada de almiddn
) 4

Decantacidn (4 °C - 24 h)

\4
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Figura 2.5. Diagrama de flujo del proceso de extraccion de almiddn de ahipay

mandioca.
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3. Caracterizacion de los almidones extraidos

El conocimiento de la composicidén quimica contribuye a una mejor utilizaciéon de estos
almidones en programas de alimentacion y nutricidn. Las técnicas analiticas utilizadas
para evaluar la composicion quimica de los almidones de ahipa y mandioca se

describen a continuacion.

3.1 Contenido de materia seca

Se pesaron por duplicado las muestras de almiddn y se secaron en una estufa (San Jor
H701P, Argentina) a 105°C hasta peso constante. El procedimiento empleado se
describid en el Capitulo 1. Los resultados se expresaron como porcentaje (%) respecto

al peso inicial.

3.2 Determinacion de cenizas totales

Las muestras fueron colocadas en crisoles limpios, tratados con anterioridad a 900 °C,
con el fin de eliminar todo tipo de materia. Las muestras (2 g) contenidas en los
crisoles previamente tarados, fueron carbonizadas lentamente en la llama de un
mechero Bunsen. Luego se realizd la determinacién de cenizas segun lo descripto en el
Capitulo 1. Los crisoles conteniendo las cenizas se pesaron y con este valor se calculé el

porcentaje (%) de cenizas totales.

3.3 Contenido de fésforo
El contenido de fésforo se analizé por el método espectrofotométrico basado en la
reaccion con el complejo vanado-molibdato, segun lo descripto en el Capitulo 1. Los

resultados finales se expresaron como mg/100g.

3.4 Extraccion y cuantificacion de lipidos totales

Para la determinacién del contenido de lipidos, los almidones se pesaron por duplicado
(12 g). Los mismos se dispusieron en un aparato Soxhlet durante 2 horas, tal como se
describié en el Capitulo 1. El residuo sélido fue cuantificado gravimétricamente. Los

resultados se expresaron como porcentaje (%) sobre una base seca.
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3.5 Determinacion del contenido de nitrégeno total
Se cuantific el nitrégeno total de las muestras de almidén (0,8 g) mediante el método
Kjeldahl. Se procedié tal como se describié en el Capitulo 1. Los resultados se

expresaron como porcentaje (%) sobre base seca.

3.6 Actividad a-amilasa

Se midié empleando el kit enzimatico Ceralpha (K-CERA 08/05 Megazyme®©, Irlanda),
empleando como sustrato el reactivo p-nitrofenil maltoheptadsido con su extremo no
reductor bloqueado, en presencia de exceso de a-glucosidasa termoestable que
genera glucosa y p-nitrofenol. El procedimiento llevado a cabo fue descripto en el

Capitulo 1. Los resultados se expresaron como Unidades Ceralpha g™ de muestra seca.

4, Caracterizacion fisicoquimica y microestructural de los almidones

4.1 Determinacion de la concentraciéon de amilosa en almiddn de ahipa y mandioca
El método seleccionado se basa en que la fraccion de amilosa tiene afinidad para
formar complejos con vyodo, los que pueden ser cuantificados
espectrofotométricamente (Morrison y Laignelet, 1983). Esta técnica incluye la
remocion de los lipidos presentes en el almiddon ya que éstos podrian interferir en la
determinacién (MacGregor y Fincher, 1993).

Se pesaron 70-80 mg de almiddn en un tubo y se afiadieron 10 mL de solucién 1:9 de
urea 6M-dimetilsulfoxido (DMSO). El tubo se colocd en estufa a 100°C durante 1 hora,
se retiré y se dejé enfriar. Se tomaron 0,5 mL de la solucién, se transfirieron a un tubo
de 10 mL y se pesaron; este paso se realizd por duplicado. Se adicionaron 5 mL de
etanol 99,5% v/v para remover los lipidos, se mezclé en un vortex, se centrifugd 30
min a 5000xg, descartandose el sobrenadante. Se adiciond 1 mL de la solucién de
urea-DMSO y se mezcld nuevamente en un vortex, obteniéndose una solucidn clara. El
contenido se transfirid a un matraz de 50 mL y se adicionaron aproximadamente 25 mL
de agua destilada, 1 mL de soluciéon de I, (2 mg |, y 20 mg Kl /mL), se llevé a volumen
con agua destilada y se homogeneizé la solucién. Se midid la absorbancia a 635 nm en
un espectrofotémetro Beckman DU650 (Palo Alto, CA, Estados Unidos) y se calcularon

el valor azul y el porcentaje de amilosa a partir de las siguientes ecuaciones:
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Absorbanax100
Valorazul= [2.1]

2xgsoluciéommgalmidor

Porcentajedeamilosa 28,414 x valorazul [2.2]

La concentracion de amilopectina se obtuvo por diferencia (100% - porcentaje de
amilosa). Los resultados informados corresponden al promedio de al menos cuatro

determinaciones.

4.2 Medidas de color superficial de los almidones

Las medidas de color de los almidones de ahipa y mandioca se realizaron con un
colorimetro CR-400 (Konica Minolta Sensing Inc., Japdn). Los valores de la escala CIE
empleada se expresan en términos de luminosidad (L*), coordenadas rojo-verde
(pardmetro de cromaticidad a*), y coordenadas azul-amarillo (pardmetro de
cromaticidad b*). Asimismo, con estos pardmetros fueron calculados el angulo hue (h°)

y la funcién Chroma (C*), como se describe en el Capitulo 1.

4.3 Morfologia y distribucion de tamaio de los granulos

Una de las técnicas mds empleadas para estudiar la morfologia y distribucién de
tamafio de los granulos es la microscopia electrénica de barrido o en inglés SEM
(Scanning Electron Microscopy). A tal fin se utilizd un microscopio electrénico marca
JEOL 35 CF (Japdn) equipado con un detector secundario de electrones, con una
resolucién nominal de 60 A, y se trabajé con un voltaje de aceleracién de 15 kV. Las
imagenes fueron obtenidas con el software IDX especialmente disefiado para adquirir
imagenes digitales, con una resolucién de 1024 x 800 pixeles. Para el procesamiento y
el analisis de las imagenes se utilizé el software AnalySis Pro 3.0.

A partir de las imagenes SEM se pueden calcular diversos parametros morfoldgicos,
dentro de los cuales podemos citar los siguientes: didmetro medio, radio medio de
Martins (se calcula teniendo en cuenta el centro de gravedad de la particula), didmetro
de circulo equivalente (DCE, didmetro correspondiente al circulo con igual area
equivalente) y el factor de forma (relacionado con la forma del granulo que varia entre

0y 1, correspondiendo este ultimo a particulas esféricas).
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4.4 Espectroscopia de difraccion de rayos X

Un espectro de difraccion de rayos X de un material semicristalino, como el almiddn,
se caracteriza por la presencia de picos de absorcién de la radiacién y una zona de
contribucién amorfa. Cuanto mayor es esta zona, menor es el grado de cristalinidad de
la muestra (Figura 2.6). Esta técnica permite obtener informacién sobre la estructura
del material analizado ya que el diagrama de difraccion es como una “huella dactilar”

de las sustancias cristalinas.

Intensidad relativa

20 (grados)

Figura 2.6. Difractograma tipico de un material semicristalino.

Nota: La letra A corresponde al drea de los picos de absorcion o area cristalina, B es el area de la zona

amorfa o de “background” y (A+B) es el drea total del difractograma.

Para el andlisis de los almidones estudiados, se utilizd un difractdmetro X Pert Pro
Analytical Model PW 3040/60 (Almelo, Holanda) provisto de un tubo con un danodo de
CukK, que emite radiacién de A=1.543 nm, y un detector que operd con un voltaje de 40
kV y una corriente de 40 mA. Los difractogramas se obtuvieron desde 20 = 3° hasta 26
= 60°. Para cuantificar la cristalinidad, se utiliz6 una adaptacion del método propuesto
por Hermans y Weidinger (1948) para materiales semicristalinos, en el cual se estima,

mediante una integracién, la relacidon del area de los picos de absorcion (que se
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atribuye a las regiones cristalinas) respecto al area total del difractograma (Ottenhoff,

2003). El grado de cristalinidad de una muestra puede calcularse como:

Gradode cristalirﬂad(%):ixmo [2.3]
(A+B)

donde A corresponde al drea de los picos de absorcion y (A+B) es el area total del
difractograma (Figura 2.6), determinadas mediante el procesamiento de los
difractogramas con el programa Origin version 7.0 (OriginLab Corporation, Estados

Unidos).

4.5 Andlisis por Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier

Los espectros IR con transformada de Fourier o en inglés FTIR (Fourier Transform
InfraRed) de los almidones extraidos a partir de las raices tuberosas de ahipa y
mandioca fueron obtenidos con un espectrofotometro Thermo Nicolet Nexus (Estados
Unidos) perteneciente al PLAPIQUI (CCT Bahia Blanca - CONICET), trabajando en el
rango de numeros de onda desde 4000 hasta 400 cm™. Para cada muestra se
colectaron 100 barridos con una resolucién de 4 cm™ que fueron acumulados y se
generd el espectro promedio correspondiente a cada muestra utilizando el software
asociado al equipo. Para la preparacién de las muestras, los almidones de ahipa y
mandioca se trituraron con bromuro de potasio (Sigma—Aldrich con pureza del 99%) a
una concentracion del 3% p/p, esta mezcla en polvo se comprimié formando una

pastilla transparente a través de la cual se hizo incidir la radiacion IR.

4.6 Estudio de la estabilidad de los almidones: obtencion de las isotermas de
sorcion

La actividad acuosa (ay) es un pardmetro muy usado como indicador para predecir la
vida util de un alimento.

Las isotermas son importantes para predecir los cambios en la estabilidad de los
alimentos y en la eleccidn del material de empaque adecuado. La isoterma de sorcién
se describe graficamente como la cantidad de agua adsorbida en funcién de la

humedad relativa de la atmdsfera circundante al material o de la actividad de agua del
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mismo. Esta cantidad de agua es la captada luego de que se ha alcanzado el equilibrio
a una temperatura constante. La actividad de agua y la humedad relativa son definidas

por la ecuacién:

P %humedadelativa
aw=—= [2.4]
Po 100

donde:
P = presidn de vapor de agua del material a temperatura Ty
Po = presién de vapor del agua pura a temperatura Ty

To = temperatura del sistema

Las isotermas pueden ser obtenidas en dos direcciones. La isoterma de adsorcion se
obtiene al colocar el material seco en varias atmdsferas de humedad relativa creciente
y midiendo el peso ganado debido al agua incorporada.

La isoterma de desorcion se obtiene al dejar el material hiumedo bajo atmésferas de
humedades relativas decrecientes, pero en este caso midiendo la pérdida de peso
asociada a la deshidratacion de la muestra. Por causa del fenédmeno de histéresis
ambas isotermas no coinciden, encontrandose la de desorcién por encima de la de
adsorcién.

Las isotermas de sorcidn se obtienen principalmente a través de dos grupos diferentes
de métodos de medicidn: el gravimétrico y los basados en la determinacién de la
actividad de agua o presion de vapor de agua. En el método gravimétrico el cambio de
peso de la muestra es medido en funcién de una determinada presién de vapor de
agua de la atmdésfera circundante. En el método basado en la determinacién de la
actividad de agua o la presion de vapor de agua, el a,, 0 la presidn de vapor de agua es
medida para un determinado contenido de agua de la muestra.

El método gravimétrico no determina directamente la presién de vapor de agua o ay
del material. Se asume que en el equilibrio el material tiene la misma presién de vapor
gue la atmosfera circundante. El método gravimétrico estatico es el mas difundido, ha
sido estandarizado por el “European Cooperative Project Cost 90” (Spiess y Wolf, 1983)

y es el utilizado en el presente trabajo de Tesis.
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Las muestras (0,15-0,20 g) de los almidones de ahipa y mandioca fueron colocadas en
recipientes de aluminio previamente pesados y se mantuvieron en un desecador con
CaCl, anhidro durante 7 dias para deshidratarlas completamente. A continuacién, las
muestras se pesaron y se ubicaron en recipientes cerrados con soluciones saturadas de
diferentes sales (Tabla 2.1). El intervalo de actividad acuosa de las mismas varié desde
0,11 hasta 0,91 (Thys y col., 2010). Cabe aclarar que a las soluciones de mayor valor de

aw se les adiciond timol con el fin de evitar la proliferacion de microorganismos.

Tabla 2.1. Soluciones saturadas salinas y sus valores de humedad relativa (%) en

funcién de la temperatura.

Temperatura (°C)

10 20 25 30 35 40

Soluciones saturadas salinas

Cloruro de litio 11,30 11,31 11,30 11,28 11,25 11,21
Cloruro de magnesio 33,50 33,07 32,78 32,44 32,05 31,60
Carbonato de potasio 43,10 43,20 - 43,20 - -
Nitrato de magnesio 57,40 54,38 52,89 51,40 49,91 48,42

Nitrito de sodio 67,30 65,00 - 63,50 - -

Cloruro de sodio 75,70 75,20 75,10 75,00 74,90 74,68
Cloruro de potasio 86,80 85,05 84,20 83,60 82,70 81,80

Cloruro de bario 91,00 90,65 90,30 90,00 89,50 -
Sulfato de potasio 98,20 97,59 97,30 97,00 96,71 96,41

Fuente: Robinson y Stokes, 1965; Greenspan, 1976; Kitic y col., 1986.

Las muestras se almacenaron a 10, 20 y 30°C y se pesaron diariamente en balanza
analitica hasta que dos medidas sucesivas de peso no difirieron, es decir, hasta
alcanzar el equilibrio (7 dias aproximadamente). Al cabo de ese tiempo las muestras se
retiraron de los contenedores y se determind el contenido de humedad de equilibrio
de las mismas en estufa a 105°C. Las isotermas de adsorcidn de los almidones de ahipa
y mandioca se determinaron por triplicado. Los resultados se expresaron como g
agua/g solido en base seca. Las temperaturas elegidas se seleccionaron con el fin de
simular almacenamientos del producto en condiciones de refrigeracién doméstica

(10°C), ambiente (20°C) y de abuso térmico (30°C).
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4.7 Modelado matematico de las isotermas de sorcion de los almidones

Los datos experimentales obtenidos para cada muestra fueron modelados
matematicamente con varias ecuaciones empiricas y semiempiricas propuestas para
correlacionar el contenido de humedad de equilibrio con la actividad agua de un
alimento. Los modelos de isotermas de adsorcién empleados se muestran en la Tabla
2.2: BET (Brunauer-Emmett-Teller), GAB (Guggenheim-Anderson-de Boer), Halsey,
Peleg, Oswin, Henderson, Chrife y Smith (Thys y col., 2010).

Para el modelo de BET, se consideraron sélo los valores de a,, <0,5 para la regresion.
La ecuacion de GAB es de amplio uso en alimentos y es recomendada por el proyecto
Europeo COST 90, ya que sus parametros se relacionan con propiedades fisicas de los
alimentos. Este modelo esta basado en la teoria de adsorcion de BET, el cual da una

explicacion fisica a los pardmetros involucrados en ella.

Tabla 2.2. Modelos matematicos de isotermas de sorcion utilizados.

Modelo Ecuacion matematica
X _C.a
BET X= e
(1_aw)(1_aw +CBaw)
X, KC.a,
GAB

" (1-Ka, )1-Ka, +CKa,)

_ -A
Halsey a, =ex X

nl

n2

Peleg X=k;a, +k,a,
B
. a
Oswin X=Ax w
(1-a,)
Henderson (1-a,) =exp(AxX®)
Chirife X=exp(A+BxIn(C-Ina,))
Smith X=A+(Bxlog(l-a,))

X, contenido de humedad de equilibrio (g agua/g sélido seco); a,, actividad acuosa, X, contenido de humedad de equilibrio de la

monocapa (g agua/g sdlido seco); A, B, C, K, ki, ky, n1 y n, son parametros de ajuste de las diferentes ecuaciones.

Los datos se ajustaron matematicamente con los modelos de isotermas de sorcién
propuestos (Tabla 2.2), utilizando el mddulo de regresidn no lineal del programa Systat
10.0 (SYSTAT, Inc., Evanston, IL, Estados Unidos). A través del analisis estadistico se

estimd la bondad de ajuste de cada modelo a los datos experimentales asi como
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también los valores de los pardmetros de ajuste de cada modelo y su coeficiente de

correlacion (R?).

4.8 Parametros termodinamicos derivados de las isotermas de sorcion

El calor isostérico es un parametro de mucha utilidad en los procesos de adsorcion y
desorcion de agua en alimentos. En los procesos de deshidratacién representa la
energia requerida para romper las fuerzas moleculares entre las moléculas de vapor de
agua y la superficie del adsorbente y, cuando ocurren fendmenos de adsorcion de
agua, corresponde a la energia involucrada en el proceso inverso. La entalpia
diferencial o calor isostérico (Ah) y la entropia diferencial (AS) de sorcién se
determinaron de acuerdo con Cladera-Olivera y col., (2009) a partir de los datos de

sorcion de humedad utilizando la ecuacion:

Ah AS
Ina, x=——+— 2.5
(Ina,) TR [2.5]

Donde:
X = contenido de humedad en equilibrio (kg agua / kg materia seca)
R = constante universal de los gases (8,31 J K™ mol™)

T = temperatura absoluta (K)

Los valores de In (ay) se representaron versus 1/T para un contenido de humedad
dado (X) y luego Ah (J mol™?) se determiné a partir de la pendiente de la recta (-Ah/R)
mientras que AS () mol™ K*) se obtuvo a partir del coeficiente lineal (AS/R) de la
misma.

A partir de la teoria de la compensacién de entalpia-entropia que propone una
relacién lineal entre Ah y AS, se calcularon la temperatura isocinética (K) y la energia
libre (J mol™) segin la ecuacidn 2.6 (Al-Muhtaseb y col., 2002; Cladera-Olivera y col.,

2008; Fasina, 2006):

Ah=Tex AS+AG [2.6]
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donde:

Tg = temperatura isocinética (K)

AG = energia libre () mol™)

La temperatura isocinética representa la temperatura a la que todas las reacciones en
serie proceden a la misma velocidad. Desde el punto de vista termodinamico, AG se
puede utilizar como un indicador de la afinidad del alimento por la adsorcién del agua,
proporcionando un criterio en cuanto a si la sorcidon de agua es un proceso espontdneo

O no.

5. Propiedades funcionales de los almidones

5.1 Determinacion de la capacidad de retencion de agua del almiddn

La capacidad de retencion de agua de los almidones de ahipa y mandioca se midié de
acuerdo con Szymonska y col., (2003). Se pesaron, por duplicado, muestras de almidén
(1 g) y se colocaron en tubos de centrifuga. A continuacidn se afiadieron 10 mL de agua
destilada. Después de la homogeneizacién y posterior estabilizacién durante 15
minutos, se centrifugaron las suspensiones a 850xg durante 15 minutos. Los
sobrenadantes fueron descartados y los tubos se pesaron. La capacidad de retencién

de agua (CRA) se calculd de la siguiente manera:

CRA (%)= (G_M)XIOO [2.7]

(M-T)

donde G es el peso del tubo que contiene la muestra hiumeda luego de la decantacién
(g), M es el peso del tubo que contiene la muestra seca (g) y T es el peso del tubo de

centrifuga vacio (g).

5.2 Transiciones térmicas de los almidones de ahipa y mandioca. Estudio de la
gelatinizacién

La calorimetria diferencial de barrido o en inglés DSC (Differential Scanning
Calorimetry) es la técnica mas comunmente utilizada en la determinacién de las
transiciones de fase en los materiales organicos, inorganicos o de origen alimenticio.

Los calorimetros miden el flujo calérico diferencial requerido para mantener una
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muestra y una referencia inerte a la misma temperatura, sometidas a un programa de
calentamiento o enfriamiento controlado. Los cambios entalpicos se registran como
endotermas o exotermas, segun el proceso que sufra la muestra.

Se utilizé un calorimetro diferencial de barrido modelo Q100 controlado por el médulo
TA 5000 (TA Instruments, Estados Unidos), con un accesorio de calentamiento-
enfriamiento bajo atmdsfera de N, (20 mL/min). Se utilizé indio para la calibracién de
la temperatura y del flujo de calor. Para la determinacion, se colocaron en capsulas de
aluminio alrededor de 12 pL de una suspensién acuosa al 20% p/p de los almidones de
ahipa o mandioca. Las capsulas se cerraron herméticamente. Se utilizd6 una capsula
vacia como referencia. La velocidad de barrido fue de 10°C/min y el rango de
calentamiento varid entre 10-120°C. Una vez analizadas las cdpsulas se perforaron y se
mantuvieron en estufa a 105°C hasta peso constante para determinar el peso seco de
las muestras. Se determinaron como se describié en el Capitulo 1 las temperaturas de

inicio, de pico y de finalizacion asi como la entalpia asociada.

5.3 Capacidad de hinchamiento de los granulos de almiddn

Se determind de acuerdo a una modificacion del método propuesto por Tsai y col.,
(1997). Se prepararon suspensiones acuosas de almidén al 1% p/p que se colocaron en
tubos de centrifuga con tapa, los que se calentaron a 55, 65, 75, 85, 90 y 95°C durante
1 hora. Luego las muestras se enfriaron a temperatura ambiente y se centrifugaron a
5000xg durante 15 minutos. El sobrenadante fue descartado. La capacidad de
hinchamiento se determind como la razén entre el peso del almidén hidratado
(sedimento) y el peso inicial del almidéon seco, los resultados se expresaron en
porcentaje (%).

En los sobrenadante del ensayo anterior obtenidos a cada temperatura se cuantificé
por espectrofotometria, el contenido de amilosa y amilopectina. Se midieron las
absorbancias a las longitudes de onda de 535 nm y 615 nm, segun Garcia y col., (1995).

Las concentraciones de amilosa y amilopectina fueron expresadas en g/L.

5.4 Caracterizacion reoldgica de las pastas de almidon
Las propiedades reoldgicas de un fluido se definen a partir de la relacién existente

entre un sistema de fuerzas externas y su respuesta. Todo fluido se va deformar en
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mayor o menor medida al someterse a fuerzas externas, representadas

“w_n,

matematicamente mediante el esfuerzo de corte o de cizalladura “t”; la respuesta

dindmica del fluido se cuantifica mediante la velocidad de deformacidn )/ Existen 3

tipos de fluidos:
a. Newtonianos: se caracterizan por cumplir la Ley de Newton, es decir, existe una

relacion lineal entre el esfuerzo de corte y la velocidad de deformacién:

T=ny [2.8]

donde n: es la viscosidad dindmica o absoluta del fluido, la que puede calcularse como
la pendiente de la recta de esfuerzo de corte versus velocidad de deformacidn (Figura
2.7).

Para este tipo de fluidos, la viscosidad es constante ya que no depende del esfuerzo de
cizalladura ni del tiempo de aplicacién del mismo, aunque si puede depender de la

temperatura y presién a la que se encuentre dicho fluido.

b. No Newtonianos: son aquellos en los que la relacién entre el esfuerzo de corte y la
velocidad de deformacién no es lineal. Para este tipo de fluidos se calcula la viscosidad
aparente definida para cada velocidad de deformacién.

b.1 Independientes del tiempo de aplicacidn: se pueden clasificar segun si requieren o
no un minimo valor de esfuerzo de corte (umbral) para que el fluido se ponga en
movimiento.

b.1.1 Sin esfuerzo umbral

Pseudoplasticos: se caracterizan por una disminucion de su viscosidad y del esfuerzo
de corte con la velocidad de deformacién (Figura 2.7). El comportamiento de un fluido
pseudoplastico se puede modelar matematicamente a partir de la Ley de la Potencia

propuesta por Ostwald de Waele:

r=ky [2.9]
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donde k: es el coeficiente de consistencia (Pa/s") y sus dimensiones dependen del valor
de la viscosidad aparente y n: es el indice de comportamiento de flujo (adimensional)
que toma valores menores que uno.

Dilatantes: son fluidos en los que la viscosidad aumenta con la velocidad de
deformacion (Figura 2.7). Para describir matematicamente este comportamiento
también se puede utilizar la Ley de la Potencia anteriormente descripta, con valores de
indice de flujo n mayores que la unidad.

b.1.2 Con esfuerzo umbral (plasticos o viscoplasticos)

Este tipo de fluido se comporta como un sélido hasta que sobrepasa un esfuerzo de
corte minimo (umbral) y a partir de dicho valor se comporta como un liquido. Los
fluidos plasticos, a su vez, se diferencian en la existencia o no de proporcionalidad
entre el esfuerzo de corte y la velocidad de deformacién, a partir de su esfuerzo
umbral. Si existe proporcionalidad, se denominan fluidos plasticos de Bingham y si no
la hay, se denominan solamente plasticos (Modelo de Herschel-Bulkey).

b.2 Dependientes del tiempo de aplicacidon: este tipo de fluidos pueden ser
tixotropicos, en los que su viscosidad disminuye al aumentar el tiempo de aplicacion
del esfuerzo de corte recuperando su estado inicial después de un reposo prolongado
(Figura 2.7), o reopécticos, en los cuales su viscosidad aumenta con el tiempo de

aplicacidon de la fuerza y vuelven a su estado anterior tras un tiempo de reposo.

g g
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/’/ "—l,/ﬂf
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// // Dilatante A
y [ /
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Figura 2.7. Diagrama ejemplificando diferentes comportamientos reolégicos.

c. Sistemas viscoelasticos: se caracterizan por presentar a la vez tanto propiedades
viscosas como elasticas. Este comportamiento, caracteristico de las soluciones de

moléculas muy largas vy flexibles, de las suspensiones y de los materiales poliméricos,
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depende de la composicién quimica y estructura fisica del material estudiado (Steffe,

1996).

La muestra se coloca entre un sistema de platos paralelos a temperatura controlada,
donde el plato inferior se encuentra fijo y el superior oscila a una frecuencia
controlada o fija (w). Para un material perfectamente elastico (sélido ideal), la onda de
deformaciéon se encontrard en fase con el esfuerzo (o) aplicado, siendo el dngulo de
desfasaje (6) entre el esfuerzo aplicado y la deformacion 0°. Para un material viscoso
ideal, la deformacién oscilatoria se encuentra completamente desfasada (6 = 90°) con

respecto al esfuerzo aplicado (Steffe, 1996).

Los sistemas viscoelasticos presentan un comportamiento intermedio entre el viscoso
ideal y al eldstico ideal, variando el angulo de desfasaje 6 entre 0 y 90° (Figura 2.8). La
tan & se vincula con la relacidon entre la energia perdida por la muestra por ciclo

respecto a la energia almacenada por ciclo (Steffe, 1996).

A

Deformacidn

\/ Y = Yo S (wl)

\ Esfuerzo aplicado
W T = 75 SN (wl + 8)

Figura 2.8. Relacion entre el esfuerzo aplicado y la deformacién de un sistema

viscoelastico. Adaptado de Steffe, (1996).

Los ensayos reoldgicos se realizaron en un reédmetro Rheo Stress 600 ThermoHaake
(Haake, Alemania) usando un sistema plato-plato PP35 a temperatura controlada

(25°C). Se trabajo con suspensiones acuosas de almidén (4% p/p) las cuales fueron
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gelatinizadas a 90°C durante 20 minutos. La concentracion utilizada corresponde a la
minima concentracion que permite la formacion de geles ademas de ser una de las
mas utilizadas en la formulacion de alimentos.

Para investigar el comportamiento de flujo de las suspensiones de almiddn se utilizé el
modo rotacional. EI mismo fue modelado matemdaticamente con el modelo
Newtoniano o el de Ostwald de Waele, calculdandose para este ultimo la viscosidad
aparente a 500 s . Para evaluar la dependencia con el tiempo se determinaron los
indices de tixotropia o reopexia, que corresponden al drea de histéresis entre las
curvas ascendente y descendente (Figura 2.7).

Para caracterizar el comportamiento viscoelastico de las suspensiones de almidén no
Newtonianas se realizaron ensayos en modo dinamico. En primer lugar, se realizaron
barridos de esfuerzo (0-20 Pa) a frecuencia constante (1 Hz) para determinar el rango
de viscoelasticidad lineal (RVL). Luego se realizaron barridos de frecuencia (0,01 a 100
Hz) a un valor de esfuerzo constante dentro del RVL. Los parametros reolégicos
dinamicos registrados fueron el médulo de almacenamiento (G’), el médulo de pérdida
(G”), la tangente del angulo de desfasaje (tan & = G*'/G’) y el mdédulo complejo del
esfuerzo de corte (G*). También se obtuvieron los espectros mecanicos graficando G' y
G” en funcién de la frecuencia.

Tanto en los ensayos dinamicos como en los rotacionales las muestras se colocaron en
el sistema sensor plato-plato y se dejaron en reposo a la temperatura de ensayo
durante 5 minutos, con el fin de permitir la relajacién de las muestras. Los valores

informados corresponden al promedio de al menos tres mediciones registradas.

5.5 Retrogradacion de las pastas de almidon de ahipa y mandioca bajo condiciones
de refrigeracién

Se utilizaron tres técnicas complementarias: DSC y grado de sinéresis, para evaluar la
retrogradacion de amilopectina y amilosa respectivamente, y ensayos de andlisis de
perfil de textura o en inglés TPA (Texture Profile Analysis), para evaluar el proceso en
general.

Se prepararon suspensiones acuosas al 10% p/p las que fueron gelatinizadas a 90°C
durante 20 minutos en un bafio termostatico Haake (Alemania). La concentracidn

utilizada corresponde a la minima concentracion a la cual se obtenia un gel
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autoportante que permitia realizar los ensayos de TPA. Para los ensayos de TPA y DSC,
aproximadamente 5 g de las suspensiones gelatinizadas se colocaron dentro de
contenedores plasticos (diametro: 2,5 cm; altura: 1,5 cm) y se los cubrié con un film de
cloruro de polivinilo (PVC). Para evaluar el grado de sinéresis de las pastas,
aproximadamente 10 g de las suspensiones se colocaron en tubos de centrifuga
previamente pesados. Los contenedores y los tubos se almacenaron a 4°C y a
diferentes tiempos de ensayo (1, 3, 7, 9 y 11 dias) se tomaron muestras que fueron
acondicionadas a temperatura ambiente durante 1 hora antes de ser analizadas.

Para determinar el grado de sinéresis los tubos se centrifugaron (5000xg) durante 15
minutos, el liquido sobrenadante se removié cuidadosamente y el sedimento obtenido
se pesd en una balanza analitica. El grado de sinéresis (%) se determind por diferencia
entre el peso del tubo antes y después de la separacidn del sobrenadante.

Para los ensayos de TPA, las pastas se desmoldaron sobre la base del texturémetro
TAXT2i Texture Analyzer (Stable Micro Systems Ltd, Reino Unido) equipado con una
celda de carga de 25 kg. Las mismas fueron comprimidas 4 mm con una sonda de
aluminio de 75 mm de didmetro (P75), operada en modo de compresion. El programa
consistié6 en dos ciclos de compresién y las condiciones de medida fueron las
siguientes: velocidad de pre y post-ensayo 2 mm/s, velocidad de ensayo 1 mm/s y
tiempo entre ciclos 5 s. Previamente se calibré la fuerza (con una pesa de 5 kg) y la
sonda; las medidas se realizaron sobre al menos 5 pastas de cada tipo de muestra para
cada uno de los tiempos ensayados. Los datos se procesaron utilizando el software
Texture Expert®, para obtener el perfil de textura (curva de fuerza en funcién del
tiempo o de la deformacién).

A partir de los patrones mecanicos se calcularon los siguientes pardmetros, segun
Andrés y col., (2006): dureza, elasticidad, cohesividad, gomosidad, adhesividad, y
masticabilidad. Las expresiones para cada parametro se encuentran especificadas en el

Capitulo 1.

6. Analisis estadistico
Todas las determinaciones se realizaron al menos por triplicado. Para el analisis
estadistico de resultados se utilizé el programa Systat® Software (Version 10.0,

Evanston, IL, Estados Unidos). Se efectud el analisis de varianza (ANOVA) y se realizd la
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comparacion de medias mediante el test de la diferencia minima significativa de Fisher
(LSD), con un nivel de significaciéon p = 0,05. Tal como se menciond anteriormente,
para el modelado matematico de los datos correspondientes a las isotermas de

sorcion, se aplicd el médulo de regresidn no lineal del software.

117



Capitulo 2. Caracteristicas fisico-quimicas, morfoldgicas y funcionales del almidén de Pachyrhizus ahipa

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Extraccion de almidon

Durante el proceso de extraccién, se optimizé el volumen de agua utilizado como asi
también el niumero de veces que debian repetirse la obtenciéon de la lechada y la
posterior sedimentacién del almidéon suspendido en la misma, comprobandose que
cuatro repeticiones eran suficientes. El lavado con agua clorada de las raices y la
eleccién de una baja temperatura (4°C) fueron determinantes para evitar el desarrollo
de microorganismos durante la extraccion y posterior almacenamiento de las
muestras. También se comprobd que no era necesario realizar una centrifugacion de la
lechada para recuperar el almidén ya que con una simple decantacién durante 24
horas se obtenian resultados similares.

Se comprobd una adecuada eficiencia y desempefio del procedimiento de extracciéon
ya que no se detectaron valores significativos de nitrégeno total en los almidones
extraidos utilizando el método Kjeldhal.

En la Tabla 2.3 se presentan los rendimientos en base seca (% p/p respecto de las
raices peladas) de la extracciéon de almidéon de ahipa y mandioca segun el afio de

cosecha de las raices y accesion o cultivar.

Tabla 2.3. Rendimientos de extraccién (%) de los almidones extraidos.

Almidén Afo Rendimiento (%)
Local 2009 56,54
11 2010 46,37
Local 2010 48,03
Ahipa 9 2011 39,81
11 2011 39,13
Local 2012 37,45
Local 2013 39,57
Pomberi 2010 80,60
Pomberi 2011 80,12
IAPAR 989 2011 86,12
Mandioca Verde Olivo 2011 94,33
PomberiNegra 2011 83,44
Bahianinha 2011 84,63
Pomberi 2013 82,39
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Las variaciones de rendimiento en ahipa verificadas se deben en parte al hecho de
tratarse de un cultivo que no ha sido sometido a un proceso de mejoramiento
sistematico, asi como a diferencias atribuibles a las condiciones agroclimaticas de cada
ciclo de cultivo.

Los resultados obtenidos se encuentran dentro del rango de valores sefialados por
Huang y col., (2007) para diferentes raices y tubérculos no tradicionales (card, taro y
batata). Ademas, estos autores también indicaron que el proceso de extraccion resultd
eficaz y presentd un alto desempefio ya que el almidén extraido no contenia niveles
detectables significativos de nitrégeno total, determinado por el método Kjeldhal.

En el caso de la extraccion de almiddn a partir de raices, si bien éstas acumulan un alto
contenido de almiddn, su extraccidon puede ser baja ya que se encuentra la misma
supeditada al tamano del granulo y la heterogeneidad en cuanto a la forma y tamafio
de las raices.

Asimismo, a pesar de que el rendimiento de almidén de mandioca fue mayor que el de
ahipa, hay que tener en cuenta que esta Ultima especie se propaga a través de sus
semillas por lo que toda su produccion podria destinarse a la obtencidn de almidén, no
asi la produccién de mandioca, cuyo cultivo se propaga vegetativamente a través de
estacas y en algunos casos requiere del uso de propagulos obtenidos de las raices.

El proceso de extraccidon del almidén a partir de cereales requiere mayor tecnologia y
solamente se lleva a cabo a nivel industrial. Las ventajas del método de extracciéon
utilizado en el presente trabajo de Tesis son su bajo costo y simplicidad, por lo que
podria ser implementado por cooperativas rurales, contribuyendo de esta manera al

desarrollo de regiones econdmicamente comprometidas.

2. Caracterizacion de los almidones extraidos

2.1 Composicion quimica

En cuanto a la composicién quimica del almidén de ahipa (2010), el contenido de
cenizas y lipidos totales fue de 0,2331£0,003% y 0,027+0,003%, respectivamente. Estos
valores son comparables con los informados por Maaran y col., (2014).

La pureza de los almidones se evalud en base al bajo contenido de nitrégeno, siendo
0,08+0,02% para ahipa. Estos valores indicarian ausencia de lipidos no amilaceos

(Maaran y col., 2014). Como se menciond anteriormente, la eficiencia del proceso de
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extraccion de almidon radica en el contenido de nitrogeno total y los resultados

confirmaron el método utilizado.

2.2 Contenido de fosforo

Los resultados obtenidos para el almidén de ahipa (afio 2010) fueron 6,7+0,8 y 5,8+0,3
mg/100g de muestra para las accesiones 11 y Local, respectivamente, no
encontrandose diferencias significativas (p>0,05) entre los valores obtenidos. Los
resultados informados por Mélo y col.,, (2003) han revelado que el almidon de
Pachyrhizus erosus tiene un contenido de fésforo superior (9 mg/100g) al de mandioca
(5 mg/100g) y al de ahipa. El fésforo, aunque se halle presente en baja concentracion,
juega un papel importante en las propiedades funcionales del almidén (Jane y col.,

1996).

2.3 Actividad a-amilasa

La actividad a-amilasa medida en el almidén de ahipa fue de 0,4 U/g de muestra,
significativamente menor (p<0,05) que en las raices enteras de ahipa (2,7 U/g). Esta
diferencia podria atribuirse a que posiblemente, durante el proceso de extraccién, el

almiddén pierda algunas enzimas solubles, incluyendo en parte a la a-amilasa.

3. Caracterizacion fisicoquimica y microestructural de los almidones
3.1 Relacién amilosa/amilopectina

El contenido de amilosa total del almidén extraido de ahipa se muestra en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4. Concentracion de amilosa total (%) del almidén de Pachyrhizus ahipa.

Accesion Concentraciéon de amilosa total (%)

Local 12,1+0,4>°
9 10,8+0,7°
11 13,7+0,3"

Nota: Los valores informados corresponden a las medias + las desviaciones estandar. Datos

acompanfados por una misma letra, no difieren significativamente (p>0,05).
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Este almiddn seria adecuado para el procesamiento de alimentos, ya que una baja
tendencia a la retrogradacién se asocia a un menor contenido de amilosa (Forsyth y
col., 2002).

Estos resultados fueron obtenidos mediante el método espectrofotométrico
propuesto por Morrison y Laignelet (1993) que cuantifica la fraccion de amilosa que es
capaz de formar complejos con el 5.

Estos valores se encuentran muy préximos a los sefalados por otros autores. Forsyth y
col., (2002) informaron que el contenido de amilosa en almidones de Pachyrhizus
ahipa varié entre 11,6 y 16,8% mientras que Leonel y col., (2003) hallaron un valor de
12,8+0,6%. Hay que tener en cuenta que muchas veces las diferencias entre los datos
proporcionados en la literatura se pueden atribuir a las variedades empleadas, las
condiciones de crecimiento del cultivo, como asi también al método de cuantificacion
utilizado (Mali y col., 2002). Los bajos valores de amilosa que presenta el almidén de
ahipa podrian relacionarse con la alta digestibilidad y estabilidad de sus pastas
(Skrabanja y col., 1999). Esta caracteristica los hace muy interesantes como aditivos
alternativos al almidén nativo de maiz con 25% de amilosa, ampliamente utilizado en
la industria alimentaria, para la formulacién de productos donde la retrogradacion de
las pastas de almiddn es un problema critico.

El contenido de amilosa del almidén de mandioca se presenta en la Tabla 2.5 y, como
puede observarse, dependid del cultivar analizado.

Los valores obtenidos para el almidén de mandioca fueron significativamente mayores
(p<0,05) que los correspondientes a los almidones extraidos de las raices tuberosas de
ahipa. Estos resultados demuestran que, como era de esperar, el contenido de amilosa
varia con el origen botanico. El contenido de amilosa informado por Mélo y col., (2003)
para almiddn de Pachyrhizus erosus (yam bean) fue 23%, superior al cuantificado en

promedio para los cultivares de mandioca.

121



Capitulo 2. Caracteristicas fisico-quimicas, morfoldgicas y funcionales del almidén de Pachyrhizus ahipa

Tabla 2.5. Concentracion de amilosa total (%) del almidén de Manihot esculenta.

Cultivar Concentracion de amilosa total (%)
Pombero 16,4+0,7°°
Corrientes 74 21,6+0,8"
Coloradita 17,4+0,2°°
Rama Verde 14,6+0,2°"
Rocha 14,1+0,6°
Concepcién 14,6+0,8™°
Blanca de Santa Catarina 13,7+0,8™°
Tacuarita 15,8+0,3™"
CA25-1 1242%°
CA 145 1243*°
IAC 90 135°°
Rito B 10+2°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias + las desviaciones estandar. Datos

acompanados por una misma letra, no difieren significativamente (p>0,05).

3.2 Color

Haciendo referencia al color de los almidones extraidos, en los diferentes afios y
cultivos, se observé un alto grado de blancura (Tabla 2.6), especialmente para el
almidén de mandioca. Boudries y col., (2009) han sefialado que valores de luminosidad
(L*) superiores a 90 dan un nivel de blancura satisfactorio, indicando la pureza del
almidon.

Pérez Sira y Lares Amaiz (2004), caracterizaron almidones aislados de sorgo blanco y
sorgo pigmentado, con valores de L* iguales a 91,3 y 78,4, respectivamente.

Los valores tonales y cromdaticos de los almidones de ahipa y mandioca (Tabla 2.6)
fueron ligeramente superiores a los indicados para el almidéon de semillas de pifién

(Araucaria araucana) por Henriquez y col., (2008), (hue = 80,1+0,4; Chroma = 4,0%0,1).

Tabla 2.6. Valores de L*, hue (h°) y Chroma (C*) de almidones de Pachyrhizus ahipa

(ahipa) y de Manihot esculenta (mandioca).

Almidon L* h° c*
Pachyrhizus ahipa (ahipa) 93,5+0,7° 85,8+0,5° 4,4+0,2°
Manihot esculenta (mandioca) 96,2+0,7° 91,910,4b 4,9+0,2°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias + las desviaciones estandar. Datos

acompafados por una misma letra en la misma columna, no difieren significativamente (p>0,05).
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3.3 Morfologia y distribucion de tamaiios de granulos

La Figura 2.9 muestra las micrografias electrénicas de barrido del almidén de ahipa (a)
y mandioca (b) extraidos a escala de laboratorio.

Se observa que tanto los granulos de almidén de ahipa como los de mandioca
presentaron una morfologia poligonal con bordes irregulares y que el proceso de
extracciéon anteriormente descripto no causé dafo en los granulos, ya que
mayormente no se observan grietas y sus superficies resultaron lisas. En ambos casos

se hallaron particulas deformadas, truncadas o con poca esfericidad.

Mag= 100KX EHT= 7.00kV Photo No. =56 WD= 5mm Date :4 Feb 2010

Y .

|—| Mag= 100KX EHT= 7.00kV Photo No. =65 WD= 4mm Date :4 Feb 2010

Figura 2.9. Micrografias electrénicas de barrido de almidones de (a) Pachyrhizus ahipa

(ahipa) y de (b) Manihot esculenta (mandioca).
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En la Figura 2.10 se presentan los histogramas de distribucion de tamafio de los

granulos de los almidones estudiados.
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Figura 2.10. Histogramas de distribucion de tamafio de granulos de almidones de (a)

Pachyrhizus ahipa (ahipa) y de (b) Manihot esculenta (mandioca).

Los granulos de almiddn de ahipa exhibieron una distribucién de tamafio monomodal
que varié entre 2 y 20 um, con un valor medio de 8,9+3,7 um. Forsyth y col., (2002)
informaron didmetros de granulo cercanos al obtenido. En cambio, los granulos de
almidén de mandioca presentaron una distribucidon de tamanos bimodal, con dos

grupos bien diferenciados centrados alrededor de 3 y 10 um. Siroth y col., (1999)
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sefialaron que la distribucién de tamafio de los granulos de almidén de algunos
tubérculos depende de la fase que esté atravesando el cultivo al momento de
cosecharse. La morfologia, el tamafio y la superficie de los granulos son caracteristicas
que influyen sobre la funcionalidad del almidén; ademads, son factores criticos para
aplicaciones donde se requiere que el almidon sea una superficie portadora de
materiales como pigmentos, saborizantes y condimentos.

En la Tabla 2.7 se resumen los parametros morfoldgicos obtenidos a partir de los
estudios de microscopia electrénica de barrido. No se observaron diferencias
significativas (p>0,05) en los parametros morfoldgicos de los granulos de almidones de

ahipa y mandioca.

Tabla 2.7. Pardmetros morfolégicos de granulos de almiddn de Pachyrhizus ahipa
(ahipa) y de Manihot esculenta (mandioca).

L Didametro Radio medio de Diametro de circulo Factor de
Almidon

medio (um) Martins (um) equivalente (um) forma
Ahipa 8,9+3,7 4,0+1,7 8,2+3,5 0,90+0,05
Mandioca 9,4+3,7 4,3+1,8 8,813,6 0,89+0,09

Nota: Los valores informados corresponden a las medias + las desviaciones estandar.

3.4 Espectroscopia de difraccion de rayos X

Los almidones son materiales semicristalinos que tienen la capacidad de difractar los
rayos X, permitiendo asi obtener informacion de su estructura (Bello-Pérez y col,,
2002). El almiddn produce diferentes respuestas frente a la incidencia de los rayos X y
en general pueden observarse cuatro patrones diferentes de difraccion que se

presentan en la Figura 2.11.
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Figura 2.11. Espectros de difraccion de rayos X de almidones de diferente origen
botanico (A: cereales, B: tubérculos, C: legumbres y V: complejos de inclusién

helicoidal de la amilosa cristalina). Adaptado de Zobel, (1988).

El patrén A es tipico de los cereales, el B de los almidones de maiz de alto contenido de
amilosa y de los tubérculos, el C de los almidones de legumbres y corresponde a una
estructura intermedia entre A y B y el patrédn V se asocia a complejos de inclusién
helicoidal de la amilosa cristalina (Zobel, 1988).

La parte amorfa del granulo del almiddn esta formada esencialmente por la amilosa y
los puntos de ramificacién de la amilopectina, mientras que la region cristalina se debe
a los planos formados por los cdmulos paralelos de cadenas cortas de la amilopectina
(Rodriguez-Hernandez y col., 2001).

La Figura 2.12 muestra los difractogramas de los almidones extraidos de raices
tuberosas. La asignacion del patrén de difraccion para los almidones no resultd
sencilla; los difractogramas presentaron picos a 26 = 5.5, 15.4, 17.0, 18.0, 20.0 y 23.5°,
por lo que se les asigné un patrén Tipo C (Geng y col., 2007; Whistler y col., 1984).
Este patrén es tipico de almidones de legumbres (Zobel, 1988) y de almidones de
frutas y tubérculos tropicales (Luengwilai y Beckles, 2009). En la literatura no hay

homogeneidad respecto a la asignacién de patrones de difraccion de rayos X para
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almidones provenientes de raices y tubérculos no tradicionales como taro, card, batata

y kudzu (Huang, 2009; Geng y col., 2007).
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Figura 2.12. Espectros de difraccion de rayos X de almidones de Pachyrhizus ahipa
(ahipa) y de Manihot esculenta (mandioca).
Los grados de cristalinidad fueron 10,6+0,4% para almiddn de ahipa y 6,3+0,2% para
almidon de mandioca. Asi, el origen botanico del almidén afectd el grado de
cristalinidad de los granulos; esta variacidén podria relacionarse en forma inversa con el

contenido de amilosa.

3.5 Analisis por Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier

La espectroscopia FTIR se utilizé para completar la caracterizacion de los almidones
derivados de raices tuberosas de ahipa y mandioca. Los espectros presentaron las
sefiales tipicas de estiramiento, flexion y deformacién correspondientes a los

principales grupos funcionales caracteristicos del almidén (Figura 2.13).
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Figura 2.13. Espectros FTIR de almidones de Pachyrhizus ahipa (ahipa) y de Manihot

esculenta (mandioca).

El origen botanico no afecté los espectros FTIR de ambos almidones, ya que como se
observa en la Figura 2.13 ambos espectros resultaron similares y los picos identificados
son coincidentes (Tabla 2.8).

En el presente trabajo de Tesis sélo se realizd la asignacion de los picos mas relevantes.
Los picos localizados en 927,7, 1081,9 y 1157,1-1159 cm™ corresponden al
estiramiento del enlace C-O siendo el pico de 1081,9 cm™ caracteristico del
estiramiento O-C en el anillo de anhidroglucosa (Zhang y Han, 2006; Pelissari y col.,
2013). El pico que se observa en 1419 cm? se atribuye al modo de deformacién
simétrica del -CHs (Salleh y col., 2009). Las bandas que aparecen a 1458 y 1649 cm’ se
asignan a las flexiones 6 del grupo O-H del agua y del -CHs, respectivamente (Mano y
col.,, 2003). Estos resultados son comparables con los informados por otros autores
(Zhang y Han, 2006; Fang y col., 2002; Kacurakova y Wilson, 2001). El pico localizado a
2931 cm™ es caracteristico del estiramiento del enlace C-H. La banda extremadamente
ancha que aparece con una intensidad maxima a 3365 cm™ para almidén de mandioca
y 3397 cm™ para almiddn de ahipa corresponde a los grupos hidroxilos enlazados por
puente de hidrégeno. Esta banda se asocia al complejo vibracional de estiramiento
relacionado con grupos hidroxilos libres, inter e intramolecularmente enlazados que
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forman parte de la estructura del almidén (Wu, 2003; Fang y col., 2002). A esta banda

contribuyen también los estiramientos de los hidroxilos del agua asociada al almiddn.

Tabla 2.8. Picos identificados en los espectros de FTIR de almidones de Pachyrhizus

ahipa (ahipa) y de Manihot esculenta (mandioca).

Picos en espectros de FTIR (cm'l)

Ahipa Mandioca
526,5 526,5
576,6 574,7
612,4 612,3
709,7 709,3
765,6 765,6
860,1 860,1
927,7 927,6
1018,2 1016,3
1081,9 1081,9
1157,1 1159
1241,9 1240
1367 1367,3
1419,3 1419,4
1457,9 1457,9
1648,8 1648,8
2931 2931,1
3397 3365

3.6 Estudio de la estabilidad de los almidones extraidos (Isotermas de sorcion)

La Figura 2.14 muestra los valores experimentales del contenido de humedad de
equilibrio en funcién de la actividad agua (ay) a 10, 20 y 30 °C para los almidones de
ahipa y mandioca. Las desviaciones estandar para el contenido de humedad de
equilibrio fueron menores a 0,001 g de agua/g de sdlido y por lo tanto no se muestran

en la Figura 2.14, a efectos de una mayor claridad.
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Figura 2.14. Isotermas de sorcién de los almidones de (a) Pachyrhizus ahipa (ahipa) y
de (b) Manihot esculenta (mandioca).

Nota: Los simbolos corresponden a los datos experimentales en tanto que las lineas sefialan el ajuste del

modelo de GAB.

Las isotermas de adsorcion presentaron forma sigmoidea y correspondieron a
isotermas tipo Il de acuerdo con la clasificacion de BET. Resultados similares fueron
también descriptos para otros almidones de distinto origen botanico (Al-Muhtaseb vy

col., 2004).
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Las formas de las curvas y los datos experimentales concuerdan con la respuesta de la
mayoria de los materiales bioldgicos, particularmente la de los alimentos en polvo
(Fasina, 2006) indicando que a valores de a, constantes, la cantidad de agua que
pueden retener los almidones disminuye a medida que aumenta la temperatura. Esto
ocurre probablemente porque las moléculas de agua a bajas temperaturas tienen una
energia cinética que no resulta suficiente para superar la energia de adsorcién
correspondiente (Polatoglu y col.,, 2011). Al mismo tiempo, las moléculas de agua
interactian con los grupos funcionales hidrofilicos del producto. Esta interaccién
ocurre a través de puentes de hidrégeno, mediante una reaccidon exotérmica, que no
se veria favorecida con los incrementos de temperatura.

Se observo para el almidén de ahipa que las curvas correspondientes a 20 y 30°C se
cruzaban a valores de a, cercanos a 0,7 (Figura 2.14). Resultados similares fueron
informados por Perdomo y col., (2009) quienes indicaron que este hecho podria ser
atribuido a una mayor movilidad molecular del agua de la mayoria de los sitios activos,
dado que a este valor relativamente alto de a,, el agua podria ser liberada
principalmente a partir de las regiones cristalinas del almidén.

Como se indicé previamente, los datos experimentales fueron modelados
matemadticamente mediante los modelos indicados en la Tabla 2.2.

El modelo matematico de GAB fue el que mejor ajustd los datos experimentales para
los almidones de ahipa y mandioca (Figura 2.14). Tanto este modelo como el de BET
son los mas usados en ciencias de los alimentos dado que sus parametros tienen
significado fisico, como el calor de sorcidn y el contenido de humedad de la monocapa
(Xm), que es indicativo de la estabilidad del producto. La ecuacion de dos parametros
del modelo de BET sélo describe adecuadamente los datos experimentales por debajo
de ay, = 0,5 mientras que el modelo GAB de tres parametros, considerado uno de los
mas apropiados para describir las isotermas de sorcién de productos alimenticios, es
aplicado en el rango completo de a,. La Tabla 2.9 presenta los parametros y
coeficientes de correlacidn obtenidos en el ajuste de los datos experimentales con el
modelo de GAB para los almidones de ahipa y mandioca.

Labuza (1984) ha sefalado que el contenido de humedad mdaximo de la monocapa
para productos alimenticios corresponde a 10% (en base seca), dado que cuando se

supera dicho valor, se compromete la estabilidad del producto. El valor de X,, para el
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almidéon de mandioca fue menor que el mencionado por Perdomo y col., (2009), que
correspondid a 0,0954 g de agua/g de sdlidos secos a 20°C. Por otra parte, la Tabla 2.9
muestra una tendencia de X, a disminuir a medida que aumento la temperatura para
el almiddn de ahipa.

Ademas, cabe mencionar que no existen en la literatura informes referidos a isotermas

de sorcidn para almidones de ahipa.

Tabla 2.9. Pardmetros de ajuste del modelo de GAB para las isotermas de sorcién de

los almidones de Pachyrhizus ahipa (ahipa) y Manihot esculenta (mandioca).

Temperatura (°C) Parametros de GAB  Ahipa Mandioca

Xm 0,118 0,116

K 0,610 0,712
10

C 1,10 26,20

R’ 0,987 0,993

Xm 0,096 0,088

K 0,612 0,792
20

C 4,54 14,20

R’ 0,991 0,997

Xm 0,088 0,072

K 0,618 0,797
30

C 1,37 10,30

R’ 0,995 0,990

Nota: X, contenido de agua de la monocapa (g de agua/ g de sélido seco); Ky C (valores x 10™) son

, . 2 . . .
pardmetros de la ecuacidon de GAB y R” es el coeficiente de correlacion.

3.7 Parametros termodindamicos obtenidos a partir de las isotermas de sorcién

A partir del modelo de GAB, se pueden estimar los parametros termodinamicos para
los almidones de ahipa y mandioca.

En las Figuras 2.15 y 2.16 se observa la variaciéon del calor isostérico (entalpia
diferencial) y la entropia diferencial en funcién del contenido de humedad para el

almiddn de ahipa. Un comportamiento similar se obtuvo para el almidén de mandioca.
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Figura 2.15. Entalpia diferencial en funcién del contenido de humedad del almidén de

Pachyrhizus ahipa (ahipa).
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Figura 2.16. Entropia diferencial en funcién del contenido de humedad del almidén de

Pachyrhizus ahipa (ahipa).

Las Figuras 2.15 y 2.16 muestran que tanto la entalpia como la entropia diferencial
disminuyeron exponencialmente con el aumento del contenido de humedad, con una
fuerte dependencia a bajos contenidos de humedad. Este comportamiento se puede
atribuir a la ubicacién del agua unida y al grado en que la interaccién sdlido-agua es

mayor que la interaccion de las moléculas de agua entre si (Fasina, 2006; McMinn vy
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Magee, 2003; Thys y col.,, 2010). Por lo tanto, a bajos contenidos de humedad, la
energia requerida para producir la desorcion de las moléculas de agua sera mayor, ya
gue estan fuertemente limitadas a los sitios disponibles de la matriz sélida.

La Figura 2.17 muestra que la entalpia diferencial varia linealmente con la entropia
diferencial (con un coeficiente de regresién superior a 0,999 en todos los casos), lo que

indica que la teoria de la compensacion es aplicable en los sistemas estudiados.
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Figura 2.14. Entropia diferencial versus entalpia diferencial del almidén de

Pachyrhizus ahipa (ahipa).

Esta correlacién permite la estimacién de la variacidon de energia libre de Gibbs (AG),
asi como la temperatura isocinética. AG es una medida del trabajo realizado por el
sistema para llevar a cabo un proceso de adsorcion o desorcidén. AG se puede utilizar
como indicador del estado del agua adsorbida por las particulas sélidas, lo que
determina la estabilidad fisica, quimica y microbiana de los materiales biolégicos
durante el almacenamiento (Aviara y Ajibola, 2002). Los valores obtenidos se resumen
en la Tabla 2.10 para los almidones analizados y se observa que la temperatura
isocinética para almidon de mandioca fue mas alta que para el de ahipa.

Una tendencia similar observaron Thys y col. (2010) para la temperatura isocinética del
almidéon de pifidn (pinhdo, 428 K), y Cladera-Olivera y col. (2009) para su
correspondiente harina (398 K). Del mismo modo, en el caso de la batata, Fasina
(2006) ha destacado que la teoria de la compensacién de entalpia-entropia se cumplia
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con una temperatura isocinética de 407,9 K. Los valores de temperatura isocinética
obtenidos estan dentro del rango de los sefalados para los granos de quinoa (361 K,
Tolaba y col., 2004), ajo (348 K, Madamba y col., 1996), harina y copos de avena (430,9
y 443,4, respectivamente, McMinn y col., 2007), y sucuk un preparado alimenticio de

origen turco (323,4 K, Polatoglu y col., 2011).

Tabla 2.10. Parametros termodindmicos calculados para los almidones de Pachyrhizus

ahipa (ahipa) y Manihot esculenta (mandioca).

Parametro Almiddn de ahipa Almiddon de mandioca
Temperatura isocinética (K) 300 309
Energia libre de Gibbs (J mol'l) 558,8 323,7

Cladera-Olivera y col. (2009) han sefalado que la adsorcién de agua de la harina de
pinhao era un proceso no-espontaneo con un valor de AG de 339 J mol™, que es menor
que los encontrados para los almidones estudiados. Ademas, teniendo en cuenta otros
productos a base de almidén, McMinn y col. (2007) sefialaron valores de AG de 280y

325 ) mol™ para galletas de harina de avena y copos de avena, respectivamente.

4. Propiedades funcionales de los almidones extraidos

4.1 Capacidad de retencién de agua

El almiddon de ahipa mostré una capacidad de retencion de agua (81,6%3,5%)
significativamente menor (p<0,05) que el almidén de mandioca (88,2+1,6%), (Figura
2.18).

Los resultados fueron relativamente bajos en comparacidon con otros ingredientes o
aditivos alimentarios, tales como fibras dietarias de salvado de avena (2,10 g de agua /
g de materia seca), salvado de arroz (4,89 g de agua / g de materia seca), harina de
soja (4,79 a 6,75 g de agua / g de materia seca) y salvado de trigo (5,03 g de agua / g de
materia seca), (Abdul-Hamid y Luan, 2000; Chen, 1988; Heywood y col., 2002).
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Figura 2.18. Capacidad de retenciéon de agua del almiddn de Pachyrhizus ahipa (ahipa)

y de Manihot esculenta (mandioca).

4.2 Gelatinizacion de las suspensiones de almiddn. Transiciones térmicas

Como ya ha sido mencionado anteriormente, la gelatinizacion es un proceso
endotérmico que va acompafado de la lixiviacion de amilosa y pérdida de la
birrefringencia del granulo. Al final de este fendmeno se genera una pasta en la que
coexisten cadenas de amilosa de bajo peso molecular altamente hidratadas que
rodean a los restos de los granulos, también hidratados, en los que permanece
mayoritariamente la amilopectina.

El proceso de gelatinizacion del almidén depende de varios factores como la
arquitectura molecular de la regidén cristalina de los granulos, la relacidén
amilosa/amilopectina, la distribucidon de la longitud de las cadenas como asi también
de la fuente botanica, el contenido de humedad de la muestra y de ciertas condiciones
experimentales tales como pH, presencia de sdélidos, etc. (Huang y Rooney, 2001;
Lépezy col., 2010).

Las suspensiones de almidén de ahipa exhibieron termogramas (Figura 2.19) con una
sola transicion endotérmica, tipica del proceso de gelatinizacién de suspensiones con
elevado contenido de agua. Este proceso es de gran importancia para la industria de
alimentos ya que la gelatinizacién del almiddn se relaciona directamente con la textura

de los productos cocidos que lo incluyan en su formulacién.
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Figura 2.19. Termogramas de almidones de Pachyrhizus ahipa (ahipa) y de Manihot

esculenta (mandioca).

La Tabla 2.11 muestra los pardmetros térmicos de los almidones extraidos
determinados por DSC.

El almiddén de ahipa gelatinizéd a temperaturas significativamente mds bajas (p<0,05)
gue el de mandioca, evidenciando la dependencia de ésta con el origen botanico del
almidén, ademas de la variedad y de las condiciones de cultivo. Asimismo, los
almidones extraidos de raices tuberosas presentaron temperaturas de gelatinizacion
mas bajas que el almidén de maiz (72,2+0,1°C), indicando una buena aptitud para la
coccion y un menor costo energético asociado. Se espera ademds que sus pastas
presenten elevada claridad y viscosidad (Mélo y col., 2003). El almidén de ahipa
presentd un rango de gelatinizacion (Tr — T;) significativamente menor (p<0,05) que el
de mandioca, lo que podria relacionarse con un proceso altamente cooperativo
(Huang, 2009) y una distribucién de tamano de las cadenas de amilosa y amilopectina
mas estrecho.

Los pardmetros térmicos obtenidos para el almidon de mandioca se encuentran

proximos a los senalados por otros autores para almidones de diferentes origenes
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botanicos (Mélo y col., 2003; Pérez y col., 1998). La entalpia de gelatinizacién obtenida

resultd similar a la informada por Betancur-Ancona y col., (2001).

Tabla 2.11. Temperaturas de inicio, de pico y final (T;, T,y T¢) y entalpia de
gelatinizacién (AH) de almidones extraidos de raices tuberosas.
Almidén Ti (°C) Tp (°C) Tf (°C) AH (J/g)

Ahipa 64,3t0,2° 67,2¢0,1° 70,5¢0,2°  9,5%0,6°
Mandioca 51,7+0,8°  69,9+0,0° 85,0£0,5°  9,7+0,4°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias + las desviaciones estandar. La entalpia se
encuentra expresada en base seca. Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas

(p<0,05).

4.3 Capacidad de hinchamiento de los granulos

Cuando una suspensidon acuosa de almidén se calienta, los granulos se hinchan y la
estructura cristalina de los mismos se ve interrumpida (Huang y col., 2007).

La capacidad de hinchamiento de los granulos cumple un rol muy importante en el
comportamiento reolégico de las suspensiones de almidén y se puede determinar de
acuerdo a una modificacién del método de Tsai y col. (1997).

La Figura 2.20 muestra la capacidad de hinchamiento de los granulos de los almidones
de ahipa y de mandioca en funcién de la temperatura de calentamiento, observandose
un incremento del mismo con la temperatura. Este comportamiento se debe a que el
agua absorbida permite que se reemplacen las interacciones entre cadenas por
interacciones con el solvente por formacion de puentes de hidrégeno (Eliasson, 2004).
El alto poder de hinchamiento del almidén de papa puede ser explicado por su alto
contenido de fosfatos, ya que la carga negativa puede facilitar el ingreso de agua a los
granulos (Mélo y col., 2003; Swinkels, 1985).

La capacidad de hinchamiento de los granulos de almidén puede relacionarse también
con los pardmetros térmicos indicados con anterioridad (Tabla 2.11). El bajo grado de
hinchamiento de los granulos de ahipa que se observa a 55°C puede atribuirse a que a
esa temperatura el proceso de gelatinizacién alin no comenzé. Cuando la suspensién
alcanza los 65°C se produce un aumento significativo del hinchamiento de los granulos

debido al inicio del proceso de gelatinizacion (T>T;). Por ultimo, a partir de los 85°C
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(T>Ts,) el aumento registrado podria atribuirse a que el agua se incorpora activamente
mediante puentes de hidrégeno y se asocia a las cadenas de amilosa que forman la red

y a las de amilopectina que permanecen aun en los granulos.

25,0 -
B Ahipa

20,0 - B Mandioca
15,0 -
10,0 -
5,0
0,0 - -
55 65 75 85 90 95

Capacidad de hinchamiento (%)

’

Temperatura de calentamiento (°C)

Figura 2.20. Capacidad de hinchamiento de granulos de almiddn de Pachyrhizus ahipa
(ahipa) y de Manihot esculenta (mandioca) luego de una hora de calentamiento a

diferentes temperaturas.

A 55°C el mayor grado de hinchamiento de los granulos de mandioca se correlaciona
con la menor temperatura de inicio del proceso de gelatinizacion (51,7+0,8°C), (Figura
2.20).

Cuando la suspension alcanza los 65°C, el hinchamiento de los granulos aumenta
drasticamente ya que a esta temperatura los granulos de los almidones de ambas
raices comenzaron el proceso de gelatinizacion (T>T;, Tabla 2.11).

A partir de los 85°C (T>T¢, Tabla 2.11) no se hallaron diferencias significativas (p>0,05)
entre el hinchamiento de los granulos de los almidones de diferente origen botdanico. A
temperaturas mayores el aumento registrado podria atribuirse a la mayor cantidad de

agua asociada a la red de amilosa y a la amilopectina remanente en los granulos.
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En general, el poder de hinchamiento del almidon de mandioca fue menor que el de
ahipa. Segun Mélo y col.,, (2003) la capacidad de hinchamiento correlaciona

inversamente con el contenido de amilosa. Este resultado coincide con lo esperado.

4.4 Comportamiento reoldgico de las pastas de almidon

Las propiedades reoldgicas de las pastas de almidéon tienen un alto impacto
tecnolégico en el desarrollo de alimentos ya que determinan las condiciones de
procesamiento de los mismos.

Los ensayos rotacionales condujeron al analisis del comportamiento reolégico de las
pastas de almidéon cuando éstas fueron sometidas a condiciones similares a las del
procesamiento a escala industrial, como por ejemplo un alto esfuerzo de corte.

Las suspensiones acuosas al 4% p/p de almidén de ahipa (accesiones 11 y Local) y
mandioca, gelatinizadas a 90°C durante 20 minutos, presentaron un comportamiento
pseudoplastico (n<1) modelado satisfactoriamente por el modelo de Ostwald de
Waele (Figura 2.21 y Tabla 2.12). Es importante destacar que 4% p/p corresponde a la
minima concentracion que permite la formacion de geles ademads de ser una de las

mas utilizadas en la formulacion de alimentos, como ya se mencioné.

100
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Figura 2.18. Curva de comportamiento de flujo (esfuerzo de corte versus velocidad de
deformacion) de suspensiones gelatinizadas de almidones de (a) Pachyrhizus ahipa
(ahipa) accesidén Local, (b) Pachyrhizus ahipa (ahipa) accesion 11y (c) Manihot

esculenta (mandioca).

Ademads, las suspensiones de almidén gelatinizadas se caracterizaron como
tixotrépicas, lo que indica que el comportamiento reolégico de estos sistemas era
dependiente del tiempo (Figura 2.21). Los sistemas tixotropicos exhiben una
disminucion del esfuerzo de cizallamiento y de la viscosidad aparente con el tiempo a
velocidad de deformacidn fija. Los indices tixotrépicos se calcularon como el drea entre
las curvas de flujo, como ya se mencioné. No se detectaron diferencias significativas

(p>0,05) entre las suspensiones de almidén de ahipa gelatinizadas (Tabla 2.12). Las
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suspensiones de almidén de mandioca gelatinizadas mostraron los valores mas altos
(p<0,05) de tixotropia y viscosidad aparente (Tabla 2.12), lo que indica que la
amilopectina remanente dentro de los granulos de almidén refuerza mas
efectivamente la red de amilosa que en el caso de almidén de ahipa. Esto se atribuiria
a las diferencias existentes en las distribuciones de los tamafios moleculares de las

cadenas de amilosa y amilopectina de los almidones estudiados.

Tabla 2.12. Valores de tixotropia, viscosidad aparente y pardmetros de ajuste del
modelo de Ostwald de Waele de las suspensiones de almidones extraidos de raices
tuberosas.

Modelo de Ostwald de Waele

Almidon Tixotropia (Pa/s) - > n (mPa*s)
k (Pa/s") n r
Ahipa Local 6564 11,227 0,314 0,9928 156,0%3,5™°
Ahipa 11 6580 11,228 0,304 0,9938 145,6+10,7°
Mandioca 7672 14,570 0,281 0,99 166,515,7b

Nota: k (indice de consistencia) y n (indice de comportamiento de flujo) son parametros del modelo de
Ostwald de Waele y r* es el coeficiente de correlacion.
Los valores de viscosidad aparente (n) informados corresponden a las medias + las desviaciones

estandar. Letras diferentes en esta columna indican diferencias significativas (p<0,05).

Los ensayos oscilatorios (dindmicos) evaltan el comportamiento reolégico dentro del
rango de viscoelasticidad lineal donde la muestra no sufre dafio estructural. Para
poder realizar estos ensayos previamente se realizaron barridos de esfuerzo a
frecuencia constante para determinar dicho rango. Para el caso de las suspensiones
gelatinizadas de los almidones de ahipa y de mandioca el rango de viscoelasticidad
lineal se extiende hasta 2 Pa, asi para los barridos de frecuencia el esfuerzo se
mantuvo a 1 Pa.

La Figura 2.22 muestra el espectro mecanico correspondiente a la suspension
gelatinizada de almiddn de ahipa Local, observandose que los valores del mddulo de
almacenamiento o elastico (G”) resultan significativamente mds altos (p<0,05) que los
del mdédulo de pérdida o viscoso (G''), permaneciendo practicamente constante en
todo el rango de frecuencias analizado, lo que indica que las pastas se comportaron

como geles débiles (G'>G""). Un comportamiento similar se observo para las pastas de
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almidon de mandioca. Ademds, Lee y Yoo (2009) también informaron un

comportamiento similar de gel débil para pastas de almidén de batata.

100 - Médulo de almacenamiento (6') * Médulo de pérdida (G'")
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Figura 2.22. Espectro mecdnico (a) médulo (G’ o G”) versus frecuencia y (b) tangente
del dngulo de desfasaje (8) versus frecuencia, de una suspension gelatinizada de

almidén de Pachyrhizus ahipa (ahipa) accesion Local.

Del mismo modo, no se observaron diferencias significativas (p> 0,05) en los valores de
los mdédulos G'y G" para las pastas de los almidones de ahipa de diferentes accesiones
(Local y 11). Las suspensiones gelatinizadas de ahipa exhibieron valores de G’

significativamente menores (p<0,05) que las correspondientes a mandioca. Por
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ejemplo, a 1 Hz, los valores de los médulos G' y G" de las pastas de almidén de
mandioca fueron 68 y 55% mayores, respectivamente, que los valores

correspondientes a las pastas de almiddn de ahipa (Figura 2.23).
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Figura 2.23. Mddulos de almacenamiento (G') y de pérdida (G") a 1 Hz de las
suspensiones gelatinizadas de almidones de Pachyrhizus ahipa (ahipa accesiones 11y

Local) y de Manihot esculenta (mandioca).

Nota: Los valores informados corresponden a las medias + las desviaciones estandar. Letras diferentes

en cada médulo (G’ 0 G”) indican diferencias significativas (p<0,05).

Los resultados reoldgicos dinamicos se correlacionan con las viscosidades aparentes
informadas previamente (Tabla 2.12). Las diferencias en las propiedades reoldgicas de
las pastas de almidén de ahipa y mandioca se pueden atribuir a diferencias en el
tamafio y forma de los granulos (Lopez y col., 2012), a la presencia de ésteres de
fosfato, asi como también a la relacion amilosa/amilopectina y a la distribucién de
tamafio de las cadenas de ambos componentes. Se ha informado que la capacidad de
hinchamiento de los granulos y la temperatura gobiernan las propiedades
viscoeldsticas de la suspensiones de almiddn gelatinizadas (Shon y Yoo, 2006).

Una tendencia similar fue observada por Che y col., (2008) en el estudio del

comportamiento reolégico de pastas de almidones de dos cultivares de mandioca.
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Los valores de la tangente del angulo de desfasaje (8) de las suspensiones de almidon
gelatinizado fueron inferiores a 1, lo que indica que las muestras son de naturaleza
eldstica, como se ejemplifica en la Figura 2.22, para el almidén de ahipa Local.

Los espectros mecanicos de las pastas de almidén se modelaron usando las ecuaciones

correspondientes al modelo de la ley de potencia (Steffe, 1996):

G'=axa’ [2.10]

G"=cxo* [2.11]

Donde:

: es la frecuencia expresada en Hz.

a, b, cy d: son los pardmetros de ajuste del modelo.

Las ecuaciones propuestas ajustaron satisfactoriamente la variacién de los médulos de
almacenamiento y pérdida con la frecuencia, alcanzando las pastas de los almidones
de ahipa los valores mas altos de los coeficientes de correlacién. Los valores de los
pardmetros de ajuste se muestran en la Tabla 2.13. No se detectaron diferencias
significativas (p>0,05) entre las pastas de los almidones de diferentes accesiones de
ahipa mientras que, en general, los valores mas altos de los parametros del modelo

matematico se obtuvieron para las pastas de almidén de mandioca.

Tabla 2.13. Pardmetros correspondientes al modelado de los espectros mecénicos de

suspensiones de almidones extraidos de raices tuberosas.

Mdédulo de almacenamiento G' (Pa) Médulo de pérdida G" (Pa)
Almidon G'=aw’ G" = cw®
Parametro a Parametro b r? Parametro ¢ Parametro d r?

Ahipa Local  3,6+0,9°  0,56x0,01°  0,9779 4,2+¢1,1°  0,41+0,06°  0,9804
Ahipa 11 3,5¢#1,0°  0,55+0,01° 0,981 4,0+1,1°  0,42+0,07° 0,9723
Mandioca  14,3+4,1°  1,1#0,4° 0,9681  15,9+4,7° 0,25+0,02°  0,9779

, . . 2
Nota: Los parametros de ajuste (a, b, ¢, d) corresponden al modelo de la ley de la potencia y r es el
coeficiente de correlacidn. Los valores informados corresponden a las medias =+ las desviaciones

estandar. Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas (p<0,05).
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La dependencia de los mddulos con la frecuencia, también puede dar informacion
valiosa sobre la estructura de las pastas. Un material que presenta mddulos elasticos y
viscosos independientes de la frecuencia tiene un comportamiento de gel, donde
prevalece la contribucién de la componente eldstica (G’>G”). Por el contrario, una
fuerte dependencia de la frecuencia sugiere un comportamiento de solucién

concentrada donde predomina la componente viscosa (G”>G’) (Ross-Murphy, 1994).

4.5 Retrogradacion de las pastas de almidon bajo condiciones de refrigeracion

La retrogradacién es un proceso que ocurre cuando en las suspensiones de almiddn
gelatinizadas las cadenas de amilosa y amilopectina se reasocian formando una
estructura mds ordenada. Las pastas de los almidones estudiados se almacenaron
durante 11 dias bajo condiciones de refrigeracién (4°C), siendo éste el tiempo maximo

de almacenamiento debido al desarrollo microbiano en los geles.
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Figura 2.24. Termogramas de pastas de almidones de Pachyrhizus ahipa (ahipa) y

Manihot esculenta (mandioca) almacenadas 11 dias a 4 °C.

Como se puede observar en el termograma, no se observd ningun pico endotérmico

que indique cambios estructurales causados por la retrogradacién de la amilopectina
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(Figura 2.24), tipicamente localizado alrededor de los 45-55°C. Este resultado indica
que las cadenas de amilopectina en los almidones de ahipa y mandioca presentan un
alto grado de ramificacién, limitando asi la asociacion de las cadenas y la
retrogradacion de sus pastas. No se observaron diferencias entre las accesiones de
ahipa.

Debido a que el proceso de retrogradacion causa un incremento en la rigidez de las
pastas induciendo una separacion de fases, la presencia de exudado se utiliza como
indicador de este proceso no deseado. La sinéresis se produce porque se reemplazan
uniones amilosa-H,0 por uniones amilosa-amilosa, con la consecuente pérdida de
agua. Para las pastas de almidén de ahipa y mandioca, luego del almacenamiento, se
observaron grados de sinéresis muy bajos (0,21+0,01% vy 4,07+0,77%,
respectivamente) (Lopez, 2011).

Los cambios en la textura de las pastas de almidén durante su almacenamiento
condicionan las aplicaciones de los almidones en la formulacién de alimentos (Sandhu
y Singh, 2007), por lo que su evaluacién resulta importante. El ensayo se muestra en la

Figura 2.25.

Figura 2.25. Ensayo de textura realizado en un cilindro de pasta o gel de almidén de

Pachyrhizus ahipa (ahipa).
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En la Tabla 2.14 se muestran los parametros del TPA obtenidos para las pastas de los
almidones de ahipa (accesiones 11 y Local) y mandioca, al inicio y al final del
almacenamiento refrigerado.

En los perfiles mecanicos no se observo el pico de fracturabilidad atribuible al aumento
de la rigidez de la pasta debido a la retrogradaciéon de la amilopectina. Asi, los

resultados del TPA se correlacionaron con los obtenidos a partir de los ensayos de DSC.

Tabla 2.14. Pardmetros de TPA de pastas de almidén de Pachyrhizus ahipa (ahipa) y de

Manihot esculenta (mandioca) almacenadas a 4 °C durante 1y 11 dias.

Parametro del TPA  Almiddn 1dia d? 11 dias d.e
almacenamiento almacenamiento
Ahipa 11 nd nd
Fracturabilidad (N) Ahipa Local nd nd
Mandioca nd nd
Ahipa 11 0,22+0,03" 0,130,01°
Dureza (N) Ahipa Local 0,28+0,06° 0,14+0,01°
Mandioca 0,34+0,01° 0,28+0,02°
Ahipa 11 1,31+0,08° 1,04+0,06°
Elasticidad Ahipa Local 1,05+0,09° 1,02+0,04°
Mandioca 1,00+0,00° 1,00+0,02°
Ahipa 11 0,16+0,05° 0,26+0,06"
Cohesividad Ahipa Local 0,33+0,07° 0,3340,05°
Mandioca 0,70+0,01° 0,66+0,03°
Ahipa 11 0,04+0,01° 0,03+0,01°
Gomosidad (N)  Ahipa Local 0,09+0,04" 0,05+0,01°
Mandioca 0,24+0,01° 0,19+0,02°
Ahipa 11 0,18+0,02° 0,53+0,02"
Adhesividad (N mm) Ahipalocal  0,20+0,04° 0,53+0,14°
Mandioca 0,52+0,18° 0,19+0,02°
Ahipa 11 0,05+0,02° 0,040,01°
Masticabilidad (N) Ahipalocal  0,10+0,04° 0,05+0,01°
Mandioca 0,24+0,01° 0,19+0,02°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias + las desviaciones estandar. Letras diferentes

indican diferencias significativas (p<0,05); nd: no detectado.
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El tiempo de almacenamiento disminuyd significativamente (p<0,05) la dureza, la
gomosidad y la masticabilidad de las pastas almacenadas, mientras que los restantes
parametros del TPA no se vieron significativamente afectados (p>0,05).

La adhesividad de las pastas es una propiedad de superficie y depende de las fuerzas
adhesivas y cohesivas, como asi también de la viscosidad y de las propiedades
viscoelasticas (Huang y col., 2007; Adhikari y Jindal, 2001). La adhesividad de las pastas
de almidén de mandioca al inicio fue mayor que las correspondientes a las pastas de
ahipa (accesién 11 y Local), mientras que durante el almacenamiento la evolucién
dependié del origen botanico del almidéon aumentando significativamente (p<0,05)
para las de ahipa (Tabla 2.14).

Luego de 1 dia a 4°C las pastas de almiddn de mandioca resultaron mas cohesivas que
las de ahipa. El tiempo de almacenamiento disminuyd (p<0,05) la elasticidad de las
pastas estudiadas (Tabla 2.14).

Por ultimo, el almacenamiento afectd significativamente (p<0,05) la masticabilidad de
las pastas de almiddn obteniéndose los valores mas altos (Tabla 2.14) para las pastas
de almidén de mandioca.

Es importante destacar que la comparacién de los pardmetros de textura de las pastas
de almiddn obtenidos con datos informados por otros autores es dificultosa ya que los
mismos dependen de varios factores: concentracidon de la suspensiéon de almidén,
tiempo y temperatura de almacenamiento, como asi también de otras condiciones

experimentales.
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CONCLUSIONES
El almidén de Pachyrhizus ahipa se puede obtener a escala de laboratorio empleando
un proceso de extraccion optimizado, simple y con un bajo costo asociado. Esta técnica
resulta eficiente permitiendo conseguir muestras representativas, con buenos
rendimientos y alta pureza. Por otra parte, las observaciones al SEM mostraron que
este procedimiento no ocasiond dafios en los granulos del almidén extraido.
El almidon obtenido presentd bajo contenido de amilosa, por lo que podria
considerarse un aditivo alternativo al almidén de maiz para la industria alimentaria.
Ademas, sus pastas también presentan una mejor aptitud para la coccion que las del
almidén de maiz ya que gelatinizan a una temperatura significativamente mas baja.
Sus granulos exhiben buena capacidad de hinchamiento pudiendo emplearse asi como
agente espesante. Una de las principales ventajas de este almidén es la baja tendencia
a la retrogradacion de sus pastas cuando se almacenan bajo condiciones de
refrigeracion.
Las isotermas de sorcion de los almidones obtenidos fueron modeladas
satisfactoriamente, obteniendo el mejor ajuste de los datos experimentales con el
modelo de GAB, el que permitié estimar el contenido de agua de la monocapa.
Ademas, se calcularon los parametros termodindmicos asociados al proceso de
adsorcién de agua. La variacién de la energia libre de Gibbs correspondiente indicé que
éste era un proceso no espontaneo.
Se caracterizd la microestructura de los almidones extraidos a través de ensayos
morfoldgicos al SEM, estableciendo el patréon de difraccidn de rayos X y asignando los
picos caracteristicos de los espectros de FTIR.
Dado su bajo contenido de amilosa y las bajas temperaturas de la gelatinizacion, el
almiddén de ahipa podria constituirse en una alternativa frente a fuentes de almidén

tradicionales.
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INTRODUCCION
1. Digestibilidad de los almidones
La digestion del almidén no es un proceso simple y Unico, comprende tanto reacciones
de hidrdlisis enzimaticas como quimicas.
El proceso se puede cuantificar parcialmente a través de varios métodos que difieren
entre si en funcién de la/s enzima/s y las condiciones de reaccion utilizadas para
catalizar la hidrdlisis. Estas medidas incluyen la velocidad de degradacion de almidon,
la tasa de aparicién de la glucosa, y la tasa de aparicidn de diversos oligosacéridos.
La comprension de los factores que influyen en la digestiéon del almidén podria ser

analizada a través de un enfoque causal basado en el paradigma mostrado en la Figura

3.1:
Condiciones de Estructura Propiedades
Biosintesis |—>| crecimientoy |[—> del — de la
brocesamiento almidén digestién

Figura 3.1. Diagrama del paradigma de la digestion del almiddn.

En otras palabras, los eventos biosintéticos controlan la formacién y por lo tanto, la
estructura del almiddn, que es dependiente de las condiciones de crecimiento del
cultivo (Buleon y col., 1998; Copeland y col.,, 2009; Smith, 2007). Sin embargo se ha
sefialado que si bien puede haber una correlacidn entre, por ejemplo, la variedad del
cultivo y la rapida digestibilidad del almidén, esto no es causal (Copeland y col., 2009).
Ademas la digestion del almidon depende del procesamiento posterior, tal como las
condiciones de coccién.

El almidén se organiza en los alimentos que lo contienen en diferentes escalas
estructurales, como se ejemplifica en la Figura 3.2 para el grano de arroz. Se lo
encuentra como cadenas individuales, las que pueden asociarse en el granulo, dando
lugar a las zonas cristalinas y amorfas, las que contribuyen a la estructura
macroscopica del grano. Esta estructura incluye no sélo al almiddn, sino también a
proteinas, lipidos y polisacdridos no amildceos que pueden estar presentes y con los
cuales el almidon se asocia. Propiedades tales como la cinética de la digestion del
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almidén son controladas por los diversos niveles estructurales mencionados (Smith,
2007).

En general, el almidén consumido por los animales domésticos esta en gran parte en
estado nativo (no gelatinizado), mientras que en la mayoria de los alimentos
consumidos por los humanos el almidén se encuentra gelatinizado, con algunas
excepciones, como el muesli. Durante el proceso de coccion se destruye la estructura
granular del almidén. La mayoria de las reacciones enzimaticas, entre ellas la digestion
de almidén no gelatinizado, se controlan, en su mayor parte, por la estructura del

sustrato (Dona vy col., 2010).

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3

Organizacidn Cadena C

( en cluster Detalle de la
/ — ~ radena B organizacidn laminar
. Amilupadmﬂ
|
=i
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]

.-‘.milu:lsu

. Palea Ca ﬂn:ur'fas
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. vip .Emnulu MNivel 4
. - 9] ) I |

T
1-1000 um
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Grdnule de almiddn, lipido y proteina
en célula del endospermo

Estructura del grano de
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Mivel 6

Figura 3.2. Niveles supramoleculares del grano de arroz, destacando la contribucién

estructural microscdépica del almidén. Adaptado de Dona y col., (2010).

Como ya se menciond, las condiciones de procesamiento y almacenamiento también
afectan la digestibilidad del almiddn (Noda y col., 2008; Lu y col., 2012). Por ejemplo, el
almiddén de papa nativo es altamente resistente a la hidrélisis por la enzima a-amilasa
pancreatica, pero se vuelve rapidamente digerible después de su coccion mediante

técnicas convencionales. Por otra parte, una pequefia proporcion de almiddn
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resistente se forma como resultado del proceso de retrogradacion cuando las papas
cocidas se someten a enfriamiento y se almacenan (Kingman y col., 1994).

En funcion de su susceptibilidad al ataque de las enzimas amiloliticas, el almidon
puede clasificarse como digerible o resistente, siendo relevante esta distincidon debido
a los beneficios para la salud (Vieira Bezerra y col., 2013). Hasta hace algunos afios el
almidoén era considerado un carbohidrato disponible que era completamente digerido
y absorbido en el intestino delgado humano. Sin embargo, una fraccién del mismo
resiste la hidrdlisis catalizada por las enzimas digestivas y se denomina almidén

resistente.

1.1 Digestion in vivo del almidon

En los ultimos 25 aios, la digestibilidad in vivo de los alimentos ha sido caracterizada,
entre otros, por el indice glicémico (IG) definido por Jenkins y col. (1981) como la
respuesta glicémica total producida en sangre (area bajo la curva de la concentracién
de glucosa en funcidn del tiempo) en un periodo inmediatamente posterior a 2 horas
de consumir una cantidad fija de hidratos de carbono, referido a la glucosa liberada de
un alimento estandar, como el pan (Roberts, 2000). Muchos factores intrinsecos y
extrinsecos afectan a la naturaleza de almidén y por lo tanto al IG de un alimento,
incluyendo la estructura del almidén en los seis niveles (Figura 3.2); estos factores son
la motilidad gastrointestinal, el método de coccion, y la presencia de fibras, grasas y

proteinas (Krezowski y col., 1986; Thorne y col., 1983).

1.2 Digestion in vitro del almidon

Segun Englyst y col. (1992), desde el punto de vista nutricional el almidén puede ser
clasificado en tres categorias, en funcidn de su velocidad y extension de la digestion,
las cuales incluyen el almidén rapidamente digerido (ARD), el almiddn que se digiere
lentamente (ALD), y el almiddn resistente (AR).

La fraccién ARD es la cantidad de almiddn que causa un rdpido incremento en la
concentracion de glucosa en sangre después de la ingestiéon de hidratos de carbono.
Esta fraccién in vitro se define como la cantidad de almidén digerido en los primeros
20 minutos de la mezcla de reaccion (Englyst y col, 1992).
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La fraccion de almidén que se digiere lentamente pero por completo en el intestino
delgado humano se denomina ALD. Esta fraccidn se define como el almidén que se
digiere en un tiempo mayor que el ARD pero en no mas de 120 minutos en las
condiciones estandar de concentracidn de sustrato y enzima utilizada (Englyst y col.,
1992). Los beneficios potenciales para la salud del ALD in vivo incluye la estabilizacién
del metabolismo de la glucosa, el control de la diabetes, el desempeno intelectual y la

saciedad (Lehmann y Robin, 2007).

1.3 Almidon resistente

El término almiddn resistente (AR) fue sugerido inicialmente por Englyst y col. (1982),
cuando comprobaron que muchos alimentos procesados poseian mayor contenido
aparente de polisacdridos distintos del almidén que los de la fuente originariamente
empleada para su preparacion. Andlisis detallados revelaron que este aumento estaba
relacionado con la presencia de f—glucanos, que podrian ser detectados como glucosa
después de tratarse con hidréxido de potasio, y someterse a hidrdlisis por enzimas
amiloliticas.

La European Research Project on Resistant Starch (EURESTA) ha definido al AR como
“la suma del almidén y sus productos de degradacion que no son absorbidos en el
intestino delgado de individuos saludables” (Asp, 1992).

El almiddn resistente sigue su transito por el intestino delgado y llega al intestino
grueso, donde es fermentado por las bacterias de la flora normal del colon. Como
producto de la fermentacidn se generan acidos grasos de cadena corta (AGCC) con una
alta proporcidn de butirato. El butirato ha sido estudiado como factor tréfico esencial
en el mantenimiento de las funciones del intestino grueso y por su relacién con la
proteccion contra el cancer colorrectal (Englyst y col., 1987; Cassidy y col., 1994). Los
AGCC resultantes de la fermentacién del almidén resistente, asi como la velocidad y el
nivel de digestion del almiddn, afectan diversas funciones fisioldgicas y tienen efectos
benéficos en la salud, tales como la reduccién de la respuesta glicémica e insulinémica
al alimento, un efecto hipocolesterolémico, y un efecto protector contra el cancer

colorrectal (Cassidy y col., 1994).
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Por otra parte, el almiddn resistente ha sido relacionado con la disponibilidad de
sustratos para el crecimiento de probidticos, la inhibicién de la acumulacion de grasas
y el incremento en la absorcidon de minerales (Sajilata y col., 2006).

El reconocimiento de la importancia nutricional del AR ha impulsado el desarrollo de
métodos para establecer realmente la cantidad de AR en los alimentos, por medio de
los cuales se permite estimar su actividad fisioldgica (McClearly y Brown, 2004). En los
ultimos afios, los dos subtipos de carbohidratos emergentes que han recibido
particular interés son los oligosacaridos y el almiddn resistente, debido a los efectos
fisiolégicos benéficos asociados (McClearly y Brown, 2004).

En general, los estudios sobre el origen y la composicion del almiddn resistente se han
realizado mayoritariamente en almiddn de cultivos tales como maiz, cebada y trigo.

La mayoria de los almidones han sido caracterizados como digeribles y su consumo ha
sido asociado al aumento de la respuesta glicémica, y consecuentemente al aumento
de la obesidad y la diabetes del tipo 2 en la poblacién. Por el contrario, el almidén
resistente puede contribuir de modo significativo a mejorar el perfil nutricional de
alimentos en dietas de baja ingesta de carbohidratos, tanto en alimentos comunes

como en especialidades.

1.4 Tipos de almiddn resistente

La principal clasificacién del almidén resistente (AR) propuesta por Englyst y col.
(1992), se basa en la naturaleza del almidén y el alimento que lo contiene.

El almiddn resistente se divide en cuatro subtipos designados como AR1 a AR4 (Brown,
2004). El almidon tipo AR1 es el que esta protegido fisicamente en el grano, en la
semilla o en el tubérculo, atrapado en la matriz celular, y participa como almidén
resistente en alimentos de granos integrales (Wiirsch y col., 1986; Asp 1992a).

El almidén designado tipo AR2 se refiere al almiddn granular que resiste la digestién
debido a su conformacién o estructura. Varios autores han sefialado que los granulos
nativos, por su naturaleza cristalina, son menos susceptibles a la hidrélisis (Englyst y
Cummings, 1987; Faisant y col., 1995). La propiedad de estos granulos de resistir la
hidrdlisis puede ser significativamente alterada por el proceso de coccién. El almiddn
de maiz con alto contenido de amilosa (amilomaiz) es el Unico que retiene su
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conformacion granular (y en consecuencia su contenido de almiddn resistente y fibra
alimentaria) cuando se expone a condiciones aplicadas en la preparacidon de gran
cantidad de alimentos. Se ha observado que existe correspondencia entre el aumento
en el contenido de amilosa en el granulo de almidén y el aumento de la fibra
alimentaria y del almiddn resistente (Brown, 2004). El AR2 puede ser un importante
vehiculo de almiddn resistente en una amplia variedad de productos alimentarios y
farmacéuticos.

El AR3 es el almiddn retrogradado, que se forma en los alimentos que han sido cocidos
y almacenados. Durante el enfriamiento las cadenas de amilosa se reasocian (proceso
de retrogradacion descripto en el Capitulo 2) formando estructuras semicristalinas
resistentes a la hidrdlisis enzimatica (Englyst y Cummings, 1987). En alimentos como
panes y cereales, las condiciones de preparacion pueden alterar significativamente la
cantidad del almidén AR3 formado.

El almiddn tipo AR4 representa el grupo de almiddén resistente (AR) quimicamente
modificado de forma tal que interfiere en la accién de las enzimas digestivas y por lo
tanto en su capacidad de ser digerido.

Se propusieron diferentes métodos para la determinacién de almiddn resistente
basados en la digestidon enzimatica in vitro, como los de Englyst y col. (1982), Berry

(1986), Champ (1992), Faisant y col. (1995) y Goiii y col. (1996).

1.5 Efectos fisiologicos del almiddn resistente

Como se ha expuesto anteriormente, un gran numero de investigaciones se han
llevado a cabo para dilucidar los efectos fisioldgicos del almiddn resistente consumido
por las poblaciones occidentales, como la proteccidn o tratamiento de la constipacion
(Asp, 1992), el cancer colorrectal (Brown, 2004), el célera (Ramakrishna y col., 2000),
las enfermedades diarreicas (Bern y col., 1992) y la osteoporosis (McClearly y Brown,
2004).

El potencial fisiologico del almiddon resistente, basado en estudios realizados en
animales y humanos se detalla en la Tabla 3.1 (Brown, 2004). Asimismo, el AR es

importante en la dieta en relacién a la interaccidn con otros componentes
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alimentarios, incluyendo no solamente los macronutrientes, como grasas y proteinas,

sino también micronutrientes como minerales y vitaminas.

Tabla 3.1. Efectos fisioldgicos importantes del almiddn resistente. Adaptado de Brown,

Evidencia fisioldgica general

(2004).

Efecto fisioldgico especifico

Respuesta glicémica
reducida

Respuesta glicémica post-prandial (concentracion de glucosa en sangre 2hs
después de ingerir un alimento) mas lenta

Respuesta insulinica post-prandial mas lenta

Energia reducida

Menos calorias disponibles

Metabolismo lipidico aumentado

Mejora en la salud del

Substrato fermentable (controlado)

Aumento de la produccién de acidos grasos de cadena corta en el colon

Niveles reducidos de acidos biliares secundarios

intestino Niveles reducidos del amonio fecal
Aumento del bolo fecal
Reduccidn del tiempo de transito fecal
Aumento de la poblacién de bifidobacterias coldnicas y lactobacilli
Prebidtico Disminucidn de la poblacion de patdgenos

Interacciones sinérgicas potenciadas con otros probidticos

Aumenta la viabilidad de

Ayuda a mantener la viabilidad de bacterias probidticas durante el

probidticos procesamiento y consumo del alimento
Aumento de absorcion de ., . .
) Absorcién aumentada de minerales como calcio
nutrientes

Potencial para la protecciéon
del cancer de intestino

Aumento de la producciéon de butirato

Aumento del indice apoptdético (muerte celular programada)

Disminucidn de los niveles de compuestos citotdxicos del colon

Interaccidn sinérgica con
otros compuestos
alimentarios

Fibras alimentarias

Proteinas

Lipidos
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2. Fibra dietaria
Hipsley (1953) utilizé por primera vez el término fibra dietaria para denominar a
aquellos componentes no digeribles de las paredes celulares de las plantas.

Ainos mas tarde, segin la American Association of Cereal Chemists (AACC, 2001),
“..fibra dietaria es la parte comestible de plantas o carbohidratos analogos que son
resistentes a la digestion y absorcién en el intestino delgado humano con completa o
parcial fermentacién en el intestino grueso. La fibra dietaria incluye polisacaridos,
1.

oligosacaridos, lignina y sustancias asociadas de origen vegetal”. Los elementos

constitutivos de la fibra dietaria, se presentan en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Componentes de la fibra dietaria. Adaptado de la AACC (2001).

Componentes Tipo / Sub-tipo

Celulosa

Hemicelulosa / arabinoxilanos y arabinogalactanos

Polisacaridos
no—almidonosos y
oligosacaridos resistentes

Polifructosas / inulina y oligofructanos

Galacto — oligosacaridos

Gomas

Mucilagos

Pectinas

Dextrinas no digeribles / maltodextrinas resistentes (maiz y otras fuentes) y

Dextrinas . .
dextrinas resistentes de la batata
Componentes de carbohidratos sintéticos / polidextrosa, metilcelulosa e
Carbohidratos ana’|ogos hidroxipropilmetil celulosa
Almidones no digeribles (resistentes)
Lignina -
Ceras
Sustancias asociadas a Fitato
polisacdridos complejos no Cutina
almidonosos y lignina en Saponinas
lantas -
P Suberina
Taninos

En el afio 2009, el organismo internacional Codex (Committee on Nutrition and Foods

for Special Dietary Uses) define que la fibra dietaria se encuentra constituida por
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polimeros con 10 o mas unidades monoméricas de carbohidratos no hidrolizados por
enzimas enddgenas en el intestino delgado de los seres humanos.

La nueva posicidn internacional se refleja actualmente en la siguiente definicién, dada
por Health Canada (2012): “la fibra dietaria consiste en: 1) carbohidratos con un grado
de polimerizacion o nimero de unidades de monosacaridos de tres o mds, que se
presentan naturalmente en alimentos de origen vegetal y que no son digeridos vy
absorbidos por el intestino delgado; y 2) nuevas fibras aceptadas”.

Las “nuevas fibras” corresponden a ingredientes manufacturados que constituyen
fuentes de fibra dietaria, producidos sintéticamente u obtenidos de fuentes naturales.
Estos productos presentan al menos un efecto fisiolégico demostrado mediante
evidencia cientifica ampliamente aceptada.

La fibra dietaria promueve efectos fisioldgicos benéficos incluyendo atenuacién del
nivel de colesterol y/o reduccion de los niveles de glucosa en sangre” (AACC, 2001).

Los alimentos que contienen fibras traen beneficios a la salud, tales como la reduccién
del tiempo de retencién del bolo fecal en el intestino grueso que conlleva a la
reduccion del tiempo de contacto del érgano con sustancias cancerigenas vy
consecuentemente la disminucion del indice de cancer colorrectal (Nutrinews, 2001;
Waszczynskyj y col., 2001).

La American Dietetic Association (ADA, Estados Unidos) recomienda la ingesta minima
de 20 a 35 g por dia de fibras para un individuo saludable, de acuerdo con su dieta (por
ejemplo: en una dieta de 8400 kJ, correspondiendo a aproximadamente 2000 kcal, se
recomienda una ingesta de 25 g de fibra), mientras que la United States National
Academy of Sciences, Institute of Medicine, sugiere una ingesta diaria de 25 a 35 g de

fibra (FDA, 2008).
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OBIJETIVOS
Los objetivos planteados para este capitulo son los siguientes:
1. Estudiar la digestibilidad de los almidones nativos y gelatinizados extraidos a partir
de raices tuberosas de ahipa y mandioca.
2. Cuantificar las fracciones de almidon resistente (AR), almidén lentamente digerible
(ALD) y almiddn rapidamente digerible (ARD) en los mencionados productos.
3. Estimar en base a los resultados obtenidos el indice glicémico (IG).
4. Analizar la composicion quimica del remanente (o pulpa) de la extraccién de
almidon de las raices de Pachyrhizus ahipa, evaluando los contenidos de
macrocomponentes (humedad, cenizas totales, lipidos totales, nitrégeno total, fibra
dietaria total, almiddn total).
5. Evaluar ciertas propiedades funcionales del residuo (capacidad de retencién de

agua, de solventes y poder de hinchamiento).
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MATERIALES Y METODOS
1. Material analizado
Se utilizaron almidones extraidos de raices tuberosas de ahipa (Pachyrhizus ahipa) y de
mandioca (Manihot esculenta) cultivadas en el area de influencia de la EEA INTA
Montecarlo (Misiones). Los almidones de ahipa estudiados en el presente capitulo
correspondieron a las accesiones Local e IRNAS 11. El proceso de obtencién de los

almidones mencionados fue descripto en el Capitulo 2.

2. Digestibilidad de los almidones

Se realizaron ensayos destinados a evaluar la digestibilidad de los almidones de las
accesiones 11 y Local de ahipa. Con fines comparativos se analizé el almidéon de
mandioca.

La digestibilidad de los almidones de ahipa y de mandioca fue estudiada en sus formas

nativa y gelatinizada.

2.1 Cuantificacidon de las fracciones de almidon digerible en forma rdpida, lenta y
almiddn resistente en muestras gelatinizadas

Se determind en los almidones gelatinizados de ahipa (accesiones 11 y Local) y de
mandioca, la proporcion de las fracciones de almidén rapidamente digerible (ARD),
almidon resistente (AR) y almidén lentamente digerible (ALD) segun Juansang y col.,
(2012). Para ello se prepararon las suspensiones (10% p/p) en agua destilada de los
almidones correspondientes y se gelatinizaron a 90°C durante 20 minutos. A cada tubo
se le adiciond 5 mL de una solucién reguladora de maleato de sodio (100 mM, pH 6) y
5 mL de una solucién enzimatica que contenia a-amilasa pancredtica (20 U mL™) y
amiloglucosidasa (15 U mL™) (Megazyme, K-RSTAR 05/2008). La mezcla se incubd en
un agitador termostatizado por aire a 37°C con agitacién constante (200 rpm). Luego
se tomaron por duplicado alicuotas (0,20 mL) a los 20 y 120 minutos de reaccion y se
transfirieron a tubos de ensayo con 4 mL de etanol absoluto. Los tubos se
centrifugaron (10 minutos a 2300xg). A continuacion se tomaron por duplicado 0,10
mL del sobrenadante, que se colocaron en tubos de ensayo limpios, para medir la
concentracion de glucosa liberada en cada tiempo de reaccién. El método para medir
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dicha concentracién consistid en la determinacién colorimétrica de la glucosa
mediante una reaccién enzimatica especifica acoplada a un sistema cromégeno (4-
amino antipirina), tal como se explicé en el Capitulo 1. Para ello a cada tubo se le
adicionaron 2,0 mL de una solucién enzimatica GOPOD (reactivo conteniendo
soluciones de glucosa oxidasa y peroxidasa, 4-aminofenazona en buffer Tris y fenol,
provisto por el kit de reactivos para diagndstico de Wiener lab, Rosario, Argentina) y se
incubaron durante 10 minutos a 37°C en bafio termostdtico. Luego se midid la
absorbancia de las muestras y del patrén de glucosa (solucién de 1,0 mg mL™) a 505
nm contra el blanco (20 pL de solucién reguladora de acetato de sodio + 2,0 mL de
GOPOD) en un espectrofotdmetro Shimadzu UV mini 1240 UV-VIS (Japdn).

La fraccidn de almiddn digerido a los 20 minutos, entre 20 y 120 minutos y el almiddn
remanente no digerido después de los 120 minutos de incubacidn se clasificaron como
almidén rapidamente digerido (ARD), almidén de digestién lenta (ALD) y almiddn
resistente (AR), respectivamente (Englyst y col., 1992; Juansang y col., 2012).

Los resultados se expresaron como porcentaje (%) de almiddn gelatinizado digerido.

2.2 Digestibilidad de los almidones de ahipa y mandioca

Para estudiar la digestibilidad de los almidones nativos, se pesaron 50 mg de cada uno
(almidén de mandioca y de ahipa, accesiones 11 y Local) en vasos de precipitado de 25
mL de capacidad. En el caso de los almidones gelatinizados, se colocaron 100 mg de las
suspensiones gelatinizadas en dichos vasos. A cada vaso se le adicionaron 10 perlas de
vidrio, 5 mL de una solucién reguladora de maleato de sodio (100 mM; pH 6,0) y una
solucién enzimatica cuya concentracién final fue de 200 U mL™" (670 pL de a-amilasa
pancreatica 3000 U mL™ provista por el kit Megazyme© K-RSTAR 05/2008 y 4,330 mL
de la solucidn reguladora antes mencionada). Las mezclas se incubaron en agitacién
continua (150 rpm) a 37°C en un agitador termostatizado por aire. Se tomaron por
duplicado 600 pL de muestra en tubos Eppendorf a los siguientes tiempos de
incubacién: 5, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 y 180 minutos. Luego se centrifugaron a
temperatura ambiente durante 3 minutos a mdaxima velocidad en microfuga. Se
tomaron 500 uL del sobrenadante de cada muestra, se transfirieron a tubos de ensayo
de vidrio y se les agregd a cada uno 3,50 mL de una solucidn reguladora de acetato de
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sodio (1,2 M; pH 3,80). Finalizado el muestreo se adicionaron a todos los tubos de
reaccidon, en solucion reguladora de acetato de sodio, 4 pL de la enzima
amiloglucosidasa 3300 U mL ™ (Megazyme®© K-RSTAR 05/2008). Se mezclaron en vértex
y se incubaron durante 30 minutos a 50°C en bafio termostdtico. Luego se tomaron 20
puL de muestra y se pasaron a tubos de ensayo limpios para medir la concentracidn de
glucosa liberada en cada punto. A continuacién se adicionaron 2,0 mL de GOPOD y se
incubaron los tubos durante 10 minutos a 37°C en bafio de agua. Se midid la
absorbancia de las muestras y del patrén de glucosa a 505 nm contra el blanco (20 pL
de solucion reguladora de acetato de sodio + 2,0 mL de GOPOD). Los resultados se

expresaron como porcentaje de almidén hidrolizado (%).

2.3 indice de hidrdlisis e indice glicémico de los almidones de ahipa y mandioca

El indice de hidrélisis (IH) de los almidones nativos y gelatinizados se calculé siguiendo
el protocolo descripto por Goni y col. (1997), comparando el porcentaje del almidén
total hidrolizado obtenido a partir de la curva de hidrdlisis (drea bajo la curva 0-180
minutos) de cada muestra y la glucosa liberada del pan blanco durante el mismo
periodo de digestion. El porcentaje de almidén hidrolizado a cada uno de los tiempos
de muestreo se calculd a partir de la glucosa total liberada. Las curvas de hidrdlisis (de
almidones nativos y gelatinizados) fueron modeladas segin Gofii y col. (1997),
empleando las herramientas estadisticas del programa SigmaPlot (versién 10.0,

Estados Unidos). El calculo fue realizado utilizando la ecuacion 3.1.

C=Co*(1—e™) [3.1]

donde: C: es la concentracién de glucosa liberada en el tiempo t; C.: es la

concentracion de equilibrio; K: es la constante cinética y t: es el tiempo elegido.

De los valores obtenidos para el IH, se estimé el indice glicémico (IG) a través de la

ecuacioén descripta por Goiii y col. (1997):

1G=39,71+0,549*IH [3.2]
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2.4 Cinética de hidrolisis a largo plazo de los almidones nativos de ahipa y
mandioca

Con el fin de estudiar la cinética de hidrélisis enzimatica de los almidones nativos y
determinar el tiempo requerido para alcanzar el porcentaje maximo de hidrélisis de los
mismos, se siguié el método descripto por Hung y Morita (2005), con ligeras
modificaciones.

Se prepararon suspensiones de almiddn nativo (1% p/v) en una solucidon reguladora de
maleato de sodio (100 mM, pH 6) y se afnadieron 120 U mL™ de la enzima a-amilasa
pancreatica (Megazyme, K-RSTAR 05/2008). Las mezclas se incubaron con agitacion
continua (100 rpm) a 37°C en un agitador termostatizado por aire. Se tomaron
alicuotas a diferentes tiempos (0, 3, 6, 8, 14, 18 y 20,5 horas) para medir la
concentraciéon de glucosa liberada mediante un método espectrofotométrico. Las
alicuotas fueron centrifugadas durante 5 minutos a 5000xg. A partir de los
sobrenadantes, 0,25 mL de muestra se dispusieron en dos tubos de ensayo por
separado y se afiadieron 2,25 mL de una solucién reguladora de acetato de sodio (100
mM, pH 4,50). Las mezclas se incubaron con 25 uL de amiloglucosidasa (Megazyme, K-
RSTAR 05/2008, 3300 U mL'l) durante 30 minutos a 50°C. Para determinar la
concentracion de glucosa liberada en el sobrenadante, 0,1 mL de la mezcla fueron
transferidos a tubos de ensayo con 3,0 mL del reactivo conteniendo glucosa oxidasa /
peroxidasa (GOPOD). Las muestras se incubaron a 50°C durante 20 minutos. Las
lecturas de absorbancia se realizaron a 505 nm frente al blanco de los reactivos. Los

resultados se expresaron como porcentaje (%) de almiddn hidrolizado.

3. Obtencion del residuo sélido de la extraccion del almidén de ahipa

El residuo sélido o pulpa de ahipa es el producto remanente del proceso de extraccion
de almiddén. La obtencion de este residuo sdlido o remanente se presenta en el
diagrama de flujo de la Figura 3.3; este proceso fue detallado previamente en el
Capitulo 2. El residuo sélido de ahipa humedo fue secado en estufa a 50°C, y

almacenado a temperatura ambiente hasta su posterior analisis.
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Raices tuberosas de ahipa
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Figura 3.3. Diagrama de flujo del proceso de extraccion de almidén y obtencién del

residuo sdlido o pulpa de Pachyrhizus ahipa (ahipa).

4. Composicion quimica del residuo de la extraccion del almidon de ahipa

Se analizé la composicidon quimica del residuo sélido o pulpa de la obtencion del

almidon de ahipa.
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4.1 Contenido de materia seca

Se cuantificd el contenido de materia seca y humedad residual, por duplicado,
siguiendo el método de referencia (AOAC, 1990). Las muestras se analizaron segun el
procedimiento descripto en el Capitulo 1. El resultado se expresé como porcentaje (%)

en relacion al peso inicial de la muestra.

4.2 Determinacion de cenizas totales

Se peso por duplicado el residuo sdélido de ahipa (2 g). Las muestras se colocaron en los
crisoles limpios y previamente tarados. Luego se realizd la determinacién de cenizas
segun lo detallado en el Capitulo 1. Los crisoles conteniendo las cenizas se pesaron y

con este valor se calculd el porcentaje (%) de cenizas totales.

4.3 Extraccion y cuantificacion de lipidos totales

Se extrajeron y cuantificaron, en un equipo Soxhlet, utilizando n-hexano como
solvente, los lipidos totales de las muestras (10 g) correspondientes al residuo sélido o
remanente de la extraccion del almidén de ahipa tal como se explicé en el Capitulo 1.

Los resultados se expresaron como porcentaje (%) sobre base seca.

4.4 Determinacion del contenido de nitrégeno total
Se cuantifico el nitrégeno total del residuo de la extraccién del almidén de ahipa (0,8 g)
mediante el método Kjeldahl. El procedimiento se detalld6 en el Capitulo 1. Los

resultados se expresaron como porcentaje (%) sobre base seca.

4.5 Contenido de almiddn total
Se determind el contenido de almidén total a partir de 0,10-0,15 g de muestra,
empleando el kit enzimatico K-TSTA 05/06 (Megazyme®©, Irlanda), segun se describid

en el Capitulo 1. Los resultados se expresaron en porcentaje (%) sobre base seca.
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4.6 Fibra dietaria total
La cuantificacion de fibra dietaria total se llevd a cabo utilizando el kit enzimatico K-
TDFR 05/12 Megazyme®© (Irlanda). El procedimiento llevado a cabo se detallé en el

Capitulo 1. Los resultados se expresaron como porcentaje (%).

5. Caracterizacion microestructural: morfologia de las particulas del residuo

La morfologia de las particulas del residuo de la extraccidon del almidon de ahipa fue
estudiada mediante microscopia electronica de barrido (SEM, Scanning Electron
Microscopy). Los procedimientos llevados a cabo para la obtencidn de micrografias

SEM fueron descriptos en el Capitulo 2.

6. Propiedades funcionales del residuo de la extraccion del almidén de ahipa

Las propiedades funcionales del residuo de la extraccion del almidén de ahipa
estudiadas se encuentran asociadas a su composicion quimica, y han sido
determinadas con el fin de caracterizar este subproducto obtenido a partir de las

raices tuberosas.

6.1 Determinacion de la capacidad de retencion de agua
La capacidad de retencién de agua del residuo de la extraccién del almidén de ahipa se
midioé de acuerdo con Szymonska y col. (2003), segun el procedimiento descripto en el

Capitulo 2. La capacidad ensayada se expresé como porcentaje (%) sobre base seca.

6.2 Determinacion de la capacidad de hinchamiento

Se determind de acuerdo a una modificacién del método propuesto por Tsai y col.
(1997). Se prepararon suspensiones acuosas del residuo de la extraccién del almidén
de ahipa al 1% p/p. Las temperaturas empleadas fueron 55, 65, 75, 85, 90 y 95°C. El
ensayo se realizé tal como se especificé en el Capitulo 2. La capacidad de hinchamiento
se determind como la razén entre el peso del residuo del almidéon hidratado

(sedimento) y el peso inicial del residuo seco.
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6.2.1 Contenido de amilosa y amilopectina

En los sobrenadante del ensayo anterior obtenidos a cada temperatura se cuantificé
por espectrofotometria, el contenido de amilosa y amilopectina. Se midieron las
absorbancias a las longitudes de onda de 535 nm y 615 nm, segun Garcia y col. (1995).

Las concentraciones de amilosa y amilopectina fueron expresadas en g/L.

6.3 Capacidad de retencion de solventes

La capacidad de retencién de solventes del residuo de la extraccion del almidén de
ahipa fue analizada siguiendo el método AACC 56-11 (Rosell y col., 2009). Los solventes
utilizados fueron agua desionizada, sacarosa (50% p/p), Na,CO3 (5% p/p) y acido lactico
(5% p/p). La capacidad de retencién de solventes se calculé tal como se detalld en el

Capitulo 1. El resultado se expresé como porcentaje (%).

7. Analisis estadistico

Todas las determinaciones fueron llevadas a cabo al menos por triplicado. Para el
analisis estadistico de resultados se utilizé el programa Systat Software (Version 10.0).
Se efectud el andlisis de varianza (ANOVA) y se realizé la comparacién de medias
mediante el test de la diferencia minima significativa de Fisher (LSD), con un nivel de
significacidén p = 0,05. Como ya se describid, el modelado de las curvas de hidrdlisis a la
ecuacién de Goii y col. (1997) se realizé6 empleando las herramientas estadisticas del

programa SigmaPlot (versidn 10.0, Estados Unidos).
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RESULTADOS Y DISCUSION
1. Digestibilidad de los almidones de ahipa y mandioca
Los valores correspondientes a las fracciones de almidén rapidamente digerible (ARD),
lentamente digerible (ALD) y resistente (AR) obtenidos a partir de los almidones
(mandioca y accesiones 11 y Local de ahipa) gelatinizados se muestran en la Figura 3.4.
Como se menciond anteriormente, estas fracciones son medidas in vitro asociadas con
la velocidad de digestibilidad enzimatica del almidén. Las fracciones ARD y ALD
corresponden a la cantidad de almidén digerido a los 20 minutos y entre 20 y 120
minutos de efectuada la mezcla de reaccidén, respectivamente. El almidén no digerido
luego de los 120 minutos de reaccion se clasifica como AR (Englyst y col., 1992;
Juansang y col., 2012).
El almidén de ahipa perteneciente a la accesion IRNAS 11 mostré mayores valores de
ARD y AR que el de mandioca (p<0,05), mientras que ambas accesiones de ahipa
exhibieron proporciones inferiores de ALD (p<0,05). La accesién 11 de ahipa presento

el valor mas bajo de ALD de los tres almidones ensayados (p<0,05).
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Figura 3.4. Porcentaje de almiddn rdpidamente digerible (ARD), lentamente digerible
(ALD) y resistente (AR) de suspensiones de almidén de Pachyrhizus ahipa (ahipa) y

Manihot esculenta (mandioca) gelatinizadas.

Nota: Se utilizé diferente formato de letra para comparar los resultados obtenidos entre los distintos

almidones. Las medias acompafiadas por una misma letra, no difieren significativamente (p>0,05).
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El almidén resistente cuantificado en este caso se clasificaria como AR3 vy
corresponderia a la fraccién no hidrolizada compuesta principalmente de amilosa
retrogradada formada durante el proceso de enfriamiento de las pastas de almiddn
gelatinizado (Brown, 2004).

La Figura 3.5 muestra las cinéticas de hidrdlisis enzimatica para las suspensiones de los
almidones gelatinizados de ahipa y de mandioca en comparacion con la de la digestion

del pan blanco que se utiliza como referencia.
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Figura 3.5. Cinética de hidrdlisis enzimatica (expresada como porcentaje de hidrélisis
de almiddn) de suspensiones de almiddn gelatinizadas de Pachyrhizus ahipa (ahipa) de

diferentes accesiones y de Manihot esculenta (mandioca).

Nota: Los datos experimentales corresponden a los simbolos y las lineas corresponden a las curvas de ajuste del

modelo de Goiii y col. (1997); se muestra también la curva de referencia correspondiente al pan blanco.

Las curvas de la Figura 3.5 muestran una primera zona desde 0 hasta 30 minutos para

las suspensiones del almiddn gelatinizado de ahipa y desde 0 hasta 15 minutos para las
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suspensiones del almidon gelatinizado de mandioca donde la velocidad de hidrdlisis
aumenta linealmente y una segunda zona a partir de los tiempos mencionados donde
se alcanza el plateau correspondiente al porcentaje de equilibrio. Comparando las
curvas obtenidas con la correspondiente al sistema de referencia (pan blanco) se
observa que la cinética de hidrdlisis del pan blanco es mas lenta ya que la primera zona
de la curva se extiende hasta los 90 minutos.

Los parametros del modelado de las curvas de hidrdlisis al modelo de Gofii y col.

(1997) se presentan en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Pardmetros del modelado de la cinética de hidrdlisis segin el modelo de
Goni y col. (1997), para almidones gelatinizados de Pachyrhizus ahipa (ahipa) y de

Manihot esculenta (mandioca).

Modelado de la cinética de hidrdlisis

Fuente/almidon Coeficiente de Concentracién de  Constante cinética
correlacion (r?) equilibrio C. (%) k (min™)
Referencia: Pan blanco* -- 78,2 0,04
Ahipa accesion 11 0,9792 99+2 0,14+0,02
Ahipa accesion Local 0,9506 101+2 0,17+0,03
Mandioca 0,9908 93,1+0,7 0,43+0,04

Nota: *Los datos de la referencia corresponden a Goiii y col. (1997).

El porcentaje de hidrélisis in vitro de los almidones es un parametro que se puede
relacionar directamente con el contenido de almiddn disponible.

El indice glicémico (IG) es una caracteristica de los carbohidratos consumidos en
diferentes tipos de alimentos sobre la base del nivel postprandial de glucosa en sangre
(Jenkins, 2007; Jenkins y col., 1982). Se ha informado que el consumo a largo plazo de
alimentos con bajo IG se encuentra asociado a la reducciéon de la incidencia y
prevalencia de ciertas enfermedades cardiovasculares, la diabetes, y también algunas
de las formas de cancer (Brand-Miller, 2007; Jenkins, 2007; Roberts, 2000; Wolever y
Mehling, 2002).

La estimacion del indice glicémico (IG) y la digestibilidad de los almidones se pueden

vincular matematicamente. Una de las funciones matematicas utilizadas es la

181



Capitulo 3. Digestibilidad del almidén de Pachyrhizus ahipa. Caracterizacion del residuo de la extraccién
de almidon

propuesta por Goii y col. (1997) donde el IG in vivo se relaciona con la cantidad de
almidoén hidrolizado in vitro después de 180 minutos de incubacion a 37°C (proceso
normal de la digestion).

Los estudios de los almidones gelatinizados mostraron porcentajes de hidrdlisis total
del almidén por encima de los correspondientes al pan blanco en todos los puntos de
muestreo analizados (Figura 3.5). En consecuencia, los valores del indice de hidrélisis
(IH) de los tres almidones gelatinizados fueron superiores a 100 (Tabla 3.4). No se
observaron diferencias significativas (p>0,05) en el IG de los almidones gelatinizados ni
entre las distintas especies vegetales ni entre las distintas accesiones de Pachyrhizus

ahipa (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. indice de hidrdlisis (IH) e indice glicémico estimado (IG) por el modelo de
Goiii y col. (1997), para almidones gelatinizados de Pachyrhizus ahipa (ahipa) y de

Manihot esculenta (mandioca).

Fuente/almiddn indice de hidrdlisis (IH) indice glicémico (1G)
Referencia: Pan blanco* 100 94
Ahipa accesién 11 136+3° 114+2°
Ahipa accesion Local 136+4° 114+2°
Mandioca 136,7+0,2° 114,8+0,1°

*Los datos de la referencia corresponden a Gofii y col. (1997).
Nota: Los valores informados corresponden a las medias + las desviaciones estandar. Datos

acompafiados por una misma letra en la misma columna, no difieren significativamente (p>0,05)

Para el caso de los almidones nativos (Figura 3.6) cabe aclarar que como no se alcanzé
el plateau, no se pudo modelar matemdaticamente los datos para obtener los
parametros de ajuste de la curva correspondiendo los mismos a la primera porcién de
la misma (zona lineal).

Como se esperaba, los almidones nativos presentaron valores de IG estimados
inferiores a los de los almidones gelatinizados, siendo también mds bajos que los
valores del pan blanco (Tabla 3.5). El almidén de mandioca nativo mostré un valor de

IG mas bajo que los almidones de ahipa, siendo esta diferencia significativa (p<0,05).
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En la Figura 3.6 se observa que después de 3 horas de incubacidon enzimatica no se

alcanzé el maximo porcentaje de hidrélisis de los almidones nativos analizados.

Porcentaje de almidon hidrolizado (%)
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Figura 3.6. Cinética de hidrdlisis enzimatica (expresada como porcentaje de hidrélisis

de almiddn) de almidones nativos de Pachyrhizus ahipa (ahipa) de diferentes

accesiones y de Manihot esculenta (mandioca).

Nota: Los datos experimentales corresponden a los simbolos y las lineas corresponden a las curvas de

ajuste del modelo de Goiii y col. (1997); se muestra también la curva de referencia correspondiente al

pan blanco.

En los almidones gelatinizados el IG fue mayor que el de los almidones nativos (Tabla

3.5), como era de esperar. Chung y col. (2006) atribuyeron este comportamiento a que

durante el proceso de gelatinizacion del almiddén, se interrumpen los enlaces de

hidrogeno entre las cadenas de amilosa y amilopectina, debido a la interaccion de las

mismas con el agua, por lo que aumenta la exposicién al ataque enzimdatico de dichas

cadenas.
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Tabla 3.5. indice de hidrdlisis (IH) e indice glicémico estimado (IG) para almidones

nativos de Pachyrhizus ahipa (ahipa) y Manihot esculenta (mandioca).

Fuente/almiddn indice de hidrélisis (IH) Indice glicémico (IG)
Referencia: Pan blanco* 100 94
Ahipa accesion 11 43,2+0,1° 63,43+0,07°
Ahipa accesién Local 47,2+0,5° 65,6+0,3°
Mandioca 30+1° 56,2+0,6 °

Nota: *Los datos de la referencia corresponden a Goifii y col. (1997).
Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estdndar. Datos acompafiados por

una misma letra en la misma columna, no difieren significativamente (p>0,05).

Ingredientes o componentes alimentarios con valores de IG estimados mayores que el
del pan blanco, como por ejemplo el almidén de avena con tratamiento hidrotérmico
(Ovando-Martinez y col., 2013), podrian ser Gtiles para la formulacidén de productos
con alto contenido de energia, similares a varios alimentos feculentos naturales
cocinados tales como el arroz del cultivar Karaya (Frei y col.,, 2003) y las papas
pertenecientes a las variedades Russet Burbano (enteras o en trozos, cocidas al horno)

y Desireed (enteras o en mitades hervidas) (Ek y col., 2012).

La cinética de hidrdlisis a largo plazo (20,5 horas) de los almidones nativos con a-
amilasa pancredtica se muestra en la Figura 3.7. El porcentaje maximo de la digestidon
enzimatica se observé después de 8 horas de incubacién para los tres almidones
analizados, sin diferencias significativas entre ellos (p>0,05).

Los valores maximos de porcentaje de hidrélisis de mandioca y ahipa fueron de 84,0 a
87,2%, implicando que 12,8 y 16% corresponde a almidén resistente de tipo AR2,
sobre la base de la clasificacion derivada de las caracteristicas nutricionales del

almidon (Englyst y col., 1992).
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Figura 3.7. Cinética de la hidrélisis enzimatica (expresada como porcentaje de hidrdlisis
de almiddn) a largo plazo de los almidones nativos de Pachyrhizus ahipa (ahipa 11y

ahipa Local) y de Manihot esculenta (mandioca).

Nota: Los datos experimentales corresponden a los simbolos y las lineas corresponden a las curvas de

ajuste del modelo de Goiii y col. (1997).

Para el almidén de mandioca, el porcentaje maximo digerido obtenido fue similar al
valor indicado por Srichuwong y col. (2005), que informd una tasa de digestion maxima
con enzima a-amilasa del 88,4% para el almidén de mandioca de estructura cristalina
tipo A. En general, los almidones tipo B exhiben baja digestibilidad in vitro (Annison y
col., 1994). Como se menciond en el Capitulo 2, el patrén de cristalinidad del almidén
de ahipa fue asignado como tipo C (Lépez y col., 2010), correspondiendo a una mezcla
de los tipos cristalinos A y B. Los valores de digestibilidad del almidén de ahipa
resultaron intermedios entre los informados para almidones con patrones de
difraccién tipos A y B (Srichuwong y col., 2005). Aunque la forma cristalina de los

granulos del almiddon se ha citado como el factor mas importante que afecta a la
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extension de la hidrdlisis enzimatica (Srichuwong y col.,, 2005), otras caracteristicas
tales como el tamario de los granulos o la proporcion de amilosa/amilopectina también
han sido sefialados como factores que afectan la actividad y accesibilidad de la enzima.
Sin embargo, para almidones con el mismo tipo de patrén de difraccidn se ha sefalado
qgue la correlacién con la actividad enzimatica varido con la naturaleza del almidén
analizado (Franco y col., 1992; Man y col., 2012).

Si bien se ha propuesto para otros cultivos comestibles de R&T la existencia de una
correlacién entre el tamaio de los granulos y la digestibilidad de los almidones, en el
caso de ahipa y mandioca no se observé dicha correlacidon (Man y col., 2012). Para el
almidén de flame (Dioscorea esculenta), por ejemplo, que también presenta una
estructura cristalina tipo C, el porcentaje maximo de digestidn alcanzado fue cercano
al 30%, considerablemente menor que el hallado para los almidones de ahipa. Sin
embargo, el almidén de fname presenta un tamafio de granulo medio de particula que
es aproximadamente la mitad que el de ahipa aunque su contenido de amilosa
aparente es similar (14,2%) (Srichuwong y col., 2005; Doporto y col., 2012).

Las leguminosas contienen altos niveles de fibra dietaria, relacionados con la presencia
de paredes celulares, resistentes a la ruptura durante la coccién. Esto, aunado a la
presencia de ciertos factores antinutricionales hace que el almidén de las leguminosas
posea una digestibilidad baja. Por otra parte, las leguminosas procesadas contienen
cantidades significativas de AR1, (ademds de AR2 y AR3) lo que las hace mas
interesantes desde el punto de vista nutricional (Tovar y col., 1992b; Velasco y col.,
1997; Bravo y col., 1998). Asi, la velocidad de digestién del almidén y la liberacién de la
glucosa al torrente sanguineo, es un proceso lento después de ingerir leguminosas, lo
cual causa bajas respuestas glicémicas e insulinémicas posprandiales en comparacién
con las asociadas al consumo de cereales o papas (Jenkins y col., 1982; Tovar y col.,
1992b)

Teniendo en cuenta que la ahipa pertenece a la familia de las Leguminosas, la
estructura del almiddén y la digestibilidad resultan similares a los de otras plantas de la
misma familia ya que la mayoria de ellos presentan patron de difraccion del tipo C
(Sandhu y Lim, 2008). Los valores de almiddn resistente mencionados para diversos
almidones de plantas leguminosas obtenidos 120 minutos después de la ingestion
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estan dentro del rango de 50-79% (Sandhu y Lim, 2008), en el orden de los valores de
AR observados para el almidén de ahipa (aproximadamente 54%).

Por lo tanto, la ahipa puede ser considerada como una muy buena fuente de almidén y
éste puede ser utilizado como un alimento funcional, lo que contribuye a aumentar la

fraccién rdpidamente y lentamente digerible.

2. Composicion quimica del residuo de la extraccion del almidon de ahipa
La Tabla 3.6 muestra los resultados del andlisis de macrocomponentes realizado sobre

el residuo de la extraccidon del almidén de ahipa.

Tabla 3.6. Composicidn quimica (% p/p) del residuo de la extraccién del almiddn de

Pachyrhizus ahipa (ahipa).

Materia Lipidos Cenizas Nitrégeno Fibra dietaria Almiddn
seca totales totales total total total
87+2 0,30+0,04 2,15+0,01 0,77%0,02 4542 38+2

Nota: Los valores informados corresponden a las medias + las desviaciones estandar. Los resultados se

expresan en base seca.

El contenido de humedad del residuo sélido de ahipa (13%) coincidié con el
presentado por uno de los compuestos ricos en fibra de la calabaza (Cucurbita
moschata Duchesne ex Poiret) informado por de Escalada Pla y col., (2007). El residuo
remanente de la extraccion estd formado mayoritariamente por carbohidratos
cuantificados como fibra (45%) y almidén (38%), todos de naturaleza hidrofilica, lo que
afecta sus propiedades funcionales.

En cuanto al contenido de cenizas, el residuo de ahipa exhibié un valor similar al de la
pulpa de calabaza (de Escalada Pla y col., 2007). La cantidad de proteina del residuo de
ahipa, que se puede estimar multiplicando el contenido de nitrégeno total por el factor
de conversién 6,25, fue de 4,83+0,09%. De Escalada Pla y col., (2007) informaron

valores superiores al de ahipa para pulpa de calabaza.
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3. Morfologia del residuo remanente de la extraccion del almidon de ahipa

Las micrografias electrénicas (Figura 3.8) muestran aglomerados de componentes
fibrosos, unidos entre si muy posiblemente por el almidén remanente en el residuo.
Las estructuras anatdmicas que aportan a dichos componentes son fundamentalmente
los restos de las paredes celulares que conforman el tejido parenquimatico de la raiz
(parénquima reservante, en el caso de la raiz de Pachyrhizus ahipa); a ellos se suman
las paredes celulares del tejido de conduccién, principalmente el xilema, conformado
por los vasos lefiosos o traqueas. Normalmente, existe una cierta proporcion de fibras

gue se encuentran asociadas al tejido de conduccidn, que actian como elementos de

refuerzo.

Mag= 100X EHT =10.00 k¥ W= 20 mm Detector = SE1 Date -19 Apr 2013 GCT-BB

Figura 3.8. Micrografia electrdnica obtenida en las observaciones mediante SEM del

residuo remanente de la extraccion de almidén de Pachyrhizus ahipa (ahipa).

Los vasos o traqueas, que son abiertos, estdn formados por numerosos miembros de

vasos superpuestos, comunicados entre si por placas de perforacién. Estas pueden ser
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reticuladas, escalariformes o simples, mostrando en este caso una mayor evolucion
dada su adaptacidon a la conduccion. Los miembros de vasos poseen pared secundaria
reforzada (normalmente por deposicion de lignina). Las paredes laterales de los
elementos de conduccion presentan distintos tipos de engrosamientos secundarios:
anillados, espiralados, escalariformes, reticulados y punteados. La proporcion de pared
primaria es mayor en los vasos con engrosamientos anillados y espiralados, lo que les
permite mayor adaptacion al crecimiento.

En la Figura 3.9 se observa el detalle correspondiente a un miembro de vaso lefioso del

tejido de conduccidn de la raiz de Pachyrhizus ahipa.

Mag= 600X EHT = 10,00 k¥ WD= 24 mm Detector = SE1 Date -19 Apr 2013 CCT-BB

Figura 3.9. Micrografia electronica (SEM) de un vaso lefioso del tejido de conduccién

de la raiz de Pachyrhizus ahipa (ahipa) en el residuo de la extraccién.

La Figura 3.10 muestra una imagen en mayor detalle de los restos celulares que
formaban en su origen el parénquima reservante de la raiz, mostrando granulos de

almiddn contenidos en los mismos.
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Figura 3.10. Micrografia electrénica (SEM) del parénquima y granulos de almiddén del

residuo remanente de Pachyrhizus ahipa (ahipa).

4. Propiedades funcionales del residuo de la extraccion del almidén de ahipa

4.1 Capacidad de retencion de agua

La capacidad de retencién de agua se define como la cantidad de agua retenida por la
fibra sin la aplicaciéon de cualquier fuerza externa, excepto la gravedad y la presién
atmosférica (Raghavendra y col., 2004). Por lo tanto, este parametro se encuentra
relacionado con la proporcién de agua débilmente asociada a la matriz de la fibra.

El resultado obtenido para el residuo estudiado de ahipa (Figura 3.11), fue cuatro
veces mayor que para el almidon de ahipa (Capitulo 2). Es evidente que los

componentes de este residuo, mayoritariamente celulosa y hemicelulosa, de
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naturaleza altamente hidrofilica retienen mayor cantidad de agua que el almidén
correspondiente. Uno de los residuos rico en fibra de la Cucurbita moschata Duchesne
ex Poiret, mostré un valor de 43 g / g de muestra seca (de Escalada Pla y col., 2007),

considerablemente mds bajo que el correspondiente al de ahipa.
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Residuo sélido o pulpa Almidén

Figura 3.11. Capacidad de retencién de agua del almidén y residuo sdélido o pulpa de

Pachyrhizus ahipa (ahipa).

4.2 Capacidad de hinchamiento

La Figura 3.12 muestra la capacidad de hinchamiento del residuo de almidén de ahipa
en funcién de la temperatura de calentamiento, observandose un comportamiento
diferencial en dos zonas, la primera entre 55-75°C y la segunda entre 85-95°C. En
ambas zonas la capacidad de hinchamiento aumenta con la temperatura, aunque el
aumento relativo en la segunda zona fue menor que en la primera (Figura 3.12).

El aumento observado entre 85-95°C se correlaciona con el aumento registrado para el
almidén. La capacidad de hinchamiento podria relacionarse con los pardmetros
térmicos indicados en el Capitulo 2 para el almiddn de ahipa, ya que el 38% del residuo
contiene almiddn (Tabla 3.6). En la primera zona (55-75°C) el comportamiento podria
atribuirse a los componentes no almidonosos de naturaleza altamente hidrofilica del

residuo (celulosa y hemicelulosa, entre otros).
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Figura 3.12. Capacidad de hinchamiento del almidén de Pachyrhizus ahipa (ahipa) y el
residuo sdlido o pulpa remanente de su extracciéon luego de 1 hora de calentamiento a

diferentes temperaturas.

El bajo grado de hinchamiento del residuo que se observa a 55°C indica que el proceso
de gelatinizacidn del almidén presente ain no comenzé. Cuando la suspension acuosa
del residuo alcanza los 65°C se produce un aumento significativo de la capacidad de
hinchamiento. En consecuencia, existiria una progresiva relajacion de las fuerzas de
enlace dentro del granulo que justificarian este fenédmeno.

A partir de los 85°C el incremento medido tanto en el residuo como en el almidén
podria deberse al agua asociada a la red de amilosa y amilopectina remanente en los
granulos (Capitulo 2). Se observé, como en el almidén de ahipa, que a temperaturas
por debajo de la de gelatinizacién, la cantidad de amilosa y amilopectina lixiviadas de
los granulos fue insignificante (Capitulo 2). En cambio, a temperaturas mas elevadas, la
lixiviacién cobrd relevancia y las concentraciones de ambos componentes en el
sobrenadante se incrementaron con la temperatura; este fendmeno se muestra en la

Figura 3.13.
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Figura 3.13. Contenido de amilosa y amilopectina lixiviadas en el sobrenadante
correspondiente a la determinacién de la capacidad de hinchamiento del residuo de la

extraccion del almidén de Pachyrhizus ahipa (ahipa) a 75, 85, 90 y 95°C.

Las concentraciones de amilosa y amilopectina lixiviadas a partir de los granulos de
almidén remanente en el residuo durante el calentamiento a 75-95°C obtenidas
correlacionaron con las encontradas en almidones, tal como fue descripto en el

Capitulo 2.

4.3 Capacidad de retencion de solventes

La Figura 3.14 muestra la capacidad de retencidn de solventes del residuo de
extraccién del almiddn de ahipa y con fines comparativos se presentan los resultados
obtenidos para la raiz tuberosa (Capitulo 1). El residuo sélido o pulpa de ahipa exhibio
los porcentajes mas altos de retenciéon de los cuatro solventes empleados en el
ensayo. La elevada capacidad de retencion del carbonato de sodio en el residuo de
ahipa, se correlaciona con el alto contenido de almidén danado debido al

procesamiento en la obtencidn de la muestra.
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Figura 3.14. Capacidad de retencidn de solventes del residuo de la extraccién del
almiddn de Pachyrhizus ahipa (ahipa) y de la raiz parcialmente deshidratada (accesién

Local).

Como era de esperar, el elevado contenido de pentosanos se evidencié en la alta
capacidad de retencion de sacarosa (Figura 3.14).

Se ha observado que conforme la capacidad de retencién de agua en la muestra
aumenta, existe correspondencia con el incremento de la fibra dietaria total de la
misma, siendo para el residuo solido de 45+2 g/100g (Tabla 3.6) y para la raiz
parcialmente deshidratada de ahipa Local de 22,4+0,6 g/100g.
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CONCLUSIONES

La digestibilidad del almidén de ahipa fue similar a la de otras plantas leguminosas. La
accesion IRNAS 11 de ahipa mostré mayor proporcién de almidén rdpidamente
digestible y resistente, mientras que el almidén de mandioca tuvo un contenido bajo
de almiddn lentamente digerible. El almidén de ahipa proveniente de la accesidn Local
presentd valores de estas fracciones intermedios entre la accesién 11 y mandioca.
Desde un punto de vista nutricional, estos resultados podrian indicar cierta versatilidad
del almidén de ahipa con el fin de ser utilizado como un ingrediente para alimentos
con alto contenido de energia.

Por otra parte, se caracterizé el residuo remanente de la extraccion de almidén de
ahipa morfolégicamente a través de SEM y se determind su composicidon quimica,
indicando que tanto la fibra como el almidén eran los componentes mayoritarios del
mismo.

La capacidad de hinchamiento y de retencion de solventes del residuo fue mayor que
la del almiddn y la raiz parcialmente deshidratada, respectivamente, debido al caracter

altamente hidrofilico de sus componentes.
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INTRODUCCION
1. Harinas no tradicionales
La harina es el polvo fino que se obtiene del cereal molido y de otros alimentos ricos
en almidén. Aunque la mas tradicional es la harina de trigo (cereal proveniente de
Europa, ingrediente habitual en la elaboracidn del pan), también se produce harina de:
centeno, cebada, avena, maiz (cereal proveniente del continente americano) o arroz
(cereal proveniente de Asia). Existen asimismo en el mercado harinas de semillas de
leguminosas, tales como garbanzos, porotos, lentejas, soja, etc. (Figura 4.1).
Si bien el Cédigo Alimentario Argentino (Capitulo IX, articulo 661) sefiala que "con la
denominacién de harina, sin otro calificativo, se entiende el producto obtenido de la
molienda del endosperma del grano de trigo que responda a las exigencias de éste”, se
admite la denominaciéon de harina para la obtenida de otras materias primas,
indicando en ese caso la procedencia de las mismas. Por ejemplo, el articulo 663 del
mencionado Cédigo indica que “las harinas de otros cereales o leguminosas deberan
denominarse de acuerdo a la materia o materias primas empleadas (harina de maiz,
harina de arvejas, etc.)”, en tanto que el articulo 685 sefala que “con la denominacién
de harina de papa o patata, se entiende el producto obtenido moliendo finamente los
tubérculos pelados y desecados del Solanum tuberosum L., la que presentard como
maximo un contenido en agua del 12% a 100-105°C”.
El uso de la harina de trigo en la elaboracién del pan, pilar de la alimentacion en la
cultura occidental, se debe en parte a la presencia de gluten, un complejo proteico que
le otorga al pan elasticidad y consistencia.
Las harinas aportan carbohidratos complejos, principalmente almiddn, que se
transforman en glucosa al digerirse y proveen entre el 50 y el 60% de la energia total
de la dieta, por lo que brindan al cuerpo una fuente de energia rapida. El organismo
humano posee las enzimas necesarias para digerir el almidén, la lactosa y la sacarosa
provenientes de diversos alimentos que, junto a la D-glucosa y la D-fructosa, son
fuentes energéticas para el hombre, proporcionando en todo el mundo el 70-80% de

las calorias de la dieta (Doporto y col., 2012).
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Figura 4.1. Diferentes granos de legumbres empleados para la obtencion de harinas.

1.1 Harina de Pachyrhizus ahipa

Las raices tuberosas de ahipa pueden destinarse a propdsitos multiples tales como
obtencidon de harina, almidén y fibras naturales a escala industrial, ademas de su
comercializacién como hortaliza fresca. El rescate de este cultivo implicaria potenciales
beneficios econdmicos y agroecoldgicos, relacionados con la diversificacion productiva
y la generacién de materias primas y productos elaborados alternativos.

La harina de ahipa se presenta como un producto libre de gluten, por lo que serviria
como ingrediente en la elaboracion de mezclas para la obtencidon de productos
panificados y horneados destinados a la poblacidon celiaca, al igual que las harinas de

arroz, quinoa, soja y mandioca, entre otras.

2.  Celiaquia

La celiaquia es la intolerancia permanente al gluten, conjunto de proteinas presentes
en el trigo, avena, cebada y centeno (TACC) y productos derivados de estos cuatro
cereales.

Las proteinas del gluten se clasifican en dos grupos, prolaminas y gluteninas. Las

prolaminas reciben distintos nombres segun el cereal de origen: en trigo, gliadina; en
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avena, avenina; en cebada, hordeina y en centeno, secalina (Galvez y col., 2006). El
gluten de los cereales mencionados es la forma mas conocida de presentacion de las
prolaminas téxicas para los celiacos. La gliadina constituye el mayor problema, por ser
la harina de trigo la mas utilizada en la industria alimenticia.

La avena pareciera no producir dafio pero, en su proceso de industrializacién, puede
encontrarse contaminada con granos de trigo, cebada o centeno.

La celiaquia se presenta en personas que tienen predisposicidon genética a padecerla.
Se sabe que aparece con mas frecuencia entre miembros de la misma familia. Pueden
manifestarla tanto nifios como adultos, siendo la incidencia mayor en mujeres que en
varones. Se estima que en Argentina, uno de cada cien habitantes puede ser celiaco
(Asociacion Celiaca Argentina, 2013).

Esta intolerancia produce una lesién caracteristica de la mucosa intestinal provocando
una atrofia de las vellosidades del intestino delgado (Figura 4.2), lo que altera o
disminuye la absorcién de los nutrientes de los alimentos (proteinas, grasas, hidratos
de carbono, minerales y vitaminas), (Asociacion Celiaca Argentina, 2013). La
caracteristica principal de esta atrofia vellositaria es que la mucosa intestinal se
normaliza cuando el paciente inicia la dieta sin TACC. Otra particularidad de esta
patologia es que se presenta asociada a enfermedades autoinmunes y genéticas y se
puede descubrir tardiamente en pacientes asintomaticos.

Se dice que la celiaguia es una condicién autoinmune, es decir que el sistema de
defensa de los celiacos reconoceria como "extrafio" o no perteneciente al organismo al
gluten, y produciria anticuerpos o "defensas" contra el mismo. Estos anticuerpos
provocarian la lesidon del intestino con destruccién o atrofia de su mucosa (capa
interior del intestino), produciéndose una alteracién en la absorcién de los alimentos.

(Asociacion Celiaca Argentina, 2013).
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Vellosidades Normales

Vellades aroﬁaa

Figura 4.2. Comparacion de vellosidades del intestino delgado de un individuo sano y

otro con atrofia total como consecuencia de la enfermedad celiaca. (Adaptado de la

Asociacion Celiaca Argentina, 2013).
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OBIJETIVOS
Los objetivos planteados para este capitulo son los siguientes:
1. Optimizar la obtencidn y extraccion de harina de Pachyrhizus ahipa (ahipa) y
Manihot esculenta (mandioca) a escala de laboratorio.
2. Determinar la composicion centesimal de los productos obtenidos (humedad,
contenido de proteinas totales, tenor lipidico, cenizas totales, fibra dietaria). Analizar
ciertos componentes minoritarios que guardan relevancia nutricional, principalmente
elementos minerales.
3. Evaluar las propiedades fisico-quimicas y funcionales de las harinas obtenidas
(granulometria, capacidad de retencidn de agua y de diferentes solventes, transiciones
térmicas).
4. Caracterizar la microestructura y su relacién con las propiedades funcionales de las
harinas obtenidas.
5. Analizar la estabilidad de las harinas de ahipa y mandioca a través de la

determinacidon de las isotermas de sorcion.
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MATERIALES Y METODOS
1. Materias primas
Se utilizaron raices tuberosas de ahipa (Pachyrhizus ahipa) pertenecientes a la

Ill

denominada “accesion Local” y de mandioca (Manihot esculenta). Las plantas de ahipa
procedieron en su origen de semillas obtenidas en la Localidad Perico (Jujuy,
Argentina) y, como ya se menciond anteriormente, corresponden a la designada como
accesion Local. Las mismas fueron cultivadas en la EEA Montecarlo INTA (Misiones).
Asimismo, las raices de mandioca “cultivar Pomberi” fueron provistas por dicha

Estacion Experimental. El material utilizado en los presentes ensayos fue cosechado

durante los afios 2009-2012.

2. Procesamiento de las raices y obtencion de harina de Pachyrhizus ahipa y
Manihot esculenta

Las raices de Pachyrhizus ahipa (ahipa) fueron seleccionadas y acondicionadas para la
obtencién de la harina por diferentes métodos. Las mismas se trataron tal como se
describié en el Capitulo 1. Las raices peladas de ahipa fueron destinadas a los
diferentes métodos de procesamiento: rallado (Figura 4.3), rallado y prensado, o

cortado en rodajas (Figura 4.4).

Figura 4.3. Rallado de raices de Pachyrhizus ahipa para la obtencién de harina.
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Figura 4.4. Rodajas de raices de Pachyrhizus ahipa destinadas a la obtencién de harina.

En la Figura 4.5 se detallan las diferentes alternativas de procesamiento de las raices
de ahipa con el fin de obtener las harinas antes mencionadas. En todos los casos, las
raices procesadas se secaron a 50°C hasta peso constante, y finalmente fueron
molidas.

A la harina de ahipa obtenida por rallado y posterior prensado, se le adiciond el
almidén recuperado por decantacidn y secado a 40°C a partir de los liquidos obtenidos
durante el proceso de prensado.

Asi, los diferentes productos obtenidos fueron: harina de ahipa procedente de raices
peladas y ralladas, sin prensado (HARaSP); harina de ahipa a partir de raices peladas y
ralladas, prensadas y enriquecidas mediante la adicién de los sélidos recuperados

(HARaP) y harina de ahipa procedente de raices peladas y cortadas en rodajas (HARo).
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Raices de Pachyrhizus ahipa

v

Lavado con agua
+

+
Pelado manual

Inmersiéon en NaClO (250 ppm cloro, 10 minutos)

A

A

Cortado en rodajas (3mm
de espesor)

Rallado en disco rotatorio

v

v

v

Secado a 50°C Secado a 50°C
Molienda Molienda
A A
Harina de Ahipa Harina de Ahipa
obtenida en obtenida por
rodajas rallado (sin
(HARO) prensar)
(HARa-SP)

Prensado manual a
través de una tela

muselina
Producto Lqui'dO
rensado
P liberado en el
¢ prensado
Secado a o
50°C Decantacion
por 24h a 4°C
+
Secado a
40°C
(almidoén
recuperado)
A A
Molienda

Harina de Ahipa
rallada + prensada
(HARaP)

Figura 4.5. Diagrama de flujo mostrando el procesamiento realizado para la obtencion

de harina de Pachyrhizus ahipa a partir de sus raices.
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El mismo procedimiento fue aplicado para la obtencién de la harina de mandioca. Las
raices fueron acondicionadas de igual forma que las de ahipa y destinadas al rallado
(sin prensado posterior) o bien fueron cortadas en rodajas. Los productos obtenidos se
denominaron: harina de mandioca elaborada por rallado (HMRa) y harina de mandioca

procesada en rodajas (HMRo).

3. Caracterizacion de las harinas

Desde el punto de vista de la calidad, es relevante conocer la relacién que existe entre
la composicion de la materia prima y la del producto terminado. Se hace necesario
estudiar la composicidon quimica de los alimentos, con el fin de elaborar productos
saludables con alta aceptacion por el consumidor.

Los analisis quimicos se llevaron a cabo sobre muestras de las harinas HARo (harina de
ahipa procesada en rodajas) y HARaP (harina de ahipa elaborada por rallado y
prensado), ya que en la harina HARaSP (harina de ahipa elaborada por rallado sin
prensado) se produjo el desarrollo de olores indeseables en un corto periodo de
tiempo, mientras que HARo y HARaP mantuvieron su estado original y sus atributos de
calidad, incluso después de nueve meses de almacenamiento.

La composicién quimica de las harinas se evalud cuantificando humedad, lipidos,
minerales, cenizas y proteinas totales, mediante métodos oficiales (AOAC, 1990). Los
minerales cuantificados fueron calcio, hierro, magnesio, sodio, potasio y fésforo.

Ademds se determind el contenido de almiddn total y la actividad a-amilasa.

3.1 Contenido de materia seca
El contenido de materia seca en las harinas se determind gravimétricamente,
deshidratando las muestras en estufa a 105°C hasta peso constante, como se detalld

en el Capitulo 1. Los resultados se expresan como porcentaje (%).

3.2 Determinacion de cenizas totales en harina de ahipa
Se cuantifico el tenor de cenizas totales sobre muestras de harina (2 g) por calcinacién
en mufla a 500-550°C durante aproximadamente 5 horas, segun lo descripto en el

Capitulo 1. Los resultados se expresaron en porcentaje (%).

213



Capitulo 4. Obtencidn y caracterizacion de harinas de Pachyrhizus ahipa y Manihot esculenta

3.3 Extraccion y cuantificacion de lipidos totales

El contenido de compuestos liposolubles en las harinas se determind luego de la
extracciéon continua en un extractor Soxhlet. Para la determinaciéon se pesaron por
duplicado (15-18 g) de las muestras respectivas. Se ensayaron separadamente dos
solventes diferentes: n-hexano y una mezcla 1:1 de éter de petréleo y éter etilico, con
el fin de evaluar diferencias en el poder extractivo debido a la polaridad de los lipidos
presentes. El procedimiento general se llevd a cabo segln lo descripto en el Capitulo 1.
El residuo sélido se cuantificd gravimétricamente; los resultados se expresaron como

porcentaje (%).

3.4 Determinacion del contenido de nitrégeno total

Se cuantificé el nitrégeno total de las muestras de harina (0,8 g) mediante el método
Kjeldahl. Se procedié tal como se describié en el Capitulo 1. El contenido de proteina
cruda se calculdé usando el factor de conversion 6,25. Los resultados se expresaron

como porcentaje (%).

3.5 Contenido de prolaminas en harina de ahipa

Se determind la presencia de prolaminas mediante wuna técnica de
enzimoinmunoensayo competitivo, empleando anticuerpos policlonales, segin Chirdo
y col. (1995). Al efecto, las muestras fueron remitidas al Laboratorio de Investigacidn
en el Sistema Inmune (LISIN) de la Facultad de Ciencias Exactas (UNLP). Para la
caracterizacién de la harina de ahipa como producto libre de gluten se tuvo en cuenta

el limite de deteccion del método (0,1 mg de gliadinas/100g de muestra).

3.6 Determinacion de fibra detergente acido

Para llevar a cabo esta determinacion, se pesaron muestras de harina (1,0 g) por
duplicado y las cuantificaciones de fibra detergente acido (FDA) correspondientes
fueron realizadas por el sistema de detergentes de Van Soest (Robertson y Van Soest,

1981), siguiendo el método 973.18c (AOAC, 1990).
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3.7 Fibra dietaria total
Se midio el contenido de fibra dietaria total en las harinas utilizando el kit enzimatico
K-TDFR 05/12 Megazyme®© (Irlanda). El método se encuentra detallado en el Capitulo

1. Los resultados se expresaron como porcentaje (%).

3.8 Contenido de carbohidratos totales

El contenido de carbohidratos totales se calculé como la diferencia entre 100% vy la
suma de los porcentajes correspondientes a cenizas, lipidos y proteinas totales
comprendidos en el andlisis centesimal. Este valor se corresponde con el contenido de
azucares solubles, almidén y carbohidratos estructurales (celulosas, hemicelulosas),

tomados conjuntamente.

3.9 Analisis del perfil de aminoacidos

Para la harina de ahipa, se realizd el andlisis por cromatografia liquida de alta
resolucion en fase reversa (RPLC) de los siguientes aminodcidos: leucina, alanina, acido
aspartico, isoleucina, arginina, metionina, acido glutamico, glutamina+serina, tirosina,
histidina, valina, glicina+treonina y lisina. Al efecto, se enviaron muestras de harina al
Laboratorio de Control de Calidad Melacrom (Mercedes, Bs. As., Argentina). El método
analitico consiste en una derivatizacién de los aminoacidos presentes con un marcador
fluorescente (OPA, o-ftalaldehido), una vez hidrolizadas las proteinas presentes en la
muestra. Luego el extracto se analiza cromatograficamente en un HPLC con detector
de fluorescencia, utilizando como fase mévil un gradiente de acetonitrilo - buffer
fosfato de pH 7,20. La columna utilizada es una ODS2 con particulas de 5 pm, 4,6 mm
de didmetro interno y 250 mm de longitud.

Con este método es posible obtener simultdneamente un conjunto significativamente
alto de picos cromatograficos, correspondientes a la mayoria de los aminoacidos
presentes. Los que no quedan incluidos en este perfil de aminoacidos, es porque no
logran ser derivatizados satisfactoriamente con OPA pues su grupo amino es
secundario, o porque no tienen buena resolucién cromatografica.

La incertidumbre expandida del método (U=2u) es de 10%, para un nivel de

significacién del 95%. Los resultados fueron expresados en porcentaje (%).
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3.10 Cuantificacion de sodio, potasio, calcio, hierro y magnesio en harina de ahipa

Muestras de cenizas (0,03-0,05 g) obtenidas tal como se describid en la seccién 3.2 se
disolvieron en 50% v/v de HNOj;. Para la determinacion del contenido de calcio, las
muestras se disolvieron y se les agregd éxido de lantano a una concentracion final de
0,5%, con el fin de evitar interferencias de radiacion. Los analisis de hierro, calcio y
magnesio se llevaron a cabo mediante espectroscopia de absorcion atéomica y la
cuantificacion de sodio y potasio por espectroscopia de emisién atdmica. Al efecto, las
muestras fueron remitidas al CINDEFI (Centro de Investigacion y Desarrollo en
Fermentaciones Industriales, Facultad de Ciencias Exactas UNLP — CONICET La Plata). El
procedimiento se encuentra descripto en el Capitulo 1. Los resultados se expresaron

en mg/100g.

3.11 Contenido de fésforo en harina de ahipa
El contenido de fdsforo se analizé por el método colorimétrico 965.17 (AOAC, 1990)
basado en la reaccién con el complejo vanado-molibdato, segin lo descripto en el

Capitulo 1. Los resultados finales se expresaron en mg/100g.

3.12 Actividad a-amilasa

La actividad a-amilasa en las harinas se midié por medio del kit enzimatico Ceralpha
(K-CERA 08/05 Megazyme©, Irlanda). Este procedimiento se llevo a cabo tal como se
describié en el Capitulo 1. Los resultados se expresaron como Unidades Ceralpha g* de

muestra.

3.13 Contenido de almidén total
Se determiné a partir de 0,10-0,15 g de muestra, empleando el kit enzimatico K-TSTA
05/06 (Megazyme®©, Irlanda). Los pasos implementados corresponden a los descriptos

en el Capitulo 1. Los resultados se expresaron en porcentaje (%).

4. Caracterizacion fisicoquimica y microestructural de las harinas
La determinacion de la calidad de un alimento se lleva a cabo describiendo los

diferentes pardmetros fisicoquimicos y microestructurales.
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La caracterizacién de las harinas fue realizada en todos los casos en aquéllas
procedentes de raices de ahipa y en algunos, a modo comparativo, en harina de

mandioca.

4.1 Maedidas de color de las harinas

Se caracteriz6 el color de las harinas de ahipa y mandioca utilizando un colorimetro CR-
400 (Konica Minolta Sensing Inc., Japdn). Los valores de la escala CIE empleada se
expresaron en términos de luminosidad (L*), coordenada rojo-verde (valor a*), y
coordenada azul-amarillo (valor b*). Asimismo, con estos parametros fueron
calculados el angulo hue (h°) y la funcion Chroma (C*) tal como fue descripto en el

Capitulo 1.

4.2 Estudio de la estabilidad de las harinas: obtencién de las isotermas de sorcién\

Las isotermas de adsorcidn de agua se determinaron utilizando el método estatico
gravimétrico estandarizado por “The European Cooperative Project COST 90” (Spiess y
Wolf, 1983). Las muestras (0,15-0,20 g) de harina de ahipa (HARaP y HARo) y de
mandioca (HMRa y HMRo), previamente pesadas en balanza analitica y deshidratadas
en CaCl,, se colocaron en recipientes herméticos cerrados que contenian soluciones
saturadas de diferentes sales (Capitulo 2; Tabla 2.1) y se procedié de modo descripto
en el Capitulo 2. Las isotermas de adsorcidn de las harinas de ahipa y mandioca a las
diferentes temperaturas se obtuvieron por triplicado. Los resultados se expresaron

como g agua/g sdlido en base seca.

4.3 Modelado matematico de las isotermas de sorcion de las harinas

Los datos experimentales obtenidos para cada muestra fueron modelados
matematicamente con varias ecuaciones empiricas y semiempiricas para correlacionar
el contenido de humedad de equilibrio con la actividad agua de un alimento. Los
modelos de isotermas de adsorcidn empleados se presentaron en el Capitulo 2 (Tabla
2.2).

Los datos se ajustaron matematicamente con los modelos de isotermas de sorcién

propuestos (Capitulo 2) utilizando el mddulo de regresién no lineal del programa
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Systat 10.0 (SYSTAT, Inc., Evanston, IL, Estados Unidos). Se estimaron los valores de los
pardmetros de cada modelo y su bondad de ajuste a través del coeficiente de

correlacion (R?).

4.4 Parametros termodinamicos estimados a través de las isotermas de sorcion

Los pardmetros termodindamicos derivados de las isotermas de sorcidn, es decir, la
entalpia diferencial (Ah) y la entropia (AS) de sorcidn diferencial se determinaron de
acuerdo con Cladera-Olivera y col., (2009) segun lo detallado en el Capitulo 2.

Como ya se mencioné en dicho Capitulo, la teoria de la compensacién de entalpia-
entropia, que propone una relaciéon lineal entre Ah y AS, permitié calcular la
temperatura isocinética (K) y la energia libre (J mol™) (Al-Muhtaseb y col., 2002;

Cladera-Olivera y col., 2008; Fasina, 2006).

4.5 Morfologiay distribucion de tamaiio de particulas de las harinas

La distribucion del tamarfio de particulas fue estudiada a nivel macroscépico, utilizando
un tamiz de laboratorio y también a nivel microscopico por microscopia electrénica de
barrido (SEM, Scanning Electron Microscopy).

Los procedimientos llevados a cabo para la obtencidon de micrografias SEM fueron
descriptos en el Capitulo 2. Para el procesamiento y el andlisis de las imagenes se
utilizé el software AnalySis Pro 3.0 con el fin de obtener los histogramas
correspondientes.

Para el estudio granulométrico, se empled un cernidor de laboratorio Biihler MLU-300
con el siguiente conjunto de mallas: 32D (666 um), 45D (472 um), 60D (341 um), 6xx
(230 um) y un colector de fondo. El tamizado se realizé utilizando 100 g de cada harina
durante 12 min. Las fracciones retenidas en cada malla se separaron y se pesaron

(Palacios-Fonseca y col., 2009).
4.6 Espectroscopia de difraccion de rayos X de las harinas

Para la caracterizacion de las harinas de ahipa estudiadas, se utilizé un difractdmetro

X'Pert Pro PAnalytical Model PW 3040/60 (Almelo, Holanda) como se indico en el
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Capitulo 2. Para cuantificar la cristalinidad de las harinas, se procedié como se detall6

en el Capitulo 2.

4.7 Analisis por Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier

Se obtuvieron los espectros FTIR (Fourier Transform InfraRed) de las harinas obtenidas
con un espectrofotometro Thermo Nicolet Nexus (Estados Unidos), trabajando en el
rango de nimeros de onda desde 4000 hasta 400 cm™ como se describié en el Capitulo
2. Las muestras se corrieron diluidas en pastillas de bromuro de potasio (Sigma—Aldrich

con pureza del 99%) a una concentracion del 3% p/p.

5. Propiedades funcionales

A partir de la interaccién entre los constituyentes de un alimento, propiciada o
acentuada por las condiciones de procesamiento, surgen las caracteristicas, tanto
organolépticas como nutricionales, adecuadas para satisfacer las demandas del

consumidor. Los usos de las harinas dependen de sus propiedades funcionales.

5.1 Determinacion de la capacidad de retencion de agua de las harinas

La capacidad de retencion de agua de las harinas de ahipa y mandioca se midi6 de
acuerdo con Szymonska y col., (2003). Se pesaron, por duplicado, muestras de harina
(1 g) y se colocaron en tubos de centrifuga. El procedimiento llevado a cabo fue
descripto previamente, en el Capitulo 2. Los resultados fueron expresados en

porcentaje (%).

5.2 Transiciones térmicas de las harinas de ahipa y mandioca

Se utilizé el calorimetro diferencial de barrido modelo Q100 controlado por el médulo
TA 5000 (TA Instruments, Estados Unidos) descripto en el Capitulo 1. Para la
caracterizacion de las harinas de ahipa y mandioca, se pesaron aproximadamente 7 mg
de muestra y se le adicionaron 15 pL de agua destilada en cdpsulas de aluminio. Las
capsulas se cerraron herméticamente y se estabilizaron. Se utilizé una capsula vacia
como referencia. La velocidad de barrido fue 10°C/min. El rango de calentamiento

vario entre 10-120°C. Una vez analizadas, las capsulas se perforaron y se mantuvieron

219



Capitulo 4. Obtencidn y caracterizacion de harinas de Pachyrhizus ahipa y Manihot esculenta

en estufa a 105 °C hasta peso constante para determinar el peso seco de las muestras.
Este procedimiento fue descripto en el Capitulo 1. Se determinaron los parametros

térmicos segln Lopez y col., (2008).

5.3 Capacidad de hinchamiento de la harina de ahipa

Se determiné mediante una modificaciéon del método propuesto por Tsaiy col., (1997).
Se prepararon suspensiones acuosas de harina de ahipa al 1% p/p que se colocaron en
tubos de centrifuga con tapas; los tubos se calentaron a 55, 65, 75, 85, 90 y 95 °C
durante 1 h. Las muestras se enfriaron a temperatura ambiente y se centrifugaron a
850xg durante 15 minutos. La capacidad de hinchamiento se determiné como la
relacidn porcentual entre el peso de la harina hidratada (sedimento) y el peso inicial de
la harina seca. Se recuperd el sobrenadante para la medicidn de la concentracién de
amilosa y amilopectina lixiviadas de acuerdo con el método espectrofotométrico
propuesto por Garcia y col., (1995). El ensayo se llevo a cabo tal como se detalla en el

Capitulo 2.

5.4 Capacidad de retencion de solventes

La capacidad de retencién de solventes ensayada en harina de ahipa y de mandioca se
realizd siguiendo el método AACC 56-11 (Rosell y col, 2009). Los solventes utilizados
fueron agua desionizada, sacarosa (50% p/p), Na,COs (5% p/p) y acido lactico (5% p/p).
La capacidad de retencién de solventes se calculé como se explicé en el Capitulo 1. Los

resultados se expresan en porcentaje (%).

6. Anailisis estadistico

Todas las determinaciones se llevaron a cabo al menos por triplicado. Para el analisis
estadistico de resultados se utilizé el programa Systat® Software (Version 10.0). Se
efectué el andlisis de varianza (ANOVA) y se realizdé la comparacién de medias
mediante el test de la diferencia minima significativa de Fisher (LSD), con un nivel de
significacién p = 0,05. Tal como se menciond anteriormente, para el modelado
matematico de los datos correspondientes a las isotermas de sorcion, se aplicé el

modulo de regresidn no lineal de SYSTAT 10.0 (SYSTAT, Inc., Evanston, IL, USA).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Procesamiento de las raices y obtencion de harinas

El rendimiento de las diferentes harinas de ahipa (expresado en % p/p), se calculd a
través del balance de masas, considerando el peso inicial de las raices frescas
procesadas (con cascara), y el peso del producto final. Para la harina obtenida por
rallado y prensado fue de 14,83 g de harina/ 100 g de raices frescas y para la harina
obtenida por rodajas fue de 17,88 g de harina/ 100 g de raices frescas de ahipa. En el
caso de la harina de mandioca obtenida por rodaja y rallado, se obtuvieron
rendimientos de 27,18 y 28,24 g de harina/ 100 g de raices frescas, respectivamente.
No se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre los diferentes métodos
propuestos (Tabla 4.1). Aunque los valores de rendimiento de las harinas no
tradicionales en la literatura son mas bien escasos, Bou Rached y col. (2006), han
sefialado que las variedades de fiame (Dioscorea trifida) Blanco y Morado de Mapuey
produjeron 18,48 y 19,90 g de harina/100 g de pulpa, respectivamente. Estos valores
son similares a los encontrados en el caso de harinas obtenidas a partir de raices de

ahipa.

Tabla 4.1. Rendimiento (%p/p) de harina de Pachyrhizus ahipa (ahipa) y de Manihot

esculenta (mandioca).

Harina Rendimiento (%)
Rodaja (HARo) 17,88
Ahipa Rallada sin prensar (HARaSP) 13,14
Rallada prensada (HARaP) 14,83
Rodaja (HMRo) 27,18
Mandioca
Rallada sin prensar (HMRa) 28,24

Las harinas de ahipa elaboradas ya sea por rallado y prensado o por rodajas

mantuvieron sus atributos de calidad originales, incluso después de nueve meses de
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almacenamiento, mientras que la harina de pasta rallada que no fue posteriormente
prensada desarrollé aromas y sabores desagradables en un corto periodo de tiempo
(una semana). Este hecho puede atribuirse a la fermentacion, proceso que podria
haber ocurrido durante el secado de la pulpa de ahipa rallada. El alto contenido de
agua y de hidratos de carbono de las raices y la temperatura de secado relativamente

baja podrian haber favorecido el proceso de fermentacion mencionado.

2. Caracterizacion de las harinas

2.1 Composicion quimica de las harinas

Los resultados del andlisis quimico de macrocomponentes, tales como materia seca,
cenizas totales, lipidos totales, proteinas, fibra detergente acido (FDA) y carbohidratos
totales, llevado a cabo en las muestras de harina de ahipa y mandioca se muestran en

la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Composicion quimica (%p/p) de las harinas obtenidas a partir de Pachyrhizus
ahipa (ahipa) y Manihot esculenta (mandioca).

Materia Cenizas Lipidos Proteinas FDA Carbohidratos

Harina
seca totales totales totales

Ahipa Rallada
Prensada (HARaP)

Ahipa Rodaja

90,7¢0,7° 1,98+0,05° 0,25+0,03* 57+0,1° 7,4%0,1° 92,0+0,1°

88,8+0,2*° 2,51+0,01° 0,39+0,01° 9,0+0,4° 59+0,5° 881+04°

(HARo)
Mandioca Rallada R c b a c
88,4+0,2 3,28 £ 0,05 0,39+0,01° 2,8+0,2 s/d 93,6 +0,2
(HMRa)
Mandioca Rodaja be d b b a bc
(HMRo) 89,8+0,1™ 3,45+ 0,04 0,48+0,02° 3,7+0,7 1,9+0,2 92,5+0,9”

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos

acompafiados por una misma letra, no difieren significativamente (p>0,05). s/d: valor no determinado.

La humedad representa la cantidad de agua que posee un alimento. El contenido de
agua residual, calculado a 105°C, para la harina de ahipa obtenida por rallado y
prensado fue de 9,3+0,7% y para la harina obtenida por rodaja 11,240,2%, siendo esta
diferencia significativa (p>0,05).

La cantidad de cenizas en un alimento representa el contenido en minerales, sin

especificar cada uno de los elementos. Como se esperaba, el contenido total de
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cenizas en la raiz entera con cdscara (dato presentado en el Capitulo 1), fue
significativamente mayor que en la harina (Tabla 4.2), ya que el procesamiento para la
obtencidn de harina comenzdé con el pelado de las raices. Las cdscaras de las raices
estarian realizando un cierto aporte de minerales.

El contenido total de cenizas hallado para las dos muestras de harina de ahipa estuvo
comprendido dentro de los valores sefialados por Lebot y col., (2009) para otras raices
y tubérculos tropicales, como yuca o mandioca (Manihot esculenta), camote o batata
(lpomoea batatas), taro (Colocasia esculenta) y fiame (Dioscorea spp.) El contenido de
ceniza total para HARo fue significativamente mayor que para la harina HARaP, y esta
observacién se relaciona también con el método de procesamiento. Durante la
preparacion de la harina HARaP, parte de los componentes solubles se pierden en el
sobrenadante liberado después del prensado. El contenido total de cenizas de los dos
tipos de harina de ahipa fue superior a los mencionados en harinas tradicionales, como
la harina de trigo pan (0,50%), trigo duro (0,80%), arroz (0,48%) y maiz (1,2%) (Sabanis
y Tzia, 2009). Sin embargo, el contenido de cenizas de las harinas de ahipa y mandioca
estuvo por debajo del informado en harina de soja (4,1%).

Los lipidos constituyen un extenso grupo de compuestos quimicamente heterogéneos
que se caracterizan por ser solubles en solventes orgdnicos. El contenido y la
composicion de lipidos en los alimentos pueden variar ampliamente y contribuyen a
atributos como la textura, el sabor, la capacidad nutritiva y el valor caldrico.

Se observé que el contenido de grasa cruda de las raices enteras de ahipa (Capitulo 1)
fue significativamente mayor (p<0,05) que el de las harinas (Tabla 4.3). La mayor parte
de los tejidos de la raiz corresponden a células parenquimaticas; por lo tanto, los
lipidos presentes corresponderdn mayoritariamente a los lipidos estructurales de las
membranas celulares. Por otra parte, las cubiertas externas de la raiz (rizodermis),
probablemente contienen células suberizadas y una cierta proporcion de otras
sustancias hidrofébicas que actian como una barrera de proteccién y de
impermeabilizacidn.

Las harinas de mandioca presentaron un contenido de lipidos igual o mayor que las de
ahipa, no observandose diferencias entre los métodos de obtencién ensayados (rallado

y rodajas). El contenido lipidico de la harina de ahipa (HARo) determinado con la
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mezcla de solventes (éter de petrdleo:éter etilico) fue ligeramente superior a la
obtenida con n-hexano. Esto indicaria que los lipidos presentes son mayoritariamente
no polares o de baja polaridad.

Los resultados del analisis quimico mostraron que en el caso de las harinas de ahipa,
HARo tuvo un nivel de proteina cruda 36% mayor que el de HARaP, siendo esta
diferencia significativa (p<0,05). Una posible explicacion es la pérdida de proteinas
solubles durante la etapa de prensado implementado en la obtencién de HARaP.
Segln Forsyth y Shewry (2002), las proteinas solubles representan cerca del 60% del
total de los compuestos nitrogenados presentes en las raices de Pachyrhizus ahipa y
presentan en general baja masa molecular. Estos compuestos comprenden un 30% de
la materia seca. Los mencionados autores indicaron que el andlisis electroforético de
las proteinas solubles mostré que en seis diferentes accesiones de ahipa ninguno de
los componentes estaba presente en cantidades suficientemente altas para sugerir
que cumplan un papel como proteinas de almacenamiento. Forsyth y Shewry (2002)
han concluido que las principales funciones de estas proteinas eran probablemente
aquellas relacionadas con el proceso de engrosamiento y desarrollo de la raiz y con su
metabolismo y que, en algunos casos, le confieren proteccién contra las plagas y
diferentes patdgenos. Dichos autores han sefalado que no se encuentran presentes
verdaderas proteinas de reserva y que la ausencia de las mismas es compatible con la
funcién bioldgica de las raices de ahipa como drganos de almacenamiento de hidratos
de carbono.

En comparacion con harinas tradicionales, el contenido de proteinas de la harina de
ahipa HARo fue ligeramente inferior a los valores informados por Sabanis y Tzia (2009)
para el trigo pan (11,8%) y harina de trigo duro (13,8%) y ligeramente superior a los
valores encontrados en la harina de maiz (7,5%) y arroz (7,0%). Ademas, el contenido
de proteinas de la harina de ahipa fue significativamente mayor (p<0,05) que el de
harina de mandioca (Tabla 4.2).

Los enzimoinmunoensayos llevados a cabo indicaron niveles de prolaminas inferiores
al limite de deteccién de la técnica (0,1mg/100g), por lo que podria considerarse a las

harinas extraidas de raices de ahipa como productos naturalmente libres de gluten.
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Ademads, el aporte de proteinas (no gliadinas) de las raices de ahipa resultaria
relevante para el desarrollo de productos nutricionalmente equilibrados.

Con respecto al contenido de fibra (Tabla 4.2), el valor de fibra detergente acido (FDA)
para las raices enteras de ahipa fue un 53,5% y 42,2% superior al hallado para la harina
de ahipa, dependiendo del método de obtencion. Esta diferencia es indicativa del
contenido de fibra presente en la cdscara de la raiz. Al comparar el contenido de FDA
de las harinas, la harina obtenida mediante rallado y prensado (HARaP) presentd un
19,6% mas de fibra que la obtenida por rodajas (HARo). El contenido de FDA en harina
de ahipa (HARo) fue significativamente mayor (p<0,05) que en harina de mandioca
(HMROo).

El contenido de fibra dietaria total de la harina de ahipa (HARo) fue 12,5+1,1 g por
cada 100 g de muestra. Este valor resulté considerablemente mayor que el informado
tanto para harina de trigo (2,9-3,1%; Salinas, 2013) como de cebada (7,52+0,09%;
Vasanthan y col., 2002).

En promedio, el contenido de carbohidratos totales de las harinas de ahipa fue
ligeramente inferior a los valores indicados por Aboubakar y col., (2008) para la harina
de taro (90,5-95,5%). Respecto a las harinas obtenidas a partir de rodajas, el contenido

de carbohidratos de la harina de mandioca fue mayor que el de la harina de ahipa.

2.2 Analisis del perfil de aminoacidos de la harina de ahipa

Los aminodacidos primarios unidos via enlaces amida constituyentes de las proteinas
son veinte: alanina, arginina, asparagina, 4cido aspartico, cisteina, acido glutamico,
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
serina, treonina, triptéfano, tirosina y valina. Existen diez aminodcidos, denominados
esenciales, que el organismo es incapaz de sintetizar y que deben ser aportados por la
alimentacién. En la calidad de las proteinas influye el contenido en aminodcidos
esenciales, y es importante sefialar ademas la presencia de "limitantes". En efecto, se
llama asi al aminoacido esencial que en una proteina dada se encuentra en cantidad
relativa mas baja con respecto a la proteina patrdn, porque limita el aprovechamiento

de esa proteina a los fines bioldgicos (Fennema, 2008). Conocer el perfil de
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aminodcidos de la harina de ahipa permite establecer el valor de las proteinas que ésta
posee y sus posibles usos alimenticios.

La Tabla 4.3 muestra el resultado del andlisis del perfil de aminoacidos obtenidos por
HPLC en harina de ahipa obtenida por rodajas (HARo). Con fines comparativos, en la
misma Tabla se presentan los de la harina de trigo. Se han sefialado ademads los

aminoacidos esenciales.

Tabla 4.3. Analisis del perfil de aminodcidos en harinas de Pachyrhizus ahipa (ahipa) y

de trigo.

Aminoacido Harina de ahipa (%) Harina de trigo (%)
Leucina* 0,42 0,70
Alanina 0,50 0,30

Acido aspartico 4,40 0,40
Isoleucina* 0,80 0,37
Arginina* 0,49 0,35
Metionina* 0,56 0,15
Acido Glutamico 0,30 3,32
Glutamina + Serina 0,11 -
Tirosina 0,03 0,29
Histidina* 0,76 0,18
Valina* 0,00 0,42
Glicina + Treonina* 0,50 0,68
Lisina* 0,19 0,19

* Aminoacidos esenciales.
Fuente de los datos informados para la harina de trigo: http://alimentos.org.es/aminoacidos-

harina-trigo

La harina de ahipa es mayoritariamente fuente de acido aspartico, mientras que la de
trigo es rica en 4cido glutdmico. Respecto a los aminodcidos esenciales, ambas harinas
presentan el mismo contenido de lisina, mientras que la harina de ahipa aporta

mayores contenidos de isoleucina, arginina, metionina e histidina.
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Como se ha sefalado anteriormente, debido a que tanto fenilalanina, triptéfano,
cisteina y prolina no logran ser derivatizados satisfactoriamente con OPA no pudieron

ser determinados por esta técnica.

2.3 Contenido de minerales

En el organismo humano los principales minerales son: calcio, fésforo, potasio, sodio,
cloro, azufre, magnesio, manganeso, hierro, yodo, fllor, zinc, cobalto y selenio.
Algunos elementos minerales son necesarios en cantidades muy pequeiias en las
dietas humanas pero son vitales para muchos procesos metabdlicos; se denominan
“elementos traza esenciales” (Medeiros y Wildman, 2012).

La Tabla 4.4 muestra el contenido de los minerales analizados en las harinas de ahipa y
se incluyen ademds los valores informados para harina de mandioca por Oboh y col.

(2002).

Tabla 4.4. Contenido de minerales (mg/100g) de harinas.

Harina Sodio Potasio Calcio Magnesio  Hierro Fésforo

HARaP 16,4+0,3" 459,0+5,6° 97,0¢+2,8° 31,1¢0,6° 4,0+1,1° 329,0+21,5°

HARo 20,6+1,4° 619,2+24,8° 109,8+0,4° 42,1+1,4° 4,0:0,7° 435,3+47,9°

Mandioca*  43,8+0,3° 49,8+0,4°  61,6:0,7° 43,410,2° 26,00,4° -

Nota: Los valores informados corresponden a la media + la desviacion estandar. Los resultados se
expresan en base seca. Valores seguidos por distintas letras dentro de una misma columna indican

diferencias significativas (p<0,05). * Oboh y col., (2002).

Los valores de sodio y potasio en la harina de ahipa obtenida por rodajas fueron
significativamente mayores (1,25 y 1,35 veces respectivamente) que para la harina
obtenida por rallado y prensado. El fosforo y el potasio son los elementos
predominantes en ambas harinas. Se ha sefialado que tanto el potasio como el sodio
se absorben con facilidad y tienen la funcién fisiolégica de mantener la presidn
osmoética (Medeiros y Wildman, 2012). Ogbuagu, (2008) también encontré que el
potasio es uno de los principales elementos de la Dioscorea bulbifera (iame de papa) y
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la Dioscorea dumentorum (filame amargo). Sin embargo, la harina de mandioca es
fuente de hierro y sodio, principalmente. Estos resultados indicarian que la harina de
ahipa ademas de aportar proteinas y fibra contribuiria al desarrollo de alimentos de
bajo contenido de sodio.

Los contenidos de magnesio y de calcio fueron mayores para la harina HARo que para
HARaP. El contenido de calcio de la harina de ahipa se encuentra en el rango del
informado por Aboubakar y col. (2008) para las harinas de taro de las variedades KW1
y CE. Ademas, la harina de ahipa aporta mayores contenidos de calcio que las harinas
de mandioca (Tabla 4.4). El magnesio es un mineral esencial presente sobre todo en
los huesos y en la mayor parte de los tejidos del cuerpo humano. Cuando hay pérdidas
excesivas de magnesio corporal, se puede producir debilidad y en ocasiones se
presentan convulsiones (Medeiros y Wildman, 2012). En los seres humanos y otros
mamiferos, el calcio y el fésforo son los componentes principales del esqueleto.
Ademas, son importantes en funciones metabdlicas tales como la funcién muscular, el
estimulo nervioso, las actividades enzimaticas y hormonales y el transporte del
oxigeno (Medeiros y Wildman, 2012).

Entre los elementos esenciales analizados, el contenido de hierro es el mas bajo con
respecto a los otros minerales cuantificados, pero es necesario considerar que dicho
elemento corresponde al grupo de los micronutrientes. No se observaron diferencias
significativas (p>0,05) en los niveles de hierro entre las diferentes harinas de ahipa
analizadas, siendo éstos menores que los correspondientes al promedio de las harinas
de mandioca (Tabla 4.4). La principal funcion bioldgica del hierro es el transporte de
oxigeno a varios sitios del cuerpo. El hierro también estd presente en las enzimas
peroxidasa, catalasa y en transportadores electrénicos como los citocromos (Medeiros
y Wildman, 2012).

Al comparar la harina de ahipa con las harinas tradicionales, los niveles de calcio
fueron, en promedio, 4,77 veces mas altos que los de harina de trigo (Peterson y col.,
1986). Al mismo tiempo, las muestras de harina de ahipa mostraron un contenido de
hierro 3,05 veces superior a las harinas de trigo. Este hallazgo indicaria que la harina de
ahipa podria proporcionar una mayor cantidad de calcio y de hierro que la harina de

trigo. A excepcion del sodio, el contenido de los minerales analizados (hierro, calcio,
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magnesio, fésforo, potasio) fue mayor en las raices enteras en comparacion con las

harinas (Capitulo 1).

2.4 Actividad a-amilasa y contenido de almiddn total

El nivel de amilasas enddgenas en los productos que contienen almidén afecta de
manera significativa a la utilizacién industrial de los mismos. Segun la aplicacion, puede
ser util disponer de un nivel de a-amilasa suficiente para producir sacaridos
disponibles, pero no tan alto como para causar una dextrinizacién excesiva.

En la Figura 4.6 se muestra la actividad a-amilasa medida en la raiz entera de ahipa,

sus harinas correspondientes (HARaP y HARo) y en las harinas de mandioca (HMRa y

..
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Figura 4.6. Actividad a-amilasa medida en las raices enteras de Pachyrhizus ahipa
(ahipa), en las harinas obtenidas a partir de las mismas y en las harinas de Manihot

esculenta (mandioca).

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos acompafiados por una
misma letra, no difieren significativamente (p>0,05). Nomenclatura: HARo: harina de ahipa procedente de raices
cortadas en rodajas; HARaP: harina de ahipa obtenida por rallado, prensado y enriquecidas mediante la adicién de
los sélidos recuperados; HMRo: harina de mandioca procesada en rodajas; HMRa: harina de mandioca elaborada

por rallado.

La actividad a-amilasa, fue significativamente mayor (p<0,05) en las raices enteras de

ahipa (2,7£0,4 U/g) que en las harinas (1,940,0 U/g para HARo y 1,4+0,1 U/g para
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HARaP). Asimismo, en la harina obtenida por rodajas el valor determinado fue mayor
gue para la harina rallada y prensada. Posiblemente, el sobrenadante que se libera
durante el prensado implementado en el procesamiento de la harina rallada
contendria algunas enzimas solubles, incluyendo en parte a la a-amilasa. La actividad
de esta enzima resultd significativamente mayor (p<0,05) en las harinas de ahipa que
en las de mandioca (Figura 4.6).

El almidén es, fundamentalmente, un compuesto de reserva en los vegetales y
proporciona un alto porcentaje de las calorias consumidas por los humanos en todo el
mundo. El almiddn y sus productos de hidrdlisis constituyen la mayor parte de los
carbohidratos digestibles de la dieta humana.

En la Figura 4.7 se presenta el contenido de almidén total medido en la raiz entera de

ahipa, sus harinas correspondientes y en las harinas de mandioca.
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Figura 4.7. Contenido de almiddn total medido en raices enteras de Pachyrhizus ahipa
(ahipa), en las harinas obtenidas a partir de las mismas y en las harinas de Manihot

esculenta (mandioca).

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos acompafiados por una
misma letra, no difieren significativamente (p>0,05). Nomenclatura: HARo: harina de ahipa procedente de raices
cortadas en rodajas; HARaP: harina de ahipa obtenida por rallado, prensado y enriquecidas mediante la adicién de
los solidos recuperados; HMRo: harina de mandioca procesada en rodajas; HMRa: harina de mandioca elaborada

por rallado.
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En las raices enteras de ahipa, el contenido total de almidén resultd entre 18-27%
menor que en las harinas (Figura 4.7). No hubo diferencias significativas (p>0,05) entre
los niveles de almiddn total de las harinas de ahipa obtenidas por ambos métodos. Asi,
el agregado de los sdlidos recuperados luego del prensado de la pulpa a la harina
rallada y prensada, resultd una estrategia eficaz de recuperacién del almidén lixiviado.
Lépez y col. (2010) informaron que el rendimiento de almidén de ahipa obtenido a
partir de sus raices, a escala de laboratorio, fue 56,54% p/p sobre base seca. Este
rendimiento es cercano al valor del contenido total del almidén encontrado en las
harinas.

El contenido de almiddn de la harina de ahipa rallada y prensada es inferior que el
informado por Lebot y col., (2009) para mandioca, boniato, malanga y fiame. La harina
de ahipa obtenida a partir de rodajas tiene un contenido de almiddén similar al de la
harina de batata (Krishnan y col., 2010; Lebot y col., 2009). Estos valores son inferiores
al de las harinas de mandioca. El contenido de almidén total de las harinas de
mandioca obtenidas por corte en rodajas (HMRo) y por rallado (HMRa) fue de

77,1+6,2% vy 83,5+2,5%, respectivamente (Figura 4.7).

3. Caracterizacion fisicoquimica y microestructural de las harinas

3.1 Medidas de color de las harinas de ahipa y mandioca

El color es uno de los atributos importantes para la aceptacidén de alimentos, siendo su
evaluaciéon una forma de garantizar la satisfaccion del consumidor ante el producto
final elaborado.

Los resultados de los andlisis de color se muestran en la Tabla 4.5. Los valores de
luminosidad (L*) no difirieron significativamente (p>0,05) para las dos muestras de
harina de ahipa. Contrariamente, dicho pardmetro en la harina de mandioca obtenida
por rallado (HMRa) tuvo valores significativamente mas altos (p<0,05) que la harina de

mandioca obtenida por rodajas (HMRo).
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Tabla 4.5. Valores de L*, hue (h°) y Chroma (C*) de las harinas de Pachyrhizus ahipa

(ahipa) y de Manihot esculenta (mandioca).

Harina L* h° c*
Ahipa Rallada Prensada  85,4+2,0° 84,7+0,2° 11,3+0,5°
Ahipa Rodaja 84,1+1,1°  85,4+0,4°  15,1+1,0°
Mandioca Rallada 92,9+0,8° 92,3#0,3°  10,9%0,5°
Mandioca Rodaja 90,9+0,9° 91,3:0,3° 11,9+0,5°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias + la desviacion estandar. Letras diferentes en

cada columna indican diferencias significativas (p<0,05).

Los valores de L* de las harinas de ahipa estuvieron ligeramente por debajo de los de
marama (Tylosema esculentum), harina de poroto (92,2 a 96,5) y superiores a los
encontrados para la harina de soja desengrasada y tratada térmicamente (72,2). Los
valores de L* para la harina de ahipa fueron cercanos a los de la harina de soja
desgrasada que no fue sometida a tratamiento térmico (89,1 segin Maruatona y col.,
2010). Las muestras de harina de ahipa presentaron valores de luminosidad similares a
los hallados en la literatura para el maiz, el maiz nixtamalizado y la harina de taro (L*=
84,7, 85,3 y 81,2, respectivamente de acuerdo con Rodriguez-Miranda y col., 2011).

La coordenada a* mostré valores similares, 1,04+0,08 y 1,22+0,16, para HARaP y
HARo, respectivamente. Las principales diferencias se observaron en la coordenada b*
(11,2+0,5 para HARaP y 15,0+0,9 para HARo).

Analizando las coordenadas cromaticas, las muestras de harina de ahipa presentaron
valores de a* cercanos a los de la harina de taro variedad RIE (1,4%0,1); para la
coordenada b*, en harina de ahipa los valores fueron similares a los de las variedades
de harina de taro KW1 y KW2 (Aboubakar y col., 2008).

El procedimiento de obtencidn de las harinas tendria incidencia significativa (p<0,05)
en los valores del angulo hue, tanto en ahipa como en mandioca. En la harina de ahipa
obtenida por rodajas se observaron valores significativamente mas altos (p<0,05) de
Chroma que en la harina de ahipa obtenida por rallado (HARaP), por lo que el color de
la primera fue mas saturado, con una contribucién menor de la tonalidad gris. No hubo
diferencias significativas (p>0,05) entre los valores de Chroma en ambas harinas de

mandioca.
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En cuanto a los atributos de color, la harina de mandioca presenté valores de
luminosidad y del pardmetro hue significativamente mayores (p<0,05) que los
correspondientes a ahipa (Tabla 4.5). Con respecto al parametro Chroma, las harinas
presentaron valores mayores que su almidén debido posiblemente a ciertas reacciones
de pardeamiento no enzimatico o quimico causadas por el relativamente alto nivel de
azucar y el contenido de proteinas (Doporto y col., 2011) y el tratamiento térmico que
promueve estos fendmenos asociados a cierta disminucion de la calidad.
Especificamente en el caso de harina de ahipa, los altos valores de Chroma (15,1+1,0)
obtenidos se podrian relacionar con el mayor contenido de proteinas de la raiz
tuberosa (Capitulo 1). En la harina de mandioca obtenida a partir de rodajas el valor de
Chroma fue 11,9+0,5, siendo éste significativamente menor (p<0,05) que el
correspondiente a la harina de ahipa obtenida por el mismo método. En la Figura 4.8
se presenta una fotografia evidenciando las diferencias de color observadas en ambas

harinas.

Figura 4.8. Diferencias de color observadas en las harinas de Pachyrhizus ahipa (ahipa)

y Manihot esculenta (mandioca).
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3.2 Granulometria

Tal como se describié anteriormente, la distribucién del tamafo de particulas fue
estudiada a nivel macroscépico, utilizando un tamiz de laboratorio y también a nivel
microscopico por microscopia electrénica de barrido (SEM).

La Figura 4.9 muestra los resultados del proceso de tamizado de las harinas de ahipa

(HARaP y HARo) y la cuantificacidn de las distintas fracciones.

80,0 -
O HARo O HARaP

60,0 -

40,0 A

o;mﬁr“hmr*ﬂ

32D (666 um) 45D (472 um) 60D (341pum) 6XX (230um) Fondo
Tamiz

Distribucién (%)

Figura 4.9. Distribucion granulométrica (%, p/p) de harina de Pachyrhizus ahipa
(ahipa), determinada por tamizado.

Nomenclatura: HARo: harina de ahipa obtenida por rodajas; HARaP: harina de ahipa obtenida por

rallado y prensado.

Mediante este método macroscépico el 64% de las particulas para la harina rallada y
prensada no pudo fraccionarse, ocurriendo lo mismo con el 41% de la harina
procedente de rodajas, ya que su tamafio de particula fue mas reducido que el del
menor tamiz disponible y por lo tanto se colectaron estas fracciones como “fondo”.
Con respecto a la distribucion de las particulas retenidas, para la harina obtenida por
rodajas (HARo), la mayor proporcién de las particulas fue colectada en el primer tamiz
32D (666 um). Estos resultados se deben a que la harina obtenida por rodajas (HARo)
presentd particulas de mayor tamafo respecto de la harina elaborada por rallado y

prensado (HARaP). A pesar de haber obtenido las harinas de ahipa con el mismo tipo
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de molienda, la diferencia entre ellas radica en el agregado de almiddn recuperado del
prensado en la harina procesada por rallado de las raices peladas de ahipa.

La Figura 4.10 muestra las micrografias SEM de harina de ahipa y mandioca. Las
micrografias electrdnicas de las harinas analizadas fueron tomadas a partir del material
retenido en el reservorio del Ultimo tamiz (fondo) y las mismas muestran imagenes
que se corresponden a los granulos de almiddén, asi como otros componentes de las
harinas, como complejos de fibra y proteinas. En todas las muestras, se observan
particulas deformadas, truncadas y con poca esfericidad. En cuanto al método de
procesamiento para la obtencion de ambas harinas, se observaron diferencias en las

micrografias analizadas. En general, las harinas obtenidas por rallado presentaron

mayor proporcion de particulas de menor tamafio.

5

: A f "
|—| Mag= 100K X EHT= 7.00kV Photo No.=77 WD= 4mm Date :5 Feb 2010
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|_| Mag= 100K X EHT= 7.00 kV Photo No. = 67 WD= 3mm Date :5 Feb 2010

|_| Mag= 100K X EHT= 7.00 kV Photo No. =38 WD= 4mm Date :4 Feb 2010
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|_| Mag® 100KX EHT= 7.00kV Photo No. =44 WD= 4mm Date :4 Feb 2010

Figura 4.10. Micrografias electrénicas de barrido de las muestras de las harinas de
Pachyrhizus ahipa (ahipa) y de Manihot esculenta (mandioca); (a) HARaP; (b) HARo; (c)

HMRa; (d) HMRo. La magnificacion se indica en la micrografia.
Nomenclatura: HARaP: harina de ahipa obtenida por rallado y prensado, HARo: harina de ahipa
obtenida por corte (rodajas), HMRa: harina de mandioca obtenida por rallado, HMRo: harina de

mandioca obtenida por rodajas.

En el histograma de la Figura 4.11 se puede apreciar que las muestras
correspondientes a la harina HARaP presentaron una alta contribucién de particulas
pequefias (con didmetros inferiores a 6 um) que podria ser atribuido al agregado del
sélido recuperado luego del proceso de prensado (constituido principalmente por
almidén). Asimismo, particulas mayores a 18 um se observaron también para esta
muestra, aunque en menor proporcion que en la harina HARo. Se verificé en la harina
HARo una contribucién significativa de particulas con un tamafio inferior a 6 um, si
bien el tamafio medio de particulas fue similar al correspondiente a las otras muestras

(121 um).
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Figura 4.11. Histograma correspondiente a la distribucidn de tamario de particula de
las muestras de las harinas de a) Pachyrhizus ahipa (ahipa) y b) Manihot esculenta

(mandioca).
Nomenclatura: HARaP: harina de ahipa obtenida por rallado y prensado, HARo: harina de ahipa
obtenida por corte (rodajas), HMRa: harina de mandioca obtenida por rallado, HMRo: harina de

mandioca obtenida por rodajas.

Las harinas de ahipa y de mandioca se caracterizaron por la presencia de granulos de
almidén, asi como de particulas irregulares, que podrian atribuirse principalmente a
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los agregados de proteinas y componentes de fibra. Ademas, estas particulas
irregulares fueron mas abundantes en las harinas de ahipa que en las de mandioca,

correlacionandose con la composicidén quimica de ambas harinas (Tabla 4.2).
3.3 Espectroscopia de difraccion de rayos X de la harina de ahipa

La Figura 4.12 muestra los difractogramas de las harinas y almidones de las raices

tuberosas estudiadas.
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Figura 4.12. Espectros de difraccién de rayos X de harinas y almidones de Pachyrhizus

ahipa (ahipa) y Manihot esculenta (mandioca).
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Dado que el componente mayoritario de las harinas es el almidén, la cristalinidad de
las muestras de harina estd determinada principalmente por este constituyente. La
asignacion del patrén de difraccidon no resulté sencilla; los difractogramas presentaron
picos a 20 =5.5, 15.4, 17.0, 18.0, 20.0 y 23.5°, por lo que se les asigné un patrén Tipo C
(Geng y col.,, 2007; Whistler y col., 1984). Este patréon es tipico de almidones de
legumbres (Zobel, 1988) y de almidones de frutas y tubérculos tropicales (Luengwilai y
Beckles, 2009). En la literatura no hay homogeneidad respecto a la asignacion de
patrones de difraccién de rayos X para almidones provenientes de raices y tubérculos
no tradicionales como taro, cara, batata y kudzu (Huang, 2009; Geng y col., 2007).

Los grados de cristalinidad fueron: 7,5+0,3% para la harina de ahipa y 9,7+0,5% para la
de mandioca. Se observé que el origen botanico de la muestra afecté el grado de
cristalinidad de los granulos; esta variacién podria relacionarse inversamente con el

contenido de amilosa (datos mostrados en el Capitulo 2).

3.4 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
Los espectros FTIR de ambas harinas fueron similares (Figura 4.13) y presentaron las
sefiales tipicas de estiramiento, flexién y deformaciéon correspondientes a los

principales grupos funcionales caracteristicos del almidén (Figura 4.14).
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Figura 4.13. Espectros FTIR de harinas obtenidas a partir de raices tuberosas de

Pachyrhizus ahipa (ahipa) y Manihot esculenta (mandioca).
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Figura 4.14. Comparacidn de los espectros FTIR obtenidos para la harina y el almidén
derivado de raices tuberosas de a) Manihot esculenta (mandioca) y b) Pachyrhizus
ahipa (ahipa).

Nota: Las curvas en color azul corresponden a los almidones y las representadas en color rojo a las

harinas.

El origen botanico no afectd los espectros FTIR de ambas harinas, ya que como se
observa en la Figura 4.14 ambos espectros resultaron similares y los picos identificados

son coincidentes (Tabla 4.6).
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Tabla 4.6. Picos identificados en los espectros de FTIR de almidones obtenidos de

raices tuberosas de Manihot esculenta (mandioca) y Pachyrhizus ahipa (ahipa).

Picos identificados en los espectros de FTIR (cm'l)

Ahipa Mandioca
Almiddn Harina Almidén Harina
526,5 526,5 526,5 526
576,6 574,7 574,7 574
612,4 612,3 612,3 613
709,7 705,8 709,3 709,7
765,6 765,6 765,6 765,6
860,1 862 860,1 860,1
927,7 927,7 927,6 929,5
1018,2 1016,3 1016,3 1016,3

1049,4 1045
1081,9 1079,9 1081,9 1079,9
1103,8 1106
1157,1 1155,1 1159 1157,1
1241,9 1243,9 1240 1243,1
1344,1 1342
1367 1382,7 1367,3 1372-1387
1419,3 1419,4 1419,4 1419
1457,9 1457,9 1457,9 1457,9
1542 1588
1629,4-1640,9 1643
1648,8 1656,6-1675 1648,8 1658
1718,2-1733,7 1733,9
2931 2929,3 2931,1 2931
3397 3360,1 3365 3355

Como se describid en el Capitulo 2, sélo se identificaron los picos mas relevantes del
espectro y la asignacion de los picos coincidentes entre las muestras de almidones y
harinas corresponden a los descriptos en dicho Capitulo.

Ambas harinas presentan un pico caracteristico localizado a 1342 cm™ para harina de
mandioca y 1344,1 cm™ para la derivada de ahipa el que corresponde a la banda

caracteristica de la amida Ill que normalmente se localiza entre 1200 y 1350 cm™
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(Singh, 2000). Pelissari y col. (2013) trabajando con harina de banana también
informaron la presencia de esta banda en los espectros de FTIR.

Las bandas que aparecen a 1458 y 1649 cm™ se asignan a las flexiones & del grupo O-H
del agua y del -CH3, respectivamente (Mano y col., 2003, Zhang y Han, 2006; Fang y
col., 2002; Kacurakova y Wilson, 2001).

Las principales diferencias entre los espectros de las harinas y de los almidones se
observan en la regién entre 1500 y 1800 cm™. Para una mejor comprension, esta

regién se presenta ampliada en la Figura 4.15.
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Figura 4.15. Comparacién de los espectros de FTIR de harinas y almidones de raices

tuberosas en la regién espectral de 1500 a 1800 cm™.

Las proteinas y polipéptidos exhiben bandas caracteristicas en los espectros FTIR. Uno
de los modos mas utilizados es la banda de la amida I. Este modo vibracional se origina
en el estiramiento vC=0 perteneciente al grupo amida acoplado con el modo de
flexion del grupo N-H y el estiramiento vC-N dando bandas en la regién 1600-1700 cm™
que corresponden a una superposicion de picos asociados a las diferentes
conformaciones que pueden adoptar las cadenas polipeptidicas (Singh, 2000). La
derivada segunda resulté ser una herramienta atil con el fin de individualizar las
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principales contribuciones a la banda de la amida I. En la Tabla 4.7 se muestran los

picos individualizados a través de esta herramienta matematica.

Tabla 4.7. Asignacién de picos en la regidn espectral correspondiente a la banda de la

amida | (1600-1700 cm™)

Picos detectados en los espectros de

Picos caracteristicos - - - -
harina de mandioca harina de ahipa

hoja plegada B paralela 1613-1625 cm™ 1621,8 1620,5
a hélice solvatada 1625-1637 cm™ 1631,5 1630,7
estructura al azar 1637-1645 cm™* 1639 1639,3

a hélice 1650-1658 cm™* 1654,6 1653,8
giros B 1666-1673 cm™* 1672
hoja plegada B antiparalela 1675-1695 cm™ 1681,6 1682,2

La mayor contribucién en harina de ahipa corresponde al pico de 1653,8 cm™ seguido
por el de 1672 cm™ asociados a la conformacion de a hélice y giros B respectivamente.
Los giros-P estan definidos como regiones del polipéptido donde la cadena cambia de
direccién, favoreciendo el plegamiento de la proteina (Marcelino y Gierasch, 2008).
Con respecto al andlisis por FTIR de otras harinas no tradicionales, Andrade-Mahecha y
col. (2012) identificaron para harina de achira (Canna indica) una banda centrada en
1633cm™ mientras que Tapia-Blacido y col. (2007) informaron una banda en 1631-
1634 cm™ para peliculas a base de proteinas de harina de amaranto (Amaranthus
cruentus). Harinas tradicionales como la de maiz (Zea maize) exhiben bandas
caracteristicas localizadas a 1635y 1670 cm™ (Gavicho Uarrotra y col., 2013)

Ademds, el pico localizado a 1733 cm™ corresponde especificamente al estiramiento
vibracional del enlace C-O de grupos acetilo (Demirgdz y col., 2000).

La banda extremadamente ancha que aparece con una intensidad maxima a 3440 cm™
corresponde a la superposicion de los modos vibracionales de estiramiento de los
enlaces O-H y N-H de los grupos funcionales que participan en los enlaces de
hidrégeno. Esta banda se atribuye al complejo vibracional de estiramiento asociado

con grupos hidroxilos libres, e inter e intramolecularmente enlazados que forman
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parte de la estructura del almidén (Wu, 2003; Fang y col., 2002), los estiramientos de
los O-H del agua asociada al almidén y los correspondientes a los grupos N-H de las

proteinas presentes.

3.5 Estabilidad de las harinas de ahipa y mandioca

La actividad acuosa (ay) es un pardmetro que indica la disponibilidad de agua en un
alimento para que se produzcan reacciones quimicas y bioquimicas (tales como
oxidaciéon de lipidos, reacciones enzimaticas, reaccion de Maillard) y desarrollo
microbiano (Galvez y col., 2006). Por esto la actividad acuosa es un parametro muy
usado como indicador para predecir la vida util de un alimento.

La isoterma de un producto relaciona graficamente, a una temperatura constante, el
contenido de humedad en equilibrio con la actividad termodinamica del agua del
mismo, ya que en el equilibrio, este Ultimo parametro es igual a la humedad relativa
del aire que rodea al producto. Las isotermas son importantes para el andlisis y disefio
de varios procesos de transformacién de alimentos, tales como secado, mezcla y
envasado de los mismos. Ademas son Utiles para predecir los cambios en la estabilidad
de los alimentos y en la eleccién del material de empaque adecuado.

La Figura 4.16 muestra los valores experimentales del contenido de humedad de
equilibrio en funcién de la actividad del agua (ay) a 10, 20 y 30 °C para las harinas de
ahipa y mandioca. Las desviaciones estandar para el contenido de humedad de
equilibrio de cada punto experimental fueron inferiores a 0,001; las mismas no se

incluyen en la figura para mayor claridad.
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Figura 4.16. Isotermas de sorcién de las harinas de Pachyrhizus ahipa obtenidas a) por
rodaja, b) por rallado y prensado y de Manihot esculenta elaboradas c) por rodaja, d)

por rallado. Los simbolos corresponden a los datos experimentales en tanto que las lineas sefialan el

ajuste del modelo de Chirife.

En las isotermas de sorcién de las harinas de ahipa y mandioca (Figura 4.16) se
observa, a temperatura constante, que el contenido de humedad de equilibrio

aumenta a medida que aumenta el valor de a,,. Las isotermas de sorcién de las harinas
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estudiadas presentaron una forma sigmoidea tipica, correspondiendo a isotermas Tipo
I, segln la clasificacion de BET. Resultados similares se describen para las isotermas de
harina de papa (McMinn y Magee, 2003; Kaymak-Ertekin y Gedik, 2004), para la harina
obtenida a partir de semillas de Araucaria angustifolia (Thys y col., 2010) y para
almidones de diferente origen botanico (Al-Muhtaseb y col., 2004).

Ademas, se observd un entrecruzamiento de las curvas obtenidas a un valor de ay,
cercano a 0,70 para las muestras de harina de ahipa a 20 y 30°C (Figura 4.16 a y b).
Resultados similares fueron informados por Perdomo y col., (2009); éste es un efecto
comun que se observa en los alimentos ricos en hidratos de carbono, tales como
pldtano, remolacha, pasas y malta cervecera entre otros (Barreiro y col., 2003;
Perdomo y col., 2009).

De los modelos matematicos utilizados, el de Chirife fue el que mejor ajustd los datos
experimentales para las harinas de ahipa (r>>0,969) y mandioca (r*>0,959). Cladera-
Olivera y col., (2009) encontraron que este modelo fue también el mas adecuado para
describir las isotermas de sorcién de harina de pifiones de Araucaria angustifolia.

Las formas de las curvas de sorcién y los valores experimentales obtenidos estan de
acuerdo con la respuesta de la mayoria de los materiales biolédgicos, en particular para
alimentos en polvos (Fasina, 2006) lo que indica que a valores constantes de actividad
acuosa, la cantidad de agua que tanto las harinas como los almidones (datos
mostrados en el Capitulo 2) pueden mantener disminuye al aumentar la temperatura.
Esto ocurre probablemente porque las moléculas de agua a bajas temperaturas tienen
una energia cinética menor, que no es suficiente para superar la correspondiente
energia de adsorcién (Polatoglu y col., 2011). Al mismo tiempo, las moléculas de agua
interactian con los componentes hidrofilicos del producto, tales como hidratos de
carbono y proteinas. Esta interacciéon se produce a través de enlaces puente de
hidrégeno, causando una reaccién exotérmica, que no se ve favorecida con el aumento
de temperatura. Para productos tales como harina de maiz, que es rica en
carbohidratos y proteinas con grupos polares, Galvez y col., (2006) han mencionado la
disponibilidad de un alto nimero de centros activos de sorcién.

Como ya se menciond, los modelos de BET y de GAB son los mas utilizados en ciencias

de los alimentos debido a que sus pardmetros tienen significado fisico, ya que el calor
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de sorcién y el contenido de humedad de la monocapa (X;,), son indicativos de la
estabilidad del producto. El modelo de GAB de tres parametros, considerado uno de
los mas apropiados para describir las isotermas de adsorcidn de los productos
alimenticios, se aplica a lo largo de todo el rango de a,. La Tabla 4.8 presenta los
pardmetros y coeficientes de correlacion obtenidos ajustando los datos

experimentales con el modelo de GAB para harinas de ahipa y mandioca.

Tabla 4.8. Parametros de ajuste del modelo de GAB para las isotermas de sorcion de
las harinas de Pachyrhizus ahipa (ahipa) y Manihot esculenta (mandioca).

Temperatura (°C) Parametros de GAB HARo HARaP HMRo HMRa

Xm 0,088 0,092 0,084 0,095
K 0,887 0,738 0,767 0,647
10 C 9,368 13,758 2,711 2,731
R? 0,982 0977 0,974 0,970
Xm 0,072 0,078 0,082 0,082
K 0,917 0,770 0,862 0,840
20 C 2,727 11,058 1,810 2,376
R? 0,977 0,975 0,966 0,967
Xm 0,066 0,063 0,079 0,068
K 0,936 0,899 0,897 0,908
% C 6,343 9,779 0,755 0,253
R? 0,979 0,969 0,959 0,985

Nota: X, contenido de agua de la monocapa (g de agua/ g de sélido seco); Ky C (valores x 1014) son
pardmetros estimados de la ecuacion de GAB y R’ es el coeficiente de correlacién. Nomenclatura:
HARo: harina de ahipa obtenida por rodajas; HARaP: harina de ahipa obtenida por rallado y prensado;

HMRo: harina de mandioca obtenida por rodajas; HMRa: harina de mandioca obtenida por rallado.

Los valores estimados del contenido de agua de la monocapa (X,,) fueron, en general,
menores en las harinas obtenidas a partir de rodajas (Tabla 4.8).
Sin embargo, independientemente del procedimiento de obtencion de las harinas, los

valores de X,, de ambos productos son indicativos de una estabilidad aceptable para
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los mismos en el rango de valores de humedad relativa analizado. Segun Labuza
(1984), el maximo contenido de humedad de la monocapa para alimentos corresponde
al 10% (base seca); superando este valor, la estabilidad del producto frente a la
humedad se ve comprometida. Aunque no hay referencias disponibles sobre harina de
ahipa, los valores de X, encontrados fueron superiores a los de la harina de pifién, que
estuvieron comprendidos entre 0,05 y 0,07 g de agua/g de sdlidos secos (Cladera-
Oliveray col., 2009).

Las isotermas de sorcion permitieron evaluar el contenido de humedad que garantiza
la estabilidad de las harinas y almidones bajo diferentes condiciones de
almacenamiento. La Tabla 4.8 también muestra la tendencia de X, a disminuir con el
aumento de temperatura para las harinas de ahipa y mandioca. Este fendmeno puede
atribuirse a la reduccidn de la disponibilidad de sitios activos para la adsorcion de agua,
teniendo en cuenta que el contenido de almidén (uno de los principales componentes
hidrdfilos) es menor en la harina de ahipa que en la de mandioca (Charoenkul y col.,

2011; Doporto y col., 2011).

3.6 Parametros termodinamicos obtenidos a partir de las isotermas de sorcidn

A partir del modelo de GAB, se pueden estimar diferentes parametros
termodinamicos. Las Figuras 4.17 y 4.18 muestran la variacién del calor isostérico
(entalpia diferencial) y la entropia diferencial en funcion del contenido de humedad de
la harina de ahipa obtenida a partir de rodajas (HARo) y la correlacién entre estos
pardmetros se presenta en la Figura 4.19. Esta correlacién permite la estimacion de la
variacion de energia libre de Gibbs (AG), asi como la temperatura isocinética en la que
todas las reacciones de sorcién se llevaran a cabo en la misma proporcién. AG es una
medida del trabajo realizado por el sistema para llevar a cabo un proceso de adsorcién
o desorcion. AG se puede utilizar como indicador del estado de agua adsorbida por las
particulas sélidas, lo que determina la estabilidad fisica, quimica y microbiana de los
materiales bioldgicos durante el almacenamiento (Aviara y Ajibola, 2002).

Las Figuras 4.17 y 4.18 muestran que tanto la entalpia y la entropia diferencial
disminuyeron exponencialmente con el aumento del contenido de humedad, con una

fuerte dependencia a bajos contenidos de humedad. Este comportamiento se puede
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atribuir a la ubicacién del agua ligada o estructural y al grado en que la interaccion
solido-agua es mayor que la interaccion de las moléculas de agua entre si (Fasina,
2006; McMinn y Magee, 2003; Thys y col., 2010). Por lo tanto, a bajos contenidos de
humedad, la energia requerida para la sorcién de las moléculas de agua serd mayor, ya

que los sitios disponibles en la matriz sélida estan fuertemente limitados.
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Figura 4.17. Entalpia diferencial de adsorcidn de la harina de Pachyrhizus ahipa

(ahipa) elaborada a partir de rodajas (HARo) en funcién del contenido de humedad.
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Figura 4.18. Entropia diferencial de adsorcién de la harina de Pachyrhizus ahipa

(ahipa) obtenida por rodajas (HARo) en funcién del contenido de humedad.
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La Figura 4.19 muestra que la entalpia diferencial varia linealmente con la entropia
diferencial (con un coeficiente de regresidn superior a 0,999 en todos los casos), lo que
indica que la teoria de la compensacion es aplicable en los sistemas analizados. Los

valores obtenidos se resumen en la Tabla 4.9 para las harinas estudiadas.
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Figura 4.19. Entropia diferencial versus entalpia diferencial de la harina de Pachyrhizus

ahipa (ahipa) procesada a partir de rodajas (HARo). Teoria de la compensacion.

En general, la temperatura isocinética, asi como el AG calculado para muestras de
harina de mandioca fueron mds altos que los de ahipa. Con respecto a la harina de
ambas raices tuberosas, el procedimiento de obtencion afectd los valores de los
pardmetros termodindmicos, siendo los de las harinas obtenidas a partir de rodajas
mas altos que los correspondientes a las elaboradas mediante el proceso de rallado y

prensado (Tabla 4.9).
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Tabla 4.9. Parametros termodindmicos calculados para las harinas de Pachyrhizus

ahipa (ahipa) y Manihot esculenta (mandioca).

Parametro termodindmico HARo HARaP HMRo HMRa
Temperatura isocinética (K) 309,9 305,6 389 310,3
Energia libre de Gibbs (J/mol) 842,8 1009 2977 1504

Nomenclatura: HARo: harina de ahipa obtenida por rodajas; HARaP: harina de ahipa obtenida por
rallado y prensado; HMRo: harina de mandioca obtenida por rodajas; HMRa: harina de mandioca

obtenida por rallado.

Ademds, tanto los almidones de ahipa como los de mandioca (Capitulo 2) presentaron
menor AG y temperatura isocinética que sus correspondientes harinas.

Una tendencia similar observaron Thys y col., (2010) para la temperatura isocinética
del almidén de pifdn (pinhao) (428 K), y Cladera-Olivera y col., (2009) para su
correspondiente harina (398 K). Del mismo modo, en el caso de la batata, Fasina
(2006) ha destacado que la teoria de la compensacidn de entalpia-entropia se cumple
con una temperatura isocinética de 407,9 K. Los valores de temperatura isocinética
obtenidos estuvieron dentro del rango de los informados para los granos de quinoa
(361 K; Tolaba y col., 2004), el ajo (348 K; Madamba y col., 1996), harina y copos de
avena (430,9 y 443,4, respectivamente; McMinn y col., 2007), y sucuk (323,4 K;
Polatoglu y col., 2011). Cladera-Olivera y col., (2009) han sefialado que la adsorcion de
agua de la harina de pinhao es un proceso no-espontaneo con un valor de AG de 339
mol?, siendo este valor menor que los encontrados para harinas de ahipa y de
mandioca en el presente trabajo de Tesis. Ademas, teniendo en cuenta otros
productos a base de almidén, McMinn y col., (2007) informaron valores de AG de 280y

325 J mol™ para galletas de harina de avena y copos de avena, respectivamente.

4. Propiedades funcionales

4.1 Determinacion de la capacidad de retencidon de agua de las harinas de ahipa y
mandioca

Aunque la capacidad de retener agua y el poder de hinchamiento estdn relacionados,

la primera de estas propiedades (determinada a temperatura ambiente) da
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informacién sobre las propiedades fisicas que influyen en el comportamiento de la
muestra.

Los valores de capacidad de retencidon de agua de la harina de ahipa (191+0,8% y
13240,6% para HARo y HARaP, respectivamente) fueron significativamente mayores
(p<0,05) que los valores encontrados para ambas muestras de harina de mandioca
(HMRo: 110+2,1%; HMRa: 101+2,8%) (Figura 4.20). Esta observacién podria deberse al
mayor contenido de proteina en la harina de ahipa que puede contribuir eficazmente a
incrementar la capacidad de retencién de agua.

El procedimiento de obtencién afectd significativamente (p<0,05) la capacidad de
retencién de agua de las harinas de ahipa y de mandioca: productos procedentes del
procesamiento por corte en rodajas tuvieron valores significativamente mas altos

(p<0,05) de capacidad de retencién de agua que los productos obtenidos por rallado y

prensado.
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Figura 4.20. Capacidad de retencién de agua en harinas y almiddén de Pachyrhizus

ahipa (ahipa) y Manihot esculenta (mandioca).

Nota: Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas (p<0,05). Nomenclatura:
HARaP: harina de ahipa obtenida por rallado y prensado, HARo: harina de ahipa obtenida por rodajas,

HMRa: harina de mandioca obtenida por rallado, HMRo: harina de mandioca obtenida por rodajas.
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Los resultados indicaron que tanto las harinas como los almidones de ahipa y de
mandioca mostraron valores relativamente bajos de capacidad de retencion de agua
en comparacion con otros ingredientes o aditivos alimentarios, tales como fibras
dietéticas de salvado de avena (2,10 g de agua/g de materia seca), salvado de arroz
(4,89 g de agua/g de materia seca), harina de soja (4,79 a 6,75 g de agua/g de materia
seca) y salvado de trigo (5,03 g de agua/g de materia seca) (Abdul-Hamid y Luan, 2000;
Chen, 1988; Heywood y col., 2002). Del mismo modo, los valores hallados en las
muestras de ahipa y de mandioca fueron inferiores a los indicados por Aziz y col.
(2011) para harina obtenida a partir de platano tratado con vapor o hervido (10,66 y

18,28 g de agua/g de materia seca, respectivamente).

4.2 Transiciones térmicas de las harinas

Las propiedades térmicas de las harinas se evaluaron por calorimetria diferencial de
barrido. El analisis térmico permite identificar en la harina, un producto compuesto
mayoritariamente por almidén, las transiciones y modificaciones de la estructura del
granulo e identificar los cambios asociados a la desnaturalizacién de las proteinas
presentes como consecuencia de tratamientos combinados de humedad y calor.

La Figura 4.21 compara el comportamiento térmico de las raices parcialmente
deshidratadas con la harina derivada de ahipa Local; una tendencia similar se observd

en todas las harinas analizadas.
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Figura 4.21 Termogramas correspondientes a la raiz parcialmente deshidratada de

Pachyrhizus ahipa (ahipa) de la accesion Local y su harina (HARo).\

En la Tabla 4.10 se muestra la comparacién de los parametros térmicos obtenidos para
las raices (presentados en el Capitulo 1), el almiddn (analizados en el Capitulo 2) y la

harina correspondiente.

Tabla 4.10. Parametros térmicos de la raiz, harina y almidén de Pachyrhizus ahipa
accesion Local.

Temperatura de Temperatura de

Muestra Entalpia (J
u inicio (°C) pico (°C) pia (V/g)
Raiz parcialmente 66,1+0,1° 71,3+0,4° 24,7+2,9°
deshidratada e e e
Harina de ahipa 64,5+ 0,1° 72,0£0,3° 8,2+0,6°
Almidén de ahipa 64,3 +0,2° 67,2+0,1° 9,6+0,6°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias =+ las desviaciones estandar. La entalpia se
encuentra expresada en base seca. Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas

(p<0,05).
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La temperatura de pico correspondiente a la harina fue mas alta que la del almidén
correspondiente (Tabla 4.10). Una tendencia similar se observd en otros trabajos
realizados en mandioca y ahipa (Aboubakar y col., 2008; Doporto y col., 2011 y 2012;
Lépezy col., 2010).

Los termogramas (Figura 4.22) obtenidos por DSC mostraron un pico endotérmico
asociado principalmente a la gelatinizacién del almidén presente en la harina. La
harina de ahipa procesada en rodajas gelatinizé a una menor temperatura (73,1+0,9

°C) que la de mandioca (75,7£0,9 °C), indicando una mayor aptitud para la coccion.
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Figura 4.22. Termogramas de las harinas de Pachyrhizus ahipa (ahipa) y Manihot

esculenta (mandioca) obtenidas por rodajas.

En la Tabla 4.11 se informan los valores de las propiedades térmicas medidas en harina

de ahipa y mandioca obtenidas mediante un procesamiento similar.
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Tabla 4.11. Pardmetros térmicos de las harinas de Pachyrhizus ahipa (ahipa) y de

Manihot esculenta (mandioca).

Harina Temperatura de Temperatura de Entalpia (J/g)
inicio (°C) pico (°C) P &
Ahipa Rallada a A a
64,3+1,2 71,310,8 9,410,5
Prensada
Ahipa Rodaja 64,510,1° 72,0£0,3° 8,2+0,6°
Mandioca Rallada 67,1+0,2*° 74,00,6*° 11,4+2,3°
Mandioca Rodaja 70,1+0,8° 75,740,9° 10,540,9°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. La entalpia se
encuentra expresada en base seca. Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas

(p<0,05).

Con respecto a otras harinas de diferentes origenes botdnicos, las de ahipa y mandioca
presentaron temperaturas de pico mayores que la harina de taro, la cual varia entre
55,6-68,7°C (Aboubakar y col., 2008) y comparables a la de platano verde (Tribess y
col., 2009). Sin embargo, el andlisis de las propiedades térmicas indicaria que tanto la
harina de ahipa como la de mandioca tienen una adecuada aptitud para el proceso de
coccién, relacionada con sus correspondientes temperaturas de gelatinizacidn
(temperatura de pico).

Se observé ademas que las harinas obtenidas a partir de rodajas presentaron valores
de temperatura de gelatinizacion mas altos que las obtenidas por el proceso de
rallado, siendo estadisticamente significativa la diferencia (p<0,05) en el caso de ahipa
(Tabla 4.11).

En general, las temperaturas de gelatinizacion de las harinas de ahipa y mandioca
fueron mas altas que las de sus almidones. Esta tendencia también fue sefialada por
Jane y col. (1992) para harinas y almidones de diferentes origenes botanicos. La
diferencia mencionada fue mayor para las harinas obtenidas por cortado de la raiz en
rodajas que las procesadas por rallado (aproximadamente 6 y 4 °C, respectivamente).
Los valores de temperatura de inicio, temperatura de gelatinizacidon (temperatura de

pico) y entalpia encontrados para la harina de mandioca fueron consistentes con los
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indicados por Charoenkul y col., (2011), en particular para las variedades de mandioca
clasificadas por estos autores como pertenecientes al grupo “harinosas y firmes”,

segun el tipo de textura de las raices cocidas.

4.3 Capacidad de hinchamiento de la harina de ahipa

El poder de hinchamiento se relaciona con la capacidad que poseen tanto el almidén
como las proteinas de absorber agua. Esta medida, determinada a diferentes
temperaturas de calentamiento, es uno de los pardmetros indicativos utilizados para
estudiar el proceso de gelatinizacién. Los valores del poder de hinchamiento de las
diferentes harinas de ahipa se obtuvieron a las siguientes temperaturas: 55, 65, 75, 85,
90y 95°C.

Hasta los 75°C (cerca de la temperatura de gelatinizacion), no se evidenciaron
diferencias significativas (p>0,05) en la capacidad de hinchamiento entre las harinas
obtenidas por diferentes métodos de procesamiento (Figura 4.23). Una tendencia
similar fue sefialada por Aboubakar y col., (2008), trabajando en harinas y almidones
de taro. Agunbiade y Longe (1999) también informaron que los almidones y harinas de
diferentes fuentes exhibian un patréon de hinchamiento relativamente lento a bajas
temperaturas. Cuando se alcanzd la temperatura de gelatinizacidén, los granulos de
almidén se hincharon, aumentando varias veces su tamafio original debido a la
hidrataciéon. En cambio a temperaturas mas altas, el poder de hinchamiento de la
harina de ahipa, obtenida por rallado y prensado, fue mayor que la obtenida por el

procedimiento de corte (rodajas).
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Figura 4.23. Capacidad o poder de hinchamiento (g harina hidratada/100 g muestra)

de la harina de Pachyrhizus ahipa (ahipa) en funciéon de la temperatura (°C).
Nomenclatura: HARo: harina de ahipa obtenida por rodajas; HARaP: harina de ahipa obtenida por

rallado y prensado.

El hinchamiento se encuentra acompafiado por la solubilizacién de los componentes
de los granulos de almidén. Nuevamente, a temperaturas inferiores a la de
gelatinizaciéon, la cantidad de amilosa y amilopectina lixiviadas de los granulos fue
insignificante (Figura 4.23). A temperaturas mas altas, la lixiviacién cobro relevancia y
las concentraciones de ambos componentes en el sobrenadante aumentaron con la
temperatura. Este efecto se observa en la Figura 4.24, que muestra las
concentraciones de amilosa y amilopectina lixiviadas a partir de los granulos de
almidén de la harina (rallada y prensada) durante el calentamiento a 95°C. Los
resultados obtenidos en harinas correlacionaron con los encontrados en almidones, tal

como fueron descriptos en el Capitulo 2.
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Figura 4.24. Concentracién de amilosa y amilopectina lixiviada a partir de muestras de

harina de Pachyrhizus ahipa durante el calentamiento a 95°C.
Nomenclatura: HARo: harina de ahipa obtenida por rodajas; HARaP: harina de ahipa obtenida por

rallado y prensado.

El procedimiento de obtencién de la harina de ahipa no afectd significativamente
(p>0,05) ni a la concentracién de amilosa ni de amilopectina lixiviada (a 95°C) (Figura

4.24).

4.4 Capacidad de retencidn de solventes

Las pruebas de capacidad de retencién de solventes (CRS) se usan cominmente para
establecer la calidad de la harina y el perfil de funcionalidad practica que es util para la
prediccién de su rendimiento en aplicaciones especificas, como por ejemplo en la
formulacion de productos horneados.

Por lo tanto, se llevaron a cabo estos ensayos en muestras de raices parcialmente
deshidratadas y en harina de ahipa. Los resultados mostraron que la CRS de las raices
de ahipa parcialmente deshidratadas fue mas alta que para la harina correspondiente.
La comparacién se muestra en la Figura 4.25 para la ahipa Local como ejemplo. Dado
que las muestras parcialmente deshidratadas contienen lo que comunmente se
denomina “céscara” de la raiz, que contribuye al contenido de fibra dietaria total, la

capacidad de retencidn de agua (CRA) fue significativamente mayor (p<0,05) que para
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la harina correspondiente. Una tendencia similar se observé para la capacidad de
retencién de carbonato de sodio (CRCS), lo que indica un contenido de almiddn
dafiado mas bajo en la harina. La capacidad de retencién de sacarosa (CRSA), se
encuentra asociada al contenido de pentosanos solubles en agua. A todos los
polisacaridos no almidonosos presentes en la harina se los denomina en forma
genérica como pentosanos (arabinoxilanos y arabinogalactanos), ya que el 80% de los
azucares que los componen son pentosas: D-xilosa y D-arabinosa. Se los clasifica en
base a su solubilidad en agua como pentosanos solubles e insolubles en agua,
encontrandose en una relacidon 25:75 (Meuser y Suckow, 1986). El aumento en la
capacidad de retencién de sacarosa (CRSA) en las raices parcialmente deshidratadas
sugeriria una mayor proporcion de componentes relacionados con la fibra dietaria
soluble, lo que indica que la harina de ahipa presentaria un contenido mayor de fibra

insoluble (Figura 4.25).
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Figura 4.25. Capacidad de retencidn de solventes de raices parcialmente deshidratadas

y harina de Pachyrhizus ahipa (HARo) correspondientes a la accesion Local.

Nota: Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas (p<0,05).

La Figura 4.26 muestra la capacidad de retencion de solventes (CRS) de las harinas de

ahipa y mandioca obtenidas por rodajas.
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Figura 4.26. Capacidad de retencidn de solventes de harina de Pachyrhizus ahipa

(ahipa) y de Manihot esculenta (mandioca) obtenidas por rodajas.

Nota: Letras diferentes en cada columna indican diferencias significativas (p<0,05).

Se cree que la capacidad de retencion del carbonato de sodio (CRCS) esta relacionada
con el contenido de almidén dafado de la harina, (Gaines, 2000; Duyvejonck y col.,
2011; Diniy col., 2013).

En general, la capacidad de retencidon de 4acido lactico (CRAL) se asocia con la
formacién de la red de glutenina y la fuerza del gluten de la harina, (Duyvejonck y col.,
2011; Dini y col., 2013). Tanto la harina de ahipa como la de mandioca son productos
libres de gluten, y la CRAL puede estar asociada a la capacidad de las proteinas
presentes para desarrollar una red, lo que constituye un indicativo de las aplicaciones
tecnoldgicas de estos ingredientes.

Se observd que no hubo diferencias significativas (p>0,05) en la capacidad de retencién
de agua (CRA) de las muestras. La harina de mandioca contendria una mayor
proporcién de fibra insoluble respecto de la harina de ahipa (Figura 4.26) por su menor

capacidad de retencién de sacarosa (CRS).
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CONCLUSIONES
Las harinas de ahipa y mandioca pueden obtenerse a través de procedimientos
relativamente simples, tales como las alternativas analizadas en el presente trabajo de
Tesis, lo que permite conservar un buen nivel de integridad de los granulos de
almidén. Ambas harinas presentan diferencias de color en términos de luminosidad y
tinte basico, siendo mayores los valores de L* y hue medidos en la harina de mandioca.
La técnica de rallado (sin prensado) ensayada no resulté adecuada, debido a la
obtencion de un producto facilmente fermentable.
El procesamiento a partir de rodajas (HARo) fue mas simple y la harina de ahipa
resultante presentd la ventaja de un mayor contenido de potasio, magnesio, calcio y
proteinas que la harina proveniente del rallado y prensado posterior, con agregado del
almiddn recuperado (HARaP). Esta ultima mostré menor contenido de sodio y mayor
tenor de fibra, caracteristicas nutricionales muy convenientes, junto con una baja
temperatura de gelatinizacion.
La harina de ahipa es un producto que podria ser utilizado en la preparacién alimentos
para celiacos ya que por enzimoinmmuoensayos se verificd la ausencia de gliadinas. La
caracteristica diferencial de la harina de ahipa es su aporte de proteinas, fibra y
minerales tales como potasio, hierro y calcio, reflejando una composicién
nutricionalmente mds equilibrada que la correspondiente harina de mandioca y que
otras harinas provenientes de raices.
Se realizé la caracterizacién microestructural de las harinas obtenidas a través de
difraccion de rayos X para evaluar el grado de cristalinidad y de FTIR para analizar la
interaccidon entre los componentes principales de las harinas obtenidas. Las harinas
presentaron un patrén de difraccién Tipo Cy el origen botdnico de la muestra afecté el
grado de cristalinidad de los granulos. Los espectros FTIR de las harinas fueron
similares, no afectando el origen botanico de las mismas.
Las isotermas de sorcidon permitieron evaluar el contenido de humedad que garantiza
la estabilidad de las harinas bajo diferentes condiciones de almacenamiento. El modelo
de GAB permitido estimar el contenido de agua de la monocapa y calcular los
pardmetros termodindamicos asociados a los procesos de adsorcidon de agua. En todos

los casos se verificd la teoria de la compensacion de entalpia-entropia y se obtuvieron
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la temperatura isocinética y la energia libre de Gibbs asociada, lo que indica que éste

fue un proceso no espontaneo.

Independientemente del procedimiento de obtencidn, la harina de ahipa gelatinizé a
temperatura mas baja que la harina de mandioca, lo que indica una mejor aptitud para
la coccién. En general, las temperaturas de gelatinizacion de las harinas (ahipa y
mandioca) fueron mas altas que las de sus almidones.

Las diferencias observadas en la capacidad de hinchamiento y de retencién de
solventes de ambas harinas deberan ser consideradas en relacién a las aplicaciones
especificas, tales como la incorporacién de las mismas como ingredientes en alimentos

funcionales libres de gluten.
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INTRODUCCION
1. Alimentos para celiacos
Como ya se menciond previamente, el Unico tratamiento eficaz de la celiaquia es el
cambio a una dieta libre de gluten de por vida, lo que permite la regeneracién de las
vellosidades intestinales y la disminucion de los sintomas asociados a la enfermedad. Una
dieta sin gluten exige eliminar las principales fuentes de prolaminas, como el pan y los
granos, asi como leer meticulosamente las etiquetas de los productos para evitar fuentes
ocultas de harina principalmente de trigo, aunque también se incluyen avena, cebada y
centeno (productos rotulados “sin TACC”).
Comunmente la harina de trigo se utiliza como espesante y para mantener la fluidez de
productos secos en polvo; se la incluye en la formulacién de alimentos procesados tales
como aderezos para ensaladas, azdcar morena, café instantaneo, salchichas, salsas para
carnes, canela, cacao, margarinas, papas fritas, té instantaneo, yogurt con fruta, cereales
secos, cubos de caldo, helados, mostaza, queso para untar y salsa de tomate, entre otros
(Gémez-Gonzalez, 2007).
Por lo tanto, los anteriores son productos que pueden contener gluten asi como alguno
de estos ingredientes que a continuacién se mencionan vy, de ser asi, se deben evitar:
fibra, harina, sémola, almiddn, harina enriquecida, fécula, amilaceos, espesantes, almidén
de trigo, malta, proteina enriquecida, hidrolizados, levadura, emulsificantes, proteina
vegetal, cereales, extracto de malta, glutamato monosddico (conservador) (Gomez-
Gonzdlez, 2007).
Por esto puede ser dificil atenerse a una dieta estricta libre de gluten, ya que la mayoria
de los alimentos procesados lo contienen y en muchos casos la dieta no es bien aceptada
dado que se suprimen alimentos basicos cotidianos.
Las recomendaciones en la alimentacion son para toda la vida. Durante la adolescencia es
cuando suelen producirse las desviaciones mas importantes de la dieta debido a Ia
“rebelidn juvenil”. Por todo ello es necesaria una constante y esmerada educacion
nutricional del nifio y de la familia para facilitar una adhesién estricta a la dieta. Deben
cuidarse los aspectos culinarios para que la alimentacion del celiaco sea segura y a la vez
apetecible.

Un inconveniente importante reside en que, tal como sefiala Ramén (2013), la base

tecnoldgica de la oferta de alimentos aptos para celiacos se sustenta casi exclusivamente
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en la generacion de productos libres de dicha proteina o sus trazas, sin aportar ningun
otro beneficio desde el punto de vista nutricional.

El mercado mundial de alimentos libres de gluten se encuentra en expansién, y su
crecimiento supera las estimaciones de los estudios de mercado de comienzos de esta
década. Se calcula que en el afio 2012 sélo en Estados Unidos se generaron ventas por
mas de 4.200 millones de ddlares, y se espera que esta cifra aumente hasta mas de 6.500
millones a fines del afio 2017 (Ramdn, 2013). A pesar de ello, es importante remarcar que
la base de esta oferta dietaria es la “ausencia de gluten” y que en muy pocos casos se han
lanzado al mercado productos que, cumpliendo con este requisito primordial, presenten
alguna caracteristica nutricional o funcional adicional que sea de interés y/o relevancia
para los enfermos celiacos.

Teniendo en cuenta que los cambios en la alimentacién requeridos por los pacientes
celiacos para ajustarse y mantener una dieta libre de gluten estricta son considerables y
tienen un impacto significativo en sus vidas diarias, se ha incrementado la preocupacion
sobre los habitos alimenticios a largo plazo y las elecciones alimentarias de dichos
pacientes.

Los resultados de un numero de estudios indican un consumo desequilibrado de
carbohidratos, proteinas y lipidos, como asi también una ingesta limitada de ciertos
nutrientes esenciales en los sujetos celiacos, en relacién a los controles (Alvarez-Jubete y
col., 2010).

Una investigacion llevada a cabo en los Estados Unidos (Thompson y col., 2005) sefialé
que el consumo de hierro, calcio y fibra en pacientes celiacos que llevaban una dieta libre
de gluten no resulté adecuado (Alvarez-Jubete y col., 2010).

Esta situacidn conduce a un interés creciente en el estudio y desarrollo de productos
libres de gluten que puedan suministrar, al mismo tiempo, cantidades significativas de

fibra, almidén y minerales.

2. Legislacion en la Argentina

El Codigo Alimentario Argentino, en su Capitulo XVII, Articulo 1339 - (Resolucién Conjunta
SPRel - Secretaria de Politicas, Regulacién e Institutos - N° 94/08 y SAGPyA N° 357/08),
sefiala que “se entiende por ‘Alimentos dietéticos’ o ‘Alimentos para regimenes

especiales’ a los alimentos envasados preparados especialmente que se diferencian de
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los alimentos ya definidos por el presente Cédigo por su composicidon y/o por sus
modificaciones fisicas, quimicas, bioldgicas o de otra indole resultantes de su proceso de
fabricacion o de la adicion, sustraccion o sustitucion de determinadas substancias
componentes. Estan destinados a satisfacer necesidades particulares de nutricidon y
alimentacién de determinados grupos poblacionales”.
Dentro de este grupo se encuentran comprendidos los “Alimentos libres de gluten”,
siendo clasificados como “Alimentos para satisfacer necesidades alimentarias de
personas que presentan estados fisioldgicos particulares”.
A continuacién se indican los articulos especificos del CAA que hacen referencia a los
productos libres de gluten:

- Articulo 1383 - (Resolucion Conjunta SPRel N° 131/2011 y SAGyP N° 414/2011):
Se entiende por “alimento libre de gluten” el que estd preparado Unicamente con
ingredientes que por su origen natural y por la aplicacion de buenas practicas de
elaboracion —que impidan la contaminacién cruzada— no contiene prolaminas
procedentes del trigo, de todas las especies de Triticum, como la escafia comun (Triticum
spelta L.), kamut (Triticum polonicum L.), de trigo duro, centeno, cebada, avena ni de sus
variedades cruzadas. El contenido de gluten no podra superar el maximo de 10 mg/kg.
Para comprobar la condicion de libre de gluten deberd utilizarse metodologia analitica
basada en la Norma Codex STAN 118-79 (adoptada en 1979, enmendada en 1983;
revisada en 2008) enzimoinmunoensayo ELISA R5 Méndez y toda aquella que la
Autoridad Sanitaria Nacional evalle y acepte.
Estos productos se rotularan con la denominacion del producto que se trate seguido de la
indicacion “libre de gluten” debiendo incluir ademas la leyenda “Sin TACC” en las
proximidades de la denominacién del producto, con caracteres de buen realce, tamafno y
visibilidad.
A los efectos de la inclusién en el rétulo de la leyenda “Sin TACC”, la elaboracién de los
productos debera cumplir con las exigencias del presente Codigo para alimentos libres de
gluten.
Para la aprobacion de los alimentos libres de gluten, los elaboradores y/o importadores
deberan presentar ante la Autoridad Sanitaria de su jurisdiccion: andlisis que avalen la
condiciéon de “libre de gluten” otorgado por un organismo oficial o entidad con

reconocimiento oficial y un programa de buenas practicas de fabricacion, con el fin de

279



Capitulo 5. Aplicaciones tecnoldgicas: productos horneados elaborados con harina de Pachyrhizus ahipa

asegurar la no contaminacién con derivados de trigo, avena, cebada y centeno en los
procesos, desde la recepcion de las materias primas hasta la comercializacién del
producto final”.

- Articulo 1383 bis - (Resolucion Conjunta SPRel N° 201/2011 y SAGyP N° 649/2011)
Los productos alimenticios ‘Libres de Gluten’ que se comercialicen en el pais deben llevar,
obligatoriamente impreso en sus envases o envoltorios, de modo claramente visible, el
simbolo que figura a continuacién (Figura 5.1) y que consiste en un circulo con una barra
cruzada sobre tres espigas y la leyenda “Sin T.A.C.C.” en la barra, admitiendo dos
variantes:
a) A color: circulo con una barra cruzada rojos (pantone - RGB255-0-0) sobre tres espigas
dibujadas en negro con granos amarillos (pantone - RGB255-255) en un fondo blanco y la
leyenda “Sin T.A.C.C.".
b) En blanco y negro: circulo y barra cruzada negros sobre tres espigas dibujadas en negro

con granos blancos en un fondo blanco y la leyenda “Sin T.A.C.C.".

Figura 5.1. Simbolo que identifica a los productos libres de gluten.

La Ley Nacional N2 26.588 sancionada y promulgada en diciembre de 2009, declara de
“interés nacional la atencion médica, la investigacion clinica y epidemioldgica, la
capacitacidon profesional en la deteccidon temprana, diagndstico y tratamiento de la

enfermedad celiaca”. También sefiala su “difusidn y el acceso a los alimentos libres de
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gluten con la incorporacion de la respectiva leyenda y el simbolo que establezca la

autoridad de aplicaciéon”.

En el 2007, por medio de la Resolucién 1560 del Ministerio de Salud de la Nacidn, se creé
el Programa Nacional de Deteccién y Control de la Enfermedad Celiaca, con el fin de
“contribuir a la deteccién temprana de la enfermedad y al fortalecimiento del Sistema

Nacional de Control de Alimentos”.

3. Incidencia de la enfermedad celiaca en nuestro pais

Se estima que en la actualidad existen alrededor de 500.000 pacientes celiacos en la
Argentina. No obstante, el Primer Estudio Multicéntrico Poblacional de Prevalencia de la
Enfermedad Celiaca en la poblacién pediatrica (Mora y col.,, 2010) determind que la
presencia de la patologia en nifios es mayor: 1 de cada 79 chicos es celiaco, lo que
representa una prevalencia del 1,27 %, mientras que en adultos es de 1 celiaco cada 167
personas. El estudio fue realizado a nifios y adolescentes de todo el pais, de entre 3y 16
afios, durante los afios 2008 y 2009.

La investigacidon de la Comision Nacional “Salud Investiga”, dependiente de la cartera
sanitaria, revelé ademas que esta enfermedad estd presente de manera mas significativa

en las mujeres y que el 90% de los casos se hallé en nifios mayores de 6 afos.

4. Galletitas aptas para celiacos

El Cédigo Alimentario Argentino (CAA), en su Capitulo IX, Articulo 760 (Dec. 112, 12.1.76),
define con los términos genéricos de Galletitas y Bizcochos (Cakes, Crackers, Biscuits,
etc.), a “... productos a los que se les da formas variadas antes del horneado de una masa
elaborada a base de harina de trigo u otras o sus mezclas, con o sin agentes quimicos y/o
bioldgicos autorizados.”

Estos productos son consumidos tanto por nifios como por adultos, se pueden utilizar
en el desayuno, en la merienda, como colacién, en el hogar o fuera de él. Las galletitas
pueden ser saladas o dulces (Figura 5.2). Estas ultimas pueden elaborarse rellenas,
como alfajores. Se entiende por alfajor, segin el CAA (Articulo 761 bis, Resolucién
Conjunta 196/2001 y 1020/2001), “... el producto constituido por dos o mas galletitas,

galletas o masas horneadas, adheridas entre si por productos tales como, mermeladas,
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jaleas, dulces u otras sustancias o mezclas de sustancias alimenticias de uso
permitido.” Ademas, siendo la galletita un producto horneado y seco, presenta la
ventaja de poder conservarse durante varios dias.

Existen en el mercado galletitas dulces (cookies) sin gluten, aptas para el consumo de
personas celiacas, aunque son, en general, productos de baja calidad debido a su
textura arenosa y seca. En ellas se reemplaza la harina de trigo por mezclas de
almidones o harinas libres de gluten. La ventaja de este producto con respecto al pan
es que, al no incluir un leudado, el desarrollo de la red de gluten tiene menor
relevancia.

Las galletitas elaboradas a base de una harina libre de gluten, como la harina obtenida
de la raiz tuberosa de Pachyrhizus ahipa (ahipa), serian aptas para aquellas personas

con Celiaquia.
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sin gluter | sin gluten | sin gluten
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Figura 5.2. Galletitas dulces libres de gluten.

282



Capitulo 5. Aplicaciones tecnoldgicas: productos horneados elaborados con harina de Pachyrhizus ahipa

OBIJETIVOS
Los objetivos planteados para este capitulo son los siguientes:
1. Formular y elaborar galletitas libres de gluten conteniendo harina obtenida a partir
de raices de Pachyrhizus ahipa.
2. Analizar la composicidén quimica de las galletitas elaboradas con harina de
Pachyrhizus ahipa, evaluando los contenidos de macrocomponentes (humedad,
cenizas totales, lipidos totales, proteina cruda, fibra dietaria total) que guardan
relevancia nutricional.
3. Estudiar aquellas propiedades fisico-quimicas tanto de las mezclas secas, de las
masas crudas y de los productos elaborados que se relacionan con su calidad y aptitud
para la conservacion.
4. Evaluar desde el punto de vista de su aceptabilidad sensorial a los productos

terminados.
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MATERIALES Y METODOS
1. Elaboracién de las galletitas
Para la elaboracidn de las galletitas se trabajé en base a una de las recetas difundidas
por el sitio web de Celiacos Argentinos (2013), para alfajores de maizena. Asimismo, la
Asociacién Argentina de Celiaquia (2013) en su sitio web presenta una receta similar.

En la Figura 5.3 se encuentra la receta original de alfajores de maizena.

x\ S PARATODOS
Duac” LOSCELIACOS

PRINCIPAL

RECETAS

Listado de Recetas Dulces

ALFAJORES DE MAIZENA

edientes
de

Figura 5.3. Receta de alfajores de maizena extraida del sitio web de Celiacos

Argentinos (2013).

El leudante se preparé mezclando una parte de bicarbonato de sodio (Royal,
Argentina) con una parte de crémor tartaro y media parte de fécula de maiz o almidén
de maiz (Maizena, elaborado por R.N.E. para Unilever Argentina), como se propone en
el sitio web de Celiacos Argentinos.

Durante la preparacion se realizaron modificaciones sobre la receta original (Figura
5.3) con el fin de obtener un producto tipo galletita. Las modificaciones realizadas

consistieron en reducir las cantidades a la mitad de todos los ingredientes para
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trabajar con una masa mas reducida, reemplazar una yema por un huevo entero
incorporando asi los nutrientes de la clara y por ultimo, se elimind la sal, haciendo al
producto mas saludable.

En la Figura 5.4 se puede observar la receta modificada que contiene fécula de maiz
(Maizena), el leudante previamente descripto, azucar blanca refinada (Real Ledesma,

Argentina), huevo, yema y manteca (Sancor, Argentina).

Galletitas

(receta de alfajores de maizena modificada)

Ingredientes

*

00 g de almidon de maiz

3
* 4 g de leudante

Figura 5.4. Receta de alfajores de maizena modificada.

2. Formulaciones ensayadas

Se ensayaron seis formulaciones reemplazando, en la receta indicada en la Figura 5.4,
parte del almidon de maiz por las harinas obtenidas a partir de las raices de ahipa y
mandioca. Se consideré también utilizar harina de trigo integral comercial (Pureza,
Molino Cafiuelas SACIFIA, Argentina) en una de las formulaciones.

Se propusieron formulaciones conteniendo diferentes proporciones de harina de ahipa
(12,5-35%). Con fines comparativos, en el caso de las harinas de mandioca vy trigo
integral, sélo se trabajo con el porcentaje de sustitucion seleccionado para ahipa.

En la Tabla 5.1 se muestran las formulaciones ensayadas a partir de la receta de

alfajores de maizena modificada indicada con el nimero cero. Las recetas numeradas
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del uno al seis corresponden a las distintas formulaciones con los diferentes

reemplazos de almidén de maiz realizados.

Tabla 5.1. Reemplazos de almidén de maiz evaluados correspondientes a las diferentes

formulaciones o recetas ensayadas.

Formulaciéon Almidén de maiz Harina de ahipa Harina de mandioca Harina integral

0 100% (300g) - - -
1 87,5% (262,5g) 12,5% (37,5g) - -
2 82% (246g) 18% (54g) - -
3 75% (225g) 25% (758) - -
4 65% (195g) 35% (105g) - -
5 75% (225g) - 25% (75g) -
6 75% (225g) - - 25% (75g)
3. Preparacion

Para la preparacion de la masa se empled una procesadora Philips Cucina HR 7633
(Brasil) de 600 watt de potencia utilizando el accesorio amasador para mezclar los
ingredientes y trabajar la masa resultante.

Para cada formulacién se prepararon las mezclas o premezclas secas en un recipiente.
Las mismas resultaron de reunir el almidén de maiz con el leudante y la harina
correspondiente para cada receta (ver Tabla 5.1). Con respecto a la harina de trigo
integral comercial, previamente a ser utilizada se la tamizd para eliminar restos de
fibra de gran tamano y obtener una harina mas homogénea.

En el recipiente de la procesadora se mezclaron el azlcar con la manteca cortada en
cubos de 2 cm, hasta que la mezcla quedd suave y cremosa. A continuacién se
incorporaron el huevo y la yema. Finalmente se afiadié de a poco la mezcla o
premezcla seca correspondiente y se procesé hasta integrar completamente los
ingredientes.

La masa obtenida se estird en una placa de acrilico cuyo espesor era de 8 mm y se
corté con un molde circular de 2 cm de diametro para obtener las galletitas.

Las galletitas crudas se colocaron sobre una lamina de silicona colocada en una placa

metadlica (ver Figura 5.5) y se llevaron al horno.
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Figura 5.5. Galletitas crudas dispuestas en ldmina de silicona.

El horneado de las galletitas se realizé en un horno eléctrico doméstico, Ariston FM87—
FC (Italia), cuyas dimensiones utiles son 0,4 m de largo, 0,39 m de profundidad y 0,34
m de altura, con un volumen util de 53 L. Para los ensayos de horneado se utilizé el
modo convencional del horno, encendiendo las resistencias superior e inferior, con
conveccién natural del mismo. En este procedimiento se probaron diferentes
condiciones de horneado, ya que la receta original indicaba que: “la coccién de la masa
debe realizarse en horno bien caliente, hasta que apenas tome color la parte inferior

del producto” (Celiacos Argentinos, 2013).
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La temperatura maxima de un horno comercial en promedio alcanza los 200°C. Como
el tiempo también es un factor de relevancia industrial, se consideraron dos
temperaturas (180 y 200°C) y los correspondientes tiempos necesarios para obtener
un producto bien horneado. En la Tabla 5.2 se muestran las diferentes condiciones

ensayadas para hornear las galletitas.

Tabla 5.2. Condiciones de horneado ensayadas.

Temperatura (°C) Tiempo (minutos)

180 10
180 15
200 7,5
200 10
200 15

Con el fin de seleccionar las mejores condiciones de coccién se llevaron a cabo ensayos
de evaluacién organoléptica en forma interna o preliminar: las galletitas elaboradas
fueron sometidas a la degustacion por parte del equipo de trabajo asociado al tema
con el fin de caracterizar el producto obtenido. En base a los resultados obtenidos, las
temperaturas y los tiempos preseleccionados fueron los que se encuentran en la Tabla

5.3.

Tabla 5.3. Condiciones de horneado ensayadas en las diferentes formulaciones.

Temperatura (°C) Tiempo (minutos)

180 10
200 7,5
200 10
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La Figura 5.6 muestra el esquema o diagrama de flujo empleado para la elaboracién de

las galletitas dulces.

Preparacion de la mezcla

l

Procesado de ingredientes

|

Amasado

|

Formacion de la masa

Corte

l

Horneado

Figura 5.6. Diagrama del proceso de produccién de galletitas dulces elaboradas a base

almidon de maiz.
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4, Caracterizacion de las mezclas secas

Se caracterizaron el color y la capacidad de retencién de solventes de las mezclas o
premezclas secas sin leudante de las formulaciones 0 (100% almidén de maiz o mezcla
base), 3 (75% almiddn de maiz y 25% harina de ahipa), 5 (75% almiddn de maiz y 25%
harina de mandioca) y 6 (75% almidon de maiz y 25% harina de trigo integral

comercial) (ver Tabla 5.1) segun la metodologia descripta en el Capitulo 1.

4.1 Color superficial de las mezclas secas

La apariencia es muchas veces el Unico atributo en el cual basamos la decisién de
compra o consumo de un producto. El color del producto final estd determinado
ademas de la formulacién y de las condiciones de horneado por el color de las mezclas
secas. Asi, para la determinacidn de color, se realizaron 10 medidas sobre cada mezcla
seca; los valores de luminosidad (L*), hue (h°) y Chroma (C*) informados corresponden
al promedio de las determinaciones. Los cdlculos se realizaron como se indico en el

Capitulo 1.

4.2 Capacidad de retencion de solventes

La capacidad de retencion de solventes se cuantificd en las cuatro mezclas secas
indicadas siguiendo el método AACC 56-11 (Rosell y col., 2009). Los solventes utilizados
fueron agua desionizada, sacarosa 50% p/p, carbonato de sodio 5% p/p y acido lactico
5% p/p. La capacidad de retencién de solventes se calculé como se explicd en el

Capitulo 1. Los resultados se expresaron en porcentaje (%).

5. Caracterizacion de las masas crudas
Con el fin de caracterizar las masas elaboradas se analizé el perfil de textura, el color
superficial, la actividad acuosa y el contenido de humedad de las masas crudas de

todas las formulaciones ensayadas.

5.1 Anadlisis de perfil de textura
El término textura puede ser definido como la manifestacidén sensorial de la estructura
o composicién inherente en términos de su reaccion a la fuerza, medida como

propiedad mecanica (dureza/firmeza, adhesividad, cohesividad, gomosidad,
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viscosidad) y/o por el sentido quinestésico en los musculos de la mano, dedos, lengua,
mandibula o labios.

La evaluacién de las propiedades mecanicas se realiza comunmente utilizando ensayos
de compresion para simular el proceso de la masticacién y determinar la textura de los
productos.

El andlisis del perfil de textura se llevd a cabo de la misma forma que se describe en el
Capitulo 1 sobre discos de masa cruda de 3 cm de didmetro y 8 mm de espesor
acondicionados a 4°C durante 30 minutos. Los parametros fueron analizados segun

Andrés y col. (2006) y Bourne y col. (1978).

5.2 Color superficial de las masas crudas
Para la determinacién de color, se utilizaron 10 muestras (masa cruda), de cada
formulacién, procediendo como se indica en el Capitulo 1. Los resultados informados

corresponden al promedio de las determinaciones.

5.3 Actividad acuosa

La actividad acuosa (ay) es un pardmetro que indica la disponibilidad de agua en un
alimento para que existan reacciones quimicas, bioquimicas (tales como oxidacién de
lipidos, reacciones enzimaticas, reaccién de Maillard) y desarrollo microbiano (Galvez y
col., 2006). Por esto la actividad acuosa es un parametro comunmente usado como
uno de los indicadores para predecir la vida util de un alimento.

Para medir la actividad acuosa de la masa cruda de todas las muestras se utilizd el
equipo Meter Aqualab serie 3 (Decagon Devices, Inc., Washington, Estados Unidos) tal
como se muestra en la Figura 5.6.a, que emplea el método de determinacion de punto
de rocio. El rango de medicién de a,, del equipo se encuentra entre 0,03 y 1, con una
resolucion de +0,001.

La actividad acuosa de las muestras se midié por triplicado a 25°C. Se utilizé una

solucion de sulfato de potasio saturada como estandar de calibracién (25°C).
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Figura 5.6. (a) Equipo AQUALAB Serie 3 empleado para las determinaciones de a,, (b)
modelo del funcionamiento interno del AQUALAB (1-espejo, 2-sensor éptico, 3-

termdémetro infrarrojo, 4-micro ventilador, 5-porta muestra cargado)

5.4 Contenido de humedad
El contenido de humedad de las muestras se determiné segin norma AOAC (1990),
por secado en estufa a 105°C hasta peso constante, tal como se describié en el

Capitulo 1.

6. Atributos de calidad y composicion quimica de las galletitas
Las galletitas elaboradas fueron analizadas con el fin de evaluar su estabilidad y valor

nutritivo. Para ello se realizaron medidas de parametros fisicoquimicos y funcionales.

6.1 Contenido de materia seca

Se evalud gravimétricamente el contenido de materia seca y humedad remanente de
todas las galletitas elaboradas con las diferentes formulaciones, por deshidratacion en
estufa a 105°C hasta peso constante, tal como se describié en el Capitulo 1. Los

resultados fueron expresados en porcentaje (%).

6.2 Determinacidn de cenizas totales

Las galletitas de las formulaciones 0 (100% almiddn de maiz), 3 (75% almiddn de maizy
25% harina de ahipa), 5 (75% almidon de maiz y 25% harina de mandioca) y 6 (75%
almidén de maiz y 25% harina de trigo integral comercial) fueron molidas previamente

en un mortero y colocadas en crisoles previamente tarados. A continuacién se
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procedié de la misma forma que en el Capitulo 1 para la cuantificaciéon de cenizas

totales. Los resultados finales se expresaron en porcentaje (%).

6.3 Extraccion y cuantificacion de lipidos totales

Las galletitas molidas de las formulaciones 0, 3, 5y 6, se pesaron por duplicado (10 g) y
se colocaron en cartuchos realizados con papel de filtro. Los mismos se dispusieron en
un equipo Soxhlet tal como se explicd en el Capitulo 1. Los resultados se expresaron

como porcentaje (%).

6.4 Cuantificaciéon de proteina cruda

Se cuantificd el nitréogeno total de las galletitas dulces elaboradas con las
formulaciones 0, 3, 5 y 6 mediante el método Kjeldahl. Se procedié tal como se
describié en el Capitulo 1. El contenido de proteina cruda se calculé usando el factor

de conversion 6,25. Los resultados se expresaron como porcentaje (%).

6.5 Contenido de carbohidratos totales

El contenido de carbohidratos totales se calculd por diferencia, después de Ia
cuantificacion de todos los otros componentes del andlisis centesimal (humedad,
cenizas, proteinas y lipidos totales) como se detalld en el Capitulo 1. Los resultados se

expresaron como porcentaje (%).

6.6 Fibra dietaria total

Se midid en las galletitas preparadas con las formulaciones 0, 3, 5 y 6 el contenido de
fibra dietaria total utilizando el kit enzimatico K-TDFR 05/12 Megazyme®© (Irlanda). El
procedimiento llevado a cabo se detallé en el Capitulo 1. Los resultados se expresaron

como porcentaje (%).

7. Caracterizacion fisicoquimica

La determinacion de la calidad de un alimento se lleva a cabo caracterizando los

diferentes parametros fisicoquimicos.
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7.1 Actividad acuosa de las galletitas
La medida de actividad acuosa se realizé en las galletitas dulces estudiadas utilizando
el equipo que se detalla en el apartado 5.3, efectuando las mediciones a 25°C. El

ensayo se llevd a cabo por triplicado.

7.2 Propiedades 6pticas: color superficial de las galletitas

Para la determinacion de color, se utilizaron 10 muestras (galletitas) de cada
formulacidn, horneadas a las diferentes condiciones. El ensayo se llevd a cabo tal como
se describid en el item 4.1. Los resultados fueron expresados como diferencias de color
(AE) calculadas respecto de la masa cruda correspondiente a cada formulacion vy
también en relacidon a las coordenadas que caracterizaron el color de la galletita
horneada de la formulacion 0 (con 100% de almidén de maiz). La ecuacidn utilizada es
la presentada en el Capitulo 1.

Asimismo, a partir de las medidas de color superficial se calculéd el indice de
pardeamiento (IP) que estima la pureza del color marrén (Buera y col., 1985). Este
parametro presenta una correlacion lineal con la concentracidon de pigmento marrén,
resultando de utilidad en la evaluacién de los cambios de color en aquellos alimentos
que experimentan reacciones de pardeamiento enzimdtico y no enzimatico, como es el
caso de los productos horneados. El indice de pardeamiento se calculd utilizando las

ecuaciones 5.1y 5.2,

* 41,750 *
X = a T [5.1]
5,645L* +a* —3,012b *
Donde:
b 100 (x-0,31) (5.2]

0,172

a*: pardmetro de cromaticidad que indica la variacién o posicién entre verde y rojo
b*: pardametro de cromaticidad que indica la variacidén o posicion entre azul y amarillo

L*: pardmetro de luminosidad
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7.3 Ensayos de textura en el producto horneado

Se utilizaron diferentes sondas del texturometro TA-XT2i Stable Micro System (Surrey,
Reino Unido) mencionado en el Capitulo 1, empleando el programa Texture Expert
para Windows (v.1.2) para estudiar la textura de las galletitas y con el fin de encontrar
la medida mas representativa del proceso de masticacién del producto elaborado. Se
probaron los siguientes ensayos de compresion: de puncién con sonda SMS de 3 mm,
TPA con sonda SMS de 75 mm, con cuchilla de hoja lisa y por ultimo compresion con la
sonda Volodkevich Bite Jaws (ver Figura 5.8) que simula la accién de morder y cortar la
muestra con los dientes incisivos, siendo éste el ensayo seleccionado en base a los
resultados obtenidos. Los parametros registrados fueron la fuerza maxima que se
relaciona con la firmeza de la muestra, y el drea debajo de la curva, que se asocia
directamente con la energia requerida para cortar la muestra (Olivera y Salvadori,

2012). Se analizaron doce repeticiones para cada muestra.

Figura 5.8. Sonda Volodkevich Bite Jaws.
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7.4 Medida del volumen del producto horneado

Se midid el volumen de las galletitas utilizando una probeta (250 mL) y semillas de
colza. El procedimiento consistié en agregar 200 mL de semillas de colza en la probeta
y luego cada muestra (por quintuplicado) en la misma. Luego se invirtio el sistema tres
veces y se leyo el volumen de semillas desplazadas por la muestra (mL). El volumen es

directamente proporcional al desplazamiento medido y se expresé en cm’.

8. Evaluacién de la aceptabilidad del producto mediante panel sensorial

La Divisidon de Evaluacion Sensorial del Instituto de Tecndlogos de Alimentos de los
Estados Unidos (IFT), define la evaluacién sensorial como: "la disciplina cientifica
utilizada para evocar, medir, analizar e interpretar las reacciones a aquellas
caracteristicas de alimentos y otras sustancias, que son percibidas por los sentidos de
la vista, olfato, gusto, tacto y oido". Esta definicién implica que:

e La evaluacion sensorial involucra a todos los sentidos.

e Cubre una variedad de disciplinas cientificas: psicologia, estadistica, tecnologia de
alimentos y sociologia.

e En la interpretacion de los resultados, el analisis sensorial es el puente entre el
mundo interno de una empresa y el mundo externo o sea el mercado. Para una
empresa orientada al consumidor, el valor mas importante es su reputacién en
proveer productos de calidad. Productos de calidad constante son esenciales en la
aceptacion del consumidor y son la base para conseguir la lealtad a la marca.

El sabor (flavor) es la sensaciéon que causa un alimento en la boca al ser percibido por
los sentidos quimicos (olfato, gusto y sentido quimico comun). El término "aromaticos"
se emplea para indicar los constituyentes volatiles que se originan de un alimento en la
boca y son percibidos por el sistema olfatorio a través de las coanas posteriores.

La calidad organoléptica cobra cada vez mas importancia ya que los consumidores
demandan una apariencia “impecable” del producto final y resulta necesaria su
evaluacion.

Se disefaron los ensayos sensoriales teniendo en cuenta las siguientes condiciones

generales:
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Evaluadores: Los evaluadores deben dar juicios independientes, por lo tanto, para
prevenir posible comunicacion entre ellos, se realiza el ensayo en grupos de 6 u 8
personas en un mismo espacio fisico.

Horario: La hora del dia en que se desarrollan las pruebas puede influir en los
resultados. Los mejores momentos para llevar a cabo el ensayo serian al finalizar la
mafana y la media tarde. En este caso los ensayos se realizaron alrededor de las 11:00
horas.

Temperatura de las muestras: Para ensayos de aceptabilidad, lo mejor es servir las
muestras a la temperatura que normalmente se consumen. En este caso las galletitas
se presentaron a temperatura ambiente.

Codificacion y orden de presentacion: Se ha demostrado que en algunos casos existe
un efecto del orden de presentacion sobre los resultados. La presentacidon de una
muestra de muy buena calidad antes de otra mas pobre, hace que esta ultima reciba
un puntaje menor del que recibiria si el orden fuera inverso. Para evitar éste y otros
problemas, el orden de presentacion debe ser al azar. Los cddigos con que se
identifican las muestras no deben dar ningun indicio sobre los tratamientos. En general
se utilizan cddigos numéricos de tres digitos. Los cddigos empleados en el analisis
sensorial se encuentran en la Figura 5.9.

Neutralizante: Los evaluadores reciben alglin agente para el enjuague de la boca entre
las muestras. En general se utiliza agua de la zona a temperatura ambiente. Para
alimentos grasos, es mejor que el agua esté tibia. Para casos especificos se han
utilizado distintos agentes como apio, manzana o galletita. Otro buen neutralizante es
el tiempo entre muestra y muestra: evaluadores entrenados en evaluacion de quesos
esperan 5 minutos antes de probar la siguiente muestra. En nuestro caso se empled

agua corriente.

Existen numerosos métodos para medir aceptabilidad sensorial entre los que se
destacan: comparacion de a pares; ordenamiento de preferencia y escala heddnica.

Para evaluar la aceptabilidad del producto elaborado se empled el método de Escala
Heddnica valorando los atributos de color, sabor, textura y aceptabilidad general. Cada

atributo se presentd con una escala estructurada del 1 al 9. Ademas se incorporaron
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las leyendas ''me disgusta mucho"”, "me es indiferente" y "me gusta mucho"
correspondientes a los valores 1, 5y 9 de la escala citada (Figuras 5.9 y 5.10).

Un total de 60 consumidores o evaluadores participaron del andlisis de aceptabilidad
conformando un panel no entrenado. En estos ensayos se tuvieron en cuenta la edad y
el sexo de los panelistas.

Las muestras, codificadas con tres digitos y dispuestas al azar, fueron presentadas a los
evaluadores en bandejas.

Se evaluaron las caracteristicas sensoriales de las galletitas mediante dos ensayos de
aceptabilidad sensorial. El primer ensayo consistié en analizar las galletitas elaboradas
con un 25% de harina de ahipa y horneadas a 200°C, en dos tiempos: 7,5 y 10 minutos.
Debido a que ésta fue la formulacién con mejor desempefio, el objetivo de este ensayo
sensorial fue seleccionar el tiempo de coccién preferido por los consumidores o
evaluadores del panel mediante el uso de la escala heddnica. Ademas, con el fin de
estimar los mejores descriptores del producto se les solicité a los consumidores
comentar observaciones de los mismos y responder la pregunta de preferencia. En
esta sesion los panelistas recibieron dos muestras.

Los casilleros marcados por el consumidor se transformaron en puntajes para el
analisis de los resultados. A partir de los puntajes relativos obtenidos para las distintas
muestras, se pudo inferir la muestra preferida.

Ademas de la formulacidn seleccionada de la harina de ahipa, en el segundo ensayo se
incluyeron galletitas elaboradas con harina de mandioca (25%) y almidén de maiz
(100%), en la condicion de horneado seleccionada en el ensayo anterior. El objetivo
fue comparar el grado de aceptabilidad sensorial del producto desarrollado.

Los casilleros sefalados por el evaluador se convirtieron en puntajes para el analisis de
los resultados de las distintas muestras. De esta manera se pudo cuantificar la
aceptabilidad de las muestras y obtener el histograma que evidencia la distribucién de

las preferencias de los consumidores.
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ACEPTABILIDAD DE GALLETITAS POR ATRIBUTOS

NOMDBIre: oo, Edad:...ccoovveeeenenes Consumidor N2 ..............

Ud. recibira dos muestras de galletitas, utilizando la siguiente escala, por favor
evalule la aceptabilidad de cada atributo.

Comience con el producto que se ubica a su izquierda y luego con el
de su derecha.

MUESTRA N2 467
Me Me Me
disgusta es gusta
mucho indiferente mucho
O O O O O O O o O
Color
Sabor O O O O O O O o O
Textura O O O O O O O o O
Aceptabilidad general = - - - - - 0 B0
MUESTRA N2 803
Me Me Me
disgusta es gusta
mucho indiferente mucho
Color O O O O O O O o O
Sabor O O O O O O O o O
Textura O O O O O O O o O
O O O O O O O o O

Aceptabilidad general

Si tuviera que elegir una de las muestras, cudl preferiria?........cccccevvrvvvvrivreennnnns

Por favor, comente las razones de su eleCCionN.......coovivevieviiicee e e

(0] 1Y =Y V2 Lol o] 1L TR

Figura 5.9. Planilla utilizada en el primer ensayo sensorial de aceptabilidad por

atributos de las galletitas.
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ACEPTABILIDAD DE GALLETITAS POR ATRIBUTOS

NOMDBIre: oo, Edad:......... Consumidor N2 ..............

Ud. recibird tres muestras de galletitas, utilizando la siguiente escala, por
favor evalle la aceptabilidad de cada atributo.

MUESTRA N2 467
Me Me Me
disgusta es gusta
mucho indiferente mucho
Color O O O O O O O o O
Sabor O O O O O O O o O
Textura O O O O O O O o O

Aceptabilidad general

MUESTRA N2 624
Me Me Me
disgusta es gusta
mucho indiferente mucho
O O O O O O O o O
Color
Sabor O O O O O O O o O
Textura O O O O O O O o O
Aceptabilidad general = - - - - - 0B 0
MUESTRA N2 803
Me Me Me
disgusta es gusta
mucho indiferente mucho
Color O O O O O O O o O
Sabor O O O O O O O o O
Textura O O O O O O O o O
O O O O O O O o O

Aceptabilidad general

(0] XYY V2 Lol o] 1L

Figura 5.10. Planilla utilizada en el segundo ensayo sensorial de aceptabilidad por

atributos de las galletitas.
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Cuando se compara un producto con otros comerciales se puede analizar la diferencia

gue existe entre los mismos. El ensayo es de dos colas ya que de antemano no es

posible predecir el sentido de la diferencia. Para comparar los promedios se utilizo el

test de Student para ensayos dependientes ya que cada consumidor prueba en un caso

dos y en otro tres de las galletitas dulces. La férmula a utilizar para hallar el estadistico

t-Student experimental (texp) €s la ecuacion 5.3. (Meilgaard y col., 2007)

d
texp =
" Sd/\/ﬁ

Siendo:

N= nimero de evaluadores/consumidores

d= diferencia promedio

d;= diferencia evaluada por cada consumidor

Sq = desviacion estandar de la diferencia

9. Analisis estadistico

[5.3]

Se realizaron analisis multifactoriales de varianza mediante el uso del software InfoStat

version 2013. Las diferencias se determinaron mediante el test de la diferencia minima

significativa de Fisher (LSD) usando un nivel de significacién p=0,05. Como ya se

menciond, para el andlisis estadistico de los ensayos sensoriales se empled ademas el

test de Student.
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RESULTADOS Y DISCUSION
1. Elaboracién de las galletitas
Se optimizaron las condiciones de obtencién de las galletitas formuladas en base a
almidon de maiz.
Con el objetivo de lograr una masa flexible, facil de cortar y manipular, se probaron los
tiempos de amasado y reposo de la misma en la formulaciéon 0. La masa obtenida,
luego de procesar e integrar todos sus ingredientes (hasta completa homogeneizacién
de los mismos) se dejo reposar a 4°C durante 30 minutos. La masa cruda refrigerada
mostré una mejor aptitud al amasado y posterior corte.
Ademas se ensayaron los distintos reemplazos de almidén de maiz por harina obtenida
de la raiz tuberosa de ahipa, con el fin de encontrar un producto nutritivo y agradable
al consumidor.
Finalmente se probaron los diferentes tiempos y temperaturas de horneado (Tabla 5.2)
en las galletitas elaboradas con 100% almiddn de maiz (formulacién 0) para finalmente

utilizar las condiciones de coccidn citadas en la Tabla 5.3.

2. Caracterizacion de las mezclas secas
Las mezclas secas caracterizadas fueron las correspondientes a las formulaciones que

se encuentran en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4. Mezclas secas de las formulaciones ensayadas.

Mezcla seca Almiddn de maiz Harina de ahipa Harina de mandioca Harina integral

0 100% (300g) - - -

3 75% (225g) 25% (75g) . ]

5 75% (225g) - 25% (75g) -

6 75% (225g) - - 25% (758)
2.1 Color

En cuanto a los atributos de color, en la Tabla 5.5 se muestran los valores promedio de

hue (h°), Chroma (C*) y luminosidad (L*) para las cuatro mezclas secas (0, 3, 5y 6).
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Tabla 5.5. Valores luminosidad (L*), hue (h°) y Chroma (C*), de las mezclas secas.

Formulacion L* h° C*
0 96,9+0,5° 94,240,5° 5,5+0,6°
3 93,410,5° 85,7t0,6° 7,7%0,2°
5 95,5¢0,3° 90,5:0,2°  7,7%0,2°
6 94,910,6° 95,2¢0,6° 5,5%0,5°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos

acompafiados por una misma letra en la misma columna, no difieren significativamente (p>0,05).

Como era de esperar, los valores de Chroma mas altos se observaron en las mezclas
secas 3 y 5, en correspondencia con sus ingredientes (harinas de ahipa y mandioca,
respectivamente), debido a que ambas harinas presentaron los mayores valores de
este atributo (Capitulo 4) respecto de la harina de trigo integral tamizada (C* = 8,3).

La mezcla 3 que contiene harina de ahipa obtuvo el valor mas bajo de hue en
concordancia con el menor tinte basico de la harina de ahipa (h° = 85,4) respecto de la
harina de mandioca (h° = 91,3), como se describié en el Capitulo 4. Los valores mas
altos de este atributo correspondieron a las mezclas secas 0 y 6 donde el color del
almidén de maiz fue el responsable, ya que el valor de hue de la harina de trigo
integral tamizada fue de 86,2°.

El parametro L* mas elevado se correspondié con la mezcla 0 (100% almidén de maiz).
La harina de trigo integral, previamente tamizada, presentd un valor de L*(92,5)

superior al de las harinas de mandioca y ahipa (84,1 y 90,9, respectivamente).

2.2 Capacidad de retencion de solventes

La capacidad de retencién de solventes es una prueba que analiza la capacidad que
posee la harina o mezcla seca para retener una amplia gama de solventes como un
medio para evaluar multiples aspectos de la calidad de la materia prima asociados al
contenido de pentosanos, de almidén dafiado, la fuerza del gluten (si estuviera
presente), y la retencién de agua en general. Estas pruebas se usan cominmente para
establecer la calidad de la harina o mezcla seca y el perfil de funcionalidad practica
necesario para predecir su rendimiento en aplicaciones especificas, como en la
formulacidn de productos horneados. La Figura 5.11 muestra los resultados del ensayo

realizado sobre las cuatro mezclas secas evaluadas.
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mo
m3
m5

W6

Capacidad de retencion de solventes

Carbonato de Acido lactico Agua Sacarosa
sodio

Figura 5.11. Capacidad de retencidn de solventes de las mezclas secas.
Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos

acompanados por una misma letra para cada uno de los cuatro solventes ensayados, no difieren

significativamente (p>0,05).

En general, la mezcla 3 correspondiente a la preparacién con harina de ahipa exhibié la
mas alta capacidad de retencidon de los solventes ensayados, mientras que la mezcla 0
(100% almidén de maiz) presentd los valores mas bajos. Este comportamiento era de
esperar debido al aporte de proteinas de la harina de ahipa (9%) como se indicé en el
Capitulo 4.

Se considera que la capacidad de retencién del carbonato de sodio (CRCS) esta
relacionada con el contenido de almidon dafiado de la muestra (Gaines, 2000;
Duyvejonck y col., 2011; Dini y col., 2013). El valor mas bajo fue hallado en la mezcla 0
(100% almidén de maiz). Se evidenciaron diferencias significativas (p<0,05) entre las
mezclas preparadas con harina de ahipa, mandioca y de trigo integral comercial (Figura
5.11).

En general, la capacidad de retencién del acido lactico (CRAL) se asocia con la
formacién de la red de glutenina y la fuerza del gluten de una harina (Duyvejonck y
col., 2011; Dini y col., 2013). Tanto el almidon de maiz como las harinas de ahipa y
mandioca son productos libres de gluten, y la CRAL puede estar asociada a la

capacidad de la proteina para desarrollar una red, lo que constituye un indicativo de
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las aplicaciones tecnoldgicas de estos ingredientes. En este caso la mezcla 3 (harina de
ahipa) exhibid el valor mas alto de CRAL.

En general, se observa una fuerte correlacién lineal (R*>0,903) entre el contenido de
fibra dietaria total y la capacidad de retencion de agua (CRA). Una tendencia similar se
informé para la harina de trigo (Colombo y col., 2008; Duyvejonck y col., 2012;
Duyvejonck y col., 2011).

Los valores relativamente bajos de capacidad de retencion de agua (CRA) en la mezcla
seca de la formulacion 6 pueden deberse al proceso de tamizado realizado sobre la
harina de trigo integral.

Las mezclas secas 0, 3y 6 (100% almidon de maiz, 25% harina de ahipa y 25% harina de
trigo integral, respectivamente) mostraron la menor capacidad de retencién de
sacarosa (CRSA), asociada al contenido de pentosanos solubles en agua, cuantificado
como fibra soluble, lo que sugiere que estas preparaciones contendrian una mayor
proporciéon de fibra insoluble respecto de la mezcla con harina de mandioca, con los

beneficios para la salud que esto conlleva.

3. Caracterizacion de las masas

3.1 Perfil de textura

El comportamiento de una masa sometida a una deformacién depende principalmente
de su composicion. El estudio sobre la textura de la masa permite el control de calidad
del producto final (Rodriguez-Sandoval y col., 2005).

En la cadena de produccién, industrializacion, distribucidn y preparacién culinaria, las
manipulaciones modifican la estructura de los productos antes de llegar a la boca del
consumidor, condicionando la textura, viscosidad y consistencia de las preparaciones
(Bjorck y col., 1994, Gustafsson y col., 1995).

En el presente trabajo de Tesis, se analizé el perfil de textura (curva de fuerza en
funcién del tiempo) de las masas crudas de todas las formulaciones ensayadas. En la
Figura 5.12 se pueden observar sdélo cuatro perfiles correspondientes a las

formulaciones 0, 3, 5y 6 (Tabla 5.1).
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Fuerza (M)

Fuerza (M)

35,00

20,00

25,00

20,00

15,00

10,00

2,00

Maza con 100% almidén de maiz

40,00

35,00

20,00

25,00

20,00

15,00

10,00

3,00

0.0 200 300
Tiempo (5]

Masa con 25% harina de ahipa

0 10,0 15,0 20‘.0

Tiempo (s)
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Fuerza (M)

Fuerza (M)

20,00

70,00

B0,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

Masza con 25% harina de mandioca

14,00

12,00

10,00

8,00

6,00

4,00

2100

0,00

T T T
a0 v 10,0 130

T T
20,0 230

Tiempo (5]

AMasa con 25% harina de trigo integral

5.0 0,0 130 20,0 230

Tiempo (5]

Figura 5.12. Perfil de textura de masa cruda elaborada con a) 100% almidén de maiz,

b) 25% harina de ahipa, c) 25% harina de mandioca y d) 25% harina de trigo integral.
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En la Tabla 5.6 se muestran los parametros calculados del analisis de perfil de textura

para las masas de las formulaciones ensayadas.

Tabla 5.6. Parametros del analisis de perfil de textura de las masas.

Masa Dureza Elasticidad Cohesividad Gomosidad Adhesividad Masticabilidad Consistencia
(N) (N) (N mm) (N) (N mm)
0 31,9¢41,9° 1,00:0,01° 0,23+0,02° 7,3t0,7°  4,1#0,6° 7,310,6° 64,6+4,3"
1 29,741,8° 1,00+0,00° 0,19+0,03  57+0,9°  3,6+0,9°° 5,7+0,8° 59,247,6"
2 13,9+2,0° 1,00#0,01° 0,29+0,03  4,1+0,5°  3,3#0,9*° 4,140,5" 25,5+4,6°
3 38,5+1,3° 1,00:0,01° 0,24+0,01° 9,2+0,3"  4,1+1,3*° 1,4+0,1° 76,1+9,0°
4 80,4+0,5° 1,00+0,00° 0,22#0,02>° 17,9+1,3"  2,6+0,8" 17,9+1,3 164,245,6°
5  68,2+4,3" 1,00:0,00° 0,22+0,01%° 14,9+12° 0,23+0,01°  14,9+1,2°  140,6+14,3°
6 13,8+1,1° 1,00+0,01° 0,31#0,03° 4,2+0,3  2,8+0,4° 4,2+0,3° 28,1+2,2°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos

acompafados por una misma letra en la misma columna, no difieren significativamente (p>0,05).

La mayor dureza fue registrada para la masa de la formulacién 4 (35% harina de ahipa)
respecto del control y demds formulaciones. Las masas correspondientes a las
formulaciones 2 y 6 (con 18% harina de ahipa y 25% harina de trigo integral,
respectivamente) mostraron la menor dureza. Si bien la formulacion 6 incluye harina
integral a base de trigo y contiene gluten, probablemente el contenido de este
ingrediente y las condiciones de amasado no hayan sido suficientes para la formacidn
de la red proteica. Asimismo, la consistencia varié en el mismo sentido que la dureza.
Las masas mds adhesivas fueron las correspondientes a las formulaciones 0 (100%
almiddén de maiz) y 3 (con 25% harina de ahipa).

La cohesividad es un parametro relacionado con las fuerzas que vinculan entre si los
componentes de la matriz, por lo tanto valores bajos de este parametro se asocian a
una menor integracion de los componentes en la masa (Roopa y Bhattacharya, 2008).
La masa con 12,5% harina de ahipa (formulacién 1) presenté el menor valor de
cohesividad indicando baja integracion de los componentes en la misma. La masa de
formulacién 3 (con 25% harina de ahipa) no mostré diferencias significativas con el
control (p>0,05).

Las masas 2 (con 18% harina de ahipa) y 6 (con 25% harina de trigo integral) resultaron

las mas blandas y cohesivas de todas las formulaciones.
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Las masas 4 (con 35% harina de ahipa) y 5 (25% harina de mandioca) de mayor
consistencia presentaron menor cohesividad, por lo tanto son masas mas
estructuradas debido a la interaccién de sus componentes. El primer parametro podria
estar relacionado con el alto contenido de almidén de diferente origen botdnico
presente en la masa de ahipa y mandioca, respectivamente.

La gomosidad de la masa con 35% harina de ahipa (formulacién 4) podria relacionarse

con su mayor dureza (80,4 N) y masticabilidad (17,9 N).

3.2 Color de las masas crudas
Los parametros L*, hue (h°) y Chroma (C*) de las masas se presentan en la Tabla 5.7,
para cada formulacidn. Los valores mas altos de estos atributos de color se hallaron en

la formulacién que contiene 100% de almiddn de maiz.

Tabla 5.7. Valores de L*, hue (h°) y Chroma (C*) de las masas crudas.

Masa L* h° C*
0 88,7t1,3"  98,4+0,3°  31,4+1,0°
1 80,7+2,0° 90,2+0,5°  24,1+1,6°
2 80,4+0,9°  89,2+0,4° 24,7+1,3%°
3 77,5+0,7°  87,7+0,3°  25,4+1,0°
4 74,1+1,2°  87,4+0,4°  29,6+1,8°
5 73,6£2,1°  84,7+0,5°  28,6%1,1°
6 72,6£2,2°  89,7+2,7°%  23,4+1,9°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos

acompafiados por una misma letra en la misma columna, no difieren significativamente (p>0,05).

Las masas cuyas formulaciones poseen harina de ahipa, mandioca y trigo integral
presentaron el valor de L* mas bajo respecto del control (formulacién 0).

Segun la Tabla 5.5 los pardmetros L* y hue disminuyeron con el aumento de la
proporcién de harina de ahipa incorporada en las preparaciones correspondientes a las
formulaciones 1, 2, 3y 4 (12,5%, 18%, 25% y 35% respectivamente). En cuanto a los
valores de Chroma, la tendencia observada se invirtio.

La formulaciéon que contiene 25% de harina de mandioca (formulacién 5) presentd el

valor mas bajo de hue (84,7°).
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La masa de la formulacién 6, con 25% de harina de trigo integral comercial, mostroé el
valor de Chroma mas bajo (23,4), es decir un color superficial menos saturado. En
cambio la masa preparada con 100% almidén de maiz (formulacién 0) exhibié el color

mas saturado (Chroma=31,4), como era de esperar.

3.3 Actividad acuosa y contenido de humedad de las masas crudas
La actividad de agua, como se menciond antes, se define como "agua libre", "agua sin
consolidar", o "agua disponible" en un sistema y este pardmetro mide la disponibilidad
de agua para los cambios asociados al deterioro y al crecimiento microbiano.
En la Tabla 5.8 se presenta la actividad acuosa de las masas crudas ensayadas. Los
menores valores se registraron para la masa que contiene 25% de harina de ahipa
(formulacion 3). Mientras que las masas cuyo principal ingrediente fue el almidén de
maiz (formulaciones 0, 1 y 2) o que contienen harina de mandioca (formulacién 5)
presentaron los valores mas altos de a,,. Cabe recordar que la harina de ahipa presenté
un 53% de almiddn total, mientras que la harina de mandioca un 77% (Capitulo 4), por
lo tanto, en las formulaciones 0, 1, 2 y 5 con un mayor contenido total de almiddn, éste
se encontraria interaccionando con el agua aumentando su disponibilidad y en
consecuencia el a,. También existiria una correlacién inversa con el contenido de
proteinas de las harinas, ya que en promedio, segun el Capitulo 4, este valor para la
harina de ahipa (9% de proteina bruta) es mayor al de la harina de mandioca (4% de
proteina bruta). La naturaleza hidrofébica de los aminodcidos esenciales isoleucina y
metionina presentes en la harina de ahipa podrian estar asociados con este resultado.
Tabla 5.8. Actividad acuosa y contenido de humedad de las masas crudas.
Masa ay % Humedad

0  0,855+0,001° 21,4+1,3°

1 0,837+0,000° 17,4%0,2°

2 0,846+0,003° 20,2+0,2°

3 0,774#0,003° 18,610,2°
4 0,807+0,005° 19,1+0,3°
5
6

0,842+0,001° 18,7+0,1°
0,814+0,038"° 15,0%0,1°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos

acompafados por una misma letra en la misma columna, no difieren significativamente (p>0,05).
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La masa preparada con 100% almidén de maiz exhibid los valores mas altos de a,, y
contenido de humedad (Tabla 5.8).

En la Tabla 5.8 se observa que en general, el contenido de humedad de las masas con
harina de ahipa aumentd con el porcentaje incorporado en las formulaciones
respectivas (formulaciones 1, 2, 3 y 4). En cambio, a grandes rasgos, el a,, registré una
tendencia contraria.

Los valores de actividad acuosa de todas masas estudiadas, resultaron superiores a los
informados por Mundt y Wedzicha (2007) en masas de galletitas elaboradas con harina

comercial de trigo (ay, menores a 0,40).

4. Composicion quimica de las galletitas

Se analizé la composicidon quimica de las galletitas elaboradas con 25% de harina de
ahipa en base a los ensayos anteriores (formulacion 3) y las galletitas elaboradas con
100% almiddén de maiz, 25% harina de mandioca y 25% harina de trigo integral
comercial (formulaciones 0, 5 y 6, respectivamente) con fines comparativos. En todos
los casos las condiciones de horneado ensayadas (tiempo de coccién y temperatura
del horno) no fueron factores de influencia en los resultados. En la Tabla 5.9 se
encuentra la composicion quimica porcentual de las galletitas mencionadas

(formulaciones 0, 3, 5y 6, ver Tabla 5.1).

Tabla 5.9. Composicién quimica de las galletitas seleccionadas por cada 100 g de

producto.
Galletita % Materia % Cenizas % Proteina % Lipidos % EDT % Carbohidratos
(formulacion) seca totales cruda totales totales
0 87,44+0,07°  0,67+0,04° 1,3+0,1° 17,2#1,0°  1,9%0,8° 81+2°
3 87,28+0,08° 0,84+0,02°  2,6+0,1° 17,240,5°  5,0+1,4° 79,3+0,8°
5 87,99+0,03° 0,77t0,01°  1,5740,01°  18,2#0,5°  3,240,1° 79,5+0,7°
6 87,66£0,00° 0,68+0,02°  2,77+0,01° 18,340,2° sd 78,3+0,3°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos
acompafados por una misma letra en la misma columna, no difieren significativamente (p>0,05). Sd: sin

determinar debido a valores anémalos.

El contenido de materia seca de la galletita elaborada con harina de ahipa (formulacion

3) presenté el valor mas bajo (87,28+0,08%), mientras que aquélla conteniendo harina

311



Capitulo 5. Aplicaciones tecnoldgicas: productos horneados elaborados con harina de Pachyrhizus ahipa

de mandioca (formulacién 5) exhibié el mayor tenor de materia seca (87,99+0,03%).
Estos resultados se corresponden con el contenido de materia seca de las respectivas
harinas (Capitulo 4).

Las galletitas elaboradas con 100% de almidén de maiz (formulacién 0) y harina de
trigo integral (formulacion 6) presentaron los menores porcentajes de cenizas totales.
En cambio las galletitas conteniendo harina de ahipa y mandioca, mostraron valores
superiores en correspondencia con sus ingredientes ya que el contenido de esta
fraccion en la harina de trigo integral (1,65%; Salinas, 2013) es inferior al de las harinas
de ahipa (2,51%) y de mandioca (3,45%) (Capitulo 4).

En cuanto al contenido de proteinas, las galletitas con harina de ahipa (2,6+0,1%) y
harina de trigo integral (2,8+0,0%), como era de esperar, presentaron los valores mas
altos. En promedio, la harina de trigo tiene 10-12% (De la Vega, 2009), la harina de
trigo integral comercial un 11%, la harina de ahipa un 9% y la harina de mandioca un
4% de proteinas (Capitulo 4).

El porcentaje de lipidos totales no mostré diferencias significativas entre las muestras
(p>0,05) dado que el ingrediente que aporta mayoritariamente este componente es la
manteca (100 g por formulacidn). Asimismo, en la Tabla 5.9 se observa que el valor
mas alto observado para las galletitas elaboradas con harina de mandioca se
corresponderia con el mayor contenido lipidico de este ingrediente (0,50%), como se
informd en el Capitulo 4, aunque las diferencias no son estadisticamente significativas.
Estos valores son inferiores a los hallados por Rodrigues Ferreira y col. (2009) en
galletitas de chocolate elaboradas a partir de harina de sorgo y Granato y Ellendersen
(2009) para galletitas libres de gluten formuladas con harina de mani.

El mayor contenido de fibra dietaria total (FDT) fue hallado en la galletita con harina de
ahipa (formulacion 3). La FDT de la harina de trigo, determinada con el mismo método
que el utilizado en el presente trabajo de Tesis, fue de 2,9-3,1% (Salinas, 2013),
mientras que el de la harina de ahipa es cuatro veces superior (12,5%). Por su parte la
harina de mandioca presenta un 1% de FDT y la harina de trigo integral un contenido
que varia entre 9-12%.

El contenido de FDT de la galletita elaborada con harina de ahipa (formulacién 3) fue

superior al valor informado por de Oliveira y col. (2009) para galletitas formuladas a
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partir de plantas medicinales (Guarana - Paullinea cupana y Catuaba — Anemopaegma
mirandum) libres de gluten, suplementadas con cobre, hierro y zinc.
El contenido de hidratos de carbono fue calculado por diferencia como se explicd en la

seccidon 6.5. No hubo diferencias significativas entre las distintas galletitas.

5. Caracterizacion fisicoquimica del producto horneado

5.1 Actividad acuosa y contenido de humedad

En los alimentos el agua se puede encontrar libre, ligada o interaccionando con los
macrocomponentes de los mismos. Cuanto mayor sea la disponibilidad del agua, la
cantidad de agua libre se incrementara y en consecuencia menor sera la interaccion de
ésta con los componentes del sistema. Este valor es muy importante ya que en el
desarrollo de un producto, es un analisis de control de calidad que se puede utilizar
para la determinacion de la vida util del mismo (Pham, 2001). La actividad de agua
también es considerada un buen indicador del proceso de coccién, por lo que muchas
industrias de galletitas lo utilizan como un pardmetro de calidad (Cheftel y Cheftel,
1977).

La actividad acuosa (ay) y el contenido de humedad de las galletitas horneadas en las
condiciones ensayadas se pueden observar en las Figuras 5.13 y 5.14 respectivamente.
Para mayor claridad de los resultados obtenidos, en la Figura 5.13.a y 5.14.a se
encuentran los valores de estos parametros medidos en todas las formulaciones
ensayadas (0 a 6); en las Figuras 5.13.b y 5.14.b, aquellos correspondientes a las
formulaciones 0, 3, 5 y 6; mientras que los correspondientes a las galletitas elaboradas
con distintas proporciones de harina de ahipa (formulaciones 1, 2, 3 y 4) se muestran
en las Figuras 5.13.cy 5.14.c.

Como puede observarse en la Figura 5.13.3a, la condicién de horneado correspondiente
a 200°C 10 minutos presentd los valores mas bajos de a,, en todas las galletitas
preparadas excepto aquellas elaboradas con harina de trigo integral comercial
(formulacion 6). Asimismo la menor a,, (0,304+0,006) se encontrd en las galletitas
elaboradas con la formulacién 4 (35% harina de ahipa) y horneada a 200°C durante 10
minutos. En cambio la mayor actividad acuosa se observé en las galletitas preparadas
con las formulaciones 0 (100% almiddn de maiz) y 2 (18% harina de ahipa) a 200°C 7,5

minutos y 180°C 10 minutos, respectivamente. Estos resultados sugieren que en estas
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ultimas condiciones, el agua se encontraria mas disponible en el sistema. Ademas del
analisis surge que las condiciones de horneado afectaron significativamente (p<0,05) el

ay de las muestras.

m1802C 10min  ®200°C 10min = 2002C 7,5min

Actividad acuosa

Figura 5.13.a. Actividad acuosa de las galletitas horneadas en las tres condiciones de

tiempo y temperatura ensayadas.

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos

acompafiados por una misma letra, no difieren significativamente (p>0,05).

Analizando los valores de a,, de las galletitas elaboradas con las formulaciones 0, 3,5y
6 (Figura 5.13.b), aquéllas preparadas con harina de ahipa (formulacion 3) presentaron
los valores mas bajos en las tres condiciones de horneado, por lo tanto la harina

estaria interactuando favorablemente con el agua disponible del producto.
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B 1802C10min W 2002C10min = 200°C 7,5min

0,6

0,5 A

0,3 A

Actividad acuosa

0,2 A

0,0 -

Figura 5.13.b. Actividad acuosa de las galletitas elaboradas con las formulaciones 0, 3,

5y 6, horneadas en las tres condiciones de tiempo y temperatura ensayadas.

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos

acompanfados por una misma letra, no difieren significativamente (p>0,05).

En general, la actividad acuosa de las galletitas conteniendo harina de ahipa
(formulaciones 1, 2, 3 y 4) disminuyé a medida que aumentd la cantidad de este

ingrediente en la elaboracién del producto dulce (Figura 5.14.c).

m 1802C 10min  ®200°2C 10min ™ 2002C7,5min [~~~ 77

0,7 -

0,4 -

Actividad acuosa

0,1 A

0,0 -

Figura 5.13.c. Actividad acuosa de las galletitas elaboradas con las formulaciones 1, 2,

3, y 4, horneadas en las tres condiciones de tiempo y temperatura ensayadas.

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos

acompafiados por una misma letra, no difieren significativamente (p>0,05).
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Los valores de humedad estan asociados con la absorciéon de agua o capacidad de
retencion de la misma. El contenido de humedad de las galletitas horneadas, varié con
el tiempo y la temperatura de coccion. La condicién de horneado correspondiente a
200°C 10 minutos presento los valores mas bajos de humedad en todas las galletitas
preparadas, excepto aquella elaborada con harina de trigo integral comercial
(formulacion 6). En cambio las galletitas horneadas en las otras condiciones de tiempo
y temperatura ensayadas (180°C 10 minutos y 200°C 7,5 minutos) mostraron el mayor
contenido de humedad. Este mismo comportamiento también fue observado para la
actividad acuosa.

La actividad acuosa y el contenido de humedad brindan informacidon complementaria
acerca de un sistema. En general el comportamiento de estos pardmetros medidos en
los productos de las formulaciones 0, 4 y 5 (100% almidén de maiz, 35% harina de
ahipa y 25% harina de mandioca, respectivamente) fueron coincidentes. Estas
formulaciones presentaron los mayores contenidos de almidéon de diferente fuente
botanica (maiz, ahipa y mandioca, respectivamente) lo que sugiere una mayor
interaccion de este polisacdrido con el agua y su mayor capacidad de retencion en las

mezclas secas (Figura 5.11).

= 180°C 10min  ®200°C 10min = 200°C 7,5min ]
16,00 -
B k
£ 14,00 -
£ j
S 12,00 - h,i ; [
: TR '
Q 7
21000 | g d ¢ de cd gh
= b b T b b - cd
2 38,00 - c
W d 4
(w] r
L]
4,00 -
0 1 2 3 4 5 6

Figura 5.14.a. Contenido de humedad (%) de las galletitas horneadas en las tres

condiciones de tiempo y temperatura ensayadas.

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos

acompanfados por una misma letra, no difieren significativamente (p>0,05).
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En la Figura 5.14.b se observa el menor contenido de humedad de los productos de las
formulaciones 3 y 5 (25% harina de ahipa y de harina de mandioca, respectivamente)
respecto del control (formulacién 0), sin diferir significativamente entre ellos (p>0,05).

Las galletitas elaboradas con la formulacion 6 (25% harina de trigo integral comercial),
en comparacion con las formulaciones 0, 3 y 5 (100% almidén de maiz, 25% harina de
ahipa y mandioca, respectivamente) no mostraron la tendencia esperada, es decir,

valores mas altos asociados al contenido de proteina y fibra.

B 180°C 10min W 200°C 10min ™ 200°C 7,5min

12,0 A

10,0

Contenido de humedad
N
k=)

0,0 -

Figura 5.14.b. Contenido de humedad (%) de las galletitas elaboradas con las
formulaciones 0, 3, 5y 6, horneadas en las tres condiciones de tiempo y temperatura

ensayadas.
Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos

acompanfados por una misma letra, no difieren significativamente (p>0,05).

Segun la Figura 5.14.c, de las galletitas preparadas con harina de ahipa, aquélla cuya
formulacidon contiene un 25% de la misma (formulacién 3), presentdé el menor
contenido de humedad, en sus tres condiciones de horneado. La galletita preparada

con la formulacién 2 (18% harina de ahipa) exhibid los valores mas altos de humedad.
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B 180°C10min  ®200°C 10min  ®2002C7,5min :
16,0 :_ -
14,0 -
12,0
10,0
8,0

6,0

Contenido de humedad

4,0 +

0,0 -

Figura 5.14.c. Contenido de humedad (%) de las galletitas elaboradas con las
formulaciones 1, 2, 3y 4, horneadas en las tres condiciones de tiempo y temperatura

ensayadas.
Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos

acompafiados por una misma letra, no difieren significativamente (p>0,05).

La actividad acuosa de las galletitas no tiene un valor establecido debido a la relacién
existente entre los diferentes ingredientes de la misma. Ameur y col. (2007)
informaron valores de a,, desde 0,34+0,02 hasta 0,45+0,03 en galletitas elaboradas con
harina de trigo. Datos similares se obtuvieron en el trabajo de Granato y Ellendersen
(2009). Esto demuestra que, en general, las galletitas preparadas con harina de ahipa
pueden considerarse microbiolégicamente seguras ya que por debajo de a,=0,40 no

hay agua libre disponible para el crecimiento microbiano, segin Pham (2001).

5.2 Color superficial de las galletitas

Se realizd una comparacion fotografica de los productos horneados para evaluar el
aspecto y complementar las mediciones de color superficial de las galletitas. En la
Figura 5.15 se pueden observar las galletitas preparadas con las diferentes
formulaciones ensayadas (12,5%, 18%, 25% y 35% harina de ahipa, 25% harina de
mandioca, 25% harina de trigo integral y 100% almidén de maiz) y horneadas en las

tres condiciones (180°C-10 min, 200°C-10 min y 200°C-7,5 min).
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Galletitas elaboradas con 12,5% de harina de ahipa

180°C 10 min

200°C 10 min e

200eC 7,5min

Galletitas elaboradas con 18% de harina de ahipa

1802C 10 min 3 }

2002C 10 min |

2002C 7,5 min ¥ )
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Galletitas elaboradas con 25% de harina de ahipa

180°C 10 min

2002C 10 min

200°C 7,5 min

Galletitas elaboradas con 35% de harina de ahipa

1802C 10 min

2002C 10 min

2002C 7.5 min
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Galletitas elaboradas con 25% de harina integral

2002C 10 min

1802C 10 min

2002C 7,5 min

Galletitas elaboradas con 25% de harina de mandioca

1802C 10 min

2002C 7,5 min

2002C 10 min
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Galletitas elaboradas con 100% de almidon de maiz

180°C 10 min

2002C 10 min \

2002C 7.5 min ( \

Figura 5.15. Fotografias de las galletitas elaboradas y horneadas en las condiciones

o

ensayadas.

A partir de los parametros L*, a* y b* medidos en las galletitas, se calcularon las
diferencias de color (AE) con el fin de observar los cambios respecto de la masa cruda
(para cada formulacién) y de la galletita elaborada con 100% de almidén de maiz
(formulacion 0). En las Tablas 5.10 y 5.11 se muestran las diferencias de color

calculadas para las formulaciones ensayadas, en las tres condiciones de horneado.
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Tabla 5.10. Diferencias de color (AE) respecto de la masa cruda para cada galletita

(formulacion) horneada en las diferentes condiciones.

Formulacion 180°C 10min 200°C 10min  200°C 7,5min

0 16,0+¢3,3"  21,7+4,8 14,4+2,8"¢
1 4,6%0,9° 11,5+1,4%° 4,5+0,8°

2 4,1:0,7°  13,01,6°" 4,9+0,7%"
3 5,0£0,4°  8,8+14° 4,8+0,7°

4 6,1:0,4°  12,340,9*° 5,3+0,8"
5 11,0£1,4°  8,8+1,0° 11,8+1,0%°
6 15,9+0,9"  12,4+0,5° 15,8+0,9%"

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos

acompaifiados por una misma letra, no difieren significativamente (p>0,05).

Como puede observarse en la Tabla 5.10, la mayor diferencia de color entre la masa
cruda y el producto horneado corresponde a la galletita elaborada con 100% almidén
de maiz (formulacién 0). Esto se debe a que la masa cruda de referencia presentd los
pardmetros de color mas altos (Tabla 5.7).

En general, a medida que aumenta el porcentaje de harina de ahipa en la formulacién
(recetas 1, 2, 3 y 4) en las tres condiciones de horneado, las diferencias de color
tienden a incrementarse, como era de esperar. Esto es una consecuencia de la
reaccion de Maillard o pardeamiento no enzimatico, entre azlcares reductores
(principalmente D-glucosa) y un grupo amino primario (aminoacido libre o un grupo
amino lateral de una molécula proteica). Por lo tanto los resultados se deben al
contenido de azlcares y proteinas presentes en la harina de ahipa (Capitulo 4).
Ademas, Fennema (2008) ha sefialado que asociado a las reacciones de Maillard hay
pérdidas de lisina y arginina, aminoacidos esenciales presentes en la harina de ahipa,
tal como se menciond en el Capitulo 4. La descomposicién de los mencionados
aminodcidos esenciales conlleva a una pérdida de la calidad nutricional del alimento.
La galletita elaborada con 25% de harina de ahipa (formulacién 3) mostré
relativamente bajas diferencias de color, en sus tres condiciones de horneado.

El pardeamiento no enzimatico surge de los tratamientos térmicos o del

almacenamiento prolongado de alimentos que contienen azucares reductores.
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Analizando estadisticamente los valores de AE de los productos horneados en funcion
de las condiciones de coccion, las combinaciones de 180°C-10 minutos y 200°C-7,5
minutos no presentaron diferencias significativas (p>0,05), observandose los valores
mas bajos respecto de la condicién 200°C- 10 minutos.

La Tabla 5.11 muestra las diferencias de color halladas respecto de la galletita

elaborada con 100% de almidon de maiz (formulacion 0).

Tabla 5.11. Diferencias de color (AE) respecto de la galletita elaborada con 100%

almidon de maiz (formulacidon 0) en las diferentes condiciones de horneado.

Formulacion 180°C 10min 200°C 10min  200°C 7,5min

0 0,00£0,00  0,00+0,00 0,00£0,00
1 13,1+0,6%°  21,8+1,6" 14,8+0,9"
2 13,4+0,6° 23,9+1,7' 13,1+0,5%°
3 13,410,7°  21,9+1,6" 14,8+0,9°
4 17,8+1,08 27,4411 15,4+1,1"
5 12,4+1,4>°  12,9+0,5%°  12,0+0,8%°
6 10,2+0,7° 9,7+0,3° 11,2+0,8"

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos

acompaifiados por una misma letra, no difieren significativamente (p>0,05).

La galletita elaborada con 25% harina de trigo integral (formulacidn 6) presentd los
menores valores de AE respecto de la galletita control (formulacién 0), ya que dicho
ingrediente previamente fue tamizado.

En general, con el incremento de la proporcion de harina de ahipa (formulaciones 1, 2,
3y 4), en los tiempos y temperaturas de coccidon ensayados, las diferencias de color
aumentaron y se atribuyeron al desarrollo de la reaccién de Maillard. La galletita
elaborada con 35% harina de ahipa (formulacién 4) mostré el mayor valor de AE
respecto de todos los productos horneados.

Nuevamente, el andlisis estadistico en funcién de las condiciones de horneado, indicé
gue las combinaciones 180°C-10 minutos y 200°C-7,5 minutos no presentaron
diferencias significativas (p>0,05) siendo los valores obtenidos mds bajos que los

correspondientes a la condicidn restante (200°C-10 minutos).
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Las galletitas elaboradas a partir de las mezclas secas ensayadas (0, 3, 5 y 6),
presentaron un color mas intenso y valores de luminosidad superiores a los
encontrados en las preparaciones (mezclas secas). Este resultado concuerda con lo

informado por von Atzingen y col. (2005).

El indice de pardeamiento (IP) es un pardmetro relacionado con la coloracién marrén
del producto, tal como se describid en la seccién 7.3. Este color es consecuencia de la
reaccidon de pardeamiento no enzimatico o reaccién de Maillard. En la Tabla 5.12 se
presentan los diferentes indices de pardeamiento (IP) de los productos horneados
estudiados, observandose que en general a medida que aumenta el porcentaje de
sustitucion de almidén de maiz por harina de ahipa (formulaciones 1, 2, 3 y 4) los
valores del IP son mayores respecto del control (formulacién 0) para todas las
condiciones de horneado. Esto puede relacionarse, como ya se menciond, con el
incremento en el contenido de azlcares y proteinas presentes en la harina de ahipa

(Capitulo 4).

Tabla 5.12. indice de pardeamiento de la superficie de las galletitas estudiadas.

Formulacion 180°C 10min 200°C 10min  200°C 7,5min
0 27,042,4° 30,4+3,1° 21,1+1,5°
30,6£2,0°  46,6+2,3" 36,7+1,8"
33,0+2,3° 46,6415 31,242,1°
36,9+0,9"  483+23" 36,242,2"
44 3+1,28 52,8422 44,1+1,78
32,3+1,5%¢  36,5+1,6 30,7+0,7°
26,1+1,4° 36,3+2,0' 24,3+1,3°

AN |W|IN ([

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos

acompafiados por una misma letra, no difieren significativamente (p>0,05).

Como era de esperar los IP mas altos corresponden a la condicién de horneado de
mayor exposicion a la temperatura mdas alta (200°C 10 minutos), en la que pueden

producirse incluso reacciones de caramelizacién.
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5.3 Textura del producto horneado

En las galletitas, los snacks y los productos rebozados, la crocancia, fragilidad, y textura
estan relacionados en general con el contenido acuoso y condicionan la aceptabilidad
por parte de los consumidores (Abbas y col., 2010). Con respecto a la dureza o firmeza
de las galletitas, Hoseney y Rogers (1994) y McWatters y col. (2003) informaron que la
misma se debe a la interaccion de las proteinas y el almidén, por enlaces de hidrégeno,
durante el desarrollo y horneado de la masa que contiene estos componentes.

La elaboracidn de los productos sin gluten, como panes y pastas, es dificil porque el
gluten contribuye a la retencién de gas y el desarrollo de una red de proteina fuerte
gue produce panes de buena calidad y evita la disolucion de la pasta durante la
coccidn (Gallagher y col., 2004). La textura de las galletitas sin gluten es principalmente
atribuible a la gelatinizacion del almiddn y fusion del azucar, ingredientes presentes en
la formulaciéon (Gallagher, 2002).

Se analizaron los perfiles de textura (fuerza en funcién del tiempo) de las galletitas
elaboradas con las seis formulaciones y horneadas en las tres condiciones ensayadas,
utilizando la sonda Volodkevich Bite Jaws. Tal como se menciond anteriormente, los
parametros registrados fueron la fuerza méxima (N), que se relaciona con la firmeza de
la muestra y el area bajo la curva (N mm), que se asocia con la energia requerida para
cortar la misma.

A modo de ejemplo, en la Figura 5.16 se muestran las curvas obtenidas para las
galletitas elaboradas con 25% harina de ahipa (formulacién 3) y horneadas en las

condiciones estudiadas.
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Figura 5.16. Perfil de textura de las galletitas elaboradas con 25% harina de ahipa

(formulacidn 3) y horneadas en las diferentes condiciones.

En la Tabla 5.13 se presentan los parametros de texturales obtenidos, observandose
gue en general a medida que aumenta el porcentaje de sustitucion de almidén de maiz
por harina de ahipa (formulaciones 1, 2, 3 y 4) los valores del area bajo la curva son
mayores respecto del control (formulacién 0) en todas las condiciones de horneado.

Todas las formulaciones, presentaron los valores mas altos de fuerza maxima en la
condicidon de horneado 200°C-10 minutos, lo que estaria indicando una muestra de
mayor firmeza respecto de las demas condiciones y una sobre-coccidn del producto.

Estos resultados concuerdan con el menor contenido de humedad de las muestras
(Figura 5.14.c) y podria relacionarse con la contraccién de volumen observado (Tabla

5.14).
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En la Tabla 5.13 se puede apreciar que los parametros de textura analizados de las
galletitas elaboradas con las formulaciones 3y 5 (25% harina de ahipa y de mandioca,
respectivamente), en las condiciones de horneado 180°C-10 minutos y 200°C-7,5
minutos, son similares. Ademas, los valores de a,, de estas galletitas son comparables
(Figura 5.13.b).

La galletita preparada con 35% de harina de ahipa (formulacién 4) exhibid los valores
mas altos de fuerza maxima y area bajo la curva en sus tres condiciones de horneado.
Al respecto, la muestra de mayor firmeza correspondié a la horneada a 200°C-10
minutos (fuerza mdaxima de 22,2+1,3 N), posiblemente asociada con su menor
actividad acuosa y contenido de humedad (ver Figuras 5.13.a, 5.13.c, 5.14.a y 5.14.c).
Asi, la disminucidn en el contenido de humedad podria ser la responsable de la mayor
firmeza de la muestra.

Estos resultados concuerdan con una textura “mads aspera” al paladar, evaluada

informalmente.

Tabla 5.13. Fuerza maxima (N) y area (N mm) de las galletitas estudiadas horneadas en
las tres condiciones.

180°C 10min 200°C 10min 200°C 7,5min
F max Area F max Area F max Area

0 6,8t0,5° 156+1,1° 7,0£1,4° 7,5+2,8 = 3,5¢0,77  88+1,3°
1 4,7¢0,5°° 189+1,2° 21,9+1,6' 31,0+2,7" 14,8+0,9*° 15,7+0,9°
2 3,6+0,4>° 154+15° 12,3+1,6" 42,7¢#3,7 3,9+0,5*° 14,4+16°
3 9,4+1,8"8 30,6+2,5%" 11,6+1,6" 19,9+1,8° 7,1#0,6%° 28 3+2,9"8
4
5
6

Formulacién

21,4+1,8 54,2429 222+13 40,0836 150+1,0 587+2,6
8,3+0,8%" 30,6+2,95" 87+1,4"¢ 257+35%" 72+06% 27,1+2,3
8,7+0,8"¢ 23,8+3,1%¢ 9,942,086 23,7+2,3%¢ 55+0,9° 22,8+31°

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos

acompanfados por una misma letra, no difieren significativamente (p>0,05).

5.4 Volumen de las galletitas

El volumen de las galletitas horneadas en las condiciones ensayadas, se muestra en la
Tabla 5.14 siendo, en general, los valores mas altos los correspondientes al producto
elaborado con 100% de almidén de maiz (formulacién 0). Este comportamiento puede

deberse a una masa mas blanda y cohesiva como se describié previamente (Tabla 5.4)
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lo que le permitié que la misma se expanda mas durante el horneado, por ser mas
blanda, y que, al ser cohesiva, retenga mas el CO, generado por el leudante durante la

coccion.

Tabla 5.14. Volumen de las galletitas horneadas en las diferentes condiciones (cm?).

Formulacion 180°C 10min200°C 10min200°C 7,5min
0 11,622,2 9,8+0,8"  13,8+1,5

9,0£0,75™ 8 4+0,5"" 8 0+1,2%"¢
9,8+#1,1™ 9,8+13"  10,0+0,7"
6,2+0,8>“%  4,4+05°  7,6+0,9°

7,0£1,09%%" 6,8+0,8%° 9,6+1,8"
7,6£0,9%%" 52415 50+1,2°°
50+1,6° 6,8+0,8°%¢ 5,6+1,1%"°

AN IW[IN|F

Nota: Los valores informados corresponden a las medias * las desviaciones estandar. Datos

acompanados por una misma letra, no difieren significativamente (p>0,05).

La columna de la Tabla 5.14 correspondiente a la condicion de horneado 200°C-10
minutos muestra valores de volumen relativamente bajos, indicando una excesiva
coccién y en consecuencia una contracciéon de volumen de los productos estudiados.
Asimismo el volumen de la galletita elaborada con 25% harina de ahipa (formulacién 3)
horneada en la condicidn citada fue el mas bajo. Este resultado podria estar asociado a
una baja interaccién con el leudante, aunque los atributos texturales evaluados en la

masa cruda correspondiente no se relacionaron con este comportamiento.

6. Evaluacidn sensorial del producto

De los ensayos anteriores, y con el fin de obtener un producto nutricionalmente
balanceado se selecciond la formulacion con 25% de harina de ahipa. La formulacion 4
con 35% de harina de ahipa se descartd debido a los resultados obtenidos respecto al
color superficial (mayor indice de pardeamiento, Tabla 5.12) y de textura (mayores
valores de los parametros texturales, Tabla 5.13). Ademas, de los productos
preparados con harina de ahipa, aquéllos obtenidos a partir de la formulacion 3

presentaron el menor contenido de humedad y por consiguiente de actividad acuosa,
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en sus tres condiciones de horneado (ver Figuras 5.13 y 5.14), factor favorable en lo
que respecta a la conservacion.

Dado que, considerando solamente los valores de los parametros instrumentales de
color y textura previamente descriptos resultaba dificil seleccionar la condicién de
horneado mas adecuada, se realizd un ensayo sensorial empleando una escala
heddnica de 9 valores. Ademds, como se describié previamente, no se observaron
diferencias significativas (p>0,05) en la mayoria de los resultados obtenidos para los
productos horneados a 180°C-10 minutos o a 200°C-7,5 minutos. En este caso se optd
por la ultima condicién, teniendo en cuenta una potencial ventaja a nivel de
produccién a gran escala representada en un menor tiempo de la operacion.

Asi, se analizaron los atributos color, sabor y textura junto con la aceptabilidad general
de las galletitas elaboradas con 25% de harina de ahipa (formulacion 3) y horneadas a
200°C en dos tiempos: 7,5 y 10 minutos.

En la Figura 5.17 se pueden observar los porcentajes obtenidos para las diferentes
puntuaciones, a partir de la evaluacion sensorial de las galletitas elaboradas con 25%
de harina de ahipa. Para mayor claridad de los resultados se agruparon los valores de
la escala heddnica utilizada en tres rangos: 1-3 (me disgusta), 4-6 (me es indiferente) y
7-9 (me gusta mucho). Los graficos correspondientes a las galletitas horneadas a 200°C

durante 7,5 y 10 minutos se indican con la letra a y b respectivamente.

a. Color

5%
63%

|I133 O4a6 l739|

b. Color

2%
42%
56%

|I133 O4a6 I7a9|

a. Sabor

3% 9

75%

|I133 O4a6 I739|

b. Sabor

7%
35%
58%

|I1a3 O4a6 I7a9|
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a. Textura b. Textura
7% 3%

|W1a3 D4a6 W7a9) [W1a3 D4a6 W7a9]

Figura 5.17. Porcentajes obtenidos a partir de la evaluacidn sensorial de galletitas
elaboradas con 25% de harina de ahipa y horneadas a 200°C a) 7,5 minutos y b) 10

minutos.
Los resultados fueron clasificados en tres rangos: 1-3 (rojo), 4-6 (amarillo) y 7-9 (verde) de la escala
heddnica.

En cuanto al color, el 63% de los consumidores le otorgd la mayor puntuacion (7-9) a la
galletita horneada durante 7,5 minutos (a.Color). Mientras que el 57% prefirid la
galletita de color mas oscuro (b.Color), debido a la caramelizacién de la sacarosa y
otros azUcares reductores presentes por su mayor tiempo de exposicion al calor (10
minutos). Por lo tanto, este atributo, segun los consumidores, no estaria indicando una
diferencia entre los productos analizados.

El sabor de las galletitas, segln la Figura 5.17, presentd la misma tendencia que el
descriptor anterior, observandose que el 75% de los panelistas prefirié la galletita
horneada a 200°C-7,5 minutos. Los valores mas bajos para la condicion 200°C-10
minutos (b.Sabor) se podrian relacionar con los productos de la reacciéon de Maillard
gue otorgan sabor amargo, en este caso no deseable.

En la Figura 5.17, la textura de la galletita horneada durante 10 minutos (b.Textura)
presentd el mayor porcentaje (57%) para la puntuacién mas alta (7-9) en concordancia
con la menor energia requerida para cortar la galletita (ver pardmetro adrea de la Tabla
5.12), respecto del otro producto evaluado.

Teniendo en cuenta todos los atributos, el 60% de los evaluadores prefirié la galletita
horneada durante 7,5 minutos. En su mayoria coincidieron en que les agradd el sabor
(promedio 7,08 puntos) a pesar del color mas palido (promedio 6,62 puntos).

La aceptabilidad general para la galletita seleccionada (200°C-7,5 minutos) fue en
promedio de 7 puntos, mientras que la otra condicién obtuvo 6,60 puntos.

A continuacion, en la Figura 5.18 se presentan los histogramas para la aceptabilidad

general de las galletitas evaluadas durante el primer ensayo sensorial.
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Figura 5.18. Histogramas obtenidos a partir de la aceptabilidad general evaluada en
forma sensorial de galletitas elaboradas con 25% de harina de ahipa (formulacién 3) y

horneadas a 200°C durante a) 7,5 minutos y b) 10 minutos.

En cuanto a la aceptabilidad general, ambos histogramas son similares en el primer
rango (1-3) de la escala heddnica. La distribucién en la Figura 5.18.a, tiene un sesgo
hacia los valores de mayor puntuacién de la escala heddnica (7 y 8) mientras que en la
Figura 5.18.b se observa una distribucion mas simétrica. Esto indicaria que la galletita

horneada durante 7,5 minutos seria la preferida por la mayoria de los evaluadores. Sin
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embargo, ambos histogramas muestran que la galletita elaborada con 25% de harina
de ahipa (formulacién 3) tuvo buena aceptacidén por parte de los consumidores,

independientemente de la condicion de horneado.

Para analizar la diferencia existente entre los productos estudiados se utilizé el test de
Student aplicando la ecuacién 5.3., indicada previamente. La hipdtesis nula del
problema es que no hay diferencias entre las galletitas evaluadas. En la Tabla 5.15 se
presentan los resultados de aceptabilidad obtenidos para ambas galletitas y las
diferencias calculadas entre ellas. Teniendo en cuenta estos valores y que en este caso
el numero de evaluadores (N) es de 60, el promedio de la diferencia, calculada con la

ecuacion 5.4 es:

~ Y
d==2_24_ 040
N 60

Con este valor se estimé la desviacion estandar empleando la ecuacidn 5.5:

—2
di—d
soo | 2(G-d) _ [2264 00
N -1 59

Con ambos parametros estadisticos se calculd el valor experimental del estadistico t-

Student (texp) con la ecuacion 5.3:

d 0,40
- - —1581
Se/+/N  1,96/+/60

texp
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Tabla 5.15. Valores de aceptabilidad de las galletitas analizadas utilizando escala

heddnica y diferencia entre las mismas.

Evaluador (N)

Galletita

Diferencia (d)

1

0

-2

1

2

'
N

Y [ NS) (2] (AN (] (=] [ (98] NSY (] (3 (= NSY [ (N1 (55 (= [P (o] [ (=) (=] (= [ INSY 5N (25 [N 10N [N

'
[N

w

'
w

'
N

'
[y

[N

o

|
N

wleloNvR ol |wN- [ e
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'
[y

En la Tabla 5.16, se observa que para 59 grados de libertad y un nivel de significacion

(NS) de 0,05 t=2,000, mientras que para NS=0,1 t=1,671 (para un ensayo de dos colas).
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Como el valor de tex= 1,581 es menor que el tedrico obtenido de la Tabla 5.16 se
aceptd la hipdtesis nula. Por lo tanto, con ambos niveles de significacion no habria
diferencia significativa entre las galletitas evaluadas mediante el ensayo sensorial. Sin
embargo, considerando que la formulacién 3 con menor tiempo de coccién (7,5
minutos) obtuvo el mayor puntaje en cuanto a la aceptabilidad general, y atributos
sabor y color, y teniendo en cuenta el menor requerimiento energético para la

elaboracién del producto, ésta fue la condicion seleccionada.

Tabla 5.16.Valores de la distribucién t de Student para ensayos de una y dos colas.

Ml da sionificacidn para ensayo de una cda
bt | oos | oo | 0,01 oo | omos
Mivel de significanitn pars ersayo da dos colas

of 0.2 01 0,05 ono2 0,01 000

3,re E.314 1z,706 IEz 63,556 E355TE

z 1,886 2,020 4,303 5,965 9,3 31,00
- 1,538 2,353 Z182 & 54 5,841 12,924
4 1,533 Zi32 ZTTE e 2,504 8E1D
5 ATE 205 2ET1 3555 &2 6,560
] 440 e TA4T 3,743 anwy 5950
T 1,41 B 2365 2598 3,800 5408
-] 127 Ba0 2,306 2EGE 335 5041
@ 1,383 B33 2ZE2 2R 3,20 &4.7ed
jl=] 172 B12 2,228 2T 3,159 4587
1,363 1.ras 2EM a4Tie 3,108 4437

z 1,356 1.rae 173 2B 3,05 4318
1z 1,350 ey 2160 2E50 3oz 4.2
4 1,345 1,761 145 2524 2,0 4,740
s 1,341 1,753 213 2E0Z 2,047 4073
-] 1337 1746 120 2553 21 45
T 1,333 1 7&0 2110 5= 2,598 3.9EE
-] 1,330 1T 1M 2552 247 ez
is 1528 i.ra 2093 2550 2,88 3283
20 1,325 1725 =085 2528 2,845 3,550
21 1,323 1,721 2080 2518 2,831 3519
= 1,321 1717 074 2508 2,813 a7z
= LE D 1714 Z0Ed 2500 2,807 3,TEB
4 1,318 1,711 2,064 2492 arw 3,745
= FE 1.70e 2,060 248 are 3,75
-] 1,.31E 1,708 2,056 247D 2,773 3,mT
o 1,314 .70 2083 2473 arm 3,589
= 1,313 1,701 2048 AT a,me3 54
= 1.3 1,639 2,045 24E2 2,TsE 3.EED
50 1,310 1,Ear 2042 245 a,7=0 3E4E
40 1,203 = 20H 243 2,704 3.5=1
=) 1,20& 1,671 2,000 25390 2,550 3 A4ED
1= 1,280 1.E58 1,580 2558 2517 33
- 1,282 1, B85 1,96 P 2,576 3201

Los valores en talda representan &l nurmero critico para 108 grados de libertad, presentes en la colurmna

de izquierda, para un entayo de una o dod colat al nivel de significacion indicado en & titulo de &
columna. Si el valor experimental &g = gue 08 valores en tabla, rechazar Hy,.

En un segundo ensayo sensorial, una vez definido el porcentaje de sustitucion y el
tiempo de coccidn, se evaluaron tres de los productos libres de gluten elaborados.
Mediante una escala heddnica estructurada se analizaron los mismos atributos del
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ensayo anterior (color, sabor, textura) y la aceptabilidad general, de las galletitas
elaboradas con las formulaciones 0 (100% almidén de maiz), 3 (25% harina de ahipa) y
5 (25% harina de mandioca), horneadas en las condiciones dadas por el primer
sensorial (200°C-7,5 minutos). No se considerd la formulacién 6 que contenia harina de
trigo integral por no corresponder a un producto libre de gluten.

Los resultados obtenidos en este ensayo se encuentran representados en las Figuras
5.19 y 5.20. Los atributos color, sabor y textura se presentan en la Figura 5.19 con los
cddigos 0 para la galletita preparada con 100% de almiddn de maiz, 3 y 5 para aquellas

con 25% de harina de ahipa y mandioca, respectivamente.

0. Color 0. Sabor 0. Textura

20
28% 30% .

65%

42% 33%
|Ila3 O4a6 l7a9| |I1a3 O4a6 I7a9| |I1a3 O4a6 I7a9|
3. Color 3. Sabor 3. Textura

2% 23% 13% 8%
57%‘30% SG%OSG%
75%
|l1a3 O4a6 I739| |Ila3 O4a6 l7a9| |I1a3 O4a6 I7a9|
5. Color 5. Sabor 5. Textura
2% 11% 3%
Ga?’% B
65% 36% 69%
|Ila3 O4a6 l7a9| |Ila3 O4a6 l7a9| |Ila3 O4a6 l7a9|

Figura 5.19. Porcentajes obtenidos para las diferentes puntuaciones, a partir de la
evaluacion sensorial de galletitas horneadas a 200°C 7,5 minutos, elaboradas con las

formulaciones 0, 3y 5.
Los resultados fueron clasificados en tres rangos: 1-3 (rojo), 4-6 (amarillo) y 7-9 (verde) de la escala
heddnica.
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El color de la galletita elaborada con harina de ahipa (formulacién 3) presenté el mayor
porcentaje (75%) en el rango de puntuacién 7-9 (3.Color). En este ensayo los
consumidores prefirieron el mismo producto que en la evaluacién sensorial anterior.
La galletita de almidéon de maiz (formulacién 0) mostré los porcentajes mas altos en el
rango 1-3 (0.Color) que indican una mayor proporcién de rechazo del producto,
mientras que recibid la mayor puntuacidon en sabor (0.Sabor). Este comportamiento
puede encontrarse relacionado al sabor mas familiar y tradicional que los panelistas
describieron como “asociado al alfajor de maicena”.

La textura de la galletita elaborada con harina de mandioca (5.Textura) obtuvo el 69%
de aceptacién por parte de los consumidores siendo el valor mas alto para el rango 7-
9. En segundo lugar se ubicé la galletita con harina de ahipa (3.Textura), mientras que
el 36% le otorgd puntuacion en el rango 4-6 respecto de los otros productos
evaluados. La galletita con 100% almidén de maiz (formulacion 0) mostré los
porcentajes mas altos en el rango 1-3 (0.Textura) que como ya se menciond indican un

mayor rechazo del producto, dentro de la muestra de consumidores participantes.

En cuanto a los valores promedio obtenidos para los productos evaluados de todos los
atributos, las galletitas elaboradas con harina de ahipa (6,64 puntos) y con harina de
mandioca (6,68 puntos) recibieron el mayor puntaje en comparacién con la galletita
preparada con 100% almidéon de maiz (5,91 puntos). En promedio, el color de la
galletita elaborada con ahipa fue evaluado con mayor puntaje (7,26 puntos) respecto

de las otras galletitas.

Los histogramas de los productos evaluados (Figura 5.20) muestran los resultados del
ensayo sensorial para la aceptabilidad general de la galletita preparada con harina de
ahipa (formulacion 3) en comparacion con las galletitas “convencionales” libres de

gluten (formulaciones 0y 5).
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Figura 5.20. Histogramas obtenidos para los valores de aceptabilidad general de las
galletitas elaboradas a partir de las recetas 0, 3y 5, horneadas a 200°C durante 7,5

minutos.
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Los tres histogramas son diferentes; la distribucién en la Figura 5.20.3, tiene un sesgo
hacia los valores de mayor puntuacién de la escala heddnica (7 y 8) mientras que en las
Figuras 5.20.5 y 5.20.0 se observa una distribucién mds simétrica.

La aceptabilidad general para la galletita con harina de ahipa (6,52 puntos) fue menor
que para el producto con harina de mandioca (6,61 puntos). Estos resultados sugieren
que ambos productos fueron aceptados respecto de la galletita elaborada con 100%
almiddn de maiz (6 puntos).

La harina de ahipa podria sustituir al almidén de maiz en futuras formulaciones para la
preparacion de productos libres de gluten, lo que contribuiria a obtener un producto

nutricionalmente balanceado y con buena aceptacién por parte de los consumidores.
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CONCLUSIONES
Se demostro la factibilidad de elaborar una galletita de muy buena calidad sensorial a
base de harina de ahipa y almiddn de maiz (ambas materias primas exentas de gluten)
destinada a la poblacién celiaca por su baja concentracion de prolaminas, inferior al
limite indicado en la legislacion.
Las galletitas elaboradas a partir de las mezclas secas ensayadas, presentaron un color
mas intenso y valores de luminosidad superiores a los encontrados en las
preparaciones.
En general, la mezcla o premezcla seca 3 correspondiente a la preparacion con 25%
harina de ahipa exhibid la mds alta capacidad de retencion de los solventes ensayados,
mientras que la mezcla 0 (100% almiddn de maiz) presentd los valores mds bajos. Este
comportamiento era de esperar debido al aporte de proteinas de la harina de ahipa
(9%).
El anadlisis del perfil de textura de las masas crudas ensayadas mostré diferencias
respecto de los ingredientes presentes en las mismas. La masa preparada con 35% de
harina de ahipa (formulacidn 4) presenté el valor mas alto de dureza respecto del
control y demas formulaciones. La menor cohesividad fue registrada en la masa
elaborada con 12,5% harina de ahipa (formulacién 1), indicando asi una baja
integracion de los componentes en la misma. En cambio la masa de formulacién 3 (con
25% harina de ahipa) no mostré diferencias significativas con el control (p>0,05).
En cuanto a la composiciéon quimica, las galletitas elaboradas con 25% de harina de
ahipa (formulacién 3) presentaron un contenido de materia seca mas bajo y un mayor
porcentaje de proteinas, cenizas y fibra dietaria total.
El analisis estadistico realizado para las diferencias de color de las galletitas evaluadas,
en funcién de las condiciones de horneado, indicé que las combinaciones 180°C-10
minutos y 200°C-7,5 minutos no presentaron diferencias significativas (p>0,05) siendo
los valores obtenidos mads bajos que los correspondientes a la condicién restante
(200°C-10 minutos).
El indice de pardeamiento (IP) de los productos horneados estudiados, se incrementé
en general a medida que aumento el porcentaje de sustitucion de almidén de maiz por
harina de ahipa (formulaciones 1, 2, 3 y 4). Ademas estos valores fueron mayores al

control (formulacién 0) para todas las condiciones de horneado. Esto se relacioné con

340



Capitulo 5. Aplicaciones tecnoldgicas: productos horneados elaborados con harina de Pachyrhizus ahipa

el incremento en el contenido de azlcares y proteinas presentes en la harina de ahipa
(Capitulo 4).

En general, las galletitas preparadas con harina de ahipa pueden considerarse
microbiolédgicamente seguras ya que las medidas de actividad acuosa se encontraron
por debajo de a,,=0,40.

Todas las formulaciones presentaron los valores mas altos de fuerza maxima en la
condicidon de horneado 200°C-10 minutos, lo que estaria indicando una muestra de
mayor firmeza respecto de las demas condiciones y una sobre-coccién del producto.

La galletita elaborada con 25% de harina de ahipa y horneada a 200°C durante 7,5
minutos obtuvo el mayor puntaje en cuanto a aceptabilidad general, sabor y color.
Teniendo en cuenta el menor requerimiento energético para la preparacién del
producto, ésta fue la condicién seleccionada.

La harina obtenida de la raiz tuberosa de Pachyrhizus ahipa podria sustituir al almiddn
de maiz en futuras formulaciones de galletitas para la preparacién de productos libres
de gluten, lo que contribuiria a obtener un producto nutricionalmente balanceado y

con buena aceptacion de los consumidores.
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CONCLUSIONES GENERALES
. La incorporacién de raices de Pachyrhizus ahipa a la dieta constituiria una
alternativa nutricionalmente relevante, debido a su aporte de proteinas, fibra y
minerales esenciales. La composicién quimica de las raices varié con la accesion de
origen. Las accesiones Local e IRNAS 11 se destacaron por su alto contenido de
almiddn, un nivel de proteina intermedio y los niveles mas reducidos de antinutrientes
(oxalatos, acido fitico y taninos), caracteristicas interesantes a tener en cuenta en un
programa de mejoramiento genético, junto con sus propiedades tecno-funcionales.
. Respecto a la poscosecha de las raices de ahipa, el almacenamiento refrigerado
no resulté viable en las condiciones ensayadas debido al desarrollo de dafio por frio,
en tanto que a 25°C la conservacién se realizd durante cuatro meses sin cambios
notorios en los atributos de color y textura. Optimizando las condiciones de aplicacién,
el tratamiento térmico y la irradiacién UV-C podrian ser alternativas viables para
prolongar la vida util de las raices, aunque deben considerarse los costos derivados de
su implementacion.
. Es factible obtener a escala de laboratorio almiddn de Pachyrhizus ahipa
empleando un proceso de extraccidén optimizado, simple y con un bajo costo asociado.
Dado su bajo contenido de amilosa y las bajas temperaturas de gelatinizacion, el
almiddén de ahipa podria constituirse en una alternativa frente a fuentes de almidén
tradicionales. Las propiedades reoldgicas de sus pastas indican que podria emplearse
como agente espesante, con la ventaja adicional de su baja tendencia a la
retrogradacion en condiciones de refrigeracion.
. Se determiné la digestibilidad del almidén de ahipa, la que resulté similar a la
de los almidones de otras leguminosas. Como ingrediente, podria ser utilizado en
alimentos con alto contenido de energia debido a su alta proporcién de almidén
rapidamente digestible, especialmente el almidén proveniente de la accesiéon IRNAS
11. El almidén de mandioca tuvo un contenido bajo de almidén lentamente digerible y
el derivado de la accesidon Local de ahipa presentd valores intermedios para las
fracciones analizadas.
. Se caracterizd el residuo remanente de la extraccion de almiddn
morfolégicamente a través de SEM y se determind que tanto la fibra dietaria como el

almiddn eran los componentes mayoritarios del mismo.
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. Fue factible obtener harinas de Pachyrhizus ahipa y Manihot esculenta
(mandioca) siendo el procesamiento a partir de rodajas la alternativa mas simple. La
harina de ahipa es un producto que podria ser utilizado en la preparacién de alimentos
para celiacos ya que se verificé la ausencia de gliadinas, mediante métodos sensibles
actualmente en uso. La caracteristica diferencial de esta harina es su aporte de
proteinas, fibra y minerales tales como potasio, hierro y calcio, reflejando una
composicidn nutricionalmente mas equilibrada que otras harinas provenientes de R&T.
. Las isotermas de sorcién permitieron evaluar el contenido de humedad que
garantiza la estabilidad de las harinas bajo diferentes condiciones de almacenamiento.
La harina de ahipa presenté menor temperatura de gelatinizacién que la de mandioca,
indicando una mejor aptitud para la coccidn. Las diferencias observadas en la
capacidad de hinchamiento y de retencién de solventes de ambas harinas condicionan
sus aplicaciones especificas, tales como su incorporacién en alimentos libres de gluten.
. Se demostré la factibilidad de elaborar una galletita de alta calidad sensorial a
base de harina de ahipa y almidén de maiz, ambas materias primas exentas de gluten
destinadas a la poblacidn celiaca.

. El indice de pardeamiento de los productos horneados aumenté con el
porcentaje de sustitucion con harina de ahipa. La galletita elaborada con 25% de
harina de ahipa y horneada a 200°C durante 7,5 minutos obtuvo el mayor puntaje en
cuanto a aceptabilidad general, sabor y color, siendo ésta la condicidn seleccionada,
considerando ademas el menor requerimiento energético para su proceso de
elaboracién.

. La harina obtenida de la raiz tuberosa de Pachyrhizus ahipa podria sustituir al
almidén de maiz en futuras formulaciones de alimentos libres de gluten, lo que
contribuiria a obtener un producto nutricionalmente balanceado y con buena

aceptacion por parte de los consumidores.
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