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Resumen

Las tendencias de consumo de alimentos funcionales han ido en aumento en la ultima
década, influenciadas por la informacion adquirida por parte de la poblacién sobre el
posible rol positivo de la dieta en la prevencion de enfermedades. Sin embargo, la
ingesta de fibra y de alimentos que contengan fibra ain es baja. La industria de
alimentos se ha focalizado en los beneficios de la incorporacion de diferentes fibras en
productos alimenticios. En la actualidad existe una gama de fibras disponibles en el
mercado. No obstante, la disponibilidad de inulina de topinambur es limitada.

El topinambur (Helianthus tuberosus L.) almacena en su raiz carbohidratos en forma de
inulina y/o fructoligosacaridos (16 a 20% del peso fresco del tubérculo). Dichos
carbohidratos son cadenas de fructosa unidas por enlaces glucosidicos B-(2-1) que
tienen generalmente una unidad de glucosa terminal. Las condiciones de crecimiento y
del tiempo de almacenamiento después de la cosecha determinan el grado de
polimerizacion (GP) de la inulina. Estos carbohidratos se consideran prebidticos por ser
no digeribles y presentar efectos favorables en la salud del consumidor, estimulando
selectivamente el crecimiento de bacterias benéficas en el tracto digestivo. Por esto, y
por sus altos rendimientos por unidad de superficie cultivada, el topinambur es un
candidato potencial a ser utilizado como materia prima para la produccion de alimentos
funcionales.

El presente trabajo de tesis tuvo como objetivo general obtener inulina a partir de
tubérculos de topinambur, caracterizar dicha inulina y finalmente agregarla a masas de
harina de trigo para la obtencién de pan blanco enriquecido con fibra dietaria. A tal fin
se llevd a cabo el proceso de extraccion y purificacion de la inulina, el analisis de la
composicion y capacidad prebidtica de la inulina, de las propiedades reoldgicas de las
masas, Yy de los parametros fisicoquimicos y propiedades sensoriales de los panes.

A continuacion se detalla la organizacion del trabajo. En cada uno de los capitulos se
describieron los métodos experimentales, los resultados, las conclusiones y la
bibliografia consultada.

En el Capitulo 1 se realizd una descripcion de las caracteristicas del topinambur, su

composicidn, su localizacion en Argentina y las aplicaciones de sus tubérculos.



En el Capitulo 2 se describid el efecto del almacenamiento en frio de los tubérculos por
un periodo de ocho meses, sobre su microestructura y composiciéon. Se realizé la
descripcion del proceso de extraccion y purificacion de los carbohidratos ricos en
inulina obtenidos de topinambur, que fueron analizados segun diferentes aspectos en los
sucesivos capitulos. Se procedié a la determinacion y andlisis del rendimiento de
extraccion de carbohidratos, contenido y GP de inulina.

En el Capitulo 3 se realizd la caracterizacion fisicoquimica de los fructanos y se
describié el marco regulatorio. Se determind la actividad prebidtica de la inulina
obtenida de los tubérculos a distintos tiempos de almacenamiento refrigerado.

En el Capitulo 4 se describio el efecto de la utilizacion de los carbohidratos ricos en
inulina obtenidos de topinambur en la elaboracion de panes. Se procedio a la evaluacion
de las propiedades reoldgicas de las masas, y las caracteristicas estructurales y de

textura de los panes, asi como también sus parametros fisicoquimicos y sensoriales.

Palabras Claves: Helianthus tuberosus L., inulina, prebiético, alimentos funcionales,

pan.



Abstract

Consumption trends of functional foods have increased in the last decade, influenced by
the public learning about the possible positive role of the diet in disease prevention.
However, intake of fiber and fiber-containing foods is still low. The food industry has
focused on the benefits of incorporating different fibers in foodstuffs. Nowadays there is
a range of commercially available fibers. However, availability of Jerusalem artichoke
inulin is limited.

Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus L.) stores in its root carbohydrates as inulin
and/or fructooligosaccharides (16-20% of the fresh weight of the tuber). Such
carbohydrates are fructose chains linked by glycosidic bonds B- (2-1) which generally
have a terminal glucose unit. The growth conditions and time of storage after harvesting
determine the degree of polymerization (DP) of inulin. These prebiotic carbohydrates
are considered to be non-digestible and have favorable effects on consumer’s health,
selectively stimulating the growth of beneficial bacteria in the digestive tract. For this
reason, and because of its high yield per cultivated unit area, Jerusalem artichoke is a
potential candidate to be used as feedstock for the production of functional foods.

The overall objective of this work was to obtain and study inulin from Jerusalem
artichoke tubers and its subsequent use in bread making, including the evaluation of the
composition and prebiotic capacity of the inulin, rheological properties of the doughs,
and physicochemical parameters and sensory properties of the breads.

The organization of this work is detailed below. In each chapter the experimental
methods, results, conclusions and literature were described.

Chapter 1 is a description of the characteristics of Jerusalem artichoke, its composition,
its location in Argentina and tubers applications.

Chapter 2 describes the effect of cold storage of tubers for a period of eight months, on
their microstructure and composition. It includes a description of the extraction and
purification process of inulin rich carbohydrates extracted from Jerusalem artichoke
tubers, which were analyzed under different aspects in the subsequent chapters.

Carbohydrates extraction yield, inulin content and DP were determined and analyzed.



Chapter 3 presents the physicochemical characterization of fructans and regulatory
framework. Prebiotic activity of inulin obtained from the tubers at various times of
refrigerated storage was determined.

Chapter 4 describes the effect of using the extracted Jerusalem artichoke inulin on bread
making. It includes the evaluation of the rheological properties of the doughs and the
structural and textural characteristics of bread, as well as their physicochemical and

sensory parameters.

Keywords: Helianthus tuberosus L., inulin, prebiotic functional foods, bread.
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Capitulo 1

Manejo Agronomico del cultivo y composicion de los

tubérculos de Topinambur (Helianthus tuberosus L.)

En este capitulo se presentan el manejo agrondémico del topinambur (Helianthus

tuberosus L.), sus caracteristicas, composicion y aplicaciones de sus tubérculos.

1. Introduccién

1.1. Caracteristicas generales

El topinambur (Helianthus tuberosus L.) es una planta forrajera de ciclo anual que
pertenece a la familia de las Compuestas (Asteraceas). El topinambur puede cultivarse
en diversos tipos de suelos y condiciones climéticas extremas (Cosgrove et al., 1991).

Es un cultivo tolerante a la salinidad, a heladas y a la baja humedad, también es poco

susceptible a plagas y enfermedades (Long et al., 2010; De Pace et al., 2010).

Figura 1.1. Tubérculo de topinambur (Helianthus tuberosus L.)

Los tubérculos de topinambur tienen una piel muy fina y una superficie irregular debido
a las protuberancias que forman las yemas y o ramificaciones de los estolones (Kays y
Nottingham, 2008). Los tubérculos contienen carbohidratos de alto valor nutricional
(Figura 1.1) (Danilcenko et al., 2008; Cieslik et al., 2005; Chekroun et al., 1996) y su
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rendimiento (en peso fresco) varia entre 30 y 100 toneladas de tubérculo por hectarea
(Schorr-Galindo y Guiraud, 1997; Denoroy, 1996).

El contenido de carbohidratos elevado de los tubérculos junto al excelente rendimiento
por unidad de superficie, hacen que el topinambur sea utilizado como materia prima de
la industria quimica, farmacéutica y alimentaria, para la produccion industrial de
fructosa, inulina y etanol (Kays y Kultur, 2005; Baldini et al., 2004; Niness, 1999;
Meijer y Mathijssen, 1996; Chekroun et al., 1994), asi como también con fines
horticola-forrajeros (Rébora, 2008a; Raso, 1990). Por otra parte, el desarrollo del
cultivo de topinambur en el pais podria reducir la necesidad de importacion de los
productos tales como inulina. (Passephol, 2008).

Los datos sobre la composicion de los tubérculos de topinambur son relativamente
escasos en comparacion a otras especies vegetales y ademas, ha sido registrada una
variacion significativa que se debe a la variacion de ciertos pardmetros como son las
diferencias en la variedad, el tiempo de la cosecha y en las condiciones de produccién
(Kays y Nottingham, 2008; Saengthongpinit y Sajjaanantakul, 2005).

El objetivo especifico de este capitulo fue presentar las condiciones de cultivo del
topinambur (Helianthus tuberosus L.), y caracterizar el tubérculo de topinambur en

cuanto a su composicién y caracteristicas fisicoquimicas al momento de la cosecha.

1.1.1. Origeny Variedades en Argentina

El Instituto Nacional de Semillas (INASE) afirma que no hay variedades de topinambur
registradas, ni semilleros que comercialicen material identificado (Rébora, 2008b). Sin
embargo, Bauer y Laso (1974) caracterizaron cinco variedades (Roso, Bianka,
Waldspindel, Topianka y Blanca CR) que se estima que fueron introducidas en nuestro

pais. En la Figura 1.2 se muestra la distribucion del topinambur en Argentina.



Capitulo 1 Cultivo y composicién del topinambur
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Figura 1. 2. Distribucién geogréfica del Helianthus tuberosus L. en Argentina®

1.2. Cosecha del cultivo

Influencia del momento de cosecha sobre el contenido de carbohidratos en el tubérculo

Los fructanos son hidratos de carbono de reserva (Ritsema y Smeekens, 2003) que estan
presentes en diferentes proporciones en las vacuolas de toda la planta de topinambur
(Gupta y Kaur, 2000) principalmente se acumulan en los tubérculos durante su
desarrollo.

Los fructanos permiten mantener la estabilidad de las macromoléculas y de las
estructuras bioldgicas (proteinas, membranas) en situaciones de estrés hidrico y de bajas
temperaturas (Fujishima et al., 2009; Hellwege et al., 1998). El grado de polimerizacion

(GP) de los fructanos aumenta progresivamente conforme avanza el ciclo de desarrollo,

! Cortesfa del Ing. Mombelli J. INTA MANFREDI (Cérdoba, Argentina).
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alcanzando los mayores valores en la floracion y disminuyendo hacia el final del ciclo
de cultivo (Baldini et al., 2004). En las cosechas tempranas los carbohidratos
fermentables (CF) estdn més polimerizados y los estolones ofrecen mayor resistencia a
que los tubérculos se separen, mientras que en las tardias los CF poseen un GP menor y
la union de los estolones a los tubérculos es mas débil. El contenido de hidratos de
carbono simples (glucosa, fructosa y sacarosa) se mantiene bajo al inicio del desarrollo
y aumenta hacia el final del periodo (Chekron et al., 1994).

El momento éptimo de cosecha, es en la semana 18 a 20 de haber sido plantado, ya que
después de las 20 semanas, los tubérculos comienzan a perder peso y firmeza
(Chekroun, 1996). Transcurrido dicho periodo, el contenido de fructanos se mantiene
practicamente constante para las fracciones de GP 3 a 10, mientras que decrecen las de
GP 11 a 20 (Rébora, 2008b).

1.3. Composicion del tubérculo

La composicion de los tubérculos depende del clon (Madrigal y Sangronis, 2007;
Chubey y Dorrel, 1974), del estado de desarrollo de las plantas y de la fertilizacion del
cultivo (Denoroy, 1996), de la fecha de cosecha y de las condiciones climéticas de
crecimiento y maduracion (Coussement, 1999; De Leenheer y Hoebregs, 1994; Pollock
y Cairns, 1991). En las Tablas 1.1 y 1.2 se muestran los componentes de los tubérculos

de topinambur.

1.3.1. Componentes mayoritarios

Los tubérculos contienen entre el 75y 80% de agua, 15-16% de carbohidratos (Kays y
Nottingham, 2008; Chekroun, 1996), de los cuales un 5 a 10% corresponde al fructano
inulina (Losavio et al., 1997; Fleming, 1979).

Los fructanos pertenecen a la serie homdéloga de compuestos lineales de formula general
GFn, donde F representa los residuos de D-fructosa, unidos mediante enlaces B(2—1),
G el residuo de D-glucosa terminal, ligado mediante un enlace a(l—2) (Ernsts y
Chatterton, 1996) y n indica el GP. Segun la longitud de la cadena se denominan inulina
(GP 10-60 y GPn 12) (Madrigal y Sangronis, 2007) o fructooligosacéaridos (FOS) (GP
2-7) (Roberfroid et al., 1998). Dentro de un mismo tubérculo de topinambur existe una
familia homologa de polisacaridos con una distribucion variable de grados de
polimerizacion de los fructanos (Madrigal y Sangronis, 2007; Coussement, 1999; De
Leenheer y Hoebregs, 1994; Pollock y Cairns, 1991; Chubey y Dorrel, 1974).
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Algunos autores encontraron que los tubérculos pueden contener entre un 14 y un 19%
de fructanos del tipo inulina en base humeda (Lingyun et al., 2007; Van Loo et al.,
1995) lo que representa entre un 60 y 80% del peso seco (Kays y Nottingham, 2008,
Kocsis, Liebhard y Praznik, 2007, Gupta y Kaur, 2000, Kiehn y Chubey, 1985).

Tabla 1.1. Composicion del tubérculo de topinambur fresco

Constituyentes Principales Porcentaje (en base himeda)
Agua 73,0- 81,9 9
Materia seca 19,0- 24,0 ¢
Carbohidratos 16,1- 20,8 ©¢
Fibra dietaria total 12,19

Fibra insoluble 0,7-2,8 ¢

Fibra soluble 11,8- 20,0 P90
Proteina total (N x 6,25) 2,1- 3,6 2cde9
Materia grasa 0,2-0,4 °9
Minerales 1,1-1,7 ¢%¢

a Xiao Yong Ma, et al. (2011) ; b Rumessen, et al. (1990) ; c. Uzal, (1991) ; d. Rébora, (2008b); e.
Fleming (1979); Passephol, (2008); f. Ragab, et al. (2003), g. Souci -Fachman-Kraut, (2000)
La materia seca de los tubérculos esta en el rango de 16,4% y 31.9% (Daniléenko et al.,
2008; Baldini et al., 2004). Los tubérculos contienen otros carbohidratos simples
(Ayerbe y Conde Garcia, 1993) como la glucosa, fructosa, sacarosa y kestosa, 8,54,
8,78, 9,49, y 12,55 mg/ g tubérculo fresco, respectivamente (Matias et al., 2011).
Los carbohidratos presentes en el tubérculo se clasifican en fibra insoluble: celulosa y
lignina y hemicelulosas (fraccion soluble de la celulosa) y fibra soluble: principalmente
inulina y oligofructosa, ademas de pectinas, mientras que los azUcares simples se

encuentran en baja proporcion (Cieslik et al., 2005).

1.3.2.  Componentes minoritarios

Los minerales se concentran en la piel de los tubérculos (Mullin et al. 1994; Passephol,
2008), siendo elevado el contenido de hierro, niacina, tiamina, fésforo y cobre, asi como
también de macro elementos tales como calcio, magnesio y potasio (Danilcenko et al.,
2011; Cieslik y Sikora, 1999). El contenido de potasio, hierro y sodio es mayor que en
otros cultivos de raiz (Xiao Yong Ma et al., 2011; Seiler, 1990).
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Tabla 1.2. Composicion de minerales, vitaminas, acidos organicos y acidos grasos

del tubérculo de topinambur

Minerales (ug/g)

Fosforo 780,0- 990,0 ©9
Calcio 100,0- 230,0 ¢
Yodo Trazas ©

Sodio 220,09
Magnesio Trazas- 200,0 *9
Potasio Trazas- 4780,0 ©°
Hierro 0,4°9

Azufre Trazas °

Zinc Trazas °
Vitaminas (1g/g)

Equivalente de retinol 0,029
B-Carotenos 0,12°9

Vitamina B1 2,009

Vitamina B2 0,60 ¢
Nicotinamida 13,00
Vitamina C 41,009

Acidos Organicos y Acidos Grasos (g/g)

Acido malico 2000,00 ¢
Acido citrico Trazas- 2300,00 ¢
Acido succinico 70,00 ¢

Acido fumérico 120,00 ¢

Acido palmitico (16:0) 900,00 ¢

Acido estearico (18:0) 50 ¢

Acido oleico (18:1) 779

Acido linoleico (18:2) 1660 ¢

Acido linolénico (18:3) 4309

a Xiao Yong Ma, et al. (2011) ; b Rumessen, et al. (1990) ; c. Uzal, (1991) ; d. Rébora, (2008b); e.

Fleming (1979); Passephol, (2008); f. Ragab, et al. (2003), g. Souci -Fachman-Kraut, (2000)

1.4. Usos de los tubérculos de topinambur y de sus componentes

1.4.1. Forrajero

El topinambur es una especie forrajera de doble produccion (forraje verde y tubérculos)
(Raso, 1990) y puede reemplazar a un forraje anual o perenne para rumiantes y porcinos
(Seiler y Campbell, 2006) debido a los altos contenidos de carbohidratos y su elevado
rendimiento por unidad de superficie (Rébora, 2008a). Los tubérculos poseen un
balance adecuado de minerales para el mantenimiento de los rumiantes, ademas de tener
un valor energético semejante al del grano de maiz, por lo que es usado para la
alimentacion invernal. Ademas los tallos y las hojas pueden utilizarse también como

forraje ensilado por ser ricos en grasas y pectinas (Duke, 1983).

6
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1.4.2. Horticola

Los tuberculos de topinambur se utilizan como hortaliza para alimentacion humana
(Cosgrove et al., 1991; Duke, 1983), aunque es dificultosa su limpieza debido a su
forma irregular y a la fragilidad de la piel. EI consumo de tubérculos de topinambur es
una alternativa a la papa (Solanum tuberosum) y puede consumirse crudo, cocido al
vapor o frito (Takeuchi et al., 2011) e incluso encurtido (Duke, 1983), sin perder sus

propiedades debido a su alta estabilidad térmica (Panchev et al., 2011).

1.4.3. Industrial
Produccion de Bioetanol

El topinambur es un cultivo considerado “energético” por su potencial para producir
bioetanol (Pignatelli et al., 2010; Duke, 1983). En el proceso de obtencion de etanol se
pueden emplear tanto sus tallos como sus tubérculos. Se puede realizar una
fermentacion directa utilizando distintas cepas de levaduras con capacidad para
hidrolizar la inulina como la Saccharomyces cerevisiae (Guiraud y Galzy, 1989) o la
Kluyveromyces fragilis (Baldini et al., 2004; Meijer y Mathijssen, 1996).

La produccién de etanol a partir de tubérculos es del orden de 1 L de etanol por cada
12 kg de tubérculos, pudiéndose obtener producciones de 5.000-6.000 L.ha™

considerando los rendimientos medios de tubérculos de 60-70 t.ha™ (Fernandez, 1998).

Aplicaciones en la industria alimentaria

A partir de los tubérculos puede obtenerse harina, que se utiliza en la preparacion de
alimentos para diabéticos y celiacos. También, pueden extraerse los fructanos que por
poseer bajo valor calérico (1-1,5 kcal/ g) que se pueden aplicar como sustituto de
diversos ingredientes, dependiendo de su grado de polimerizacién promedio (GPn)
(Archer et al., 2004; Niness, 1999). De acuerdo al GPn la inulina presenta atributos
funcionales distintivos que la hace apta para su utilizacion como ingrediente y/o
coadyuvante de tecnologia en la industria alimentaria. También puede utilizarse como
fuente de fibra, sustituto de grasas, azUcares u otros macronutrientes, entre otras
aplicaciones (Kaur y Gupta, 2002; Hidaka y Hirayama, 1991). La inulina de alto peso
molecular puede emplearse como gelificante, agente de volumen y como espesante por
su alta capacidad de retencion de agua (Paseephol et al., 2008; Archer et al., 2004),
ademas puede reemplazar grasas en alimentos simulando su textura (Niness, 1999;
Franck, 2000).
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A partir de la hidrdlisis de la inulina se obtienen jarabes de fructosa y mostos
concentrados, ampliamente utilizados en la industria alimentaria debido a su alta
solubilidad y baja viscosidad (Kosaric et al., 1984; Guiraud y Galzy, 1982). La fructosa
se utiliza como edulcorante bajo en calorias, ya que contiene menos calorias que la
sacarosa para un nivel edulcorante equivalente (Cosgrove et al., 1991). Los alimentos
en los que se han incorporado fructanos son: refrescos, mermeladas, jaleas y confituras,
también en panificados, galletitas, fideos y elaboracion de bizcochos para mejorar el

valor nutritivo (Coussement, 1999).

Otros usos

El topinambur es utilizado como cultivo anti-erosion para fijar terrazas o suelos
inestables (Denoroy, 1996) y también como planta ornamental. Ademas, es posible
utilizar la biomasa aérea del final del ciclo de cultivo como medio para proporcionar
materia orgénica del suelo. El topinambur, a su vez podria utilizarse como cultivo para
fitorremediacion por su capacidad de acumular grandes cantidades de cadmio y eliminar

elementos como manganeso y cobalto (Liang et al., 2011).
2. Materiales y Métodos

2.1. Variedad y Origen de los tubérculos

Se utilizaron tubérculos de Helianthus tuberosus L. variedad Bianka gentilmente
donados por INTA Manfredi. Originalmente estos tubérculos son provenientes de Lonca
Hue (Traslasierra, Cérdoba), de donde fueron extraidos y plantados en terrenos del
INTA Manfredi (Cérdoba). Las muestras de topinambur fueron cosechadas a los
10 meses de su siembra, en mayo de 2010.

2.2. Caracteristicas del clima, suelo y laboreo del cultivar de Topinambur

Temperaturas y régimen de lluvias

La temperatura media anual fue de 16,8 °C, siendo las minimas absolutas registradas
durante los meses de julio-agosto 2009 de hasta -10 °C y las maximas absolutas, durante
los meses de diciembre-enero 2010, con valores de hasta 40 °C. La Tabla 1.3 muestra la
temperatura y la distribucion de lluvias durante el cultivo. La primera helada fue a

mediados de mayo de 2009 y la ultima a principios de septiembre de 2009.
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Tabla 1.3. Registro de lluvias y temperaturas 2009- 2010

_ Prqme_diq Qe Temperatura Promedio histéricp de

Fecha Lluvia (mm)  lluvia historico I temperatura media (

(mm) @ media (°C) oc) ®
Ago-09 0,0 11,5 13,8 11,6
Sep-09 38,0 34,0 12,2 13,7
Oct-09 14,9 73,5 18,3 17,5
Nov-09 40,0 100,9 22,5 20,6
Dic-09 281,5 121,4 22,8 22,9
Ene-10 117,5 119,4 23,4 23,4
Feb-10 162,0 95,4 21,7 22,1
Mar-10 71,5 102,2 21,4 20,0
Abr-10 87,0 55,4 15,5 17,0
May-10 22,0 22,6 11,6 13,0

(a) Promedio de 79 afios
(b) Promedio de 46 afios

Lat: 31°49'12" Long: 63°46'00" Altura s.n.m. 292

Fuente: Estacion Experimental INTA Manfredi.

Caracteristicas del suelo

La Estacion Experimental Manfredi, estd ubicada en la llanura central cordobesa,
situada a 31° 49’ de latitud sur; 63° 46° de longitud oeste, a 292 m de altura sobre el
nivel del mar, en el area geomorfoldgica de la pampa alta. La zona presenta un relieve
de lomas. A una profundidad de 200 cm desde la superficie del suelo se encontraron
570 mm de agua total y 305 mm de agua util o disponible. El drenaje superficial del
agua de lluvia, esta caracterizado por la presencia de lineas de escurrimiento, orientadas
en general de noroeste a sureste. La ubicacion especifica del cultivo fue: latitud sur 31°
56’ 55, longitud oeste 63° 44° 30, altitud 286 msnm.

El suelo es profundo, bien drenado, con capacidad de almacenaje de agua y con alto
contenido de limo y carbonato de calcio, esta desarrollado sobre sedimentos e6licos, de
textura franco- limosa, cuya secuencia de horizontes es Al, A/C, Ck, (Tabla 1.4 y
Tabla 1.5).
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Tabla 1.4. Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo (perfil tipico)

Horizonte Al AIC Ck
Profundidad (cm) 0-20 20-53 53,0
Materia Organica (%) 1,98 0,98

Carbono Organico (%) 1,15 0,57

Nitrégeno total (%) 0,12 0,10

Arcilla< 2 u (%) 15,40 12,20 11,2
Limo 2-50 u (%) 68,40 71,10 71,9
Arena muy fina 50-100 u (%) 16,20 15,00 15,0
Avrena fina 100-250 u (%) 0,80 1,00 0,60
Arena media 250-500 u (%) 0,10 0,05 0,05
Arena gruesa 500-1000 u (%) 0,20 0,05 0,10
Calcéareo CO3zCa (%) 0,00 0,00 4,70
pH en pasta 6,20 7,00 8,20
pH en agua 1:2.5 6,40 7,10 8,30

Fuente: Estacién Experimental INTA Manfredi.

Tabla 1.5. Composicion del suelo.

Cationes de intercambio (m.e./ 100 g) Al A/IC Ck
Cat++ 9,2 10,4
Mg++ 11 15
Na+ 0,2 0,1 04
K+ 2,8 1,7 0,7
H+ 15 0,5
Suma bases me/100 g (S) 13,9 13,6
Capacidad de intercambio (T) 15,6 14,2 13,7
Saturacién con bases % S/T 89,0 96,0
Saturacién con bases % S/T 96,0

Fuente: Estacion Experimental INTA Manfredi.

2.3.  Andlisis fisico-quimico de los tubérculos de Topinambur

2.3.1. Determinacion de solidos solubles refractométricos (°Brix)

Principio

La refractometria resulta adecuada para identificar y caracterizar distintos extractos que
estén compuestos principalmente por azlcares. El indice de refraccién se basa en la

medida del angulo limite de la reflexion total. El contenido de compuestos solubles del

extracto de topinambur puede expresarse como °Brix, que indica la concentracion total

10
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de azlcares en % (p/v) de una solucion con el mismo indice de refraccion (Baldini et
al., 2004).

Procedimiento

La determinacion de sélidos solubles en los tubérculos se realizé con un refractometro
digital Atago (Tokio, Japdn). Después de cada periodo de almacenamiento, se realizaron
las determinaciones refractométricas sobre el liquido obtenido del tejido de los
tubérculos utilizando una prensa manual portatil. Para extraer la muestra de tejido se
cortaron los tubérculos a la mitad y se tomaron las porciones centrales. Cada porcion se
envolvio en un trozo de muselina, se coloco en la prensa para obtener dicho jugo, que se
vertio sobre el refractometro con ayuda de una varilla de vidrio y se distribuyo
formando una fina capa y se dej6 1 min para que se equilibre la temperatura. La
determinacion del porcentaje de solidos solubles se realizé mediante la lectura directa
de la escala del refractometro y se expres6 como °Brix.

2.4. Esquema Proximal

El esquema proximal estima las fracciones que forman parte de la materia seca. Las
fracciones consideradas son: carbohidratos (CA), proteina bruta (PB), cenizas (CE),

extractos etéreos (EE).

El balance de materia se expresa como:

CA +PB +CE + EE =100%

El extracto etéreo (EE) se define como la fraccion que es soluble en n-hexano y
determina el contenido de materia grasa. Este punto no se tuvo en cuenta ya que el
porcentaje de lipidos fue menor de 2%.

Los carbohidratos (CA) se obtienen del balance anterior a partir de las otras fracciones
analizadas. Los CA estan comprendidos por las fracciones de celulosa, hemicelulosa,
lignina, pectinas, fructanos, azucares solubles y otros compuestos organicos, e incorpora
todos los errores acumulados de las determinaciones anteriores. A continuaciéon se
detallan las técnicas utilizadas para obtener cada componente. Todas las mediciones se

efectuaron al menos por triplicado.

11



Capitulo 1 Cultivo y composicién del topinambur

2.4.1. Determinacion de fibra detergente neutro

Permite evaluar de modo répido el contenido de fibra total en alimentos fibrosos

(Guiragossian et al., 1977).

Preparacion de la solucidn de detergente neutro

Por cada litro de agua destilada se agreg6: 30 g de laurilsulfato de sodio; 18,61 g de
EDTA; 456 g de fosfato de hidrogeno disodico; 6,81 g de borato de sodio
decahidratado y 10 mL de etilenglicol (2-etoxietanol). Se chequed que el pH se
encuentre dentro del rango de 6,9 a 7,0, ajustandose cuando fue necesario.

Procedimiento

La muestra se coloco en un erlenmeyer de 500 mL con boca esmerilada. Se afiadieron
100 mL de la solucion de detergente neutro. Se conecto el refrigerante y se colocé sobre
la placa calefactora. Se control6 que entrara en ebullicion rapidamente (3- 5 minutos) y
luego se prosiguid hirviendo uniformemente bajo reflujo durante 1 hora. Se filtro el
contenido del erlenmeyer a través de un crisol Gooch de porosidad N°1, previamente
tarado, empleando vacio. El residuo se enjuagd con aproximadamente 300 mL de agua
caliente (80 °C) y finalmente con 10- 15 mL de acetona. El crisol con su contenido se
colocé en estufa a 105 °C durante toda la noche. Se dej6 enfriar en un desecador y se

peso.
Calculo

% FDN = MIOO
P

donde:
P1 = peso del crisol, en gramos
P, = peso del crisol y el residuo, en gramos

P3 = peso de la muestra en base seca, en gramos

2.4.2. Determinacion de fibra detergente acida (FDA)

La determinacion de la fibra detergente &cida evalla el contenido de lignocelulosa y es
un paso previo para la determinacion de lignina (AOAC, 2000; Guiragossian et al,
1977).

Preparacion de la Solucion de detergente acida

Se afadieron 20 g de bromuro de etiltrimetilamonio, grado técnico, a 1 L de H,SO4 1 N.
12
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Procedimiento

La muestra se colocd en un erlenmeyer de 500 mL de boca esmerilada junto con 100
mL de solucion detergente &cida. Se conecto el refrigerante y se coloco en la placa
calefactora. El calor se ajustd6 de manera tal de lograr la ebullicion en 3- 5 minutos.
Luego, se redujo el calentamiento y la ebullicion se prosiguio por 1 hora.

Los solidos del erlenmeyer se filtraron en un crisol Gooch de porosidad N°1,
previamente tarado, utilizando un ligero vacio. Se lavo varias veces con agua caliente
(80- 90 °C), posteriormente con acetona hasta que el liquido de lavado fuera incoloro y
el enjuague final se realiz6 con hexano. El crisol con el residuo se colocd en estufa a
105 °C durante toda la noche, se enfrié en desecador y se peso. El residuo se reservé

para determinar el contenido de lignina.

Célculo

% FDA = Mlog
Ps
donde:

P1 = peso del crisol, en gramos
P, = peso del crisol y el residuo, en gramos

P3; = peso de la muestra en base seca, en gramos

2.4.3. Determinacion de Lignina

La lignina detergente acida utiliza a la fibra detergente acida, como paso previo al
procedimiento. El detergente remueve la proteina y otros materiales solubles en acido
que pueden interferir con la determinacion de lignina. El principio del procedimiento es
que la fibra detergente acida es primariamente lignocelulosa, de la cual, la celulosa se
disuelve con la solucion de H,SO,4 al 72%. El residuo remanente es lignina y materiales
insolubles en &cido (AOAC 973.18, 1990; Guiragossian et al., 1977).

Procedimiento

Preparacion del acido sulfurico, 72%

Se estandarizo el acido sulfurico a una densidad de 1,634 a 20 °C 0 24 N.

Se peso el agua necesaria para 1 L de solucion en un vaso de precipitado de 2 L. Por una
parte, se peso el acido necesario en otro recipiente. Gradualmente, se agregé el acido al

aguay se agité ocasionalmente, mientras la solucion se enfrio en un bafio de agua.

13
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Se controlo la densidad especifica de la solucion. Para ello, se tomo una alicuota de 5
mL con una pipeta de doble aforo a 20 °C, se la coloco en un recipiente tarado y se peso
en una balanza analitica. Se ajust6 la densidad a 1,634 agregando pequefias cantidades
de agua o acido segun fuera necesario y se controlé nuevamente la densidad.

El primer paso fue preparar la fibra detergente acida como se indico en el punto
anterior. Se coloco el crisol en un cristalizador. Se cubrio el contenido del crisol con la
solucién de H,SO, fria (15 °C), al 72%, se agito el residuo con una varilla de vidrio y se
desmenuzaron los terrones que se hubieron formado. Se llend hasta la mitad el crisol
con la solucion. Se dejé que drene el acido y se agitd ocasionalmente. El crisol debid
mantenerse a una temperatura de 20- 23 °C, enfriandolo cuando fue necesario. Después
de 3 horas, se filtr6 empleando vacio. Se enjuag6 el residuo con agua caliente
(80- 90 °C) hasta que el liquido de lavado estuviese libre de acido. Se llevo el crisol con
el residuo a estufa a 105 °C durante toda la noche. Luego, se lo llevo a la mufla a 500 °C

por 3 horas. Se enfrid y se peso.

Célculo

% Lignina = P2 -P) 100
P3
donde:

P1 = peso del crisol, en gramos
P, = peso del crisol y el residuo, en gramos

P3 = peso de la muestra en base seca, en gramos

244, Determinacion de Fibra Soluble

La cuantificacion de fibras solubles incluye la cuantificacion de los fructanos,
polisacaridos no almiddn, almidones resistentes y oligosacaridos no digeribles por
métodos distintos o bien la utilizacion de los métodos de AOAC para analisis de fibra
dietética (AOAC 985.29 o0 991.43) con andlisis complementarios de los diferentes
oligosacaridos. En el presente capitulo el contenido de fibra soluble fue determinado por
medio del Método Enzimatico-Gravimétrico, con amilasas, proteasas Yy
amiloglucosidasa, KIT MEGAZYME (AOAC 991.43). Para ello se pesé 1 g de muestra
seca y desgrasada y se colocd en un erlenmeyer. Se afiadio buffer fosfato para llevar a
pH 6,0 + 0,1 y se agregd 50 ul de enzima a-amilasa. Se colocd a bafio maria con

agitacion a 100 °C durante 15 minutos. Cumplido dicho tiempo, el erlenmeyer se enfrid
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a temperatura ambiente, se ajusto el pH a valor de 7,5 + 0,1 utilizando NaOH 0,275 N y
se agregd 100 ul de enzima proteasa. Se colocd en bano maria con agitacion a 60 °C
durante 30 minutos, para solubilizar y depolimerizar proteinas. Luego se ajusto el pH a
valor de 4,5 + 0,2 utilizando HCI 0,325 N y se agregdé 200 upL de enzima
amiloglucosidasa y nuevamente se incubd a 60 °C durante 30 minutos para hidrolizar
almidon a fragmentos de glucosa. Se continud el andlisis adicionando 280 ml de EtOH
95% y se dejo precipitar a temperatura ambiente durante 1 hora. Finalmente se realiz6 el
filtrado con sucesivos enjuagues del recipiente utilizando 3 enjuagues de 20 ml de EtOH
al 78%, 2 enjuagues con EtOH al 95% y 2 enjuagues con 10 mL de acetona. El residuo

se colocd en crisol y se seco bajo vacio en estufa a 70 °C durante toda la noche (FI).

El porcentaje total de la muestra se calcul6 segun la siguiente ecuacion:

Calculo
R-p-A-B

%FDT:{
m

}xlOO

B=RB-PB-CB
donde:
R = peso del residuo de la muestra, en gramos
m = peso de muestra seca y desgrasada, en gramos
p = peso de proteinas del R, en gramos
A = peso de cenizas del R, en gramos
B = blanco
RB = Residuo del blanco
PB = peso de proteinas del blanco, en gramos

CB = peso de cenizas del blanco, en gramos

El contenido de fibra soluble es la diferencia entre el porcentaje de fibra dietaria total
(FDT) y la fraccion de fibra insoluble (FI).

Los valores de fibra soluble obtenidos no involucran a los fructoligosacaridos de bajo

grado de polimerizacion.

2.4.5. Determinacion del Contenido de Proteinas

Principio

El método utilizado fue macro-Kjeldahl, empleando un digestor y destilador Biichi
(AOAC, 1990; Guiragossian et al., 1977). El tubérculo de topinambur liofilizado se
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digirié con acido sulfdrico concentrado utilizando sulfato de cobre/sulfato de potasio
como catalizador, para convertir el nitrégeno organico en iones amonio. Se afiadio alcali
para liberar el nitrdgeno, el que se destilé en exceso de &cido bdérico. El destilado se

titulo con acido clorhidrico para determinar el amonio absorbido por el &cido borico.

Reactivos

Se utiliz6 &cido sulfarico concentrado de peso especifico 1,84, exento de nitrégeno,
acido clorhidrico 0,1 N estandarizado, solucion de acido borico (40 g de BOzH disuelto
en 1 L de agua), solucion de hidroxido sdédico exenta de carbonato conteniendo
aproximadamente 33 g de hidroxido sodico por 100 g de solucion (se disolvieron 500 g
de hidréxido sodico en 1 L de agua), sulfato de cobre pentahidratado, sulfato potasico
anhidro, solucion indicadora mixta (se disolvieron 2 g de rojo de metilo y 1 g de azul de
metileno en 1 L de etanol 96% v/v). ElI cambio de color de esta solucion indicadora se
produce a pH 5,4. La solucién indicadora se almacend en una botella color topacio en

lugar oscuro y fresco.

Digestion de la muestra

La muestra de tubérculo liofilizado se colocd en el tubo del digestor Biichi junto con 10
g de catalizador, una mezcla al 7% de sulfato de cobre con sulfato de potasio.
Seguidamente, se afiadieron 25 mL de &acido sulfirico concentrado y se procedio al
calentamiento. Se prepar0 en forma paralela un blanco. Una vez que la solucién se
aclard, se prosigui6 el calentamiento por 30 minutos mas, con lo que se aseguré que
toda la materia organica se encuentre oxidada. Se retir0 y se dejo enfriar. Luego se

agregaron cuidadosamente 100 mL de agua.

Destilacion

Se prepar6 una solucion de acido borico al 4%, a la que se le afiadié una solucion
indicadora. Esta solucién se prepard con 0,02 g de rojo de metilo y 0,04 g de verde de
bromocresol disueltos en 19 mL de alcohol y 1 mL de agua destilada. La proporcién de
solucidn indicadora fue de 5 mL por litro de &cido bérico al 4%. Se colocaron 50 mL de
dicha solucion acida, preparada en un erlenmeyer de 250 mL y se situo a la salida del
condensador para recoger el amonio destilado. Se afiadi6 a la muestra digerida,
hidroxido de sodio al 30% para liberar el amonio, hasta que la solucién tomé una
coloracion azul intensa, como resultado de la formacion de un complejo entre iones
amonio y cobre, indico que la cantidad de NaOH fue suficiente para neutralizar el

exceso de acido sulfurico.
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La destilacion se llevd a cabo hasta recoger aproximadamente 100 mL de liquido en el
erlenmeyer colector (3 minutos). Para determinar el amonio absorbido por el &acido
borico se tituld el destilado con &cido clorhidrico 0,1 N. Paralelamente se realizd un

blanco de reactivos.

Célculo del porcentaje de nitrogeno (% N)

[(V1-Ve) Ny 10,014 100
Py

% N =

siendo:

V1 =mL de HCI consumidos en la titulacion de la muestra

Vg = mL de HCI consumidos en la titulacion del blanco

P1 = peso de muestra en gramos, expresado en base seca

Nci = normalidad de la solucion de HCI

El contenido de proteina bruta se obtuvo multiplicando en valor de nitrégeno por un
factor de 6,25

2.4.6. Determinacion de Materia grasa

Aplicacion

El método de Soxhlet es aplicable aunque es menos preciso que otros métodos como el
Weibul, Rose Gottlieb.

Principio

La grasa se extrajo con hexano a partir del residuo obtenido en la determinacion del
contenido de humedad. El solvente se elimind por evaporacién y se peso el residuo de

grasa.

Equipos
Se utiliz6 un equipo de extraccion continua, tipo Soxhlet con un matraz de extraccion de
unos 150 mL de capacidad, estufa de aire, unidades de calentamiento, bafio de agua o

bafio de vapor y cartuchos de extraccion.

Procedimiento

Los tubérculos de topinambur liofilizados se trituraron en un molinillo de cuchillas
horizontales. La extraccion de aceite se llevo a cabo en un equipo Soxhlet, empleando
como solvente n-hexano, grado técnico, siguiendo la norma IUPAC 1.122 (1992). Se

dispusieron las muestras trituradas, aproximadamente 10 g, en cartuchos de papel
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Whatman N° 3. El proceso se efectud a una temperatura de 68-72 °C y a presion
atmosférica. Se contabilizaron veinte ciclos de extraccidén para asegurar un contenido
bajo de aceite residual en la muestra. Para extraer el disolvente se utiliz6 un
rotaevaporador. El residuo de n-hexano fue removido por una corriente de nitrégeno. El
contenido de aceite en el tubérculo de topinambur se expresé como porcentaje en masa

del tubérculo triturado, libre de humedad.

Célculo

Grasa extraible( %) = (PSPé)Xloo
1

donde:
P1 = peso de la muestra antes de la desecacion, en gramos
P, = peso del matraz sin grasa, en gramos

P3; = peso del matraz con grasa, en gramos

2.4.7. Determinacion de Materia Seca. Método de la estufa de vacio:

Aplicacién

Los productos que se descomponen en estufa a alta temperatura (100 °C) pueden
desecarse a una temperatura inferior, bajo presion reducida y se determina
gravimétricamente el contenido de solidos totales.

Principio

La eficiencia del método depende del mantenimiento de baja presion en la estufa y de la
eliminacién del vapor de agua de la estufa.

Procedimiento

Se peso en placas de Petri previamente desecadas y taradas, una cantidad de 3- 5 g de
tubérculo de topinambur fresco rallado. Se colocaron las placas de Petri en la estufa de
vacio (6,4 kPa) a 65 °C. Se deseco durante 8 horas o bien hasta que la diferencia de peso
fuera < 0,002 g. Se retiraron las placas de la estufa y se enfriaron en el desecador antes
de registrar el peso.

Cada una hora se retiraron de la estufa las placas con las muestras, se enfriaron en el
desecador y se pesaron. Se repitié la operacion hasta que la muestra alcanzd peso

constante. Se realizo el procedimiento por triplicado y a partir de los datos obtenidos se
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calculo el porcentaje de humedad y los sélidos totales de la muestra por diferencia de

peso.
Calculo
S6lidos Totales (%) = (Ef)loo
1
Hurredad (%) = (Zz)loo
1
donde:

P1 = peso de la muestra, en gramos
P, = pérdida de peso, en gramos
P3; = peso muestra desecada, en gramos

2.4.8. Determinacion de Cenizas
Aplicacién
El siguiente método es aplicable a los tubérculos de topinambur por tener bajo

porcentaje de materia grasa.

Principio

El concepto de residuo de incineracion o de cenizas se refiere al residuo que queda tras
la combustion (incineracion) completa de los componentes organicos de un alimento en
condiciones determinadas. La materia organica se quema a la temperatura mas baja
posible y la materia inorgdnica remanente se determina gravimétricamente. El

calentamiento se realiza en etapas, primero para eliminar el agua, a continuacién para

carbonizar el producto y finalmente, se incinera en horno de mufla.

Procedimiento

La determinacién de cenizas se basé en el método AOAC 942.05 (2000). EI residuo
inorganico del tubérculo es lo que se denomind ceniza y se expresé como porcentaje en
peso de tubérculo seco.

El numero de crisoles necesarios se coloco en el horno de mufla durante 30 minutos. Se
sacaron los crisoles para enfriarlos en desecador durante al menos 1 hora y una vez
enfriados a temperatura ambiente, se peso cada crisol hasta el mg méas proximo. Se peso
con exactitud hasta el mg mas proximo alrededor de 5-6 g de producto en cada crisol.

Se colocaron las muestras previamente secadas en la estufa de vacio, dentro de crisoles,
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para luego llevarlos a una placa caliente bajo campana, y se elevd gradualmente la
temperatura hasta que ceso la emision de humo y las muestras aparecieran totalmente
carbonizadas. Se evitd el calentamiento répido dado que algunas sales funden y
absorben carbono que seria dificil de quemar. Se sometié a la combustion de la materia
organica hasta obtener un residuo blanquecino, libre de carbono para lo cual se
colocaron los crisoles en el interior del horno mufla, lo mas cerca posible del centro y se
incinerd durante 3 horas a 550 °C. Se sacaron los crisoles de la mufla y se colocaron en
un desecador durante al menos 1 hora, para que se enfrien completamente. Se volvio a
pesar cada crisol con sus cenizas hasta el mg mas proximo. Se calculo6 por diferencia el

peso y el porcentaje de cenizas.

Calculo
Cenizas (%) = (P,/P,) 100

donde:
P1 = peso de la muestra, en gramos

P, = peso de las cenizas, en gramos

2.5. Andlisis Quimico Elemental

2.5.1. Determinacion por espectrometro de rayos X

Se determiné utilizando un espectrometro por fluorescencia de rayos X, marca MagiX
con anodo de rodio, atmosfera de helio, cristales de Fli 200, PX1, PX4, PE y detector de
flujo. La atmdésfera de helio permite detectar los elementos de la tabla periodica desde el
sodio hasta el uranio.

Se prepar6 una pastilla de tubérculo de topinambur liofilizado y triturado de 10 g, sobre

la cual se realizaron las determinaciones.

2.5.2. Determinacion por Absorcion atémica
El contenido de Mg se corroboré por absorcion atomica dado que por fluorescencia de

rayos X, se obtuvieron valores bajos.

Principio de absorcion atémica

El principio de analisis consiste en eliminar la materia organica por digestion himeda o
incineracion seca, el residuo se disuelve en &cido clorhidrico diluido. La solucién se
pulveriza en un equipo de absorcion atomica, midiéndose la absorcion del metal objeto

de anélisis, el Mg, a una longitud de onda especifica (Osborne y Voogt, 1986).
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Equipo y funcionamiento

Se utilizd un espectrofotometro de absorcion atomica GBC 902 con accesorios. Los
componentes principales de este equipo son una fuente de luz, que envia el espectro del
elemento de interés, una célula de absorcion, en la que se forman los atomos por
disociacion térmica de la muestra a investigar, un monocromador para la division
espectral de la luz, con la rendija de salida que selecciona la linea de resonancia, un
receptor, que permite la medida de la intensidad de la radiacion, seguido de un

intensificador y un indicador, en el que se lee la absorcion.

Procedimiento

Se pesaron aproximadamente 5 g de muestra (con una precision de + 0,001 g) en un
crisol de porcelana. Se coloco el crisol en una placa calefactora, bajo campana, hasta
que ceso el desprendimiento de humo y la muestra aparecié totalmente carbonizada. Se
llevo a la mufla a 550 °C hasta lograr cenizas blancas. Se trataron las cenizas con 5- 10
mL de HCI 6 N hasta mojarlas totalmente y a continuacion se desecd cuidadosamente
sobre una placa calefactora a temperatura moderada. Luego, se re-afiadieron 15 mL de
HCI 3 Ny se calento el crisol sobre la placa calefactora hasta que la solucion comenzé a
hervir. Se enfrid y filtr6 a través de papel Whatman N° 541 hacia un matraz volumétrico
de 100 mL. Se agregaron 10 mL de HCI 3 N al crisol y se calentd la solucién hasta que
comenzo a hervir. Se enfrid y se filtro hacia el matraz. Se lavé el residuo con agua y se
filtro recogiendo los lavados hacia el matraz. Se enfri6 la solucion y se enrasé al aforo.
Para determinar calcio se afiadieron 5 mL de solucién de cloruro de lantano por 100 mL
de solucién. Se prepard un blanco tomando las mismas cantidades de los reactivos
indicados. Se prepar6 una solucion patron madre del metal a analizar conteniendo
1000 mg/L. Se construyeron rectas de calibrado con disoluciones de esta solucion
madre. La longitud de onda a la que se realizaron las mediciones fue 285,2 nm y el

reactivo usado como patrén fue SO4Mg7H,0.

3. Resultados y discusion

3.1. Andlisis fisico-quimico de los tubérculos de Topinambur (Helianthus tuberosus
L.)

En la Tabla 1.6 se muestra la composicion proximal de los tubérculos de topinambur en
base seca al momento de la cosecha.
Por diferencia de los componentes descriptos en la Tabla 1.6 se obtuvo el porcentaje de

carbohidratos, siendo considerada la inulina su componente mayoritario en los
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tubérculos de topinambur. A partir de los datos de carbohidratos obtenidos se estimé un
contenido de fibra soluble del tubérculo del 77,4% en base seca (equivalente a un 20,7%
en base himeda). Dicho valor se encuentra dentro del rango de valores promedios (de
entre 80 y 90% de inulina en base seca y 18,3% en base himeda) encontrados para
diferentes variedades de topinambur (Barta y Patkai, 2007; Kaur y Gupta, 2002). En
tanto Somda et al., (1999) informaron un contenido de carbohidratos de 93,26 mg/g
base seca (18,9% base himeda).

Tabla 1.6. Composicion de Helianthus tuberosus L.

Componentes % (b.s.) Mg/g m.s.
Cenizas 6,14 £ 0,57 Mg 27
Lipidos 1,16 £ 0,49 Si 65
Proteinas 9,78 £ 0,06 P 632
FDN® 5,47 £0,17 S 216
Lignina 0,52+ 0,01 Cl 813
FDA® 4,95+ 0,16 K 8626

Ca 279

Fe 36

(1) Fibra Detergente Neutra (incluye lignina, celulosa y hemicelulosa)

(2) Fibra Detergente Acidez (incluye celulosa y hemicelulosa)
Kays y Nottingham (2008) también obtuvieron valores en el rango de 14-18% de
carbohidratos totales en peso fresco del tubérculo. Otros autores hacen referencia a un
rango de valores de contenido de inulina mas amplio (del 7 a 30% en base himeda) y
consideran como valores tipicos entre 8 y 21% de inulina en base himeda (Van Loo et
al., 1995). Por su parte, Kocsis, Liebhard y Praznik (2007) informaron un contenido de
carbohidratos solubles en agua de 62,3% en base seca (16,7%, b.h.) en tubérculos de la
variedad Bianka. Estos valores fueron inferiores a los obtenidos en el presente estudio, a
pesar de ser tubérculos de la misma variedad lo cual puede deberse al momento de
cosecha y tiempo de almacenamiento.
En el tubérculo el contenido de fibras insolubles (lignina y celulosa) es bajo, como asi
también el de azucares reductores (glucosa y fructosa) y sacarosa. Los valores obtenidos
de cada uno de dichos componentes fueron similares a los determinados por otros

autores (Cieslik et al., 2005). En particular, los valores correspondientes a fibra
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insoluble fueron superiores a los presentados por Rakhimov et al., (2003) para la
hemicelulosa (fraccién de celulosa soluble) que obtuvieron un 1,2%.

La fibra soluble del tubérculo consiste mayoritariamente en inulina vy
fructooligosacaridos, aungue puede contener pectinas en baja proporcion. El contenido
de fibra soluble determinado mediante la técnica gravimétrica- enzimatica fue de 3,04%
(en base seca). Dicho contenido de fibra corresponde principalmente a las sustancias
pectinicas del tubérculo, y fue superior al obtenido por Rakhimov et al., (2003), quienes
informaron un porcentaje del 1,6% de pectinas.

El contenido de proteinas de los tubérculos (Tabla 1.6) estuvo en concordancia con los
valores informados por Kocsis, Liebhard y Praznik (2007), quienes obtuvieron
porcentajes de entre 9 y 10% en base seca, para la misma variedad de tubérculo. Se
considera que el valor nutritivo de las proteinas de los tubérculos de topinambur se debe
a que estos no sélo contienen los aminoacidos esenciales, sino también poseen un buen
equilibrio aminoacidico que determina su alto valor alimenticio y biol6gico (Rakhimov
et al., 2003).

El porcentaje de materia grasa obtenido fue de 1,16% b.s. y estuvo en concordancia con
los valores informados por Kays y Nottingham (2008).

El contenido de humedad inicial de los tubérculos frescos fue 73,22% b.s. y estuvo
dentro del rango reportado por Ledn, Gutiérrez y Antolin (2003) de entre 70 y 75%,
mientras que otros autores obtuvieron valores aln mayores (80-81%) (Kays y
Nottingham, 2008; Souci -Fachman-Kraut, 2000). El contenido inicial de sélidos totales
de los tubérculos cosechados fue de 26,78%. Este valor concuerda con los porcentajes
obtenidos por Cieslik et al., (2005), de entre 20,4 a 31,9% de materia seca (s6lidos
totales), donde los carbohidratos representaron el componente principal. Por otro lado,
en contraste con los datos descriptos previamente, Danilcenko et al., (2008) informaron
menores valores de contenido de materia seca en los tubérculos recién cosechados
(16,4%). Sin embargo, estos mismos autores en otros trabajos (Danilcenko et al., 2011)
presentaron valores de entre 20,23 a 24,65% Yy establecieron que dicho contenido es
dependiente del cultivar, lo cual explicaria las diferencias encontradas entre estos y los
obtenidos en el presente trabajo.

La medicion de los sélidos solubles por refractometria es ampliamente utilizada para
determinar la calidad de las partes comercializables de diferentes plantas dado que es
una técnica rapida y de bajo costo para determinar carbohidratos solubles (Feller y Fink,

2007). El valor promedio de °Brix de los tubérculos fue de 23,65, encontrandose dentro
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del rango de valores informados por Barta y Patkai (2007). Estos investigadores
observaron que el contenido de solidos solubles de cinco cultivares diferentes de
topinambur (Té&pio sima, Tapio korai, Ceglédi, Gyéngyvér y Rubik) estuvo entre el 20 y
23% b.s. No obstante, Frese y Dambroth (1987) observaron que la lectura del indice de
refraccion de extractos con diferentes tipos de azucares deben ser interpretados con
cautela ya que cada azlcar tiene un indice de refraccion diferente. En el extracto de
topinambur los carbohidratos principales son los fructanos y azlcares simples en baja
proporcion (entre 1 y 2% de sacarosa y 1 a 2% de azUcares reductores) (Barta y Patkai,
2007).

El contenido de minerales totales de los tubérculos fue 0,061g/g (b.s.). Este valor es
similar al obtenido por Barta y Patkai (2007) quienes informaron valores superiores a
0,057 + 0,039 g/g (b.s) para las diferentes variedades. Estos autores mencionaron que
los niveles de potasio, calcio, fosforo, hierro fueron superiores a los de la ingesta diaria
recomendada (100 mg por persona) y coincidentes con los resultados del presente
trabajo (Tabla 1. 6). Danilcenko et al., (2011) informaron valores de contenido de Ca y
Mg superiores (1603 mg/kg y 734,24 mg/kg, respectivamente) a los obtenidos en este
estudio, mientras que los de K fueron inferiores (31,26 mg/kg). El alto contenido de Ca
asegura el desarrollo y la estabilidad de los huesos, mientras que el potasio y el
magnesio son importantes en el equilibrio catidnico del organismo humano, en la

contraccion muscular y en la transmision nerviosa (Kang et al., 2007).

4. Conclusiéon

La composicién fisicoquimica de los tubérculos de topinambur (H. tuberosus L.) esta
influenciada por factores fisioldgicos, agroclimaticos y por la variedad a la que
pertenece el cultivo. Debido a que en Argentina alin no se cuenta con un registrado de
los cultivares existentes es de fundamental importancia la caracterizacion fisicoquimica
de los tubérculos con los que se trabaja dado su variabilidad composicional. El nutriente
principal de los tubérculos de topinambur es la fibra soluble (principalmente fructanos
del tipo inulina), sin embargo, tiene un alto contenido de minerales y de proteinas de
alto valor biolégico. Dichos componentes lo posicionan como cultivo de apreciable
valor nutricional e industrial con aplicaciones diversas en el desarrollo de productos

alimenticios.
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5. Abreviaturas

CA: carbohidratos

CE: cenizas

CF: carbohidratos fermentables
EE: extracto etéreo

FDA: fibra detergente acida
FDN: fibra detergente neutra
FDT: fibra dietaria total

FI: fibra insoluble

FOS: fructooligosacaridos

GP: grado de polimerizacion
GPn: grado de polimerizacion promedio
PB: proteina bruta
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Capitulo 2

Cambios en las caracteristicas fisicoquimicas del topinambur

(Helianthus tuberosus L.) durante el almacenamiento en frio

Este capitulo describe el efecto del almacenamiento sobre los tubérculos y su
composicion, ademas de la obtencién y caracterizacion de los carbohidratos ricos en

inulina obtenidos de topinambur.
1. Introduccidn

1.1. Efectos de las condiciones de almacenamiento sobre los tubérculos y su

composicion

El almacenamiento a largo plazo de los tubérculos es uno de los principales problemas
asociados a la produccién comercial del cultivo de topinambur debido a que son
dificiles de conservar fuera del suelo, dado que no poseen una peridermis desarrollada.
Los tubérculos requieren condiciones de alta humedad durante el almacenamiento para
evitar la pérdida de agua, sin embargo, dicha condicién favorece al mismo tiempo el
desarrollo bacteriano, que conduce a la podredumbre del mismo (Saengthogpinit y
Sajjaanantakul, 2005; Modler et al., 1993).

AUn no se ha desarrollado un método rapido y econémico para procesar gran cantidad
de tubérculos y evitar el alto costo de almacenamiento (Lingyun et al., 2007) que se
traduce en grandes pérdidas de la calidad. Las causas principales de la pérdida de
calidad son la deshidratacion, descomposicion y brotacion, asi como también la
degradacion de los carbohidratos de reserva (Saengthogpinit y Sajjaanantakul, 2005;
Ritsema y Smeekens, 2003; Modler et al., 1993) que estan ubicados en las vacuolas
celulares de los tejidos frescos de las plantas como soluto en estado coloidal.

Durante el almacenamiento del tubérculo se produce la depolimerizacion de fructanos
catalizada por la accion combinada de enzimas. Las fructano exo- hidrolasas (FH)
rompen los enlaces  (2—1) liberando fructosa y cadenas cortas de polisacaridos
(Suzuki y Chatterton, 1996). Por su parte las fructosil transferasas (FFT) catalizan la

transferencia de los residuos de fructosa de una molécula de sacarosa a otra y producen
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la sintesis de fructanos de bajo grado de polimerizacion (GP) (Martinez Noél y Pontis,
2000; Schorr-Galindo y Guiraud, 1997; Edelman y Jefford, 1968). También la enzima
invertasa actua sobre la molécula terminal de sacarosa dando como resultado fructosa y
glucosa libres (Fukay, 1997).

Kang et al. (1993) sugirieron que la temperatura de almacenamiento Gptima para evitar
variaciones significativas en la composicion de fructanos es la temperatura de
congelacion. No obstante, a dicha temperatura se producen importantes pérdidas de
agua y compuestos solubles.

Otras alternativas de conservacion de los tubéerculos pueden ser bajo tierra (hasta la
cosecha primaveral), en cdmara a 0 °C y 90- 95% de humedad relativa (HR) o bajo
techo con arena granitica seca entre las capas de tubérculos (Rébora, 2008a). La
alternativa mas utilizada es dejarlos en la tierra y cosecharlos de acuerdo a la capacidad
diaria de las instalaciones de procesado (Frese, 1993). También el almacenamiento en
camaras con temperatura y humedad controlada (Rébora, 2008b) en bolsas de
polipropileno, a granel o cubiertos con turba himeda son alternativas viables para la
conservacion de tubérculos (Danil¢enko et al., 2008). Estos autores concluyeron que la
conservacion de los tubérculos a granel cubiertos con turba himeda produce las
menores pérdidas de peso, aunque hay una disminucion del contenido de azlcares
totales. Cabezas et al. (2002) encontraron que los tubérculos mantenidos durante 30 dias
a 18 °C presentaron pérdidas de agua de mas del 20%, dicha disminucién en el
contenido de agua esta directamente relacionada con la tasa de transpiracién de los
tubérculos. En tanto, Kang et al. (1993) mostré que si bien los tubérculos se mantienen
firmes y crujientes por 10 semanas entre 2 y 5 °C y 95% (HR), el tiempo méximo para
mantener un alto grado de polimerizacién promedio (GPn) de los fructanos es de 3 a 7
semanas. Por lo que, el GP y las caracteristicas de turgencia de los tubérculos de
topinambur podrian verse afectados con el tiempo y la temperatura de almacenamiento
de los tubérculos (Saengthongpinit y Sajjaanantakul, 2005) lo cual influye en la

capacidad de extraccién de los fructanos.

1.2. Extraccion de fructanos

La solubilidad de los fructanos disminuye con el decrecimiento de la temperatura
(Moerman, Van Leeuwen y Delcour, 2004) y su solubilidad en agua disminuye con el
grado creciente de polimerizacion, siendo las moléculas de alto GP las de menor
solubilidad.
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En la actualidad, la fuente mas explotada para la obtencion industrial de inulina y
fructooligosacéridos es la raiz de Dahlia spp. (dalia) y Chicorium intybus (achicoria).
La estructura de la inulina y su contenido en el érgano de almacenamiento esta
determinada por la fuente desde donde se extraiga (Coussement, 1999; De Leenheer y
Hoebregs, 1994).

La inulina estd compuesta por una mezcla polidispersa de polimeros y oligosacéridos.
Esta constituida por unidades de fructosil con uniones  (2—1) que puede 0 no tener
una unidad de glucosa terminal mediante un enlace a (1— 2) (Kays y Nottingham,
2007; Carabin y Flamm, 1999; Roberfroid, Gibson, y Delzenne, 1993). Desde el punto
de vista quimico es una cadena lineal de a- D glucopiranosil, (B- D- fructofuranosil) n-
1, B- D-fructopiranosil, (B- D-fructofuranosil, p- D-fructofuranosil) n-1, B- D-
fructofuranosil.

La obtencion de inulina de cadena larga (GP 10-60; GPn 25) requiere de técnicas de
separacion fisica, si se debe eliminar los oligdmeros con GP <10 (Zimeri y Kokini,
2002). En el proceso de obtencion de inulina, parte de los hidratos de carbono,
minerales y péptidos presentes en la matriz vegetal de origen, se extraen conjuntamente
con la inulina y deben eliminarse en etapas posteriores. En la Figura 2.1 se visualiza
cada una de las etapas del proceso de extraccion de inulina a partir de una fuente vegetal

como es el topinambur (Helianthus tuberosus L.).

Tubérculos de topinambur (lavados y rebanados)
¥ Secado de la Alimentacion
pulpa > animal
Extraccién de fructanos por disolucion —>»| resultante
en agua caliente
¥ — Uso en
Precipitado suelos
Carbonatacion acida — carbonatado ricoen [ para
péptidos y coloides agricultura
\d
Inulina cruda » Remocién de fraccion de bajo
GP (<10) por separacion fisica

\

Desmineralizacion por resinas de intercambio i6nico
Decoloracion por carbén activado

y
Inulina de alta pureza

]

Concentracion bajo vacio (Rotavapor)

Liofilizacion —»| Inulina liofilizada

\ A

Figura 2.1. Proceso de obtencion de inulina a nivel de laboratorio.
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La extraccion de inulina incluye etapas en medio acuoso, sin la adicion de disolventes
orgénicos, lo cual es de interés para el uso en la industria alimentaria y para el cuidado
del medio ambiente (Lopez-Molina et al., 2005).

Uno de los métodos de extraccion de inulina a partir de topinambur requiere de una
etapa de extraccion con agua hirviendo durante 10-15 minutos (Laurenzo et al., 1999).
Los datos presentados por Lingyun et al., (2007) mostraron que el rendimiento de
extraccion de inulina utilizando agua como solvente aumenta cuando la temperatura y la
relacion disolvente: s6lido aumentan.

Otro método es la precipitacion en alcohol, que si bien es eficiente y ampliamente
utilizado en el laboratorio se considera antiecondmico e inadecuado a escala industrial.
Otra alternativa es la extraccion asistida por ultrasonido, donde el material interacciona
con las ondas sonoras de alta frecuencia, rompe las paredes celulares vegetales
facilitando la liberacidbn de compuestos extraibles. Este método es un método
prometedor para mejorar el proceso de extraccion. No obstante, la propagacion y la
interaccion de las ondas sonoras altera las propiedades fisica y quimica de los

componentes que estan sometidos a ultrasonido.

El objetivo especifico de este capitulo fue estudiar los cambios que se producen durante
8 meses de almacenamiento de tubérculos de topinambur a 4-5 °C y 98% HR, en cuanto
a sus caracteristicas estructurales, su contenido de carbohidratos y grado de

polimerizacion promedio de los fructanos extraidos de los mismos.
2. Materiales y Métodos

2.1. Almacenamiento y acondicionamiento de los tubérculos

Los tubérculos de topinambur (H. tuberosus L.) fueron cosechados después de diez
meses de plantados, diez dias después de su cosecha se lavaron manualmente utilizando
un cepillo para eliminar los residuos de tierra y reducir la carga de microorganismos en
la superficie, para lo cual se mantuvieron en remojo en una solucién de hipoclorito de
sodio 0,038 M por 30 minutos (Saengthongpinit y Sajjaanantakul, 2005) y se secaron
con una corriente de aire. Este procedimiento se repitidé a intervalos de 2 meses de
almacenamiento, para su mejor conservacion. Los tubérculos limpios y secos fueron
embalados en bolsas de tejido plastico y almacenados en camara a 4-5 °C y una

humedad relativa minima de 98%, hasta su uso. Se tomaron lotes de 2 kg de tubérculos
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a los 0, 2, 4 y 8 meses de almacenamiento, respectivamente, para su posterior

procesamiento y analisis.

2.2. Determinacion de solidos solubles refractométricos (°Brix) en los tubérculos

El principio y el procedimiento de la técnica fueron descriptos en el Capitulo 1.

2.3. Materia Seca de los tubérculos. Método de la estufa de vacio

El principio y procedimiento de la técnica fue descripto en el Capitulo 1.

2.3.1.Curva de deshidratacion del tubérculo vs. tiempo

Para trazar la curva de deshidratacion vs. tiempo durante el secado en estufa de vacio se
registré el peso cada una hora y se calcul6 la pérdida de humedad durante el secado para

cada estadio de almacenamiento de los tubérculos frescos.

2.4. Liofilizacion de los tubérculos

Para una conservacion adecuada de los tubérculos muestreados, se redujo el contenido
de humedad a valores inferiores a 15 %, para evitar el desarrollo de hongos sobre la
superficie, detener los cambios fisico-quimicos y asi mantener el perfil de hidratos de
carbono de los tubérculos por periodos superiores a los 18 meses (Kocsis et al., 2007;

Saengthongpinit y Sajjaanantakul, 2005).

2.4.1.Procesamiento

Los tubérculos de cada lote fueron cortados en rodajas de aproximadamente 2 mm de
espesor, utilizando una procesadora doméstica de alimentos. Las rodajas fueron
dispuestas en bandejas de aluminio, se congelaron a -18 °C y se liofilizaron (Rificor L-
A-B3-C, Rificor, Argentina) a -40 °C y 0,014 mm de Hg de presién hasta peso constante
(72 h). El material liofilizado se almacend en bolsas con cierre hermético (Ziploc,
Argentina) bajo atmdsfera de nitrégeno. Las bolsas se dispusieron dentro de cajas
plasticas herméticamente cerradas, en un lugar fresco y seco (15-25 °C, 40% HR) hasta

su analisis.

2.5. Microscopia electrénica de barrido (SEM) de tubérculos liofilizados

Los tubérculos almacenados en frio (4 °C) durante diferentes periodos fueron cortados
en rodajas (de un tamafio de 2 mm de espesor y 12 por 12 mm, sin dafiar la estructura) y
liofilizados. Dichas muestras se montaron sobre una cinta de carbono de doble cara

colocada sobre el soporte (stap). Se utilizd6 un microscopio electronico de barrido
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(EVOMAL10, Carl Zeiss SMT Itd., UK) que operé a 20 Kv a presion variable de entre 60
y 80 Pa, para visualizar la microestructura de los tubérculos de topinambur liofilizados
mediante imé&genes en un rango de magnificaciones entre 19 y 1120 X y se

seleccionaron las imagenes representativas.

2.6. Preparacion del extracto rico en carbohidratos solubles (CRI)

2.6.1.Procesamiento

Las condiciones de extraccion se establecieron en base a los reportes encontrados en
bibliografia (Huaxi et al., 2010; Arango Bendoya et al., 2008; Chekroun et al., 1996).

Tabla 2.1. Parametros operativos del proceso de extraccion.

Pardmetros Valores
Tamario de las rodajas (mm) 12x12x2
pH del extracto de inulina 6,5- 6,8
Temperatura de extraccion (°C) 85

Tiempo de residencia (h) 2

Relacion tubérculo liofilizado/ agua (Kg L™) 0,125
Sélidos solubles del extracto bruto (°Brix) 10+1

Las rodajas de tubérculos liofilizadas, correspondientes a cada uno de los estadios de
almacenamiento se molieron en un molinillo (Braun, México) hasta obtener un polvo
homogeéneo. A partir de este material, se realizé la extraccion de fructanos en un sistema
bach termostatizado a 85 °C con agitacién, empleando agua destilada como solvente, en
una relacion liquido-sélido 8:1. Este proceso se llevd a cabo durante dos horas (Tabla
2.1) (Matias et al., 2011). El extracto se separ6 mediante etapas sucesivas de filtracion
por muselina y papel de filtro, a 80 °C. Lingyun et al. (2007) determinaron que la
variable pH no influye significativamente en el rendimiento de extraccion de inulina,

por lo cual en este estudio el pH no fue modificado.

2.7. Purificacion del extracto rico en carbohidratos solubles

Cuando se realizo la extraccion de fructanos a partir de los tubérculos se extrajeron
conjuntamente otros compuestos gque no son carbohidratos, por lo que fue necesaria una

purificacion fisico-quimica que incluyd precipitacion, sedimentacion y filtracion del
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extracto para remover dichos compuestos (Teodorescu, 2003). En las etapas de
purificacion se realizaron tratamientos con Ca(OH), y CO,. El Ca(OH), se adiciond en
exceso para neutralizar la carga eléctrica de las particulas promoviendo su aglomeracion
y su sedimentacion. La carbonatacion disminuyd la alcalinidad del extracto que
promovid la formacion de cristales de CaCO3; con colorantes y coloides adsorbidos,
ademés de la coagulacion de proteinas. El precipitado resultante se removid por
sedimentacion y filtracion (Huaxi et al., 2010).

2.7.1. Procedimiento

Un volumen de 230 mL de extracto se ajusté a pH 11,2 agregando Ca(OH), sélido y se
mantuvo en agitacion a 65 °C durante 30 minutos. Luego, se elevd la temperatura a
85 °C y se agregé Ca(OH),, se agité durante 45 minutos hasta la formacion de un
precipitado (pH cercano a 12), se separé el precipitado por filtracion y se descart6. El
filtrado se carbonat6 por burbujeo répido con CO; a 65 °C, hasta pH 10,8 y luego se
centrifugé a 3200 rpm, durante 10 minutos (Presvac DCA-300, PRESVAC S.R.L.,
Argentina). El sobrenadante obtenido se separé mediante filtracion bajo vacio con papel
de filtro (S&S N° 859) a 65 °C. Se realizd una segunda etapa de carbonatacion por
burbujeo con CO,, hasta pH 8,9. Finalmente, se centrifugd y se filtré6 nuevamente bajo
las mismas condiciones anteriores. El extracto obtenido se mantuvo a 65 °C durante 15
minutos con la adicion de carbdn activado en polvo en una proporcion del 1% (p/p). El
carbon activado se separé mediante filtracion con papel bajo vacio y se obtuvo un
extracto limpido amarillo palido que fue liofilizado para su posterior uso.

2.8. Procedimiento de liofilizacion de los extractos

Los extractos sin purificar y los purificados, correspondientes a cada uno de los estadios
de almacenamiento de los tubérculos, se liofilizaron en frascos de vidrio con tapa a
rosca, bajo las mismas condiciones utilizadas para los tubérculos (Seccion 2.4 del
presente Capitulo). El polvo resultante de cada extracto fue llamado carbohidratos ricos
en inulina (CRI y CRIp, donde p significa purificados). Los CRI se almacenaron en los
mismos frascos, bajo atmdsfera de nitrdgeno en un lugar fresco (15- 25 °C) y seco (40%
HR) para su posterior utilizacion como sustrato en el estudio de capacidad prebiética y
en la elaboracion de panes funcionales. Los CRIp se mantuvieron bajo las mismas

condiciones que los CRI para su posterior resuspension y analisis cromatografico.

39



Capitulo 2 Almacenamiento de tubérculos de topinambur

2.8.1.  Anadlisis de carbohidratos extraidos de tubérculos de topinambur

2.8.2. Reactivos

Se emplearon oligofructosacaridos Orafti P95, inulina HP e inulina GR elaborados por
Beneo-Orafti (Bélgica), y gentilmente donados por Saporiti SA (Argentina), asi como
glucosa, fructosa y sacarosa de Sigma-Aldrich (EEUU). Segun declaracion del
fabricante, la inulina GR se compone de >99,5% de inulina (GPn> 10) y < 0,5% glucosa
+ fructosa + sacarosa; y la inulina HP contiene > 90% de inulina (GPn> 23) < 4% de

glucosa + fructosa y < 8% de sacarosa.

2.8.3. Procedimiento

Se determind la composicion de los CRIp de los diferentes estadios de almacenamiento
de los tubérculos de topinambur por HPLC. Para ello se determinaron los contenidos de
glucosa, fructosa, sacarosa e inulina en los CRIp. Se considera que mayoritariamente los
fructanos presentes inicialmente en los tubérculos son inulina. Los fructanos tienden a
precipitar en solucion por lo cual las muestras se calientan a 80 °C y se enfrian a
temperatura ambiente antes de su andlisis (Ledn et al., 2003). Se utilizé un sistema
cromatografico Alliance e2695, (Waters, EEUU), equipado con una columna Aminex
HPX-87C (Bio-Rad, EEUU) de 300 mm x 7,8 mm, gque se mantuvo a 65 °C, con un
bucle de inyeccion de 10 uL y un detector de indice de refraccion (Mod. 2414, Waters,
EEUU). Como fase movil se empled agua tridestilada a una velocidad de flujo de
0,3 mL/min. El programa de procesamiento de datos utilizado fue Empower 2

(Shimadzu, Japdn).

Tabla 2.2. Constantes de las rectas de calibracion de carbohidratos.

Carbohidratos k=C(mg/mL)/ Area r’
Inulina HP 5,5720 10° 0,9929
Sacarosa 4,4403 10°° 0,9969
Fructosa 5,4870 10° 0,9980
Glucosa 4,7707 10° 0,9990

La cuantificacion se realizd por comparacion de areas a través del método de estandar
externo, utilizando las soluciones de referencia a diferentes concentraciones de hidratos

de carbono, que fueron desde 1 a 10 mg/mL. Los patrones mencionados se utilizaron
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para confeccionar las curvas patrones y sus correspondientes ecuaciones de ajuste,
detalladas en la Tabla 2.2.

Las muestras de CRIp de cada estadio se diluyeron hasta una concentracion de 5 mg/mL
de agua grado HPLC, se prepararon dos soluciones a partir de cada CRIp que se pasaron
por bafio ultrasénico (Sonorex, RK 255H) a 80 °C durante 1 min. Sin filtrar se
inyectaron 10 pL de cada una de las muestras al equipo HPLC vy se realizd el analisis a
cada solucion por duplicado.

2.9. Hidrdlisis acida de los CRIp

Dado que el tiempo y la temperatura de calentamiento del proceso de hidrolisis son las
variables mas influyentes en la hidrélisis acida de la inulina (Ledn et al., 2003), se

desarrollaron ensayos contemplando dichas variables.
2.9.1. Determinacion del tiempo y temperatura de hidroélisis para CRIp

Reactivos y procedimiento

El liofilizado correspondiente al extracto purificado (0,01 g de CRIp) se suspendio en
1 mL de diferentes soluciones de acido clorhidrico 0,001 M y 0,01 M, respectivamente
y las suspensiones resultantes se sometieron a distintas temperaturas en bafos
termostatizados (70 o 90 °C) durante 0,5, 1, 2, 4, 6 y 8 horas, dentro de tubos de ensayo
con tapa a rosca y se taparon. Cada hidrolizado se neutralizd en agitacion con hidroxido
de sodio 0,01 M y 0,001 M, de acuerdo a la molaridad del &cido utilizado, se obtuvieron
asi hidrolizados de los CRIp para su posterior analisis cromatografico. El pH de las
muestras fue entre 5 y 6, determinado mediante tiras de pH (Neutralit pH 5,5 a 9,0
Merck N° 1.09564.0003). Dicho rango de pH es tolerable por la columna
cromatogréfica. Los hidrolizados se trasvasaron a viales (Fisher OMC-54195, 1,5 mL)
empleando jeringas de plastico estériles, se taparon (Fisher lids & septum OMC-54195)
e inyectaron 10 pL de cada muestra al equipo cromatografico antes descrito, bajo las
mismas condiciones de trabajo.

El contenido de carbohidratos hidrolizados y residuales de cada condicién de hidrolisis
fue calculado en base a la interpretacion de los cromatogramas obtenidos y su
correlacion con las curvas de calibracién estandar (Tabla 2.2). La relacion de hidrdlisis
se obtuvo graficando los valores de concentraciones finales de cada carbohidrato (C)

sobre la concentracion inicial de fructanos (Coy) versus el tiempo de hidrdlisis (Figura
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2.4) y se evaluo la eficiencia del tratamiento de hidrolisis mediante las Ecuaciones 2.1.,
2.2, 2.3, 2.4 (Heyraud et al., 1984).

Gl
C _ f
%:o Bl %Cto (2.1)
Ao a %Cto (22)
c/ _ Sac/ 2.3)
/30 - Fcty )

% de hidrolisis = 100 —KFC%Ct )*100} 2.4)
0

donde:

CICo = Relacion de la produccion de azlcares en base a la inulina inicial

C = Concentracion final del carbohidrato a analizar

Co = Concentracion inicial de inulina

Frs = Fructosa final

Gl; = Glucosa final

Sacs = Sacarosa final

Fct; = Fructanos hidrolizados en la muestra a tiempo t de hidrdlisis

Fcto= Fructanos en la muestra nativa

Se asume que el contenido de fructanos (Fct) es aproximadamente igual al contenido de

inulina.

Condicién optima de hidrolisis acida

Se determin6 como la condicion de hidrdlisis 6ptima para los CRIp extraidos de
tubérculos de topinambur al momento en que los fructanos ya no mostraron una
degradacidn significativa a través del tiempo (cinética de hidrolisis &cida).

El proceso de hidrolisis acida bajo la condicion éptima determinada previamente se
aplico a los CRIp correspondientes a cada uno de los estadios de almacenamiento, con
el fin de caracterizar la inulina en cuanto a su grado de polimerizacion promedio (GPn).
Para ello, se suspendié 0,02 g de cada liofilizado (CRIp) en 2 mL de &cido clorhidrico
0,01 M dentro de un tubo de ensayo con rosca dentro y se taparon. Se realizaron (por

duplicado) hidrdlisis de las suspensiones resultantes, manteniéndolas a 90 °C durante 6
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horas, con agitacion (Vortex Decalab S.B.L.). Al término del calentamiento las muestras
fueron enfriadas en bafio de agua fria y neutralizadas en agitacion por vortex con 2 mL
de solucion 0,01 M (1:100 p/v) de hidroxido de sodio (NaOH, Anedra Num. 6452),
obteniéndose asi el hidrolizado de los CRIp neutralizado para su posterior analisis
cromatografico. Se determind el pH de las muestras (con Tiras Neutralit pH 5,5 a 9,0
Merck No 1.09564.0003) para corroborar que esté dentro del rango tolerable por la
columna cromatogréafica (pH entre 5 y 6). Las muestras CRIp hidrolizadas y
neutralizadas se trasvasaron a viales (Fisher OMC-54195, 1,5 mL) empleando jeringas
de plastico esteriles, se taparon (Fisher lids & septum OMC-54195) e inyectaron 10 pL
de cada muestra al equipo de cromatografia antes descrito, bajo las mismas condiciones
de trabajo.

2.10. Rendimiento de extraccion de carbohidratos y contenido de inulina

El rendimiento de extraccion de carbohidratos () a partir de los tubérculos se calculd
como el peso de CRIp por peso de tubérculos deshidratados y se expresé como
porcentaje (%). El contenido de inulina de los CRIp (vy), equivalente a la pureza de la
inulina comercial, se calculd como la relacion entre el contenido de inulina estimado por
HPLC vy el contenido de CRIp, expresado en porcentaje (%).

El contenido de inulina (1) por peso de tubérculo seco, se expresé en % y fue estimado

por la expresion:

I =Yy (2.5)

Los CRIp extraidos de los tubérculos de topinambur contienen inulina y otros
carbohidratos (considerados impurezas), incluyendo la sacarosa (S), la fructosa libre
(FL), y la glucosa libre (GL). El contenido de estos azUcares se calculé de modo similar
al desarrollado para la inulina.

Los contenidos de fructosa y glucosa que provienen de la hidrélisis de la sacarosa (Fs y

Gs, respectivamente) fueron calculados por la formula:
Fs =G = % (2.6)

La Ecuacion 2.6 es valida si se asume la hidrolisis total de la sacarosa.
También se determinaron los niveles de fructosa y glucosa en las muestras, antes y

después de la hidrolisis acida (F., G y Fr, G, respectivamente). Los contenidos de
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fructosa y glucosa que provienen de la hidrolisis de la inulina (F, y G, respectivamente)

fueron calculados por diferencia (Kocsis et al., 2007):
F=F-€ +F_ (2.7)

GI = GT - GL +Gs: (2.8)

Las Ecuaciones 2.7 y 2.8 son validas cuando se considera la hidrdlisis total de los

fructanos.

2.11. Grado de polimerizacion promedio (GPn) de los CRIp

El procedimiento para determinar el GPn se basa en el principio de analisis del grupo
final. EI GPn es el valor que corresponde al nimero total de unidades de sacérido
(unidades G y F) en una muestra de inulina dada, dividida por el nimero total de
monosacaridos de glucosa que estan presentes en la muestra. Asi, el GPn de la inulina
para cada CRIp se calcul6 a partir de la siguiente expresion:

F +G
GP =1 -1 290
n G, (2.9)

La Ecuacion 2.9 es vélida cuando se asume que cada molécula de inulina contiene una

unidad de glucosa (Kocsis et al., 2007).

2.12. Analisis Estadistico

Todas las mediciones se efectuaron al menos por triplicado. Para cada ensayo, las
diferencias estadisticas se determinaron por andlisis de la varianza (ANOVA) seguido
de las comparaciones entre las medias con la prueba de Tukey, al nivel de significacion
del 5%, utilizando el software InfoStat (Di Rienzo et al., 2011).

3. Resultados

3.1. Caracteristicas de los tubérculos durante el almacenamiento: composicion,

solidos solubles y humedad

El contenido de humedad y de sdlidos solubles de los tubérculos durante el
almacenamiento a 4 °C se muestra en la Tabla 2.3. Se observd que el tiempo de

almacenamiento tuvo un efecto significativo en la disminucion del contenido de
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humedad, que pudo ser detectado incluso visualmente, atribuido principalmente a los
procesos de respiracion y transpiracion de los tubérculos. Dichos resultados estuvieron
en concordancia con los obtenidos por otros autores (Cabezas et al., 2002).

Tabla 2.3. Contenido de humedad y solidos solubles de los tubérculos de

topinambur durante el almacenamiento a 4 °C.

Tiempo de almacenamiento Humedad Sélidos Solubles
(meses) (% p/p bh) (° Brix)
0 732+10 a 236+00a
72,6+£1,0 ab 235+00a
4 69,0+ 2,1 bc 240+0,1a
8 68,3+2,7 C 246+0,0a

Las medias con una letra comin dentro de una columna no son significativamente diferentes (p > 0,05).

b.h.: base himeda.

En tanto, el tiempo de almacenamiento no tuvo efecto significativo sobre el contenido
de sdlidos solubles (°Brix) de los tubérculos, siendo el rango de valores obtenidos de
entre 23 y 24 °Brix. Dichos valores fueron similares a los obtenidos por Zubr y Pedersen
(1993) y Baldini et al. (2004). Saengthongpinit y Sajjaanantakul (2005) también
mostraron un aumento no significativo del contenido de sélidos solubles con el tiempo
de almacenamiento, hasta los cuatro meses. Este hecho puede atribuirse a que, si bien en
periodos de almacenamiento cortos los tubérculos presentan mayores porcentajes de
fructanos de cadenas largas, podrian no ser detectados refractométricamente. Este
resultado es compatible con el hecho de que la relacion F/G permanecié practicamente
constante durante todo el periodo de almacenamiento (Figura 2.5). En apoyo a nuestros
resultados Danil¢enko et al., (2008) obtuvieron diferencias significativas en el
contenido de solidos solubles de tubérculos almacenados durante periodos superiores a
cuatro meses.

Si bien la mayoria de las reacciones enzimaticas y quimicas se reducen drasticamente a
baja temperatura en los tubérculos de topinambur, continda produciéndose la
depolimerizacion de fructanos y biosintesis de nuevas cadenas de fructanos a baja
velocidad, lo cual podria explicar las diferencias en el contenido de las fracciones de

solidos solubles totales (Scollo et al., 2011; Fujishima et al., 2009; Danilcenko et al.,
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2008; Kays y Nottingham, 2007; Rébora, 2008a; Saengthogpinit y Sajjaanantakul,
2005). Por otro lado, Frese y Dambroth (1987) mencionaron que la lectura del indice de
refraccion debe ser interpretada con cautela, debido a que los extractos vegetales pueden
contener diferentes tipos de azlcares con distintos indices de refraccion cada uno de

ellos.
3.2.  Cinética de secado en estufa de los tubérculos de topinambur almacenados

El estudio de la cinética de secado en estufa de vacio de los tubérculos de topinambur de
cada estadio de almacenamiento se realiz6 mediante la curva del contenido de humedad
de los tubérculos (X: g agua/g solido seco) normalizada respecto al valor inicial (Xo)

que se muestra en la Figura 2.2.
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O Estadio 2
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Figura 2.2. Contenido de humedad normalizado durante el secado de tubérculos frescos

para los estadios de almacenamiento de 0O, 2, 4, y 8 meses.

Se observa que el mayor descenso del contenido de humedad de los tubérculos
(g agua/g solido seco) ocurrié durante la primera hora de secado de los tubérculos, para
todos los estadios de almacenamiento. Dentro de dicho periodo de secado, los
tubérculos frescos (estadio 0) presentaron la mayor proporcion de deshidratacion,
seguidos por los tubérculos almacenados durante 4 y 2 meses de almacenamiento,

siendo menor la pérdida de humedad en los tubérculos de 8 meses de almacenamiento.
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La distinta velocidad de secado podria deberse a las diferencias en la microestructura de
los tubérculos frescos y almacenados (Figura 2.3) o bien a la forma en que el agua esta
presente (ligada, libre) en los mismos. En el periodo de secado de 1 a 6 horas el
contenido de humedad de los tubérculos disminuyé en forma gradual, presentando
valores de humedad similares entre los diferentes estadios. Entre las 6 y 8 horas de
secado los valores de humedad de los tubérculos se mantuvieron practicamente

constantes.

3.3. Microscopia electronica de barrido

En la Figura 2.3 se muestra el efecto del tiempo de almacenamiento en frio sobre la
microestructura de los tubérculos, en imagenes obtenidas por microscopia electronica de
barrido.

En el parénquima de los tubérculos frescos (Figura 2.3-A) el contorno de la pared
celular poligonal resultd mas bien redondeado y homogéneo, con celdas de tamafio
relativamente pequefio y paredes celulares gruesas. Después de 2 meses de
almacenamiento (Figura 2.3-B) las células se presentaron mas alargadas y hexagonales,
con paredes celulares més delgadas. Después de 4 meses de almacenamiento (Figura
2.3-C) las células resultaron mas deformadas y de tamafio irregular que se asoci6 con un
debilitamiento de las paredes celulares.

Posteriormente, a los 8 meses de almacenamiento (Figura 2.3-D) las células resultaron
mas compactadas o encogidas, lo que se atribuy6 a la pérdida de liquido vacuolar de
acuerdo con la pérdida de humedad de los tubérculos (Tabla 2.3), asi como también a la
disminucion del contenido de carbohidratos de reserva (Tabla 2.6).

Se considera que la deshidratacion sufrida por los tubérculos durante el almacenamiento
en frio fue la causa principal de la pérdida de la turgencia del tejido parenquimatico
observado en las imagenes. A su vez, dicha deshidratacion provocé cambios en la
apariencia de las células que lo componen. La elongacién y colapso observado de las
células del tejido durante el almacenamiento se asociaron al debilitamiento de la pared
celular, a la pérdida de agua (Tabla 2.3) y a la pérdida de carbohidratos de los
tubérculos (Tabla 2.6). Ademas, durante el almacenamiento del tubérculo contintian los
procesos metabolicos que requieren de la utilizacion activa de azUcares reductores por
parte de las células del tejido y la cual estimula el envejecimiento de tubérculos
(Daniléenko et al., 2008).
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O
S f

Figura 2.3. Micrografias SEM (magnificacion 337 X) del parénquima de tubérculos de
topinambur (H. tuberosus L.) almacenados a 4-5 °C y 98% HR durante diferentes
tiempos: 0 meses (A), 2 meses (B), 4 meses (C), and 8 meses (D).
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3.4. Determinacion del tiempo y temperatura optimos de hidrolisis acida de los
CRIp

El contenido de carbohidratos producidos por la hidrolisis en relacion a la inulina inicial
se muestra en la Figura 2.4. Los CRIp sometidos a la condicion de hidrélisis menos
dréstica (70 °C y 0,001 M de HCI) presentaron un aumento progresivo en la relacién
sacarosa-inulina inicial en las primeras horas de hidrolisis (Figura 2.4-A) y una
disminucion en la relacién del contenido de inulina final respecto al inicial a lo largo del
tratamiento de hidrolisis, incluso en tiempos prolongados (8 horas) donde la hidrolisis
fue de 16,33 £ 0,15% (Tabla 2.4). Dichos valores de porcentaje indicaron que la

condicion de hidrélisis fue insuficiente.
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Figura 2.4. Relacién de hidrolisis acida C/Cg para sacarosa (O), glucosa (@), inulina A)

y fructosa (m) derivados de la hidrolisis acida de fructanos extraidos de topinambur para

distintas condiciones de hidrolisis: A) 70 °C, 0,001 M de HCI, B) 90 °C, 0,001 M de
HCI, C) 70 °C, 0,01 M de HCI, D) 90 °C, 0,01 M de HCI.
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En tanto, la hidrolisis a 90 °C y 0,001 M de HCI presentd una leve disminucion de la
relacion del contenido de inulina final- inicial durante todo el tiempo de hidrolisis, a
excepcién de la hora 6 que fue en aumento. La relacion de sacarosa- inulina inicial se
tuvo un aumento en la primera hora, y en tiempos de hidrolisis mayores se mantuvo
constante, al igual que la de glucosa- inulina inicial y la de fructosa- inulina inicial
(Figura 2.4-B), lo cual indicaria un bajo efecto del tratamiento de hidrdlisis sobre las
cadenas de fructanos (Tabla 2.4). En la condicién de hidro6lisis de 70 °C y 0,01 M de
HCI la relacion de inulina final- inicial disminuyo gradualmente con el tiempo de
hidrolisis. Por su parte la relacion de sacarosa-inulina inicial se mantuvo constante entre
las 2 y 4 horas de hidrdlisis, y aumentd con tiempos de hidrdlisis prolongados (mayores
a 6 horas). En tanto la relacion de glucosa-inulina inicial y de fructosa- inulina inicial
fueron en aumento en el periodo de tiempo de hidrodlisis de 2 a 4 horas (0,18 y 0,65
respectivamente) (Figura 2.4-C). Este comportamiento en el contenido de sacarosa se
debi6 a que en las primeras horas de hidrolisis de las cadenas de fructanos se liberaron
moléculas de sacarosa que posteriormente (6 horas) se disociaron generando los
monosacaridos fructosa y glucosa. En los CRIp sometidos a tiempos de hidrolisis
prolongados (8 horas) tanto el contenido de inulina final, como de monosacaridos
descendié respecto al contenido inicial de inulina, mientras que el contenido del
disacarido respecto a la inulina inicial fue en aumento. En concordancia con nuestros
resultados, Heyraud et al., (1984) observaron este mismo comportamiento. Bajo la
condicion de hidrdlisis mencionada se produjo un grado de hidrolisis de los fructanos de
43,28 + 2,30%, por lo que continud siendo apreciable el porcentaje de fructanos sin
hidrolizar (Tabla 2.4). Los CRIp sometidos a la condicién més dréstica de hidrdlisis (90
°C y 0,01 M de HCI) presentaron una importante disminucion en la relacion inulina
final- inicial en las primeras horas, al mismo tiempo que se incrementd la relacién
fructosa- inulina inicial, el incremento del contenido de fructosa fue producto de la
hidrdlisis de la inulina, que continu6 en aumento durante todo el tiempo de hidrdlisis.
En tanto la relacion de sacarosa- inulina inicial se mantuvo practicamente constante y la
relacién glucosa- inulina inicial aumento levemente (Figura 2.4-D).

En la Tabla 2.4 se presentan los porcentajes de hidrolisis para cada condicion estudiada
y se observo que la hidrolisis a 90 °C y 0,01 M de HCI mostr6 los mayores porcentajes
de hidrolisis en comparacion con las demas condiciones de hidrolisis estudiadas, ain en
periodos cortos. A su vez, bajo esta condicion los porcentajes de hidrdlisis no

cambiaron significativamente con tiempos menores a las 6 horas, pero si fue
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significativamente mayor el porcentaje obtenido a las 6 horas respecto al periodo inicial
de hidrdlisis (Tabla 2.4). Por esta razon se establecio como condicion Optima de
hidrdlisis 4cida a la aplicacion de 0,01 M de HCI durante 6 horas a 90 °C. En apoyo a
estos resultados otros autores determinaron valores de rendimiento de hidrolisis acida
similares (93%) en inulina de achicoria a (Leon et al., 2003).

En tanto, Fleming y Groot (1979) utilizaron condiciones similares a las aplicadas en
este estudio para la hidrolisis de extractos de topinambur e informaron porcentajes de

hidrolisis similares (de entre 85 y 92%).

Tabla 2.4. Porcentajes promedio de hidrolisis de inulina de tubérculos de
topinambur bajo diferentes condiciones de hidrolisis.

% de hidrélisis de inulina

Tiempo
(horas) HCI (0,001 M) HCI (0,01 M)
70°C 90°C 70°C 90 °C
0,5 0,70 + 001 a 772 + 029 a 430 + 029 a 8932 + 025 ab
1 123 + 001 b 739 + 006 a 1533 + 005 b 90,12 + 0,04 abc
2 350 + 000 c 10,84 + 004 b 2429 + 099 c¢ 8987 + 021 abhc
4 11,70 + 0,08 d 1727 + 0,02 c 2565 * 059 c 8893 + 184 a
6 1362 + 042 e 1885 + 0,02 d 31,76 + 183 d 9152 + 0,01 ¢
8 16,33 + 0,15 f 20,36 + 0,02 e 4328 + 230 e 9132 + 0,02 |hc

Medias con una letra en comin no son significativamente diferentes (p > 0,05).

3.5.  Determinacion del porcentaje de hidrolisis para diferentes CRIp

Los CRIp de los diferentes estadios de almacenamiento sometidos a hidrolisis bajo la
condicion éptima (90 °C, 0,01 M de HCI durante 6 horas) se presentan en la Tabla 2.5.

En todos los estadios de almacenamiento de los tubérculos de topinambur el porcentaje
de hidrolisis de los CRIp fue de alrededor del 90%. Dicho porcentaje fue similar al
obtenido por Leon et al., (2003).
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Tabla 2.5. Porcentaje de hidrdlisis acida de los CRIp extraidos de tubérculos de

topinambur.

Estadio de almacenamiento

o S
de tubérculos (meses) 6 de hidrolisis

0 94,55 + 0,72a
2 91,35 * 0,70b
4 91,14 * 0,06 b
8 89,26 * 0,22¢c

3.6. Rendimiento de carbohidratos y contenido de inulina de las muestras de
CRIp

En la Tabla 2.6 se presentan los valores de rendimiento de carbohidratos (Y) vy el
contenido de inulina (y) de las muestras de CRIp obtenidas a partir de tubérculos
almacenados en frio durante diferentes periodos (de 0 a 8 meses). Se observo que ambos
pardmetros decrecieron durante el almacenamiento. La disminucién en los valores de Y
puede atribuirse al consumo de hidratos de carbono en los procesos bioquimicos post-
cosecha que tienen lugar durante el almacenamiento del tubérculo. El valor de Y
alcanzado por los tubérculos no almacenados resulté similar al obtenido por Huaxi et al.
(2010) y superior al reportado por Lingyun et al. (2007). Estas comparaciones ponen de
manifiesto la influencia del método de extraccion utilizado sobre el rendimiento de los
carbohidratos obtenido a partir de los tubérculos. En este sentido, Lingyun et al. (2007)
observaron que el aumento de la temperatura y la relacion de disolvente: solido (v/p)
mejora el rendimiento de extraccién de la inulina. Estos autores establecieron que la
condicion de maximo rendimiento de extraccién de inulina fue de 83,6% a 76 °C y 10
de relacion disolvente: sélido (v/p). En el presente estudio se determinaron los sélidos
solubles y el pH de los extractos obtenidos, como parametros de control del proceso de
extraccion (Tabla 2.1). En tanto, Laurenzo et al., (1999) obtuvieron rendimientos de
extraccion de inulina del 98,1% con el método de difusion de agua caliente. Un factor
importante que puede estar causando la diferencia entre el porcentaje de fructanos
extraidos en la presente investigacion, en comparacion con los reportados en la

bibliografia (Mancilla-Margalli y L6pez, 2006) es la edad de la planta (Arrizon et al.,
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2010). Otro factor es la condicion de cultivo que regula el contenido de fructanos del
tipo inulina dentro de los sistemas de almacenamiento de la planta en funcion del nivel
de estrés que sufre dicha planta (De Roover et al., 2000). También afecta
considerablemente los resultados de extraccion y analisis de fructanos el momento de
cosecha, el tiempo y condiciones de almacenamiento de una planta, como se mencion0

previamente (Saengthongpinit y Sajjaanantakul, 2005).

Tabla 2.6. Efecto del tiempo de almacenamiento a 4 °C de los tubérculos de
topinambur sobre el rendimiento de extraccion (Y) y el contenido de inulina (‘) en

los hidratos de carbono solubles.

Tiempo de almacenamiento Y b 4
(meses) (% p/P ms) (% p/P ms)
0 350+18a 942+35a
2 30,8+18b 90,5+3,8ab
4 295+ 1,3hc 90,8+5,0ab
8 284+13c 85,0+£52D

Medias con una letra comun dentro de una columna no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Otros autores estudiaron el efecto de diferentes pre- tratamientos (almacenamiento en
camara, congelamiento a -18 °C y deshidratacion) aplicados a los tubérculos de
topinambur sobre el rendimiento de extraccién de la inulina y determinaron que los
rendimientos de inulina obtenidos a partir de tubérculos de topinambur en polvo seco
fueron significativamente mayores (Huaxi et al., 2010). Dicho método fue el aplicado
en este estudio, que si bien tiene la desventaja de su alto costo a nivel industrial es
efectivo para preservar la materia prima que se considera una especie altamente
susceptible.

La disminucion registrada en los valores de  no fue significativa entre los tubérculos
sin almacenar y los almacenados durante 4 meses. Mientras que a los 8 meses de
almacenamiento la disminucién del contenido de inulina fue significativa respecto a los
tubérculos no almacenados. La disminucion de y puede ser una consecuencia de la
hidrolisis enzimatica de la inulina dando como resultado su depolimerizacion. Para la
inulina comercial GR, el valor de \ fue de 94,5 + 0,3% (p/p), de acuerdo con la pureza
declarada por el fabricante (> 90%). Este nivel de pureza fue alcanzado solamente por la

muestra de CRIp procedente de tubérculos no almacenados (CRIp- 0). Sin embargo, las
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otras muestras de CRIp presentaron valores de pureza > 85%, dentro del rango
declarado por las inulinas comerciales disponibles en el mercado. Ademas, estos
resultados estan de acuerdo con otros estudios sobre inulina extraida de tubérculos de
topinambur (Panchev et al., 2011; Saengthongpinit y Sajjaanantakul, 2005).

3.6.1. Contenido de inulina de los tubérculos y grado de polimerizacion de la inulina

Los niveles de carbohidratos en los diferentes periodos de almacenamiento de los
tubérculos derivaron de los datos de HPLC (inulina, sacarosa, glucosa y fructosa,

expresados como g de carbohidrato por g de tubérculo liofilizado, g/gms) se muestran en

la Figura 2.5.
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Figura 2.5. Composicion de carbohidratos en tubérculos de topinambur (base seca)
durante el almacenamiento a 4 °C. Los valores fueron expresados como los promedios +
SD (n=8).

El contenido de inulina decrecidé exponencialmente con el tiempo de almacenamiento
debido a la hidrdlisis enzimatica parcial que degrada la inulina a fructanos de GPn

inferiores, sacarosa, glucosa y fructosa.
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Este mismo comportamiento también fue observado por Saengthongpinit y
Sajjaanantakul (2005) y Kang et al. (1993) en tubérculos de topinambur almacenados a
baja temperatura (4 °C). Dichos investigadores encontraron que la degradacion de la
inulina a fructooligosacaridos y sacarosa aumenté con el almacenamiento en frio a partir
de las 3- 7 semanas. En las etapas iniciales, los tubérculos tienen un contenido mayor de
fracciones polimerizadas y a medida que transcurre el tiempo de almacenamiento la
actividad enzimatica ocasiona la hidrolisis de las moléculas de inulina a FOS, sacarosa
y fructosa (Van Den Ende et al., 1996a).

Por otro lado, Schorr-Galindo y Guiraud (1997) observaron que en los tubérculos de
topinambur conservados bajo tierra disminuye progresivamente el contenido de
polimeros de mayor tamafio y aumentan levemente las fracciones menos polimerizadas,
con el tiempo de almacenamiento.

Los datos experimentales del contenido de inulina se ajustaron a una ecuacion de

pseudo primer orden (R* = 0,983):

I=(0,-1,)*exp(-k*t) +1 (2.10)

Los parametros de ajuste de la ecuacién 2.10 fueron el contenido inicial de inulina (lp =
32,8% plp, base seca), el contenido de inulina extrapolada a tiempo infinito (1., = 23,5%
p/p, base seca) y la constante cinética (k = 0,324 s™). El contenido de inulina se redujo
en aproximadamente un 27% durante el periodo de almacenamiento de 8 meses. El
efecto del tiempo de almacenamiento sobre el contenido de inulina fue significativo
(p<0,01). El contenido de sacarosa, fructosa, y glucosa se mantuvo practicamente
constante durante el almacenamiento, con valores promedio de 4,70, 0,20 y 0,09% (p/p,
b. s.), respectivamente. Dichos resultados estdn de acuerdo con los reportados por
diferentes autores para tubérculos de topinambur (Bach et al., 2012; Kocsis et al.,
2007). También Avigad y Dey (1997) y Kosaric et al. (1984) observaron una reduccion
en los niveles de fructanos en los tubérculos almacenados, quienes atribuyeron esta
reduccién a un proceso de depolimerizacién por accion enzimatica con liberacion
secuencial de moléculas de fructosa y desdoblamiento de sacarosa.

Cabezas et al. (2002) también estudiaron la evolucion del contenido de fructanos y
azucares durante el almacenamiento en frio de los tubérculos de topinambur a 4 °C e

informaron que el contenido de inulina disminuyé a cero después de 20 dias de
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almacenamiento, y que el contenido de glucosa mostré un aumento continuo, mientras
que los contenidos de sacarosa y fructosa mostraron niveles maximos despues de los
15 dias de almacenamiento. Las diferencias entre estos resultados y los obtenidos en el
presente estudio pueden deberse a la utilizacion de tubérculos con diferentes tiempos de
post-cosecha antes de iniciar el periodo de almacenamiento en frio. En este sentido
Chitarra y Chitarra (1990) mencionaron que al momento de cosecha de los tubérculos
(separacion de la planta madre) algunos de los procesos metabdlicos son alterados,
incluyendo la aceleracion en la tasa de respiracion y la activacion de algunas enzimas
responsables de la hidrdlisis de las cadenas de carbohidratos de reserva. En tanto, Van
Laere y Van den ende (2002) afirmaron que la actividad de las enzimas responsables de
la depolimerizacion aumenta en el inicio del almacenamiento dado que la respiracion y
la transpiracion demandan gran cantidad de energia. En tanto, Modler et al. (1993)
encontraron que las altas temperaturas de almacenamiento permiten la ruptura de la
inulina y la utilizacion de los monosacéridos generados, presumiblemente debido a la
alta tasa de respiracién y a otras actividades metabdlicas que se producen en el
tubérculo.

Por otro lado, Danil¢enko et al. (2008) observaron que los procesos fisiologicos
continuaron durante el almacenamiento en frio y la frecuencia respiratoria disminuy6
por lo que la degradacién de los azlcares totales y la sacarosa fue irregular. En
concordancia con nuestros resultados, Van den ende et al., (1996a) concluyeron que
durante la hidrolisis de los fructanos en los tubérculos, en el periodo de latencia,
practicamente no se encuentra fructosa libre y que el contenido total de hexosas se
mantiene practicamente constante. Este hecho se explica por la sintesis de la sacarosa a
partir de los productos de hidrélisis de fructanos y la posterior sintesis de fructanos de
GP bajos desde la sacarosa. En este sentido, Saengthongpinit y Sajjaanantakul (2005)
observaron una disminucion gradual de las fracciones de inulina de GP > 10 y un
aumento progresivo de las fracciones de inulina de GP 3-10, producto de la actividad de
la inulinasa en los tubérculos mas viejos.

Se observd que los contenidos de sacarosa, glucosa y fructosa se mantuvieron
aproximadamente constantes durante el tiempo de almacenamiento de los tubérculos,
comprobandose que el mismo no tuvo efecto significativo sobre los niveles de mono y
disacaridos (Figura 2.5). Este hecho podria atribuirse a que las tasas promedio de
acumulacién de azucares provenientes de la ruptura de la inulina son similares a las

tasas de consumo de azlcares utilizados como sustrato en la respiracion y otras
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actividades metabdlicas de los tubérculos, durante el almacenamiento (Martinez Noél,
G. y Pontis, H. G., 2000; De Roover et al., 2000). Ademas, el contenido de fructosa
libre presente en las vacuolas, como producto de la depolimerizaciéon de fructanos,
induce a la biosintesis de FOS de cadena corta (Fujishima et al., 2009). Dicha
biosintesis evita la acumulacion de la fructosa, que podria ser perjudicial para las
actividades metabolicas en las vacuolas por el aumento de la presion osmética (Cabezas
et al., 2002). La sintesis de nuevos sacaridos podria desempefiar la funcién de reaccion
tampon debido a la baja tasa de utilizacion de la fructosa en el metabolismo (Van den
Ende et al., 1996b). Sin embargo, esta reaccion aun no esta clara y se plantean varios
interrogantes sobre la comprension del complejo metabolismo de fructanos en las
plantas (Rutherford y Weston, 1968). A pesar de los grandes avances que se han
realizado en el esclarecimiento del metabolismo de los fructanos, su funcion fisioldgica
exacta es aun tema de debate (Franck y De Leenheer, 2005).

Un comportamiento similar al registrado en este estudio para el contenido de
carbohidratos y para el GP de la inulina durante el almacenamiento fue presentado por
otros autores para distintos érganos de reserva de fructanos, como es la achicoria, que
presentd una disminucién del contenido total de fructanos y del GP de inulina en las
primeras semanas de almacenamiento después de la cosecha (Chekroun et al., 1994,
Ernst, Chatterton y Harrison, 1995). Los resultados experimentales obtenidos
concuerdan también con los informados por Fujishima et al. (2009) durante el
almacenamiento poscosecha de bulbos de cebollas (Allium cepa L.) donde los
contenidos de sacarosa, glucosa y fructosa se mantienen practicamente constantes a
pesar de que el contenido de fructanos disminuye, lo cual también fue explicado por la
sintesis de compuestos nuevos.

En el presente estudio se observé que los valores de GPn disminuyeron durante el
periodo de almacenamiento (Tabla 2.7), lo que indicaria la degradacion de inulina en
cadenas mas cortas, como ya se ha sefialado y en acuerdo con los datos presentados por
Cabezas et al. (2002), quienes encontraron un decrecimiento en las fracciones de
fructano de PM > 1200, y un aumento en las fracciones de fructano de PM < 1200.

Los valores calculados de GPn estan en concordancia con los valores reportados en

trabajos previos (Kocsis et al., 2007; Praznik et al., 2002).
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Tabla 2.7. Efecto del tiempo de almacenamiento a 4 °C de los tubérculos de

topinambur sobre el grado promedio de polimerizacién (GPn) de la inulina.

Tiempo de

. GPn
almacenamiento
(meses)
0 12,1+09a
2 9,8+1,0b
4 9,2+0,3b
8 8,3+0.2b

Medias con una letra comdn dentro de una columna no son significativamente diferentes (p > 0,05).

El GPn de los CRI obtenidos a partir de los tubérculos recién cosechados (CRI-0),
resultd cercano a 12 (Tabla 2.7) y significativamente (p <0,05) mayor que el de los
subsiguientes estadios analizados (CRI-2, CRI-4, CRI-8). El GPn de los CRI-2, CRI-4 y
CRI-8 no presentaron diferencias significativas entre si. Este comportamiento es
coherente con lo expresado por Kays y Nottingham (2007), quienes mencionaron que
durante el almacenamiento a temperaturas de entre 0 y 5 °C se depolimerizan los
fructanos debido a etapas fisiolégicas del tubérculo asi, cuando las condiciones de
temperatura son favorables, brotan a expensas de los azUcares solubles formados y la
planta comienza un nuevo ciclo.

Por otra parte, el valor GPn de inulina GR reportado por el fabricante es de > 10, valor

que podria considerarse similar a los calculados para las muestras CRIp -2 y CRIp -4.

4. Conclusiones

Este capitulo aportd informacion sobre las caracteristicas de los tubérculos de
topinambur cultivar Bianka almacenados durante diferentes tiempos a 4-5 °C y 98%
HR. Asi mismo, brind6 datos de los carbohidratos ricos en inulina obtenidos mediante
la extraccion en medio acuoso a partir de tubérculos de topinambur de diferentes
estadios de almacenamiento. Ademas, se obtuvo informacion del efecto de diferentes
condiciones de hidrolisis acida aplicada sobre carbohidratos ricos en inulina. La
informacién de este capitulo podria tenerse en cuenta desde el punto de vista
econdmico, para optimizar las condiciones de almacenamiento de los tubérculos de
topinambur, asi como también para seleccionar la condicién de hidrolisis en la
produccion de fructosa a partir de extractos vegetales, o bien para la preparacion de
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productos quimicos tales como alcoholes, obtenidos de la fermentacion de los extractos
parcialmente hidrolizados.

Finalmente, dado que el perfil de carbohidratos presentes en los tubérculos de
topinambur depende del estadio de almacenamiento considerado, como se menciond en
estudios previos, resulta necesario establecer el tiempo 6ptimo de almacenamiento en
funcion de la serie de fructanos que se requiera obtener en mayor proporcion. Asi,
tubérculos de topinambur cultivar Bianka almacenados a 4 °C por periodos inferiores a
8 meses podrian ser utilizados para la obtencidn de polifructanos (inulina con GPn > 8),
mientras que tubérculos con tiempos de almacenamiento superiores a dicho periodo,
serian aptos como fuente de fructooligosacéaridos (FOS). Los datos obtenidos en las
muestras de CRIp indicaron que la hidrélisis enzimatica que se desarrollé en los
tubérculos durante su almacenamiento influy6 significativamente sobre el contenido de
inulina y su GPn respecto a los de tubérculos no almacenados. Asi, queda de manifiesto
que el almacenamiento de los tubérculos de topinambur determina las caracteristicas
fisicoquimicas de los tubérculos y de sus carbohidratos ricos en inulina. Por lo tanto,
deberia ser considerado estratégicamente el periodo de almacenamiento en funcién del
uso al que van a ser sometidos dichos tubérculos, sabiendo que el GPn de la inulina
condiciona su funcionalidad tecnoldgica en alimentos, asi como también sus efectos

sobre la salud.
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5. Abreviaturas

CRI: carbohidratos ricos en inulina

CRIy: carbohidratos ricos en inulina purificados
Fcty: fructanos en la muestra nativa

Fct;: fructanos hidrolizados en la muestra a tiempo t de hidrélisis
FFT: fructosil transferasas

FH: fructano exo- hidrolasas

Fr;: fructosa final

g: gramos

Gl; : glucosa final

GP: grado de polimerizacion

GPn: nimero de GP promedio

HPLC: cromatografo de liquidos de alta eficiencia
HR: humedad relativa

Kv: kilovolt

m.h.: materia himeda

m.s.. masa seca

M: molar

mL: mililitros

Mm: milimetros

OF: oligofructosacaridos

p/p: peso en peso

p/v: peso en volumen

Pa: pascal

rpm: revoluciones por minuto

Sacs: sacarosa final

t: tiempo

Y: rendimiento de extraccion de carbohidratos
Y: contenido de inulina de los CRIp
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Capitulo 3

Prebidticos y Probioticos

El tema central de este capitulo es determinar la actividad prebidtica de la inulina

obtenida de topinambur.
1. Introduccién

1.1. Caracteristicas de los prebioticos y sus beneficios

Los prebidticos son ingredientes alimentarios no digeribles que acttan de forma
beneficiosa sobre la salud del huésped, estimulando selectivamente el crecimiento y/o
actividad de uno o un numero limitado de bacterias benéficas (llamadas probidticos) en
el colon (Gibson y Roberfroid, 1995). Este concepto se actualizd, y se definié como
ingredientes fermentables selectivamente que permiten generar cambios especificos en
la composicion y/o actividad de la microflora, confiriendo beneficios sobre la salud del
huésped (Ozer, Akin y Ozer, 2005; Gibson et al., 2004; Steer et al., 2000). El efecto de
un prebidtico es esencialmente indirecto porque genera una modificacion selectiva de la
microflora intestinal del huésped (especialmente los probidticos de la flora colonica)
(Teitelbaum y Walker, 2002). Los probidticos son microorganismos benéficos que
generan productos de fermentacion que incrementan la resistencia a la colonizacion de
patdgenos. (Shadid et al., 2007, Rossi et al., 2005; Walker et al., 2005; Biedrzycka y
Bielecka, 2004; Kaur y Gupta, 2002; Videla et al., 2001; Roberfroid, 2000).

Una definicién mas reciente es la de prebidtico dietético que considera los cambios en el
ecosistema de la microflora de todo el tracto gastrointestinal (Gibson et al., 2010).
Existen evidencias que la ingesta de prebidticos promueven la funcion inmune
(Adebola, Corcoran y Morgan, 2013; Choque Delgado, Tamashiro y Pastore, 2010;
Fujitani et al., 2007; Vos et al., 2007; Ishikawa et al., 2003; Saavedra y Tschernia,
2002; Barcenilla et al., 2000; Hirayama y Rafter, 2000; Cherbut et al., 1997; Scheppach
et al., 1995; Gibson y Roberfroid, 1995; Roberfroid, 1993), evitan la produccion de
compuestos cancerigenos (Demigne et al., 2008; Abrams et al., 2007; Lindsay et al.,
2006; Kaur y Gupta, 2002; Salminen et al., 1998) y aumentan la absorcién de
nutrientes, ademas de promover la reduccion del colesterol (Macfarlane, Macfarlane y
Cummings, 2006; Delzenne y Kok, 2001; Camire, 2001; Barcenilla et al., 2000; Niness,
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1999; Jackson et al., 1999; Gibson y Roberfroid, 1995) y ejercer el control de la
glucemia (Ritsema y Smeekens, 2003).

La incorporacion de prebioticos en la dieta también regulariza las funciones intestinales
en las personas estrefiidas (Franck, 2006; Gibson et al., 1995) y promueve el
restablecimiento de la microflora intestinal en los casos de diarrea (Videla et al., 2001).
En particular, la fermentacion de los fructanos tiene efectos sobre la fisiologia del
intestino dado que intervienen en el metabolismo de los carbohidratos, grasas y
minerales (Nazzaro et al., 2012; Gibson, 2004; Fooks y Gibson, 2002; Barcenilla et al.,
2000; Gibson y Collins, 1999; Wang y Gibson, 1993; Cummings y Macfarlane, 1991;
Hidaka et al., 1986). Como producto de dicha fermentacidn se generan acidos grasos de
cadena corta (AGCC), dioxido de carbono, hidrogeno y metano (Ishikawa et al., 2003;
Gibson y Macfarlane, 1995; Scardovi, 1986). Estos AGCC son absorbidos rapidamente
en el colon y constituyen la principal fuente de energia para los colonocitos. A su vez, la
inulina disminuye el pH colonico, favoreciendo el crecimiento de la microflora benéfica
y controlando la microflora patdgena (Hidaka et al., 1986). Ademas, hay evidencias
promisorias de la actuacion de los fructanos en la regulacion de los niveles de colesterol
(Camire, 2001), en la biodisponibilidad de calcio y magnesio (Greger, 1999) y en la
reduccion de riesgo de cancer (Kaur y Gupta, 2002).

El potencial efecto prebidtico de los fructanos es dependiente del grado de
polimerizacion (GP), asi, el efecto beneficioso de la inulina es mas pronunciado que el
de sus hidrolizados (FOS) (Vulevic, Rastall y Gibson, 2004). Los fructanos de cadenas
largas son menos biodegradables que los de cadena corta (van de Wiele et al., 2007;
Roberfroid, Van Loo y Gibson, 1998). Sin embargo, su periodo de disponibilidad en el
lumen del intestino es mayor, dando como resultado mayor cantidad de carbohidratos

residuales.

Determinacion del efecto prebidtico in vitro

Se plantearon distintos enfoques cuantitativos para determinar la actividad funcional de
los prebidticos en condiciones de fermentacion in vitro (Sanz et al., 2005; Sanz, Gibson
y Rastall, 2005; Vulevic et al., 2004; Palframan, Gibson y Rastall, 2003; Biedrzycka y
Bielecka, 2004; Olano-Martin, Gibson y Rastall, 2002). Se han establecido indices para
clasificar su capacidad para estimular el crecimiento de la microflora mixta
(bifidobacterias, lactobacilos, clostridios y bacterioides), asimilar sustratos y producir
AGCC (Sanz, Gibson y Rastall, 2005; Sanz et al., 2005; Palframan, Gibson, Rastall,
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2003). Un enfoque mas complejo es utilizar cultivos mixtos de flora bacteriana
intestinal. Sin embargo dista de las complejas interacciones que se producen en el
intestino humano (Wang y Gibson, 1993).

Algunos autores mencionan que para los estudios in vitro de oligosacaridos deberian
inocularse microorganismos fecales que aseguren la presencia de una serie
representativa de especies de bacterias y de los eventos que ocurren en los
compartimentos distales (Gibson et al., 1995). Sin embargo, la composicion intestinal
cambia a lo largo de la vida en funcién del estado de madurez de la mucosa intestinal,
de la diversificacion de la dieta y del estado de salud.

Por otro lado, los estudios in vitro utilizando materia fecal no reflejan lo que ocurre en
el colon, ya que gran parte de los microorganismos coldnicos anaerobios estrictos no
permanecen viables el tiempo suficiente al ser eliminados en las heces. Por lo tanto, la
utilizacion de un mezcla entérica es mas indicativo del comportamiento de las bacterias
indeseables del tracto gastrointestinal (Fanaro et al., 2003). También se han desarrollado
modelos intestinales in vitro de la region proximal del intestino grueso (Hopkins y
Macfarlane, 2003). Sin embargo, la evaluacion final del efecto prebidtico debiera
hacerse en humanos, incluyendo el prebiotico en la dieta y evaluando los cambios
microbioldgicos en heces. Un avance interesante en este sentido, se produjo al
implementar metodologias de base molecular como proteina C reactiva (PCR) en
tiempo real o la hibridacion fluorescente in situ (O' Sullivan, 1999).

A diferencia de los estudios anteriores, el método para determinar la actividad
prebidtica utilizada por Huebner, Wehling y Hutkins (2007) evalla la combinacién de
un prebidtico con cepas especificas de bacterias probioticas, este método es

comparativamente sencillo ya que no son necesarias las muestras fecales.

1.2. Fructanos: Estructura y Quimica

La inulina, la oligofructosa (OF) y los fructooligosacaridos (FOS) son fructanos
considerados fibras solubles, estdn formados por cadenas lineales de fructosa con una
unidad de glucosa terminal (Bruggink et al., 2005).

La determinacion del grado de polimerizacion promedio (GPn) corresponde al niUmero
total de unidades de sacéridos (G y F) que conforman la muestra de inulina dividido el

namero total de moléculas de inulina, sin tener en cuenta los monosacaridos glucosa
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(G), fructosa (F) ni los disacaridos de sacarosa que puedan estar presentes en la muestra
(Li et al., 2008).

Algunos autores consideran a la oligofructosa y a los fructooligosacéaridos como
nombres sindnimos para la mezcla de oligomeros de inulina con un GP, maximo de 10
(Roberfroid, 2005; Coussement, 1999; Roberfroid y Delzenne, 1998; Quemener,
Thibault y Coussement, 1994).

Nistosa

Inulina 1-kestosa (GF2) 1-nistosa (GF 3) fructofuranosil
(GF 4)

Fuente: Choque Delgado, Tamashiro y Pastore (2010)

Figura 3.1: Estructura quimica de los fructanos.

Todos los fructanos son resistentes a la hidrolisis enzimética por parte de las enzimas
digestivas del ser humano (a- glucosidasa, maltasa, isomaltasa y sacarasa) debido a la
configuracion B- del carbono anomeérico del monomero de fructosa. Sus enlaces
B (1—2) resisten la accion de dichas enzimas, por lo cual los fructanos atraviesan la

mayor parte del tracto digestivo practicamente sin cambios. Asi, los fructanos llegan al
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colon y son fermentados selectivamente por bacterias probioticas (Adebola, Corcoran y
Morgan, 2013; Kalyani, Kharb y Thompkinson, 2010; Madrigal y Sangronis, 2007).

Debido a la complejidad de las fibras respecto a su naturaleza quimica y GP se
requieren de diversos métodos analiticos para su medicion (Elleuch et al., 2011). El
método enzimatico gravimétrico propuesto por la AOAC (Flamm et al., 2001)
determina parte de la fibra soluble (polisacaridos de alto GP y pectinas), mientras que

los oligosacéridos y la inulina de bajo GP no son cuantificados.

Fructooligosacéridos (FOS)

Los FOS son oligosacaridos de fructosa con uniones  (2—1) que pueden ser de origen
natural o sintético. Los FOS sintéticos tienen cadenas de longitud variable de entre 2y 8
residuos de monosacaridos que se obtienen por transfructosilacion de la sacarosa y
pueden o no tener una unidad de glucosa terminal. En funcion del GP se denomina
1-kestosa (GP 2), 1-nistosa (GP 3), y 1-nistosa fructofuranosil (GP 4) (Sangeetha,
Ramesh y Prapulla, 2005; Biedrzycka y Bielecka, 2004) (Figura 3.1). Los
oligosacaridos que tiene un GP entre 2 y 10 se definen como fructooligosacaridos segun
la IUB-IUPAC (1982) (Hoebregs, 1997). Los FOS también pueden ser producidos en
una escala comercial, a partir de sacarosa, utilizando la enzima flngica de Aspergillus
Niger. En tanto, los FOS naturales son producto de la hidrolisis enzimética de la inulina
por accién de la enzima fructofuranosidasa, y poseen de 3 a 5 unidades de fructosa con

una unidad de glucosa terminal (Niness, 1999).

Oligofructosa (OF)

La OF se produce durante un proceso de degradacion quimica de inulina o hidrélisis
enzimatica. La hidrdlisis enzimética por accion de la endoinulinasa da como producto
oligofructosas de GP que varia entre 2 a 9 y un GPn de 4- 4,5. Alrededor del 10% de las
cadenas tienen un GP de entre 2 y 5 (Gibson et al., 2004; Menne, Guggenbuhl y
Roberfroid, 2000; Roberfroid, Van Loo y Gibson, 1998; Gibson y Roberfroid, 1995).

La OF no digerible de alto GP es mas resistente a la fermentacion sacarolitica, por lo
que el metabolismo se lleva a cabo en la parte distal del colon (Hughes y Rowland,
2001). Esta diferencia en la fermentabilidad que los prebioticos tienen en el colon
genera cambios en la composicion microbiana (le Blay et al., 2003).

La OF es semejante a los FOS obtenidos en el proceso de transfructosilacion con un

residuo de glucosa terminal en algunas de las cadenas de los fructosilados (Biedrzycka y
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Bielecka, 2004). La AOAC definié como oligofructosa a las cadena de longitud de entre
2y 10 (Hoebregs, 1997).

Inulina

La inulina tiene un peso molecular de entre 3240 a 9720 Daltons, dependiendo de su
GP. Este fructano es un material semi-cristalino, que se encuentra en estado vitreo a
25 °C y con 0,75 de aw (Zimeri y Kokini, 2002). Las muestras de inulina se caracterizan
por su GPn, el cual determina su funcionalidad (Lopez-Molina et al., 2005; van Loo y
Hermans, 2000; De Gennaro et al, 2000). La inulina del tubérculo de topinambur tiene
un GPn de entre 8 y 10 (Vijn y Smeekens, 1999).

1.2.1. Aplicaciones tecnoldgicas

En los ultimos afios, los fructanos tuvieron un crecimiento significativo como
ingredientes de la industria alimentaria debido a sus propiedades organolépticas y sus
beneficios sobre la salud (Mantzouridou, Spanou y Kiosseoglou, 2012; Choque
Delgado, Tamashiro y Pastore, 2010; Kaur y Gupta, 2002). Ademas, su uso como
ingrediente ofrece una combinacion de propiedades funcionales y tecnoldgicas, en
forma simultanea (Pinheiro de Souza Oliveira et al., 2012; Rastall, 2010; Wang, 2009;
Franck y De Leenheer, 2005; De Gennaro et al., 2000). Asi, la inulina de cadena larga
(con un GPn 25) es moderadamente soluble en agua; tiene la capacidad de otorgar
cuerpo, formar geles y estabilizar espumas y emulsiones, puede usarse como sustitutos
de grasas dado que posee un sabor neutro suave y un valor caldrico bajo. Por su parte, la
inulina de cadena corta puede utilizarse en reemplazo de azlcares dado que posee alto
poder edulcorante al mismo tiempo que genera saciedad y promueve la pérdida de peso
(Parnell y Reimer, 2009; Ritsema y Smeekens, 2003; Roberfroid, 1998; Gibson y
Roberfroid, 1995).

1.2.2.  Ingestas normales en la dieta

Numerosos alimentos son vehiculos de prebioticos o bien podrian ser fortificados con
prebidticos. La microflora del colon es el objetivo predominante de la incorporacién de
prebidticos en la dieta (Shadid et al., 2007; Rastall, 2010; Fanaro et al., 2003). Algunos
autores indicaron que su efecto permanece mientras se mantiene el consumo del
prebidtico (Watzl, Girrbach y Roller, 2005; Kelly-Quagliana, Nelson y Buddington,
2003; Moshfegh et al., 1999).
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Biggs y Hancock (2001) determinaron que la ingestion de 15 g de fructooligosacaridos
por dia aumenta de 20 a 70% la carga de bifidobacterias del intestino humano. En
voluntarios sanos, la ingesta diaria de 10 g de inulina estimul6 tanto a las bifidobacterias
como a las Faecalibacterium prausnitzii (Ramirez-Farias et al., 2009). Dicha especie
estd en baja proporcion en pacientes con enfermedades intestinales inflamatorias. La
ingestion diaria de 12 g de FOS redujo episodios de diarrea inducida por Clostridium
difficile (Lewis, Burmeister y Brazier, 2005). Por su parte otros autores informaron que
4 g de inulina diarios son suficientes para incrementar el nimero de bacterias benéficas
del colon (Scollo et al., 2011; Rao, 1999).

Se ha mostrado a través de estudios in vivo en humanos que la dosis de entre 5y
20 g/dia durante un periodo de 15 dias, ayuda a la absorcion de ciertos iones y a la
sintesis de vitaminas B y promueve cambios positivos en la composicion de la
microflora (Gibson et al., 1995; Wang y Gibson, 1993). Se estableci la dosis de 5 g/dia
de FOS como dosis efectiva en humanos para incrementar en 1 logaritmo la carga de
bifidobacteria comparado con la sacarosa (Rao, 2001). Estas diferencias en la dosis
sugerida por los distintos investigadores para obtener efectos beneficiosos en el huésped
puede deberse a que el aumento en la carga bacteriana no solo depende de la dosis de la
dieta, sino también del GP de los fructanos que determina su fermentabilidad (Nguyen
etal., 2011; Gibson et al., 2004).

Se debe considerar que el consumo en elevadas cantidades de inulina produce
flatulencias y el exceso de gases en el intestino puede causar espasmos intestinales y
distension abdominal. Por otro lado, entre el 30% y 40% de la poblacion mundial sufre
del sindrome de mala absorcién de la fructosa, por lo que debe limitarse la ingesta a

0,5 g de inulina por comida para estos individuos.

1.2.3. Marco regulatorio

Los prebidticos son utilizados en una amplia gama de aplicaciones alimentarias (Siro et
al., 2008). En Argentina se comercializan alimentos con prebiéticos bajo distintas
marcas comerciales, principalmente en lacteos, panificados, alimentos infantiles y
bebidas. Si bien en el Cddigo Alimentario Argentino (CAA) aun no se incorporo la
definicion de alimento funcional, se acepta el uso de prebidticos como ingredientes
alimenticios y lo define como ingrediente alimentario no digerible que posee un efecto

benéfico para el organismo receptor, estimulando el crecimiento selectivo y/o actividad
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de una o de un numero limitado de bacterias en el colon y que confiere beneficios para
su salud (Articulo 1389 del CAA) (Olagnero et al., 2007).

Por su parte, el comité de expertos de la Administracion para Alimentos y
Medicamentos (FDA) permite desde 1993 alegaciones de salud de alimentos que
contengan prebidticos, siempre que existan evidencias cientificas que las respalden y
que estén autorizadas por organismos cientificos nacionales como son los Institutos
Nacionales de Salud o los Centros para la Prevencion y Control de Enfermedades (Ross,
2000). EE.UU. declar6 que tanto la inulina y como la oligofructosa son considerados
como GRAS (generalmente reconocidos como seguros) desde 1992 (Kolbye et al.,
1992).

En 1991 se establecio en Japdn el concepto de alimentos para uso especifico en la salud
“FOSHU” (Foods for Specified Health Use), dentro de esta categoria estan incluidos los
prebidticos (Saito, 2007).

La Comision Europea (CE) regula desde el afio 2010 la comercializacion y el consumo
de los alimentos funcionales, como son los alimentos con prebidticos, mediante el
Reglamento de la CE N° 1924/2006, en el cual constan las declaraciones nutricionales y
propiedades saludables de los alimentos demostradas cientificamente y aprobado por la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA). Este reglamento regula la
introduccién de alimentos funcionales en el mercado y la formulacion de las alegaciones
de salud, como el modo de comunicar al consumidor el beneficio derivado de su
consumo.

Por otro lado, el PASSCLAIM (Process for the Assessment of Scientific Support for
Claims and Foods) tiene por objetivo verificar cientificamente las alegaciones (Sanz et
al., 2008) y autoriza el uso de declaraciones nutricionales o de propiedades saludables si
se cumplen las siguientes condiciones respecto al componente funcional: (i) que se haya
demostrado cientificamente el efecto beneficioso; (ii) que esté en el producto final en
cantidad suficiente y en una forma asimilable por el organismo; (iii) que la cantidad que
se consuma razonablemente proporcione una cantidad significativa de la sustancia
activa y (iv) que el consumidor medio comprenda los efectos beneficiosos que se
expresan en la declaraciéon (Sarmiento Rubiano, 2008). No obstante, aln existen dudas
con respecto al concepto general de prebioticos y las alegaciones utilizadas.

Los fructanos cumplen con la definicion del Codex Alimentarius de fibra dietética y la
establecida por la AOAC (Trowell, 1975). Sin embargo, el método analitico estandar de

la AOAC no mide inulina u oligofructosa (Van Loo et al., 1995). Por lo tanto, el
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método especifico de la AOAC para fructanos debe ser utilizado para determinar fibra

dietética soluble.

1.3. Probiéticos

Las bacterias probidticas son microorganismos benéficos capaces de utilizar fructanos
aumentando su valor energético debido a que poseen las enzimas especificas
B-fructosidasa (inulinasas) y B-fructofuranosidasa (Imamura, Hisamitsu y Kobashi,
1994) que hidrolizan los mondémeros de fructosa del extremo no reductor de la cadena
de inulina, y generan diferentes metabolitos (Ishikawa et al., 2003; Roberfroid et al.,
1998; Gibson y Macfarlane, 1995; Macfarlane et al., 1995; Gibson y Roberfroid, 1995).
Los probioticos principales son los Lactobacillus y Bifidobacterium (Rastall et al.,
2005).

Los probidticos son capaces de reprimir el crecimiento de los patdgenos (Roberfroid,
2001). Uno de los criterios importantes para que una cepa sea potencialmente probidtica
es su capacidad para adherirse a las superficies mucosas del tracto intestinal humano,
dado que se relaciona con los efectos positivos que pueda ejercer dicha bacteria
(Vulevic, Rastall y Gibson, 2004).

Algunos autores establecieron que los probiéticos ejercen beneficios asociados con la
proteccion contra la gastroenteritis, mejora la tolerancia a la lactosa y estimula el
sistema inmune al generar un medio inadecuado para las bacterias patégenas dado que
disminuyen el pH coldnico creando un medio no propicio para dichas bacterias
(D'aimmo, Modesto, y Biavati, 2007; Amores et al., 2004; Kaur y Gupta, 2002;
Salminen et al., 1998). Ademas los microorganismos probi6ticos evitan la produccién
de compuestos cancerigenos (Vogt, et al., 2015; Ranadheera, Baines y Adams, 2010),
reducen la hipercolesterolemia (Ranadheera, Baines y Adams, 2010) y previenen la
osteoporosis y disminuye la aparicion de alergias alimentarias (Fujitani et al., 2007;
Lourens-Hattingh y Viljoen, 2001). Estos beneficios potenciales pueden ser el resultado
del crecimiento de los probidticos en el tracto intestinal, aunque algunos de estos
efectos aln no se han probado completamente (Ranadheera, Baines y Adams, 2010,

Esparza y Fragoso, 2010).

Lactobacillus
Los Lactobacillus forman parte de la microflora normal y balanceada del intestino

humano, son no invasivos, no carcindgenos, pueden agregarse para formar una red
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(Reid, 2008), tienen la capacidad para adherirse a las células y reducir la adherencia
patogénica, por la produccion de &cidos, peréxido de hidrdégeno y bacteriocinas
antagonistas al crecimiento de patdgenos (Salminen et al., 1998; Verdenelli et al., 2011;
Reid, 2008; Huebner, Wehling y Hutkins, 2007).

Bifidobacterium

El cultivo de Bifidobacterium presenta tolerancia al pH del estdmago, resistencia a las
sales biliares, aptitud para sobrevivir al medio gastrointestinal hostil y elevada
adherencia a las células intestinales (Gill et al., 2001).

Las bifidobacterias estimulan el sistema inmunoldgico, pueden producir vitaminas del
complejo B y ayudar a restablecer la flora normal del intestino después de los
tratamientos con antibidticos (Guarner, 2006; Lourens-Hattingh y Viljoen, 2001;
Gibson y Roberfroid, 1995).

El objetivo especifico de este capitulo fue determinar la capacidad prebiotica de las
inulinas de diferente GPn extraidas de tubérculos de topinambur almacenados durante
distintos periodos de tiempo, utilizando el cultivo Lactobacillus paracasei. Asi mismo,
estudiar el metabolismo de los carbohidratos ricos en inulina por parte de los
microorganismos implicados, analizando la velocidad de crecimiento, el pH y la

cinética de acidificacion.

2. Materiales y Métodos

2.1. Reactivos

Inulina de achicoria grado alimenticio Orafti®GR (IGR) de Beneo-Orafti (Bélgica) fue
gentilmente donada por la firma Saporiti SA (Argentina). Los reactivos y medios de
cultivo utilizados en los ensayos de actividad prebidtica fueron: fosfato dipotésico,
acetato de sodio, citrato de amonio, sulfato de magnesio, sulfato de manganeso, cloruro
de sodio, tween 80, etanol, hidréxido de sodio, agar agar, caldo MRS (Mann-Rogosa-
Sharpe), MRS agar, extracto de carne y extracto de levadura, proteasa peptona, L-
cisteina, TSA agar (Tripticasa-Soja-Agar), caldo LB (Luria-Bertani), caldo M9 (medio
minimo) de Britania (Argentina); glicerol de Biopack (Argentina) y glucosa de Merck
(Alemania). Todos los reactivos utilizados fueron de calidad pro analitica.

Los CRI utilizados fueron obtenidos de cada estadio de almacenamiento de los

tubérculos de topinambur (descripto en el Capitulo 2, Seccion 2.8).
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2.2. Ensayo de actividad prebidtica

Se desarrollé un método in vitro, utilizando sistemas de fermentacidon en lote inoculados
con cultivos puros de bacterias probidticas L. paracasei BGP1 (CLERICI-SACCO,
Cadorago, Italia) y con una mezcla entérica de tres E. coli productoras de shiga toxinas
(STEC) proporcionada por el Laboratorio de Inmunoquimica y Biotecnologia (SAMP-
Fac. Cs. Veterinarias- UNCPBA, Tandil, Argentina). Las cepas fueron E. coli O157:
H7: vt2+, eae+, ehxA+, E. coli O91: H21: vt2+, ehxA+, saa+, la E. coli O171: H2: vt2
+, en una relacion 1: 1: 1.

El Anexo | describe la composicién de cada uno de los medios de cultivo utilizados en

los ensayos de actividad prebiotica.

2.2.1. Preparacion de los medios de cultivos
Para probidticos

Los medios de cultivo utilizados fueron: MRS-Basal sin carbohidrato fermentable,
MRS-Basal+1% de glucosa; MRS-Basal+1% de inulina GR; MRS-Basal+1% de inulina
de topinambur (en cada uno de sus estadios). A todos los medios se agregd 0,05% de
L-cisteina para mejorar las condiciones de anaerobiosis y estimular el crecimiento de la
cepa probidtica. Para preparar placas se agrego 1,5% de agar. EI medio se ajustd a pH
6,5 £ 0,2 y finalmente se esterilizé a 121 °C, 1 atmdsfera durante 20 minutos.

El MRS basal-Inulina se prepar6 afiadiendo 1% (P/P) de inulina al agar MRS basal (Li
et al., 2008; Huebner, Wehling y Hutkins, 2007). EI medio MRS basal (medio sin
carbohidratos) se autoclavd. Los extractos de inulina liofilizada fueron irradiados dentro
del frasco con luz UV de 254 nm durante 30 min, para su esterilizacion, antes de
suplementarlos en el medio y por Gltimo se adiciono al agar atemperado.

Para la mezcla entérica

El caldo minimo M9 como medio basal de crecimiento de bacterias entéricas se
esteriliz6 a 121 °C, 1 atmosfera durante 20 minutos.

El medio de cultivo TSA (agar tripsina de soja) que fue utilizado para la mezcla
entérica, se autoclavd y en las placas correspondientes se adiciond un 1% (P/P) del
carbohidrato (IGR, glucosa o CRI) previamente irradiado dentro del frasco con luz UV
de 254 nm durante 15 minutos, para su esterilizacion superficial y se incub6 durante 24
horas (Atlas, 1993).
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2.2.2. Acondicionamiento y almacenamiento de las cepas bacterianas.
Reactivacion de cepas probioticas liofilizadas

El crecimiento de la cepa Lactobacillus paracasei fue inicialmente en medio MRS. En
10 mL de caldo MRS se colocdé una anzada de la cepa Lactobacillus paracasei
liofilizada y se agito vigorosamente. Se incubo a 37 °C, en anaerobiosis (5% CO,) por

12 horas. La presencia de turbidez indicd crecimiento microbiano.

Obtencidn de colonias probioticas aisladas

Para obtener colonias aisladas se sembrdé una anzada en agar MRS del cultivo
Lactobacillus paracasei desarrollado en el caldo MRS y se incubé a 37 °C durante 24 a
48 horas en condiciones de anaerobiosis (85% N, 10% de CO,, H, y 5%).

Preparacion del cultivo probiotico madre

Se tomaron las colonias aisladas desde las placas de cultivo MRS y se descargaron en
10 mL de caldo MRS, el cual se incub6 12 horas a 37 °C, en anaerobiosis.

La presencia de turbidez indicd crecimiento microbiano, interpretandose como positivo
(+) cuando las cepas fermentan el sustrato con produccion de acido y negativo (-)
cuando las colonias no producen &cido.

El cultivo obtenido se mantuvo como cultivo madre hasta su uso, conservandose a
-80 °C en caldo MRS con glicerol al 20%.

Preparacion de la mezcla entérica

Dado que la propiedad caracteristica de un sustrato prebi6tico es que no sea fermentable
por los microorganismos intestinales indeseables, también se determiné en cada
prebidtico potencial, el crecimiento de una mezcla de tres bacterias entéricas elegidas
para representar la porcion entérica de la flora intestinal.

Las cepas de E. coli fueron cultivadas por separado en caldo LB durante 12 horas a
37 °C. Luego, una mezcla conteniendo las tres cepas entéricas en una proporcion 1:1:1,
se incubo en caldo LB durante 18 horas a 37 °C. A partir del cultivo resultante (O.N.
entérico) se inocularon al 1% (V/V) en tubos separados que contenian caldo minimo
M9, sin fuente de carbono (medio basal, como control negativo), 1% (P/V) de glucosa,
1% (P/P) de inulina GR y 1% (P/P) de cada muestra de CRI, respectivamente. Se
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incubaron a 37 °C durante 24 horas en agitacion, en condiciones de anaerobiosis
(85%N5,, 10% de CO,, H, y 5%) (Atlas, 1993).

2.2.3. Determinacion del crecimiento bacteriano en el caldo de cultivo

A partir del cultivo madre congelado, se subcultivd en vial con 10 mL del
correspondiente medio de cultivo MRS fresco, con y sin los carbohidratos a ensayar y
se incubo por 12 horas a 37 °C en anaerobiosis (cultivo de toda la noche, O.N.).

Para cada ensayo, a un volumen de 45 mL de caldo MRS fresco que contenia las
diferentes fuentes de carbono a ensayar se le inoculé 100 pL del correspondiente
subcultivo (O.N.) y se incubaron durante la noche, bajo las mismas condiciones
anteriores.

Los ensayos incluyeron un control negativo sin hidratos de carbono (MRS-Basal)
(Lépez-Molina et. al., 2005; Vulevic, Rastall y Gibson, 2004; Bielecka, Biedrzycka y
Majkowska, 2002). También como control positivo se suplemento el medio de cultivo
con glucosa, como fuente de carbohidratos para fines comparativos (de referencia).
Dado que los carbohidratos en estudio deben ser metabolizados por una cepa probidtica
tanto como la glucosa (Nazzaro et al., 2012; Huebner, Wehling y Hutkins, 2007). En
otros estudios in vitro que estudiaron la capacidad de los fructanos para promover el
crecimiento de diferentes especies de Bifidobacterium, se utiliz6 como control positivo
a la lactosa (Bielecka, Biedrzycka y Majkowska, 2002).

Para los ensayos se suplementd un 1% (P/P) de carbohidratos, tanto del prebiotico de
referencia: la inulina comercial GR (IGR), como de las muestras de inulina de
tubérculos de topinambur (CRI). Esta concentracion se recomienda en la literatura como
la dosis minima para garantizar el efecto estimulante de un carbohidrato sobre el
crecimiento de las bacterias benéficas respecto a un medio MRS basal (Li et al., 2008).
Las muestras CRI e IGR fueron esterilizadas por exposicion a la luz UV (254 nm, 40
W) durante 15 min antes de afadirse al medio de cultivo. Los cultivos se incubaron a
37 °C durante 48 horas bajo condiciones anaerdbicas.

Se extrajeron muestras en varios momentos para medir: densidad 6ptica, pH, acidez
total (% de acido lactico), y el recuento de células viables a las 48 horas (UFC/mL),
determinados por el método de la placa estandar bajo condiciones anaerébicas a 37 °C.

Los experimentos se realizaron por triplicado para cada ensayo.
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Determinacion de la Densidad optica (DO)

Las densidades celulares se pueden determinar en base a la densidad Optica (DO) a
600 nm en lugar del procedimiento de recuento en placa, o bien como complemento. La
determinacion de DO es una técnica simple y rapida para determinar la actividad
prebidtica (Huebner et al., 2008). En este sentido, algunas autores han puesto de
manifiesto que el método de DO di6 resultados consistentes que fueron similares a los
obtenidos por el método de recuento en el método de placa (Huebner et al., 2008).

La lectura de la densidad Optica fue monitoreada en un espectrofotometro Serie
SPECTRO-16/18 (Shangai, China) a DO600nm en los distintos tiempos de incubacion
de los caldos de cultivo MRS basal, MRS mas la fuente de carbono estudiada (glucosa,
IGR, CRI, respectivamente). Para ello se tomaron muestras de 1 mL y se utiliz6
solucion fisioldgica como blanco. Las mediciones se realizaron en el rango de 0,3 a 0,7,
para que sean confiables. Para ello, cada cultivo se diluyé con solucion fisioldgica,

cuando fue necesario.

Medicion del pH y acidez total (% de &cido lactico)

Como indicativo de la fermentacion, se estudio la acidez total como % de acido lactico.
Se registro el pH de cada uno de los caldos de cultivo con pHmetro (pH-metro HI 2211,
Hanna, EE.UU.), previamente calibrado. Se interpretd6 como positivo cuando el pH del
medio bajo por debajo de 5 y negativo cuando el pH del medio fue superior a 5. Para
determinar el contenido de &cido se tomaron 10 mL del caldo de cultivo MRS basal, con
glucosa o con la inulina correspondiente y se diluyé con 10 mL de agua destilada y
tratada con NaOH 0,11M hasta alcanzar un pH final de 8,6. Siendo que 2 moles de
NaOH son equivalentes a 1 mol de &cido lactico. Se calcul6 la acidez titulable como un
equivalente del porcentaje de &cido lactico (%AL) de acuerdo a la equivalencia

(Ecuacién 3.1).

Finalmente se calculo el porcentaje de acido lactico (%AL) segun la siguiente ecuacion:

{mlumen NaOH (mL) x0,11M x 90 {
2%1000

) x 100!
mol/ * "7 (3.1)

%AL =

donde: 90 g/mol es el peso molecular del &cido lactico
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Siembra y recuento de células viables
Recuento de células viables de L. paracasei a las 48 horas (UFC/mL)

La siembra del cultivo de L. paracasei en caldo MRS (O.N.) se realizd en las placas
MRS basal, en MRS basal + 1% (P/P) de carbohidrato (IGR, CRI o glucosa, segln
corresponda). Se diluyeron con solucion fisioldgica al 0,9% (1:10) para obtener entre 25
y 50 colonias.

Las placas fueron incubadas a 37 °C por 48 horas en condiciones de anaerobiosis (85%
de N, 10% de CO, y 5% de H,). Cada ensayo se realizé por triplicado.

La cepa L. paracasei fue inoculada en caldo MRS basal con glucosa (1%) como fuente
de carbohidratos para confirmar que el crecimiento en MRS inulina fuese dependiente

de la utilizacién de la inulina.

Recuento de células viables de la mezcla entérica

Los cultivos de la mezcla entérica se sembraron a tiempos de 0 y 24 horas de incubacion
en caldo M9 y en placas con TSA y se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Cada ensayo

se realizd por triplicado.

2.2.4. Tasa de crecimiento relativo (TCR) de L. paracasei

Como una forma de evaluar la capacidad prebidtica in vitro de muestras de CRI, se
calculd la tasa de crecimiento relativa a la glucosa del probiético L. paracasei utilizando

la expresion:

P, -P
TCR=| 12 0] 3.2
[Gt—Go p (32)

donde p subindice indica bacterias probi6ticas, P y G representan la tasa de crecimiento
de L. paracasei (log mL™) cuando el prebidtico o glucosa se utiliza como fuente de
carbono en el medio, respectivamente, en el instante inicial (0) y a cualquier tiempo (t),
segun lo indicado por el subindice correspondiente. Un valor de TCR mayor que la
unidad indica que el carbohidrato probado (en este caso la inulina) ejerce un efecto
estimulante del crecimiento del L. paracasei, en comparacion con la glucosa como

fuente de carbono.
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Considerando que las tasas de crecimiento del cultivo prebiotico L. paracasei y de la
mezcla entérica fueron capaces de utilizar tanto la glucosa, la IGR y las muestras de
CRI como fuente de carbono, se calcul6 el score de actividad prebi6tica de acuerdo con
la expresion citada por Huebner, Wehling y Hutkins (2007) (Ecuacion 3.3), como se

describe en la seccion siguiente.

2.2.5. Score de actividad prebiotica

Para determinar el score de actividad prebidtica se expone el material en estudio,
potencialmente prebidtico, frente a cultivos de microorganismos puros seleccionados.
Este sustrato se afiade a un medio de crecimiento basal y el crecimiento bacteriano se
determina durante el transcurso del tiempo de incubacion (Gibson y Wang, 1994).

La actividad prebidtica refleja la capacidad de un sustrato dado para promover el
crecimiento de una cepa probidtica, tal como L. paracasei, en comparacion con el de
otros organismos (mezcla entérica en este estudio) y en relacién con el crecimiento en
un sustrato no prebidtico, como la glucosa. Es decir, que los sustratos con alta actividad
prebidtica promueven el crecimiento de las bacterias probiéticas y presentan densidades
celulares (UFC/mL) comparables a las obtenidas en glucosa, mientras que las
densidades celulares de las cepas entéricas en el prebiodtico debe ser, en teoria, muy bajo
comparado con el crecimiento en glucosa (Huebner et al., 2008; Huebner, Wehling y
Hutkins, 2007). Esta es una manera relativamente rapida de evaluar la capacidad de un
prebidtico para ser utilizado por cepas de bacterias especificas, a su vez existen
diferencias en la capacidad metabolica entre las especies bacterianas probioticas y mas
aun entre las cepas, estas diferencias influyen directamente en el score de la actividad
prebiotica (Huebner, Wehling y Hutkins, 2007).

Como medida de la actividad prebiotica, se calculd el score de actividad prebiotica de

acuerdo a la siguiente ecuacion modificada de Huebner, Wehling y Hutkins (2007):
SAP:( P24_PO j _( P24_P0 j (33)
Gy —Gy o Gy =Gy J, '

donde el primer término es la TCR definida en la Ecuacion 3.2 evaluada a un tiempo
t = 24 h para bacterias probidticas (p), y el segundo término corresponde a bacterias

entéricas (e).
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2.3.  Andlisis estadistico

Para cada ensayo, las diferencias estadisticas se determinaron por anélisis de la varianza
(ANOVA) seguido de comparaciones entre las medias con test de Tukey, a un nivel de

significacion del 5%, utilizando el software InfoStat (Di Rienzo et al., 2011).

3. Resultados y discusion

3.1. Densidad optica (DOgoo)

La aptitud prebiotica de la inulina de topinambur fue determinada de manera indirecta
por la medicidn de la densidad dptica (DO), el pH y la acidez del medio de cultivo en
términos del porcentaje de acido lactico (%AL) y de manera directa por recuento en
placa (UFCmL™).

En la Tabla 3.1 se presenta el crecimiento del Lactobacillus paracasei (indicando
positivo (+) o negativo (-), presencia o ausencia de crecimiento bacteriano (UFC/mL),
respectivamente) y los valores de ADO, donde A es el cambio de esta variable entre
las 0 y 24 horas de incubacion de los medios de cultivo MRS (suplementados y sin

suplementar carbohidratos) inoculados con L. paracasei.

Tabla 3.1: Valores de ADO vy el crecimiento para los distintos carbohidratos

utilizados por Lactobacillus paracasei.

Carbohidratos Crecimiento® ADOP
Sin carbohidratos + 0,511 f
IGR ++ 5,523 a
Glucosa ++ 5271b
CRI-0 ++ 4,336 de
CRI-2 ++ 4,466 d
CRI-4 ++ 5031c
CRI-8 ++ 4,266 e

a. (+) indica desarrollo bacteriano (UFC mL™) y (-) indica que no hubo desarrollo bacteriano (UFC mL™).
b. Densidad 6ptica (DO) a 600 nm en caldo MRS modificados.

Se observo que el medio MRS basal presento un incremento en la DO de 0,511 lo cual
indica que el desarrollo de las colonias de L. paracasei en este medio fue escaso, dado

gue no contenia en su composicion carbohidratos como sustratos de crecimiento
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bacteriano. Estos valores fueron significativamente menores a los obtenidos en medios
MRS suplementados con carbohidratos.

Los medios suplementados con la inulina comercial, IGR (GPn >10,0) fueron los que
presentaron incrementos en DO (5,52) significativamente mayores (p<0,05), seguidos
por los valores de los medios suplementados con el carbohidrato de referencia, glucosa
(5,27), lo cual indica crecimiento bacteriano.

En tanto, de los cultivos enriquecidos con los CRI, los medios con CRI-4 presentaron
valores de DO significativamente mayores (p<0,05) a los obtenidos para CRI-2 y CRI-0
(Tabla 3.1), los cuales no presentaron diferencias significativas (p>0,05) entre si. Este
ultimo tampoco presentd diferencia significativa con los medios suplementados con el
CRI-8. No obstante, los valores de DO obtenidos en los medios suplementados con
carbohidratos indicaron que las bacterias de L. paracasei fueron capaces de utilizar
dichos sustratos para su desarrollo. Este hecho fue confirmado mediante el recuento
bacteriano, donde se observd que todos los medios de cultivo MRS presentaron
desarrollo de la cepa probidtica (Tabla 3.1). Si bien el MRS basal presentd recuentos
bacterianos, fue en dos ordenes de magnitud menor que los medios enriquecidos con
carbohidratos, lo cual es correspondiente con los valores de DO bajos obtenidos (de un
orden de magnitud menor que los de MRS suplementados).

También Huebner, Wehling y Hutkins (2007) encontraron que las inulinas obtenidas de
otras fuentes vegetales (achicoria y dalia) fueron utilizadas por los probioticos. Dichos
autores observaron que al utilizar inulina de achicoria comercial (-S, y P95, HP) la
densidad celular de la cepa L. paracasei presentd un aumento significativamente mayor
en comparacion con el medio suplementado con glucosa. En contraste, Rossi et al.
(2005) observaron que el crecimiento de las bacterias probidticas es limitado cuando el
medio de cultivo es suplementado con inulina, dado que s6lo un porcentaje de las cepas
estudiadas fueron capaces de crecer en inulina, mientras que si mostraron crecimientos
significativamente mayores en medios suplementados con glucosa y FOS,
respectivamente. Esta diferencia en el comportamiento se debe a que la utilizacion del
sustrato prebidtico por parte de las bacterias probidticas, requiere de sistemas de
hidrolisis y de transporte especificos para cada prebidtico en particular (Barrangou et
al., 2003; Kaplan y Hutkins, 2003; Gopal, Sullivan y Smart, 2001; Perrin, et al., 2001;
Rabiu et al., 2001).
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Resultados similares a los obtenidos en el presente estudio fueron informados por
Palacio, Etcheverria y Manrique (2014), quienes concluyeron que la inulina comercial
de achicoria (IGR) puede ser utilizada como sustrato por parte de L. paracasei. También
Huebner, Wehling y Hutkins (2007), observaron que se producia un aumento
significativamente mayor de la densidad celular de la cepa L. paracasei cuando se
utilizaron inulinas de achicoria comerciales (-S, y Raftilose P95, Raftiline HP)
comparado con el medio suplementado con glucosa.

3.2.  Acidez total (% de acido lactico) y pH

En la Figura 3.2 se muestra la acidez titulable, expresada como g/100mL de acido

lactico (AL), de los distintos medios a las 24 h de cultivo de L. paracasei.
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Figura 3.2. Actividad acidificante del Lactobacillus paracasei a las 24 horas de
incubacion en anaerobiosis a 37 °C en medio MRS basal, enriquecido con glucosa, IGR
y CRI, respectivamente al 1%. Los valores fueron expresados como los promedios + el

desvio estandar (n=3). Letras diferentes indican diferencias significativas con p < 0,05.
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Se observd que la produccion de acido en el medio sin suplementar fue
significativamente menor que en los medios suplementados. En cambio, en los medios
de cultivo MRS con CRI inoculados con L. paracasei los contenidos de acido lactico a
las 24 horas de incubacion fueron entre 0,7 y 0,9% y no se encontraron diferencias
significativas entre los medios suplementados con los distintos CRI y con IGR. Tanto
en el caldo MRS suplementado con IGR como en el MRS enriquecido con glucosa, el
porcentaje de &cido lactico producido fue superior al 1% y no presentd diferencias
significativas con el MRS con CRI-2. Mientras que los porcentajes de acido lactico
obtenidos en MRS suplementado con CRI-0, CRI-4 y CRI-8 no presentaron diferencias
significativas respecto a los valores obtenidos en el medio IGR, y fueron
significativamente menores respecto a los valores obtenidos en el medio con glucosa.

En la Figura 3.3 se muestra la disminucién del pH de los distintos medios de cultivo en

funcién del tiempo de incubacion del microorganismo L. paracasei.
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Figura 3.3. Variacion promedio de pH del medio MRS basal con: CRI- 0 (4), CRI- 2
(X), CRI- 4 (V), CRI- 8 (9), IGR (v ), MRS glucosa () al 1%; y MRS basal (®) en
funcion del tiempo de incubacion en anaerobiosis a 37 °C de Lactobacillus paracasei.

(n=3) Para mayor claridad, no se muestran las barras de error.
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Se observé que el pH del medio MRS basal practicamente no varié a lo largo de todo el
periodo de incubacién estudiado (24 h). En todos los medios enriquecidos el pH se
mantuvo practicamente constante durante las primeras 4 horas de incubacién. A partir
de alli se observo una disminucion gradual del pH hasta las 12 horas, alcanzando
valores de pH cercanos a 4 a las 24 h de incubacion. En concordancia con nuestros
resultados, Pompei et al. (2008) mencionaron que los valores de pH de los medios
enriquecidos con fructanos fueron significativamente menores que los obtenidos en los
cultivos control de 12 horas de incubacion. Estos autores observaron el mismo
comportamiento de disminucion progresiva de pH hasta valores cercanos a 3,7 en
cultivos enriquecidos con FOS e inulina de alta solubilidad, inoculados con probidticos.
El pH del medio disminuye como consecuencia de la produccion de &cido proveniente
de la fermentacion de los carbohidratos por parte del Lactobacillus paracasei. En apoyo
a estas evidencias, Sullivan y Nord (2002) concluyeron que un descenso progresivo del
pH del medio de cultivo, indica que el carbohidrato pudo ser fermentado por las
bacterias probidticas, dando como resultado la produccion de acido.

En los cultivos suplementados con carbohidratos se observé gue la tasa de disminucion
de los valores de pH a las 24 horas fue menor con respecto a los obtenidos con 12 horas
de incubacion. Este hecho es consecuencia de los procesos bioquimicos que se producen
en las etapas de crecimiento avanzado y/o de muerte de los microorganismos. A su vez,
la magnitud de disminucién del pH de los medios MRS con CRI, fue similar en todos
los casos durante todo el periodo de incubacién. La variacion de pH en estos medios
con inulina de topinambur, fue comparable a la registrada en el cultivo MRS
suplementado con IGR.

Los cultivos enriquecidos con glucosa tuvieron un descenso de pH significativamente
mayor entre las 5 y 9 horas de incubacion, comparado con los suplementados con
inulina (tanto comercial de achicoria como de topinambur). Esto estaria indicando que
los medios con glucosa fueron mas rapidamente fermentables que los enriquecidos con
inulina. Esta diferencia en la velocidad de fermentacion fue también puesta en evidencia
por Lépez Molina et al. (2005). En tanto, Roberfroid (1993) estableci6 que el patrén de
descenso del pH del medio con inulina es analogo al que contenia glucosa. En nuestros
ensayos, esta similitud del comportamiento se evidencio a partir de las 12 horas de
incubacion.

En la Tabla 3.2 se presentan los valores de A%AL y ApH, donde A es el cambio de

cada variable producido entre el inicio y la finalizacion del periodo de incubacion del
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L. paracasei, en los distintos medios de cultivo MRS (suplementados y sin suplementar
carbohidratos) inoculados con L. paracasei.

Se observo que la variacion en el %AL fue practicamente nula en el cultivo MRS basal
(0,088%) debido a que dicho medio no contenia en su composicion carbohidratos
fermentables, por lo cual no hubo produccién de acido por parte de las bacterias. Se
observd que en los medios de cultivo MRS con carbohidratos inoculados con
L. paracasei el incremento en el %AL fue significativamente mayor al obtenido en los
MRS basal, siendo dicho aumento de hasta un orden de magnitud mayor.

Entre los medios suplementados con CRI no se encontraron diferencias significativas.
Fue significativamente mayor el incremento en la produccion de AL en los medios
suplementados con glucosa, IGR y CRI- 2. Por su parte el caldo MRS enriquecido con
glucosa no tuvo diferencias significativas con el MRS suplementado con IGR, CRI- 0,

CRI- 2, como asi tampoco se encontraron diferencias entre el cultivo con CRI-2 e IGR.

Tabla 3.2: Valores de A%AL y ApH para los distintos carbohidratos utilizados

por Lactobacillus paracasei.

Carbohidratos A%ALS ApH®

sin carbohidratos 0,088 d -0,348 a
IGR 0,888 a -2,885 ¢
Glucosa 0,811 ab -2,603 b
CRI-0 0,540 bc -2,803 ¢
CRI-2 0,697 abc -2,585 b
CRI-4 0,509 ¢ -2,505 b
CRI-8 0,513 ¢ -2,453 b

¢ Porcentaje de acido lactico (% AL) en caldo MRS modificados.
9 pH en los caldos MRS modificados.

El incremento en el %AL se debe a la utilizacion de los prebidticos como sustrato de
crecimiento por parte de las bacterias probidticas, dando como producto de
fermentacion acido lactico. Este hecho también fue observado por otros autores que
mencionan la produccion de AGCC (acetato, propionato y butirato) y gases (H,, CO,, y
CH) (Barrangou et al., 2003; Kaplan y Hutkins, 2003; Perrin et al., 2001; Rabiu et al.,
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2001; Gopal, Sullivan y Smart, 2001; Roberfroid, 1993). En apoyo a nuestros
resultados, Rossi et al. (2005), informaron que los cultivos que contenian fructanos del
tipo inulina, presentaron una acumulacion de lactato y acetato significativa (p < 0,05),
en comparacion con los cultivos control después de las primeras 24 horas, como
producto de la fermentacion de la inulina. Otros autores también encontraron que los
probidticos que utilizaron fructooligosacaridos e inulina de cadena corta como sustrato
aumentaron la proporcion de butirato (Poulsen, Molck y Jacobsen, 2002; Kleessen,
Hartmann y Blaut, 2001). Dichos aumentos en la produccion de AGCC fue
concomitante con el aumento del recuento de bacterias benéficas. La produccion de
dichos acidos reduce el pH intestinal y restringe el crecimiento de patdgenos potenciales
y de las bacterias de putrefaccion (Lopez-Molina et al., 2005).

En concordancia con los valores de A%AL obtenidos, se observo que la variacion en
los valores de pH entre las 0 y 24 horas de incubacién de los medios de cultivo MRS sin
suplementar carbohidratos inoculados con L. paracasei fueron significativamente
menores en valor absoluto (0,35) a los obtenidos en los cultivos MRS enriquecidos con
carbohidratos. Se observd que entre los medios de cultivo MRS suplementados con IGR
y con CRI- 0 no se encontraron diferencias significativas en cuanto a la variacion de pH
y fueron los que tuvieron mayores valores absolutos de ApH. Los MRS enriquecidos
con glucosa y los suplementados con CRI restantes no presentaron diferencias
significativas en los valores de ApH. Los mayores valores absolutos de ApH indicarian
el desarrollo de L. paracasei y la fermentabilidad del carbohidrato por parte de dicho
probidtico.

En apoyo a los resultados presentados, Rossi et al. (2005) concluyeron que cuanto
menor sea el pH final, mayor es la densidad Optica (DOgg), aunque esto no se presente
como una correlacion lineal (Sullivan y Nord, 2002). También Lépez-Molina et al.
(2005) estudiaron la fermentacion in vitro por parte de las bacterias del colon utilizando
como sustrato inulina de alcaucil, y determinaron que el metabolismo bacteriano de
dicho sustrato produce una marcada disminucién en el pH del medio de cultivo.

Otros autores también mencionaron que el metabolismo de fructanos esta acompafiado
de un descenso progresivo del pH del medio de cultivo (Rastall y Maitin, 2002). En
apoyo a los resultados presentados en este capitulo, otros autores mencionan que las
fibras dietéticas, como es la inulina, son fermentables por bacterias colonicas
especificas, tales como las bifidobacterias y algunas especies de lactobacilos (Nelson y

Relman, 2005). También Roberfroid, Van Loo y Gibson (1998) concluyeron que el
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metabolismo de los fructooligosacaridos de achicoria en extractos fecales de humanos
estd acompafiado por una caida progresiva en el pH del medio de cultivo, que podria
indicar la fermentacion por parte de las bifidobacterias.

3.3. Crecimiento in vitro

Lactobacillus paracasei en medio suplementado con las diferentes fuentes de
carbohidratos.

La Figura 3.4 muestra la tasa de crecimiento relativo de L. paracasei (TCR) a la
glucosa a distintos tiempos de cultivo, durante 24 horas en agar MRS-Basal con los
distintos CRI extraidos de los tubérculos de topinambur, e IGR, como fuente de

carbono.
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Figura 3.4. Tasa de crecimiento de Lactobacillus paracasei relativa a la glucosa en
funcién del tiempo de incubacion en anaerobiosis a 37 °C durante 24 h en MRS+ CRI-0
(), CRI-2 (), CRI-4 (), CRI-8 (ImE), IGR (HEE ), [os valores fueron
expresados como los promedios + el desvio estandar (n=3).

Los asteriscos indican que la muestra es significativamente mayor a las demas, dentro

de ese mismo tiempo de incubacion
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El analisis de la Figura 3.4 permite establecer que la mayoria de las inulinas ensayadas,
incluyendo la inulina de achicoria (GP, 10) fueron utilizadas por el probidtico
L. paracasei con una eficiencia similar o superior a la glucosa, a las 2 horas de
crecimiento. En contraste, Lopez-Molina et al. (2005) observaron que el desarrollo del
probidtico en medios suplementados con inulina de achicoria o de alcaucil fue mas lento
pero méas duradero en comparacion con el medio control con glucosa. Los resultados
obtenidos a las 24 horas de incubacion en los medios MRS-Inulina sugieren que la
inulina promovid el crecimiento del probiotico en el mismo orden que en glucosa. En
contraste, otros autores concluyeron que el crecimiento de la mayoria de las cepas de
lactobacilos y bifidobacterias estudiadas en medios suplementados con prebidticos fue
menor que con glucosa, tanto con GOS como con inulina (Huebner, Wehling y Hutkins,
2007).

Pompei et al. (2008) estudiaron la cinética de crecimiento para bifidobacterias y
lactobacilos en medios enriquecidos con FOS e inulina y encontraron que el mayor
crecimiento de bifidobacterias se produjo después de las 6 horas de incubacion, en
medios con FOS y de las 12 horas en inulina. En cambio, para los lactobacilos fue
después de 8 horas en el medio con FOS y de 24 horas en el de inulina. La
concentracion final de ambos probidticos fue mayor en el medio con inulina que en el
medio enriquecido con FOS. También otros autores detectaron que los aumentos en las
concentraciones de lactobacilos y bifidobacterias se produjeron antes en los medios
suplementados con OF que en los de inulina (Poulsen, Molk y Jacobsen, 2002;
Kleessen, Hartmann y Blaut, 2001).

En este estudio en particular, las muestras de CRI-0 promovieron un crecimiento de
L. paracasei mas bajo en comparacion con la glucosa, durante todo el periodo de
incubacion. Este hecho podria atribuirse a una menor fermentabilidad de este
carbohidrato por parte del L. paracasei, dado su mayor grado de polimerizacion (GP,, ~
12) en comparacién con las otras muestras de CRI. Este resultado puede interpretarse
considerando que la susceptibilidad de los fructanos a la fermentacion, esta determinada
por su estructura quimica y su GP (Biedrzycka y Bielecka, 2004). En este sentido,
Bielecka, Biedrzycka y Majkowska, (2002) concluyeron que la estimulacion del
crecimiento de Bifidobacterium in vitro, es dependiente de la longitud de cadena.

Por su parte Makras, Van Acker y De Vuyst (2005) mencionaron que el crecimiento y la
viabilidad de los cultivos probi6ticos en presencia de la inulina varian no sélo con su

grado de polimerizacion sino también con la cepa probiotica. Roberfroid et al. (1998)

91



Capitulo 3 Prebidticos y Probidticos

sefialaron que la fermentacion in vitro de inulina de longitud de cadena promedio >10 es
mas lenta que la fermentacion de inulina de cadena corta <10. Otros estudios (Kaplan y
Hutkins, 2000; McKellar y Modler, 1989) mostraron que inulinas altamente
polimerizadas (GPn > 10) son fermentadas mas lentamente por las cepas de
Bifidobacterium, que los fructanos de cadenas mas cortas (6 < GPn < 10). A su vez, los
fructanos de cadenas largas, por ser menos biodegradables que los de cadena corta (van
de Wiele et al., 2007; Roberfroid et al., 1998), son menos fermentables por la
microflora intestinal. EI mayor GP de la inulina, en comparacion con OF, podria
proporcionar un efecto de larga duracién en todo el colon. Lépez -Molina et al. (2005)
mostraron que el crecimiento de B. bifidum en medios con inulinas de diferentes fuentes
vegetales (achicoria, alcaucil y sus hidrolizados, respectivamente) fue similar,
promoviendo efectos bifidogénicos de larga duracion en el intestino humano.

Gibson et al. (2004) expresaron que el periodo de disponibilidad de los fructanos del
tipo inulina en el lumen del intestino es mayor que el de los OF, dando como resultado
mayor cantidad de carbohidratos residuales. En este sentido, sefialaron que seria
apropiada una combinacion de ambos fructanos, de cadena larga y corta, dado que es
fisiolégicamente mas activa que las fracciones individuales. Rastall y Maitin (2002)
observaron que las bifidobacterias son capaces de utilizar los FOS y las inulinas de
cadena corta, pero no las inulinas altamente polimerizadas.

En concordancia con nuestros resultados, también Li et al. (2008) observaron, mediante
estudios in vitro, que las mayores tasas de crecimiento de bifidobacterias fueron
obtenidas cuando se utilizaban como sustratos FOS o inulina de cadena corta,
comparadas con las obtenidas con inulina de cadena larga. Si bien en nuestro estudio se
utiliz6 otra cepa probidtica e inulina de una fuente vegetal distinta, también se evidencid
el mismo comportamiento para el medio de cultivo enriquecido con CRI-4 de GPn 9
(cadenas cortas), dando tasas de crecimiento relativas similares o superiores a las
obtenidas con glucosa, durante todo el periodo de incubacion. El analisis estadistico de
las tasas de crecimiento de L. paracasei obtenidas, indica que la inulina de GPn 9
resultd ser una fuente de carbono tan eficiente como la glucosa, para este probiético,
durante todo el periodo de incubacion.

En contraste con lo antedicho, se observo que a pesar de su grado de polimerizacion
similar (GPn ~ 9,8), la muestra de CRI-8 promovio tasas de crecimiento menores que
las muestra de CRI-4. Esto puede atribuirse a que el sustrato CRI-8 posee un contenido

de inulina menor (en funcién de los datos presentados en el Capitulo 2 Tabla 2.6, se
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asume que se mantienen las tendencias de los resultados de CRIp, en los CRI). En este
sentido, otros autores también mencionaron que la utilizacion de la inulina por parte de
las bacterias probioticas depende no solo del grado de polimerizaciéon de las cadenas
sino también del grado de pureza (Panchev et al., 2011; Saengthongpinit y
Sajjaanantakul, 2005). En este sentido, también otros autores mencionaron que los
extractos prebioticos purificados son selectivamente fermentables por las bacterias
probidticas (Van Laere, Hartemink y Rombouts, 1997).

Algunos autores mencionaron que los probidticos no crecieron en medios de cultivo sin
fuente de carbohidratos (Cardelle-Cobas et al., 2011). En contraste con estos resultados,
en este estudio se observd desarrollo de colonias de L. paracasei en el medio MRS
basal (Figura 3.5), a pesar de a la ausencia de fuente de carbono. Sin embargo, el
crecimiento del probiotico en dicho medio MRS basal fue significativamente menor

(p<0,05) al presentado en los medios MRS suplementados con carbohidratos.

le+9 ° .

le+8

UFC/mL

le+7

le+6 | | | | | | | | | | | | |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo de incubacién (horas)

Figura 3.5. Crecimiento de Lactobacillus paracasei en funcion del tiempo de
incubacion en anaerobiosis a 37 °C durante 24 h en MRS basal. Los valores fueron

expresados como los promedios + el desvio estandar (n=3).
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Los cultivos enriquecidos con inulina de topinambur, no tuvieron diferencias

significativas entre si, a las 24 horas de incubacion.

3.4. Score de actividad prebiotica

La Figura 3.6 muestra los valores de score de la actividad prebidtica (SAP) obtenidos
para las diferentes muestras de CRI e inulina comercial GR y la correspondiente a un

ensayo de control sin fuente de carbono (medio basal), por medio de la Ecuacion 3.3.
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Figura 3.6. Score de la actividad prebiotica (SAP) calculada con la Ecuacion 3.3 para
los diferentes sustratos. La letra en comudn indica que no son significativamente
diferentes (p>0,05).

El valor SAP surge de la diferencia entre el crecimiento relativo del probidtico en
prebiotico y glucosa y el crecimiento relativo del patogeno, utilizando prebidtico y
glucosa respectivamente, a las 0 y a las 24 horas. Cuanto mas alto es el valor del score
mayor crecimiento relativo de las bacterias probiéticas y/o menor crecimiento relativo
del patdgeno. Esto indica un mayor y mas selectivo uso de los prebidticos en relacién a

la glucosa, por parte del microorganismo probiotico y/o un uso limitado de prebiotico
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en relacion a la glucosa, por el microorganismo patdgeno. Para el medio basal se obtuvo
un valor SAP negativo. Esto se debe a que el crecimiento del probiodtico fue menos
favorecido en medio sin fuente de carbono comparado con el obtenido en glucosa.
Conjuntamente, el crecimiento de las bacterias entéricas fue menos limitado por la
disponibilidad de carbono en el medio, en comparacion con la cepa probiotica.

Los valores positivos de SAP obtenidos para las muestras de CRI, indicaron un uso
selectivo de las mismas por parte de L. paracasei con respecto a las cepas patégenas. La
muestra CRI-4 presentd el valor mas alto de SAP, seguido de las muestras CRI-2 (que a
su vez, no tenian diferencias significativas con la inulina GR), CRI-0 y el CRI-8.
Considerando que no hubo diferencias significativas entre los valores de TCR a las 24
horas, obtenidos con las muestras de CRI como fuente de carbono (Figura 3.4), las
diferencias en los valores de SAP, podrian atribuirse a las diferencias en las tasas de
crecimiento de las bacterias entéricas, en la respectiva muestra de CRI. Este resultado
indica que los medios enriquecidos con CRI favorecieron el crecimiento de
L. paracasei, que siguieron el siguiente orden: CRI-4 > CRI-2, IGR > CRI-0 > CRI-8.
Los valores de score de actividad prebiotica son dependientes de la cepa bacteriana
probidtica probada y del tipo de carbohidrato prebiotico utilizado. En ese sentido, la
eficacia prebiotica de los fructanos del tipo inulina no sélo depende de la dosis de la
dieta, sino también del GP (Gibson et al., 2004).

Por otro lado, Roberfroid et al., (1998) mencionaron que si bien las oligofructosas
(natural de achicoria y sintéticas) fueron utilizadas por las cepas Bacteroides spp.,
Clostridios, Enterococos, Klebsiella, Lactobacilos, Proteus y Staphylococcus, fue de
manera significativamente menor que la glucosa (p<0,05). También Huebner et al.,
(2008) informaron que el crecimiento de la mezcla entérica en medios con prebidticos
fueron significativamente menores (p<0,05) en comparacion con el crecimiento en
glucosa.

En estudios previos, el L. paracasei presentd valores de score de actividad prebiotica
altos, (en el rango de 0,99 a 1,17) en medios de cultivo enriquecidos con inulina
comercial de achicoria (-S, HP y P95) (Huebner, Wehling y Hutkins, 2007).

Si bien los valores obtenidos en el presente estudio fueron inferiores, se demostré con
los ensayos in vitro que los CRI obtenidos de topinambur son una fuente potencial de
prebioticos. Dado que los CRI promovieron el aumento de las poblaciones de L.
paracasei y no el de cultivos patdgenos. En apoyo a estos resultados Gibson y Wang,
(1994); Wang y Gibson, (1993) y Li et al., (2008) han demostrado que tanto la inulina
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de achicoria y sus hidrolizados, estimulan selectivamente el crecimiento de las

bifidobacterias, lo que indica una buena actividad prebidtica.

4. Conclusiones

Los resultados obtenidos permitieron demostrar que, independientemente del GP,, todas
las inulinas fueron fermentadas por el Lactobacillus paracasei, siendo la inulina con
GPn 9 (extraida de tubérculos almacenados durante 4 meses, CRI-4) la que presento
mayores valores de score de actividad prebidtica, comparables a las obtenidas con
glucosa e inulina comercial de achicoria (GPn >10). Este resultado indicaria que hay un
GPn oOptimo de inulina que promueve en mayor medida el crecimiento del
microorganismo probidtico.

Los resultados del presente estudio contribuyen a considerar al topinambur como una
fuente potencial de un ingrediente bioactivo para la elaboracién de alimentos
funcionales, equivalente a la inulina actualmente disponible en el mercado. También
aporta informacion sobre la influencia del grado de polimerizacién de la inulina,
afectada por el tiempo de almacenamiento de tubérculos de topinambur, sobre las

propiedades prebidticas de la inulina extraida.
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5. Anexo |

Composicion de los medios de cultivo

Tabla 3.3: Caldo MRS

Caldo MRS

(pH=6,4+0,2)

Compuesto de Férmula (g/2000mL) g/L
Proteasa peptona 10,0
Extracto de carne 8,0
Extracto de levadura 4,0
Glucosa 20,0
Fosfato dipotésico 2,6206
Acetato de sodio 50
Citrato de amonio 2,0
Sulfato de magnesio 0,4094
Sulfato de manganeso 0,0559
Tween 80 1,0
L-cisteina 05

Se suspendieron 51 g del medio en un litro de agua destilada. Se dejé en reposo 5 minutos y mezclé
calentando a ebullicion durante 2 minutos. Se esterilizé en autoclave a 121 °C, 15 minutos

Tabla 3.4: Agar MRS

Agar MRS

(pH=6,4+0,2)

Compuesto de Férmula (g/1000mL) g/L
Proteasa peptona 10,0
Extracto de carne 8,0
Extracto de levadura 4,0
Glucosa 20,0
Fosfato dipotasico 2,6206
Acetato de sodio 5,0
Citrato de amonio 2,0
Sulfato de magnesio 0,4094
Sulfato de manganeso 0,0559
Tween 80 1,0
L-cisteina 0,5
Agar 13,0

Se suspendieron 64 g del medio en un litro de agua destilada. Se dejé en reposo 5 minutos y mezclé
calentando a ebullicién durante 2 minutos. Se esteriliz6 en autoclave a 121 °C, 15 minutos
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Tabla 3.5: Caldo MRS basal

Caldo MRS Basal

(pH=6,4+0,2)

Compuesto de Férmula (g/2000mL) g/L
Proteasa peptona 10,0
Extracto de carne 8,0
Extracto de levadura 4,0
Fosfato dipotésico 2,6206
Acetato de sodio 5,0
Citrato de amonio 2,0
Sulfato de magnesio 0,4094
Sulfato de manganeso 0,0559
Tween 80 1
L-cisteina 05
Carbohidratos fermentables® 20

Se suspendieron 51 g del medio en un litro de agua destilada. Se dejé en reposo 5 minutos y mezclo

calentando a ebullicién durante 2 minutos. Se esterilizé en autoclave a 121 °C, 15 minutos.

! cuando fue necesario preparar MRS- glucosa, MRS- inulina GR, MRS inulina topinambur. La inulina de topinambur

incorporada se obtuvo segun se describid en el punto 5.2 de este capitulo.

Tabla 3.6: Agar MRS basal

Agar MRS Basal

(pH=6,4+0,2)

Compuesto de Férmula (g/2000mL) g/L
Proteasa peptona 10,0
Extracto de carne 8,0
Extracto de levadura 4,0
Fosfato dipotésico 2,6206
Acetato de sodio 5,0
Citrato de amonio 2,0
Sulfato de magnesio 0,4094
Sulfato de manganeso 0,0559
Tween 80 1
L-cisteina 0.5
Agar* 15
carbohidratos fermentables? 20

Se suspendieron 51 g del medio en un litro de agua destilada. Se dejé en reposo 5 minutos y mezclé

calentando a ebullicién durante 2 minutos. Se esteriliz6 en autoclave a 121 °C, 15 minutos.

! para siembra en superficie.
2 cuando fue necesario preparar MRS- glucosa, MRS- inulina GR, MRS inulina topinambur. La inulina de topinambur
incorporada se obtuvo segln se describid en el punto 5.2 de este capitulo.
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Tabla 3.7: Tripteina soja agar (TSA)

TSA
(pPH=7,3+0,2)

Compuesto de Férmula (g/1000mL)
Tripteina

Peptona de soja

Cloruro de sodio

Agar?

g/L
15,0
5,0
5,0
15,0

Se desolvieron 40 g de polvo deshidratado por litro de agua destilada. Se mezcl6 y se dej6 reposar 5 minutos. Se calentd

suavemente en agitacion y se hirvié durante 2 minutos hasta su disolucion. Se esteriliz6 a 121 °C, 15 minutos.

1

para siembra en superficie.

Tabla 3.8: Caldo medio minimo M9

M9

(pH=6,8+0,2)

Compuesto de Férmula (g/1000mL) g/L

Fosfato de disodio 6,0

Fosfato de potasio 3,0

Cloruro de sédio 05

Cloruro de amonio 1,0

Sulfato de magnesio heptahidratado 1M 1,0mL

Cloruro de calcio anhidratado 0,01-M 10,0 mL

Se esteriliz6 en autoclave a 121 °C, 15 minutos.

Tabla 3.9. Caldo LB.

LB

(pH=7,5+0,2)*

Compuesto de Férmula (g/1000mL) g/L

Tripteina 10,0

Extracto de levadura 50
5,0

Cloruro de s6dio

*Se ajustd con NaOH 1N y se esteriliz6 en autoclave a 121 °C, 15 minutos.
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6. Abreviaturas

AGCC: acidos grasos de cadena corta
AL: acido lactico

aw: actividad de agua

CRI: carbohidratos ricos en inulina

DO: densidad dptica

eae: proteina de membrana, llamada intimina
ehxA: enterohemolisina

F: fructosa

FOS: fructooligosacaridos

G: glucosa

GP: grado de polimerizacion

GPn: grado de polimerizacion promedio
IGR: inulina de achicoria GR

IP: indice prebidtico

O.N. over nigth

OF: oligofructosa

S: sacarosa

saa: proteina de membrana

SAP: score de actividad prebidtica

vt2: verocitotoxina 2
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Capitulo 4

Disefio de un alimento funcional: Incorporacion de inulina en
panes

Este capitulo describe el efecto de la utilizacion de carbohidratos ricos en inulina
obtenidos de topinambur (Helianthus tuberosus L.) en la elaboracion de panes. Se
evaluaron las propiedades reologicas de las masas, las caracteristicas estructurales y de

textura de los panes, asi como también parametros fisicoquimicos y sensoriales.
1. Introduccidn

1.1. Alimentos funcionales

La sensibilizacion de los consumidores sobre la importancia de los alimentos
funcionales esta en plena evolucién (Krystallis et al., 2008). La demanda de estos
productos alimenticios ha crecido en los paises asiaticos desde finales del siglo XX, y su
uso se extendi6 rapidamente a paises de Europa, Africa y América (Siro et al., 2008).

Se consideran alimentos funcionales a los alimentos que ademas de nutrir promueven
un efecto beneficioso sobre la salud, dado que contienen sustancias que desempefian
una accion especifica en las funciones fisiologicas del organismo, mejorando el estado
de la salud y bienestar, y/o reduciendo el riesgo de contraer enfermedades (Scott,
Duncan y Flint, 2008; Arai, 2002; Diplock et al., 1999).

Los alimentos funcionales pueden elaborarse por adicién de un ingrediente funcional o
compuesto deseable (antioxidantes, probioticos, fibras / prebioticos y fitoesteroles), por
eliminacién de un compuesto indeseado o por modificacion de la cantidad y/o
biodisponibilidad de uno o0 méas componentes. EI amplio uso de prebidticos promovié un
marcado avance en el conocimiento de dichos ingredientes, que permitié un desarrollo
direccionado a cubrir necesidades especificas desde el punto de vista de la salud y de las
propiedades funcionales. En este sentido, varios autores investigaron la influencia de la
suplementacion de inulina, fructooligosacaridos sobre la calidad de los alimentos que
contienen cereales (Almeida et al., 2013; Aravind et al., 2012; Ziobro, et al., 2013;
Borneo y Aguirre, 2008; Brennan et al., 2008; Wang et al., 2002).
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1.2. Panificados

El pan es un alimento de primera necesidad para la mayoria de la poblaciéon mundial. En
Argentina, los valores de consumo de pan son cercanos a los 72 kg/hab/afio (Lutz y
Ledn, 2009).

Los panificados son una fuente importante de hidratos de carbono, proteinas, fibra
dietética, vitaminas, micronutrientes y antioxidantes. Segin la American Dietetic
Association (1997), la recomendacion de ingesta de fibra dietaria es de 25 a 35 g diarios
0 de 10 a 13 g / 1000 kcal. En el pan blanco la ingesta de fibra es menor a la
recomendada (Mandala et al., 2009), dado que su contenido de fibra es de 1,9 g/ 100 g
(Stauffer, (1990).

En nuestro pais el porcentaje de la harina de trigo que se destina a la elaboracion de
panificados es de mas del 70% (Pantanelli, 2003) y estd constituida por una amplia
variedad de trigos. Ademas de harina y agua, los productos de panificacion pueden
contener entre sus ingredientes levaduras o leudantes quimicos, otros tipos de harina de
cereales, grasas, leche, huevo y diferentes aditivos como oxidantes, hidrocoloides,
emulsionantes y enzimas. Los panes han ido evolucionando en cuanto a sus formas y
caracteristicas distintivas. Cada pais fue desarrollando su método de panificacion
tradicional de acuerdo a la calidad de la materia prima y a las caracteristicas exigidas

por los consumidores.

1.2.1.Caracteristicas de la masa

La masa de pan se obtiene de la mezcla de harina de trigo con agua que forma la red
viscoelastica de gluten, como producto del amasado. El agua tiene un papel crucial a lo
largo del proceso de panificacion, participando en la gelatinizacion del almidén, la
desnaturalizacion de las proteinas, asi como en el desarrollo de sabor y color
(Rosell et al., 2006). Las caracteristicas de elasticidad y extensibilidad de la masa
determinan la capacidad de retener los gases producidos por las levaduras durante la
fermentacion y formar los alvéolos que dan como resultado una miga de pan esponjosa
(Dobraszczyk y Morgenstern, 2003; Mirsaeedghazi, Emam-Djomeh, y Mousavi, 2008;
Shewry et al., 2001). Las propiedades fisicoquimicas de las proteinas contenidas en la
harina condicionan la capacidad para formar la red viscoelastica durante el amasado,
que determina su calidad industrial y su valor comercial (Miranda, 2001; Shewry et al.,
2001; Gan, Ellis y Schofield, 1995). Durante el amasado se producen interacciones

entre los componentes de la harina como asi también con los aditivos y/o ingredientes
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(Lee et al., 2001). Entre las proteinas se forman uniones disulfuro y la continuidad de la
red proteica depende de los entrecruzamientos covalentes tales como enlaces de
hidrdgeno e interacciones hidrofdébicas (Meredith, 1964).

Para obtener informacion sobre la estructura de la masa y sus propiedades viscoelasticas
pueden realizarse mediciones dinamico-oscilatorias de pequefia amplitud. Los modulos
resultantes de dichas mediciones son el mddulo elastico o de almacenamiento (G”) que
mide la energia almacenada por ciclo y relaciona los eventos moleculares de naturaleza
elastica, y el modulo viscoso o de pérdida (G’”) que mide la energia disipada como calor
por ciclo y relaciona los eventos moleculares de naturaleza viscosa. La razéon de G’
sobre G’ se ha definido como la tangente del dngulo de fase (tan &) también conocida
como tangente de pérdida, y describe los efectos de los componentes viscosos y
elasticos en el comportamiento viscoelastico. Estas mediciones no predicen el
comportamiento que tendré la masa durante el procesamiento dado que las condiciones
de deformacién son muy diferentes (Dobraszczyk y Morgenstern, 2003). Sin embargo,
las propiedades reoldgicas de la masa son Utiles en términos de calidad del producto y
eficiencia de proceso (Mondal y Datta, 2008). Algunos autores mencionaron que en el
gluten las propiedades mecanicas, particularmente la resortividad y la cohesividad se
asocian con la textura, la expansion y la forma desarrollada por los alvéolos en el

producto terminado (Abang Zaidel et al., 2008; Dobraszczyk y Salmanowicz, 2008).

1.2.2. Caracteristicas del pan

La miga de pan tiene una estructura de espuma, que consta de una dispersion discreta de
celdas de gas en una matriz continua constituida por proteinas y almidon. Los nucleos
de gas se incorporan por la oclusion de aire durante el mezclado y se expanden a medida
que se produce la fermentacion.

Por otra parte, la gelatinizacion del almidon marca el punto de méxima expansion de las
piezas y es fundamental a la hora de formar la textura final de la miga. El proceso de
gelatinizacion del almidén durante el horneado depende de la cantidad de agua
disponible y de las temperaturas alcanzadas. Asi en las masas con poca disponibilidad
de agua los fendmenos de gelatinizacion son limitados. En la miga de pan se producen
estos fenomenos dado que las temperaturas de gelatinizacion se alcanzan lentamente y
la disponibilidad de agua es elevada (Ribotta et al., 2009). Durante la etapa de coccidn
se produce la ruptura de la matriz de almidon-proteina, dando como resultado la

interconexion de las celdas de gas adyacentes y la generacion de una estructura
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esponjosa abierta de la miga. La estructura interna que aparece cuando se corta el pan y
que consta de numerosos poros interconectados de diversos tamafios en una matriz
continua, se llama también grano de la miga (Hayman et al., 1998).

El conocimiento de la estructura del pan puede utilizarse para la prediccion de algunos
atributos sensoriales y de calidad, tales como textura y volumen del pan, y proporcionar
informacion sobre el efecto de los ingredientes en la constitucion de la estructura
alveolar (Scanlon y Zghal, 2001; Brescia et al., 2007; Gonzélez-Barron y Butler, 2008;
Ishida et al., 2001; Kamman, 1970; Salmeenkallio-Marttila et al., 2004). La estructura
de la miga puede caracterizarse y cuantificarse mediante un sistema de analisis de
imagenes (Scanlon y Zghal, 2001). Mientras que la microestructura de la miga puede
observarse y caracterizarse por medio de microscopia electronica de barrido (Lassoued
et al., 2007).

Algunas de las caracteristicas del pan que contribuyen en la definicion de preferencia
por parte del consumidor son color, olor y textura. A su vez, el color depende de las
caracteristicas fisico-quimicas de la masa (contenido de agua, pH, azlcares reductores y
aminoéacido contenido) y de las condiciones aplicadas durante la coccién (temperatura,
humedad relativa, los modos de transferencia de calor) (Esteller y Lannes, 2008). Uno
de los atributos texturales mas importante en el pan es la firmeza que estd fuertemente
correlacionada con la percepcién de pan fresco por parte de los consumidores (Ahlborn
et al., 2005).

1.3. Panes funcionales: enriquecidos con fibras

El tipo de pan que se consume mayoritariamente en la dieta occidental es el pan blanco.
Su aporte en fibras es escaso ya que representa s6lo un 3% de la materia seca (Poinot et
al., 2010). Por esta razén se han desarrollado numerosos trabajos con el objetivo de
mejorar la calidad nutricional de los panificados (Hager et al., 2011; Morris y Morris,
2012; Peressini y Sensidoni, 2009; Poinot et al., 2010). En particular, algunos autores
encontraron que la adicion de fibras genera cambios en las caracteristicas de la masa
(Sivam et al., 2010; Wang et al., 2002; Laurikainen et al., 1998) que afectan
significativamente su comportamiento reoldgico (Bonnand-Ducasse et al., 2010; Collar
et al., 2007; Hager et al., 2011; Mirsaeedghazi et al., 2008; Morris y Morris, 2012;
Peressini y Sensidoni, 2009; Wang et al., 2002; Sosulski y Wu, 1988). También, otros
autores concluyeron que la sustitucién de harina por fibra restringe la “maquinabilidad”

de la masa y la expansion de las celdas de gas (Gan et al., 1992).
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Por otra parte, la adicion de fibras en la formulacion de pan puede causar un aumento en
la absorcion de agua debido a la interaccion de los grupos hidroxilos de la fibra con el
agua, mediante enlaces puente de hidrégeno. No obstante, el incremento en la absorcion
de agua en la mezcla es dependiente de la estructura particular de cada fibra (Wang,
Rosell, y Benedito de Barber, 2002; Pomeranz et al., 1997). En este sentido, se han
desarrollado diferentes estudios para examinar el efecto de distintas fibras dietéticas
sobre las propiedades reolégicas de la masa y la calidad final de los panes resultantes
(Ktenioudaki y Gallagher, 2012; Collar, Santos, y Rosell, 2007; Hager et al., 2011;
Mandala et al., 2009; Morris y Morris, 2012; O'Brien et al., 2003; Peressini y
Sensidoni, 2009; Poinot et al., 2010; Praznik et al., 2002; Wang et al., 2002; Krupa-
Kozak et al., 2012). Algunas fibras puede afectar negativamente las caracteristicas del
pan provocando una reduccion del volumen, un aumento de la firmeza de la miga,
ademas de desviaciones en el sabor (Wang et al., 2002; Sangnark y Noomhorm 2004;
Sudha et al., 2007).

En particular, la inulina puede ser aplicada como sustituto de harina de cereales en
productos de panaderia (Praznik et al., 2002), dado que es altamente palatable, no
contienen compuestos de sabor amargo Yy posee propiedades texturizantes
(Spiegel et al., 1994; Franck, 2002). Se ha reportado la aplicacion industrial de la
inulina en panificados para sustituir la grasa vegetal en su formulacion (Wang et al.,
2002; O'Brien et al., 2003). Algunos investigadores observaron que la adicion de
inulina permite obtener una buena performance de la masa y aceptable calidad de los
panificados de harina de trigo de calidad comercial (Hempel et al., 2006;
Wang et al., 2002).

En su mayoria, los estudios realizados sobre panes enriquecidos con inulina, como
fibras solubles, utilizaron inulina comercial de achicoria (Morris y Morris, 2012;
Peressini y Sensidoni, 2009; Tudorica et al., 2002). Praznik et al., (2002) estudiaron
algunas propiedades fisicas y organolépticas de los panes enriquecidos con topinambur
en polvo. Sin embargo, las propiedades reoldgicas de la masa y las propiedades fisicas
mas importantes del pan (como son las propiedades mecanicas, color y grano de miga)

no fueron estudiadas.

El objetivo especifico de este trabajo fue analizar el efecto de la adicion de inulina de

topinambur sobre las propiedades reoldgicas de las masas y las caracteristicas de calidad
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de los panificados, en comparacion con los elaborados sin inulina o con inulina
comercial de achicoria.

El objetivo especifico de este capitulo fue estudiar la adicion de la inulina de
topinambur en polvo (obtenida y caracterizada en este trabajo) a la harina de trigo para
la elaboracion de pan (en comparacion con inulina comercial) y determinar el efecto
sobre las propiedades reoldgicas de la masa y la calidad del pan, evaluado en términos
de las propiedades fisicas y sensoriales.

2. Materiales y Métodos

2.1.  Caracterizacion de materia prima

2.1.1. Ingrediente funcional

Se utilizaron carbohidratos ricos en inulina (CRI) extraidos de tubérculos de topinambur
(H. tuberosus L.) almacenados en frio durante 4 meses (descripto en el Capitulo 2) y
que presentaron los mayores valores de score de actividad prebiotica (descripto en el
Capitulo 3). EI CRI en polvo con mayor valor de score de actividad prebiotica se llamo
en esta Seccion CRI-T y fue el seleccionado y utilizado en el desarrollo del presente
Capitulo para la elaboracién de pan de harina de trigo enriquecido en fibra soluble.
También se utilizo inulina de achicoria GR fabricada por Beneo-Orafti (Bélgica), en
adelante denominado CRI-A.

Los grados de polimerizacion medios (GPn) del CRI-T y el CRI-A fueron de 9,2 y 10,
respectivamente. El contenido de inulina (pureza) de CRI-T fue de 90,8 ¢g/100 g,
mientras que la pureza de CRI-A fue de 94,2 g/100g. El score de actividad prebidtica de
CRI-T y CRI-A fueron 0,30 y 0,17, respectivamente (resultados presentados en el
Capitulo 2).

2.1.2. Harina
Se utiliz6 una harina de trigo comercial 000, sin aditivos provista gentilmente por
Molinos Olavarria S.A. (Olavarria, Argentina). En la Tabla 4.1 se presentan las
caracteristicas de la harina.

Determinacion de Proteinas

El contenido de nitrégeno de las muestras se determind por medio del macro método de

Kjeldahl modificado para acido bérico (método descripto en el Capitulo 1). El
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porcentaje de proteina total se calculo como N x 5,7 (Método 46-13, AACC

Internacional 2000).

Humedad

El contenido de humedad se determin6 por diferencia de pesada en 2 g de harina
exactamente medidos antes y después de calentar en estufa a 130 °C a presion
atmosférica normal, durante 2 horas. Los resultados se expresaron como porcentaje de
agua perdida (Método 44-19, AACC Internacional, 2000).

Cenizas

El contenido de cenizas se determind por diferencia de pesada en 2 g de harina
exactamente medidos, antes y después de calentar en mufla a 600 °C hasta masa
constante (Método 08-03, AACC Internacional 2000).

Tabla 4.1. Caracteristicas de la harina de trigo comercial utilizada en todos los

ensayos.

Parédmetros

Proteinas (%) 9,26
Humedad (%) 14,57
Cenizas (%) 0,64
Ab (%) 60
TD (min) 50
E (min) 7,3
AFLO 85
FQN 85
P (mm) 146
P/L (mm) 4,35
W (Jx104) 211

Farinograma: Ab= absorcién farinografica, TD= tiempo de desarrollo de la masa (minutos), E=
estabilidad de la masa (minutos), AFLO= aflojamiento 12 minutos después del maximo, FQN= nimero
de calidad. Alveograma: W= energia de deformacion, P= tenacidad, P/L= relacion
tenacidad/extensibilidad.

Caracteristicas reoldgicas de la harina
Se prepard una masa de harina y solucién de cloruro de sodio (2,5%) con la que se

obtuvieron cinco piezas en forma de disco. Transcurrido un periodo de reposo (20 min)
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en camara de fermentacion a 25 °C, se insuflo aire a cada una de las piezas desde el
alvedgrafo (Chopin, Francia). Se formo6 una burbuja de aire que extendid la masa hasta
su ruptura. Se midid la presion dentro de la burbuja que se registrd como la tenacidad o
resistencia (P) en funcion de la extensibilidad (L), estos parametros son indicadores de
la capacidad de la masa para retener gas. Se determinaron los pardmetros: P, L, P/L y la
resistencia de la masa a la deformacion a través del trabajo (W) (Método 54-30, AACC
Internacional 2000).

Para evaluar el comportamiento de la masa durante el amasado se empled un
Farindgrafo Brabender (C.W. Brabender Instruments, Inc., Alemania). En una
amasadora se incorporé una determinada cantidad de agua y harina y se amasé a
velocidad constante registrando la resistencia que opone la masa al trabajo mecénico
continuo, en funcion del tiempo. En primer lugar se determind la capacidad de
absorcion de agua como la cantidad de agua necesaria para que la masa alcance una

consistencia determinada (500 unidades Brabender).

e E T B
-

-

TD: Tiempo de desarrollo de la masa {min)
E: Estabilidad de la masa [min)

Fuente: Leon et al., (2007).

Figura 4.1. Diagrama de un farinograma caracteristico.

Luego a partir del diagrama (Figura 4.1) se obtuvieron los siguientes parametros
relacionados con la aptitud industrial de la harina: el tiempo de desarrollo (TD) es el
tiempo comprendido entre el inicio del amasado y el punto de la curva de maxima
consistencia. La estabilidad (E) es el tiempo transcurrido entre el punto en el que la
parte superior de la curva alcanza la linea de las 500 unidades Brabender (valor
estandarizado de consistencia maxima) y el punto en el que la misma parte superior de
la curva cruza nuevamente la linea de 500 unidades (Método 54-21, AACC

Internacional, 2000).
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2.2. Elaboracion del pan

La formulacion del pan contuvo harina (100 g), levadura seca (2 g), cloruro de sodio
(2 g), sacarosa (0,8 g), aceite de girasol (2 mL), CRI-T o CRI-A (0, 2,5, 0 5,0 g), y agua
desmineralizada (58,8 mL) (cantidad Optima), determinada en base a la absorcion
farinografica de agua. EI mismo contenido de agua se utilizé para todas las muestras.
Este criterio se aplicO en varios trabajos de panes enriquecidos en fibras
(Poinot et al., 2010; Praznik et al., 2002; Sangnark y Noomhorm, 2004). La muestra sin
CRI fue llamada control. Las muestras con 2,5 y 5,0 g de CRI-T/100 g de harina se
[lamaron T-2,5 y T-5,0, respectivamente. De la misma manera, las muestras con 2,5 y
5,0 g de CRI-A/100 g de harina fueron llamadas A-2,5 y A-5,0, respectivamente. La
eleccion de estos niveles de CRI (2,5 y 5,0 g/100 g de harina) fue en base a los valores
que se utilizaron en la mayoria de los estudios de panes enriquecidos con inulina (Collar
et al., 2007; Hager et al., 2011; Mandala et al., 2009; O'Brien et al., 2003; Peressini y
Sensidoni, 2009; Poinot et al., 2010; Wang et al., 2002). La muestra control también se
preparo sin levadura para las mediciones reoldgicas comparativas de la masa. La harina
se tamiz0 tres veces (tamiz N° 70, 212 mm). Los ingredientes secos se afiadieron a la
mezcladora (HP4030, ATMA, Argentina), a excepcion de la inulina que se suspendid
previamente en agua destilada y se incorpord en el mezclador junto con el aceite. El
programa consistio en una etapa de amasado durante 20 min, luego una de descanso
durante 5 minutos, antes del redondeo y la etapa de fermentacion por 30 min a 25 °C,
seguido de la desgasificacion y fermentacion por otros 40 min a 25 °C. A continuacion,
la masa se retird del mezclador y se dividio en tres piezas de 150 g que fueron
degasificadas y arrolladas, para luego ser colocadas en moldes de acero, que a su vez se
colocaron en una camara de fermentacion (MCH, Argentina) para la fermentacion final
durante 70 min a 38 °C y 90% HR. Una alicuota de la masa fue retirada para las
mediciones reoldgicas. Los rollos fermentados se cocinaron durante 35 min a 200 + 5 °C
en un horno controlado termostaticamente (ORL-SD 755 PID/T, ORL Hornos
Eléctricos SA, Argentina) y se coloco una bandeja de agua en el interior del horno para
mantener la humedad del aire. Después del horneado, el pan se enfrié a temperatura

ambiente durante 1 hora antes de realizar las mediciones correspondientes.

2.2.1. Reologia de la masa

Las propiedades viscoelasticas de las muestras de masa se determinaron mediante

mediciones dindmico- oscilatorias de pequefia deformacion realizadas en un reémetro
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Paar Physica modelo MCR301 (Anton Paar GmbH, Austria), utilizando una geometria
de placas paralelas (50 mm de didmetro, 2 mm gap), con un controlador de temperatura
Peltier. Inmediatamente después de amasar, una alicuota de la masa fue colocada en la
placa inferior del redbmetro, previamente acondicionado a 25 °C. La placa superior
descendio sobre la muestra, se elimind el exceso de muestra y la superficie expuesta fue
cubierta con aceite de silicona para evitar la deshidratacion de la muestra durante la
medicién. La muestra se dejo descansar 5 min para alcanzar el equilibrio térmico y la
relajacion de la masa. Seguidamente se realizo la prueba de barrido de frecuencia (w) de
100 a 0,1 rad/s a 0,05% de deformacion.

Los datos obtenidos fueron: el modulo elastico (G’), el médulo viscoso (G’’) y la
tangente de pérdida (tan 6 = G’’/G’). Inmediatamente después de la primera medicion,
se llevd a cabo el barrido de deformacién () a una amplitud de 0,01 a 100%, a 10 rad/s
para verificar que la medicion estuviera dentro de la region viscoelastica lineal (RVL).
Cada muestra de masa se midié al menos por triplicado, utilizando una muestra fresca
en cada medicién. Se realizaron mediciones adicionales (bajo las mismas condiciones)
en las masas control sin levadura con el fin de determinar si la levadura (y una eventual
levacion de la masa durante la medicion) tuvo un efecto significativo sobre los

resultados reoldgicos.

2.3.  Caracterizacion de los panificados

2.3.1. Contenido de humedad

El contenido de humedad de la miga de pan se determind mediante una estufa de secado
durante 12 horas a 80 °C, bajo vacio. Para cada medicion, se tomaron 5 g de miga de las
rebanadas centrales de la barra de pan. Los datos se presentaron como la media de tres

mediciones, realizadas sobre un pan recién hecho y frio.

2.3.2. Contenido de cenizas

Descripto en el Capitulo 1

2.3.3. Medicion del volumen especifico de pan (VE)

Para determinar el volumen especifico, cada barra de pan se pesé y se determing su
volumen por el método de desplazamiento de las semillas de colza (AACC, 2000). Los
datos fueron reportados como las medias de tres mediciones, cada una realizada sobre

una barra de pan fresco.
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2.3.4. Color

Se midid el color de la corteza y de la miga de pan en un Colorimetro HunterLab
UltraScan XE triestimulo (Hunter Associates Laboratory, Inc., Reston, VA). Se
determiné el color reflejado (componente especular excluido) a un éangulo de
observacion de 10, con un iluminante D65. Se utilizaron tres muestras de barras de pan,
sobre las que se realizaron cinco mediciones de color de la corteza y ocho de la miga.
Los resultados se expresaron en la escala CIE L*a*b* siendo los parametros, L*
[claridad: O = negro, 100 = blanco], a* [verdor (-), enrojecimiento (+)] y b* [azulado (-),

amarillez (+)]

2.3.5. Estudio de textura

Las propiedades mecénicas de las migas de pan se obtuvieron con un analizador de
textura TA-Plus (Lloyds Instruments, UK) (Figura 4.2). Para dicho analisis se cortaron
dos rebanadas de 20 mm de espesor de cada barra de pan. Luego, se realizaron seis
mediciones para la miga de pan de cada muestra (3 panes x 2 rebanadas). La prueba de
TPA consta de dos ciclos de compresion, para cada medicién se comprimi6 dos veces
en el centro de una rebanada de pan con una sonda cilindrica (25 mm de didmetro), con
una extension de 10 mm (50% de tensién), utilizando una velocidad de descenso de
1 mm/s. Este ensayo, no fue un ensayo de compresion en sentido estricto, ya que la
rebanada de pan fue de mayor tamafio que el cilindro de la sonda, sino que fue un
ensayo de hundimiento o hendidura (Liu y Scanlon, 2004).

De cada curva de fuerza-tiempo de la prueba de TPA pueden extraerse una serie de
pardmetros texturales que se correlacionan fuertemente con la evaluacion sensorial de
los mismos parametros (Bourne, 2002). La dureza se obtiene como el pico maximo de
fuerza durante el primer ciclo de compresion (H = fnax) (Bourne, 1978) y se definio
como la fuerza necesaria para alcanzar una deformacion dada (llamada también
firmeza). En el analisis sensorial es la fuerza requerida para comprimir un alimento
entre los molares en la primera masticacion. La fracturabilidad se obtuvo como la fuerza
en la primera ruptura significativa del primer ciclo de compresion (F = ffacwra). Se
definié como una medida de la facilidad con la que un material se fractura (llamado

también fragilidad).
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Figura 4.2. Curva caracteristica de Analisis de Perfil de Textura (TPA). F1 (Pico
maximo de la primera compresion)= Dureza; Area 2/Area 1 (A,/A;)= Cohesividad;
Distancia 2/Distancia 1 (L2/L1)= Resortividad; F1 x A)/A; x L2/L1

(Dureza x cohesividad x resortividad)= Masticabilidad.

La cohesion se calculé como la relacién entre el area positiva de la curva de fuerza
durante el segundo ciclo de compresion y el area del primer ciclo de compresion
(C = A, /A;). Representa la fuerza de los enlaces internos que componen la estructura
del producto y es inversamente proporcional a la velocidad a la que se fractura el
material bajo la accién mecéanica. En otras palabras, cuanto menor es la cohesion de un
material, mas fragilidad presenta. La resortividad se calculé6 como la relacion de la
distancia recorrida durante el segundo ciclo de compresion y el primero (R = Lo/L,).
Este parametro se relaciona con la altura que recupera el alimento durante el tiempo que
transcurre entre el final de la primera mordida y el inicio de la segunda mordida
(Bourne, 1978), y representa la velocidad a la que un material deformado retorna a su
condicion previo a ser deformado, después de retirar la fuerza que lo deforma
(originalmente se llamaba elasticidad). La masticabilidad se calculé6 como el producto
de la dureza x cohesiéon x resortividad (M = C x D x R), y representa la energia
requerida para masticar un alimento solido hasta alcanzar el estado de deglucion (Civille
y Szczesniak, 1973).

2.3.6. Analisis digital de imagenes de la estructura de la miga

La estructura de la miga se evalla a través de la medida del tamafio de los alvéolos,

mediante el analisis de imagenes de la miga de pan. La imagen original se transformé a
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escala de grises (Figura 4.3) que se fragmento por medio de la seleccién de un umbral
de gris y gener6 una imagen binaria optima. Asi, todos los pixeles con un nivel de gris
por encima del valor umbral fueron convertidos al blanco (miga de pan) y por debajo de
este valor, se convirtio en negro (alvéolos), conservando los rasgos fundamentales de la

contraparte monocromatica (Sapirstein et al., 1994, Tan et al., 1997).

Figura 4.3. Fotografia de una rodaja de pan, con el area seleccionada para el analisis
digital de la microestructura. A su lado el area seleccionada transformada a escala de

grises.

Para analizar la estructura de la miga se cortaron dos rebanadas verticales y centrales
(12 mm de espesor) de cada barra de pan y se colocaron en una caja iluminada. Las
imagenes en color se capturaron con una camara digital Nikon D3100 (35 mm, 1/8, /5,
ISO 100), con una resolucion de 300 pixeles por pulgada. Las imagenes digitales de las
migas se analizaron con el software ImageJ 1,47 v (Institutos Nacionales de Salud,
Bethesda, MD, EE.UU.). De cada imagen (rebanada) se recorto del sector central el area
de un cuadrado de 40 mm x 40 mm y se convirtio a 8 bits con niveles de gris que van de

0 a 255. Las iméagenes fueron binarizadas, usando un método de medida de
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umbralizacion difusa automatizada para diferenciar lo que es celda de gas de lo que no
lo es, como se describié previamente. Este método de seleccion del valor umbral
representd mejor los rasgos fundamentales de las imagenes que la seleccion de un valor
de umbral Unico e igual para todas las imagenes, debido a que existen pequefias
diferencias en los fondos de cada imagen.

A partir de dichas imagenes binarizadas se extrajeron distintas caracteristicas de la miga
y se seleccionaron para el andlisis las siguientes: densidad de celdas (celdas/cm?), 4rea
media de la celda (mm?), polidispersion de las areas de las celdas y relacion de area de
celda/area total o fraccion de poros (%), que es el porcentaje del area total que
corresponde al &rea ocupada por alveolos.

La polidispesion del area de las celdas se calcul6 como la relacion entre la desviacion
estandar y el valor medio de la distribucion de areas de las celdas de cada muestra
(Pa= 0al/A) y se considerd que es inversamente proporcional a la uniformidad del grano
de la miga, es decir cuanto menor fue el valor de la Po méas uniforme fue el tamafio de
celda. Cabe sefialar que cuando se realizé la medicion del area de la celda en la
rebanada de pan, debi6 considerarse que en la rebanada s6lo una pequefia proporcién de
celdas son atravesadas por la seccidon de didmetro mayor y que las celdas méas grandes
son mas probables de ser cortadas que las mas pequefias (Crowley, Grau, y Arendt,
2000).

2.3.7. Analisis de imagenes por Microscopia electronica de Barrido (SEM)

Los panes elaborados (pan control, T-2,5, A-2,5) fueron cortados en rodajas (de 12 mm
de espesor, sin dafiar la estructura) y liofilizados. Dichas muestras se montaron sobre
una cinta de carbono de doble cara colocada sobre el soporte (stap). Se utilizé un
microscopio electrénico de barrido (EVOMAL0, Carl Zeiss SMT Itd., UK) que operé a
20KV a presion variable de entre 60 y 80 Pa, para visualizar la microestructura de la
miga de los panes liofilizados mediante imagenes, en un rango de magnificaciones entre

19y 274 X'y se seleccionaron las iméagenes mas representativas.

2.3.8. Propiedades organolépticas

En base a los resultados experimentales y a la calidad general de los panes obtenidos, la
evaluacion sensorial se realizd sélo en los panes enriquecidos con 2,5 g de CRI de
ambas fibras (muestras T-2,5 y A-2,5), y sin inulina (muestra control). Un total de
138 panelistas no entrenados (hombres y mujeres) participaron en el estudio. Se

sirvieron a cada panelista tres rebanadas de pan (una de cada muestra) codificadas y
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presentadas en orden aleatorio, se ofrecio a los panelistas agua potable para limpiar el
paladar entre la degustacion de cada muestra. Se solicitd a los panelistas que evallen
cada muestra en cuanto a los siguientes atributos sensoriales: olor, gusto, esponjosidad
(definida como porosidad), color de la miga y textura de la miga. Se les pidi6 que
anotara cada atributo en una escala hedonica de 9 puntos (1 = disgusto, 5 = ni agrado o0
desagrado, 9 = gusta mucho). Ademas, a cada consumidor se le hizo una encuesta de
tres preguntas. En el Anexo al final de este Capitulo puede vérse la planilla entregada a
cada consumidor. El disefio estadistico para analizar los resultados sensoriales fue en

bloques completos aleatorizados, donde cada panelista se consider6 un bloque.

2.4. Datos obtenidos y Analisis Estadistico

Todos los experimentos se realizaron en un disefio completamente aleatorizado. Para
cada ensayo, las diferencias estadisticas se determinaron por analisis de la varianza
(ANOVA) seguido de las comparaciones entre las medias con la prueba de Tukey, al

nivel de significacion del 5%, utilizando el software InfoStat (Di Rienzo et al., 2011).
3. Resultados y Discusion

3.1. Estudios Reoldgicos en la masa de pan: Ensayos dinamico- oscilatorios de

baja deformacion

Se estudio el efecto de la adicidn de los CRI a la harina de trigo mediante el analisis de
las propiedades viscoelasticas de las masas. Los resultados de todos los analisis
indicaron que el modulo elastico (G’) representd mejor el comportamiento reoldgico de
la masa durante la fermentacién y la coccion, en comparacion con el modulo viscoso
(G”’) y el angulo de fase (tan 6), dado que el G’ mostr6 una mayor correlacion con las
propiedades del pan, como se describe en las siguientes secciones. En todos los casos,
G’ (Figura 4.4) aument6 con la frecuencia angular (®), y G’ fue mayor que G”’
(excepto a muy bajas frecuencias), lo que indica un comportamiento
predominantemente sélido de las masas. Esto podria deberse a una mayor participacion
de las interacciones hidrofobicas y estaria indicando la formacion de una red elastica
donde también los puentes hidrégeno contribuyen a la elasticidad de la matriz (Shewry
et.al., 2000).

Las mediciones en las masas de la muestra control sin levadura mostraron (Figura 4.4)

un aumento de G’ con la frecuencia angular (aumento lineal en un grafico log-log) en
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toda la gama de frecuencias, mientras que todas las otras muestras de masas con
levadura mostraron desviaciones negativas de este comportamiento para o < 4 rad/s,
que fueron atribuidas al levado de la masa durante las mediciones. Cabe destacar que se
realizaron barridos de frecuencia de 100 a 0,1 rad/s, por lo que las desviaciones se
produjeron en las Gltimas etapas de medicion. Estas desviaciones negativas se han
atribuido a la disminucion de la densidad de masa debido al volumen de gas producto de
la evolucion de la fermentacion, causando una disminucion de los modulos y de la
viscosidad (Dobraszczyk y Morgenstern, 2003). No obstante, los valores de G’ de la
muestra control con y sin levadura exhibieron valores similares a frecuencias mayores a
3-4 rad/s. En consecuencia, los resultados obtenidos para masas con levadura (Figura
4.4) se consideran validos para o > 4 rad/s, donde el log G’ aument6 linealmente con
log ®. En esta region (4-100 rad/s), se ajustaron los datos experimentales de las cinco
muestras con levadura con el modelo de ley de potencia (lineas continuas). Dichos
ajustes se extrapolaron a la region no lineal (0,1 -4 rad/s, lineas de puntos) para mostrar
las desviaciones debidas a la fermentacion de la masa.
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Figura 4.4. Mddulo de almacenamiento frente a la frecuencia angular de masas de
harina de trigo enriquecidas con diferentes tipos y concentraciones de inulina. Los datos
experimentales a o > 4 rad/s fueron ajustados mediante la ley de potencia (lineas

solidas), que fue extrapolada a frecuencias mas bajas (lineas punteadas).
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Los valores de G’ a ® = 10 rad/s (dentro de la region lineal) fueron tenidos en cuenta
con el fin de comparar las muestras. Generalmente, los valores mas altos de G’ indican
un mayor caracter sélido del material; lo que puede estar relacionado con masas méas
consistentes. Se puede observar que el G’ disminuyd en el siguiente orden: A-2,5,
Control, T- 2,5 > A-5,0 > T-5,0 (Figura 4.4). Esto significa que: (a) la adiciéon de 2,5 g
de CRI (A 0 T) a 100 g de harina no tuvo efecto significativo en la reologia de la masa;
(b) la adicion de 5,0 g de cualquiera de los CRI tuvo un efecto de debilitamiento sobre
la masa de trigo, y este efecto fue mas fuerte en el caso de CRI-T.

Asi, las masas con los mayores contenidos de inulina exhibieron un comportamiento
con menor caracter solido o mas débil de la masa, que puede deberse a la interrupcién
de la red de gluten por parte de las fibras solubles, interfiriendo asi en la interaccién
proteina- proteina. También el efecto del debilitamiento de la fuerza de la masa puede
deberse al reemplazo del almidén por inulina en la matriz de gluten. Algunos autores
concluyeron que el efecto causado sobre la red de gluten por parte de la fibra soluble se
manifiesta en un resultado negativo sobre el comportamiento viscoelastico de la masa,
su magquinabilidad y capacidad de gasificacion (Collar et al., 2007; Morris y Morris,
2012). En este sentido, otros autores mencionaron que la maquinabilidad de la masa con
fibra y la calidad del producto final obtenido fueron ligeramente inferiores a las
muestras control (Brasil et al., 2011; Karolini-Skaradzinska et al., 2007). En tanto,
Wang et al. (2002) informaron una disminucion en la elasticidad de la masa con adicién
de 3% de inulina de achicoria, determinada por ensayos farinograficos. Mientras que
otros autores concluyeron que la adicion de inulina de achicoria Fibrulina (1-5%) no
tuvo un efecto sobre la extensibilidad, pegajosidad, y adhesividad de la masa,
determinado por ensayos TPA (Collar et al., 2007).

Otros estudios sobre el efecto de la inulina en las propiedades reoldgicas de las masas
de trigo mostraron diferentes tendencias, y sus resultados no fueron concluyentes.
Polaki et al., (2010) indicaron que la matriz de gluten presentd buen desarrollo en masa
enriquecidas con fibra soluble. En contraste con los resultados obtenidos, Peressini y
Sensidoni (2009) encontraron que el G’ aument6 con el aumento de los niveles de
inulina, y que este efecto se acentud con el aumento del grado de polimerizacién de la
inulina.

Todas las muestras presentaron un aumento gradual de G’ con la frecuencia de
deformacion angular (o) (Figura 4.5). Los valores G’ de la muestra control con y sin

levadura exhibieron valores similares durante todo el barrido de frecuencia de 100 a
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0,1 rad/s. Se puede observar que el G’” disminuy0 en el siguiente orden: A-2,5, Control
y T- 2,5, que presentaron valores similares, sequidos de A-5,0 y T-5,0. Esto vuelve a
poner en evidencia que la adicion de 2,5 g de CRI (-A o -T) a 100 g de harina no tuvo
efecto significativo en las propiedades viscoelasticas de la masa. En tanto, la adicion de
5,0 g/100 g de CRI-T tuvo efecto significativo sobre el mddulo viscoso de la masa de
trigo, y este efecto fue menos intenso en la muestra con 5,0 g/100 g de CRI-A. Estas
diferencias entre los G” de las masas con ambos CRI podrian deberse a la diferencia en
el GPn de ambas inulinas (CRI-A mayor que CRI-T).

A su vez, el modulo viscoso de las masas disminuyo al aumentar la dosis de cada CRI.
En acuerdo con estos resultados, Juszczak et al., (2011) encontraron este mismo
comportamiento en formulaciones de panes libres de gluten enriquecidos con fibra. En
contraste con los resultados obtenidos, Peressini y Sensidoni (2009) encontraron que el
G” aumento con el aumento de los niveles de inulina, y que este efecto se acentud con el

aumento del grado de polimerizacién de la inulina.
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Figura 4.5. Modulo de pérdida frente a la frecuencia angular de masas de harina de

trigo enriquecidas con diferentes tipos y concentraciones de inulina.
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La Figura 4.6 muestra el angulo de desfasaje (tan &) en funcion de la frecuencia
angular. Se observa que la tan 6 disminuyé con la adicion de 2,5 g de CRI, y aumento
con el agregado de 5,0 g de CRI de inulina (respecto al Control), y este efecto se
acentuo6 con el aumento del grado de polimerizacion de la inulina. Es decir, los valores
de tan 6 de las masas con CRI-A (inulina de alto GP) fueron mas altos que en las de
CRI-T, independientemente de la dosis utilizada en la formulacion. A su vez la tan 3
disminuyé con la frecuencia angular. Los valores de tan & de las masas analizadas
estuvieron en un rango entre 0,8 y 1,5. Juszczak et al., (2011), también encontraron que
en las masas libres de gluten y enriquecidas con fibra, a mayor dosis de fibra mayores
valores de tan 3. En contraste con los resultados obtenidos, Peressini y Sensidoni (2009)
encontraron una disminucion en los valores de la tan & con aumentos de los niveles de

inulina, y este efecto se acentué con el aumento del grado de polimerizacion de la

inulina.
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Figura 4.6. Tangente de modulo de pérdida frente a la frecuencia angular de masas de

harina de trigo enriquecidas con diferentes tipos y concentraciones de inulina.
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En tanto Hager et al. (2011) informaron que la adicion de 6,8% de inulina no tenia
efecto significativo sobre la tangente de pérdida de las masas y que en todos los casos

los valores tan o fueron < 1.

3.2. Caracterizacién y propiedades del pan

3.2.1. Volumen y humedad

El contenido de humedad final del pan depende de la absorcién de agua durante la
preparacion de la masa y la pérdida de agua durante la coccion. A su vez, se ha sugerido
que la morfologia de la miga afecta fuertemente la tasa de transporte de agua (Krupa-
Kozak, et al., 2012).

La Tabla 4.2 presenta los contenidos de humedad de la miga de los panes control y
enriquecidos con inulina. Se observa que la adicion de CRI no tuvo efecto significativo
en el contenido de humedad (H) en comparacién con la muestra de control. Sin
embargo, la muestra T-5,0 por simple observacion presentdé un aspecto de pan mas
himedo. Dicha muestra presentd también la menor relacion celda/superficie total
(fraccion de poros) (Tabla 4.4). Lo cual probablemente desacelerd la migracion y la
pérdida de humedad durante el horneado. Por otro lado, la inulina es altamente
higroscopica (Gennaro, Abedul, Parke, y Stancher, 2000) y posee zonas de union que
encierran grandes contenidos de agua. Esto reduce la liberacidn del agua de la matriz y

la accesibilidad del agua por parte de otros constituyentes de masa (Hager et al., 2011).

Tabla 4.2. Efecto de la adicion de inulina en polvo (0, 2,5y 5,0 g/100 g de harina de

trigo) sobre las propiedades fisicas del pan.

Volumen Especifico

Muestra Humedad (%) (cm®g)

Control 39,55+ 1,43 ab 520+0,10b
T-2.5 38,13+241a 4,75 £0,26 b
A-25 40,91+2,14ab 4,79 £0,30b
T-5.0 43,34+0,12b 3,19 £0,15a
A-5.0 40,22 +2,45ab 4,66 £025b

Medias con letra comun dentro de una columna no son significativamente diferentes (p > 0,05).

El volumen final del pan depende de la expansion de la masa durante la fermentacion y

la coccién, como también de la capacidad de la matriz para estabilizar el gas retenido.
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La Tabla 4.2 muestra el volumen especifico (VE) para las muestras con CRI y control.
Se observa que la adicion de CRI produjo una disminucién del VE de los panes en el
siguiente orden: Control, A-2,5, T-2,5, A-5,0 > T-5,0. Esto significa que VE disminuyo
a concentraciones crecientes de CRI, y a su vez CRI-T tuvo un efecto mas marcado que
el CRI-A. De acuerdo al test de Tukey, la inica muestra significativamente diferente fue
la de pan T-5,0, que fue extraordinariamente plana (Figura 4.8f), lo cual puede
visualizarse en Figura 4.7 donde se presenta el indice de volumen especifico (IVE)
calculado como el porcentaje de VE del pan control para cada muestra.

La disminucion en el volumen de pan con la adicion de inulina se atribuyo al efecto de
dilucion por parte de las fibras solubles, mencionado previamente, que afectan la
capacidad de retencion de gas (debido a la interaccion con la red de gluten), al mismo
tiempo que no aumenta la produccién de gas, resultando en una estructura alterada
(Mandala et al., 2009; Morris y Morris, 2012). Ademas, estos resultados de VE parecen
correlacionarse con los datos reolégicos de las masas (Figura 4.4, Figura 4.5 y Figura
4.6), dado que la disminucion en el modulo elastico de las masas a la concentracion més
alta de CRI para ambas fibras fue coincidente con la disminucion del VE de los panes
(no significativa en el caso de A-5,0), mientras que no hubo efecto significativo en
ambos pardmetros a baja concentracion de CRI de ambas fibras.

El efecto de la adicion de inulina en polvo a la harina de trigo sobre el volumen del pan
y la humedad se han estudiado por varios autores. En general, se encontrd que la adicién
de inulina produjo una disminucion de la humedad del pan (Hager et al., 2011; Peressini
y Sensidoni, 2009; Wang et al., 2002). Sin embargo en otros estudios informaron que
no hubo efecto significativo (Praznik et al., 2002).

De acuerdo con nuestros resultados, la mayoria de las investigaciones (Mandala et al.,
2009; Meyer y Peters, 2009; Poinot et al., 2010; Gomez et al., 2003; Sangnark y
Noomhorn, 2004; O'Brien et al., 2003; Wang et al., 2002) encontraron una disminucién
en el volumen del pan con la adicion de inulina. Por otra parte, Peressini y Sensidoni
(2009) informaron que la adicién de inulina ST (GPn = 10) dio como resultado ya sea
una disminucién o un aumento en el volumen especifico, dependiendo del tipo de

harina.
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Figura 4.7. Indice del volumen especifico en los panes control; T-2,5; A-2,5; T-5,0; A-
5,0.

En cuanto al efecto de la longitud de la cadena de inulina en el volumen de pan,
nuestros resultados mostraron que CRI-T (GPn = 9,2) tuvo un mayor efecto (negativo)
que el CRI-A (GPn > 10). Por el contrario, Meyer y Peters (2009) encontraron que el
aumento del GP de la inulina tuvo mayor impacto en la reduccién del volumen del pan,
dado que la fibra de mayor tamafio (GP mayor) interrumpe o dafia la red de gluten en
mayor medida, lo cual conduciria a una mayor disminucién del volumen por la menor
capacidad de retencién de gas dentro de la estructura (Wang et al., 2002; Laurikainen et
al., 1998; Pomeranz et al., 1997). Dado que los resultados son opuestos, es posible que
el VE de pan no dependa solamente del GP de la inulina. Asi, la discrepancia con los
resultados obtenidos en el presente estudio, podria deberse a que el GPn no sea la Unica
caracteristica de las inulinas que afecte a las propiedades de los panes (pureza, otros

componentes presentes en el polvo, etc).

3.2.2. Color

El color de la miga de pan y la corteza se midié en una escala de color CIE L*a* b* y
los valores se indican en la Tabla 4.3. Los CRI tuvieron un efecto significativo tanto en

el color de la miga como en el de la corteza.
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Tabla 4.3. Efecto de la adicién de inulina en polvo (0, 2,5y 5,0 g/100 g de harina de

trigo) sobre el color de la miga y la corteza.

Muestra Miga Corteza
L* ax b* L* a* b*
Control 7122+159c¢ 037+0,06a 1935+188a 7885+060b 256+0,39c 2545+1,33¢c
CRI-T 2,5% 70,79+1,05bc 0,44%021b 2087+056b 8049+£053c 164+0,17b 21,74+0,75b
CRI-A 2,5% 71,49+115¢c 045+£019b 20,83+0,41b 81,22+0,79c¢c 190%x0,53b 2245+180b
CRI-T50%  6151+205a 147+020d 21,81+0,85c 6953+16la 062+0,12a 16,92+0,70a
CRI-A50% 6994+109b 088+025c¢c 2045+047b 7950+105bh 2,89+0,96c 2491+124c

Medias con letra comin dentro de una columna no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Los parametros de color no mostraron una tendencia clara, excepto en la miga donde el
enrojecimiento aumenté al aumentar la concentracion de CRI. Para todos los
parametros, el color de la muestra T-5,0 fue significativamente diferente del resto de las
muestras. La miga de pan T-5,0 fue la mas oscura, la mas roja y mas amarilla (en
oposicion a la muestra control). Gomez et al., (2003) también encontraron tonalidades
rojas en la miga de pan enriquecido con fibras solubles y también encontraron
diferencias significativas (p <0,05) en el grado de amarilleo (valor b") tanto en la miga
como en la corteza de entre las diferentes formulaciones. En el presente estudio, la
corteza del pan T-5,0 fue la mas oscura, y la de menor intensidad de rojo y de amarillo.
Otros autores también estudiaron el efecto de la adicién de inulina sobre el color de la
corteza y la miga de pan pero no encontraron diferencias en el color. En contraste con
los resultados obtenidos, Park et al. (1997) reportaron que el pan con fibra soluble
resulté en un color més péalido que el control y atribuyé este hecho al aumento del
contenido de humedad del pan con fibras, que produce un retardo en el pardeamiento
por dilucion de azucar y aminoécido. Mientras que Hager et al. (2011) encontraron que
la inulina generd un oscurecimiento de la corteza del pan (L*inferior) y lo atribuyo a la
ruptura parcial de la inulina a mono y polisacaridos, lo que lleva a una reaccién de
Maillard méas intensa. También Poinot et al. (2010) reportaron un incremento de la
coloracion de la corteza del pan (mayores valores de a* y b*) en panes enriquecidos con
inulina.

Juszczak et al. (2012) mencionaron que la coloracion del pan depende de la presencia
de azucares de bajo peso molecular, del GP y de la dosis de inulina en la formulacion.
En este sentido, Morris y Morris (2012) informaron que la utilizacion de inulina y FOS

en panificados generd una corteza mas oscura producto de la reaccién caracteristica de
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Maillard promovida por el mayor nimero de extremos reductores. Gomez et al. (2003)
mencionaron que el color de la corteza esta asociado también a reacciones de
caramelizacion y que el color original de la fibra no tiene influencia sobre el color de la
miga. En tanto, Mandala et al. (2009) no observaron efectos significativos de la adicion
de inulina sobre el color de la corteza del pan.

Por su parte, Peressini y Sensidoni (2009) encontraron que el diferencial del color (AE*)
de la corteza aumentd con el aumento de la concentracion de fibras y este aumento fue

mayor (coloracion mas oscura) cuanto menor GP tenia la inulina.

3.2.3. Caracteristicas de la estructura de la miga

El grano de la miga ha sido definido como la estructura expuesta de las celdas de la
miga cuando se corta una barra de pan. Las imagenes del grano de la miga de panes
enriquecidos en fibra se muestran en la Figura 4.8 como una ilustracion del proceso de
digitalizacion de imégenes. La Figura 4.8b muestra una imagen binarizada del area
seleccionada de la miga de pan control.

Las caracteristicas del grano de la miga obtenidas del analisis de imagenes digitalizadas
se muestran en la Tabla 4.4. Los resultados del ANOVA indicaron que el
enriquecimiento del pan con CRI tuvo un efecto significativo sobre las caracteristicas
del grano de las migas estudiadas. La adicion de 5,0 g de CRI-A a 100 g de harina dio la
miga con menor area alveolar promedio (diferencia significativa) (Figura 4.8e) y mayor
densidad de celdas (diferencia no significativa). Por el contrario, la adicién de 5,0 g de
CRI-T dio la miga (Figura 4.8f) con la mayor &rea media de celdas (diferencia no
significativa), y la densidad de celdas mas baja (diferencia significativa). Es decir, las
migas con A-5,0 y T- 5,0 presentaron las estructuras mas finas y mas gruesas,

respectivamente.
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Figura 4.8. Migas de pan enriquecidas con diferentes tipos y concentraciones de
inulina: Control (a); y su imagen binarizada (b); A-2,5 (c), T-2,5 (d); A-5,0 (e); T-5,0
().

La adicion de 2,5 g de cualquiera de los CRI (Figura 4.8c y d) no tuvo efecto
significativo sobre estas dos propiedades mencionadas, pero dio los mayores valores de
polidispersidad (PA) de las areas de las celdas, lo que significa que los granos de estas
migas tuvieron la menor uniformidad. En contraste, la adicion de 5,0 g de CRI-A no
tuvo un efecto significativo en la PA en comparaciéon con la muestra de control,
mientras que la adicion de 5,0 g de CRI-T dio la PA mas baja, es decir, el pan con la
mayor uniformidad de grano de la miga. Por otro lado, la proporcién de area de
alvéolos/area total aumentd con la adicion de 2,5 g de CRI de ambos origenes, aunque
la diferencia con la muestra control fue significativa sélo en el caso de CRI-A.
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Tabla 4.4. Efecto de la adicién de inulina en polvo (0, 2,5y 5,0 g/100 g de harina de

trigo) sobre las caracteristicas de los granos de la miga de pan.

Fraccion

Area alveolar Polidispersidad alveolar Densidad

Muestra promedio del &rea . . alveolar
2 (alvéolos/area . 2
(mm"?) alveolar (alveolos/cm®)

total) (%)
Control 1,08 +0,33b 9,6 +33ab 549+44b 53,6+118b

T-2,5 1,05+0,24ab 17,4+6,7cC 62,9+ 7,7 bc 56,4+115b
A-2,5 1,26 +0,23b  155+3,8hbc 653+58¢ 52,7+6,0b
T-5,0 139+0,17b 6,1+18a 41,1+53a 30,1+64a

A-5,0 0,67+0,14a 9,8+43ab 41,8+4,7a 64,3+9,1b

Medias con letra comun dentro de una columna no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Los panes con 5,0 g de fibra soluble presentaron una estructura mas compacta, reflejado
en los valores de VE y de densidad alveolar bajos y la relacion de alvéolos/superficie
total (fraccion alveolar) fue significativamente menor a la muestra control (Tabla 4.4).
Este Gltimo resultado es coherente con los valores bajos de volumen de pan obtenidos
para estas formulaciones (siendo no significativo para A-5 y significativo para T-5). Es
decir, la disminucion de la proporcién de alvéolos/superficie total (fraccion alveolar) de
la miga en la concentracién mas alta de ambos tipos de CRI parece estar asociado con la
disminucion en el volumen especifico del pan (Tabla 4.2), debido a la interaccién de las
fibras con la red de gluten y en consecuencia de esto resulta en una menor habilidad
para retener el gas (Morris y Morris, 2012). Esto puede deberse al efecto de dilucién y
debilitamiento de la estructura de la masa discutido en esta seccion (Chen et al., 1988;

Sangnark y Noomhorm, 2004).

De acuerdo con estos resultados, parece que la adicion de 5,0 g de CRI-A si bien facilitd
la formacion de nicleos de alvéolos durante el mezclado, inhibié el crecimiento de
dichas celdas durante la fermentacion y/o impidié la retencion de gas durante el
horneado, mientras que la adicién de 5,0 g de CRI-T aparentemente no acompafio la
expansion de los alvéolos durante la fermentacion y ademas indujo a la coalescencia de
las celdas durante la fermentacion y horneado.

Vale la pena mencionar que independientemente del origen de la fibra, la adicion de 2,5

g de CRI a 100 g de harina no produjo cambios significativos en el mddulo elastico de
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la masa (Figura 4.4), como asi tampoco de los valores de humedad, volumen de pan
(Tabla 4.2), densidad de celdas de la miga y area promedio de la celda (Tabla 4.4). Sin
embargo, en este nivel de CRI-A, a diferencia de CRI-T, se produjo un aumento
significativo de la dureza y de la masticabilidad del pan (Tabla 4.5), y un aumento
significativo en la fraccion de alvéolos de la miga (Tabla 4.4). La disminucion de la
uniformidad del grano de la miga del pan con 2,5 g de CRI de ambos origenes puede
deberse al crecimiento desproporcionado de las celdas de gas a expensas de celdas
adyacentes que colapsaron durante la fermentacion y/o la primera etapa del horneado.
También, la pérdida de uniformidad puede deberse a la difusion del gas de un alvéolo a
otro, poniéndose de manifiesto el proceso de desproporcion tipico en la
desestabilizacion de las espumas, como consecuencia de las discontinuidades en la red
viscoelastica generadas por las fibras. Sin embargo, la adicion de 5,0 g de CRI produjo
el efecto opuesto (CRI-T) o ningun efecto (CRI-A).

Si bien el motivo de este fendmeno no fue posible de dilucidar, este resultado podria
estar relacionado con las fracciones alveolares bajas que presentaron estas muestras, lo
que implica un engrosamiento de sus paredes y en consecuencia un retardo en la
desproporcion de la espuma. En particular, la muestra T-5 presenté ademads, una
densidad alveolar significativamente baja, dando paredes alveolares de espesor ain
mayor. Dicho engrosamiento de las paredes podria haber generado un retardo en la
difusion del gas a través de las mismas, lo cual habria mantenido la uniformidad del

grano de la miga.

3.2.4. Estudios de Microestructura

Se visualizé la integridad estructural de la miga de pan enriquecido con CRI en
comparacién con la muestra control mediante microscopia electrénica de barrido. En la
Figura 4.9 se muestran imégenes de la microestructura de la miga de los panes con
inulina (0, 2,5 y 5,0 g de CRI/100 g de harina de trigo) obtenidas por microscopia

electrénica de barrido.
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Figura 4.9. Micrografias SEM (magnificacion 19-22 X) de la miga de pan fresco
liofilizado con diferentes contenidos de inulina: Control (A); T-2,5 (B); A-2,5 (C); A-
5,0 (D); T-5,0 (E).

Se observa que la miga control presenta una estructura abierta, de celdas grandes y una
matriz continua muy delgadas (Figura 4.9. A). Las migas con CRI- 2,5 de ambos
origenes (Figura 4.9.B y Figura 4.9.C) presentan una estructura alveolar similar, no
obstante, las celdas de la miga CRI-T no parecian estar claramente definidas y sus
paredes alveolares parecen mas gruesas (Figura 4.9.B).

La miga de pan A-5,0 (Figura 4.9.D) present6 un leve engrosamiento de la estructura
alveolar respecto a la muestra control (como se menciond en la Seccion 3.2.1). Sin
embargo se observan también fisuras en su estructura que ponen de manifiesto cierta

fragilidad estructural. Esto puede deberse a que la fibra soluble como componente de la
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matriz genera una disminucién de uniones proteina- almidon dentro de la red proteica
que explica la fracturabilidad de la estructura en las migas con buen desarrollo alveolar
(muestra A-2,5 y A-5,0, Figura 4.9.C y Figura 4.9.D, respectivamente). Por otra parte,
la miga de pan con 5,0 g de CRI-T (Figura 4.9.E) fue la que presentd la superficie mas
densa y compacta sin evidencias de fisuras en todo su arreglo alveolar, esta menor
susceptibilidad a la fractura puede deberse al mayor contenido de humedad (Tabla 4.2).
Estas observaciones sobre la estructura de las migas de los panes son consistentes con
los resultados presentados previamente.

Por otra parte, las migas con CRI-A, independientemente de la dosis, presentan una
superficie alveolar de aspecto liso y suave (Figura 4.9.C y 4.9.D), mientras que la
matriz de las muestras con CRI-T es de apariencia rugosa (Figura 4.9.B y 4.9.E). La
apariencia superficial de los alvéolos varié en funcién del origen del CRI, esto indica
que el tipo de interferencia generada en la matriz es diferente. Dicha observacion provee
informacion adicional que podria dilucidar el efecto diferencial que presentaron los CRI
de las distintas fuentes, en los parametros estudiados.

Otros autores también observaron que los efectos de la fibra sobre la estructura del pan
estan relacionados con las caracteristicas y la dosis de la fibra soluble incorporada
(Polaki et al., 2010; Seetharaman et al., 1997; Pomeranz et al., 1997; Ozboy y Koksel,
1997; Sudha et al., 2007; Gomez et al., 2003; Collar et al., 2007).

En la Figura 4.10 se muestra la microestructura de la miga de pan obtenida por
microscopia electronica de barrido con una magnificacién que permiti6 visualizar los
granulos de almidén. Los granulos de almidon mas aplanados sugieren una mayor
gelatinizacion del almidén y pérdida de la amilosa/amilopectina. Esto se observo en
todas las muestras de miga de pan, pero fue mas evidente en las que contenian la mayor
dosis de CRI, independientemente del origen. En apoyo a estas observaciones, Polaki et
al., (2010) concluy6 que los granulos de almidon aplanados fueron més evidentes en las
muestras que contenian fibras solubles.

Los granulos de almidén en la miga de las muestras con CRI- T fueron totalmente
gelatinizados y distinguibles en la matriz (Figura 4.10.B, E). Estos granulos parecian
estar mas hinchados que los de la muestra de control (Figura 4.10.A), en la muestra

CRI- A la observacion de este fendmeno no fue tan claro (Figura 4.10.C, D).
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Figura 4.10. Microfotografias SEM (magnificacion 274 X) de la miga de pan fresco
liofilizado con diferentes contenidos de inulina: Control (A), T-2,5 (B), A-2,5 (C), T-
5,0 (D), A-5,0 (E).

En general, el grado de gelatinizacion puede atribuirse al contenido de humedad de la
masa (Salmeenkallio-Marttila et al., 2004). Si bien en el presente estudio el contenido
de agua inicial fue igual para todas las formulaciones, la adicién de los CRI genero
panes con mayor contenido de humedad (Tabla 4.2). Esto indicaria que a la temperatura
de gelatinizacion del almiddn (de 58 a 64 °C), las masas enriquecidas con fibra tuvieron
mayor contenido de humedad. En concordancia con estas observaciones, otros autores
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afirmaron que las fibras solubles pueden mejorar la gelatinizacion del almidon en los
panes (Polaki et al., 2010).

Por otra parte, si bien la inulina pareciera integrarse bien a la red de gluten, la diluye, lo
que resulta en una menor habilidad para retener el gas (Morris y Morris, 2012). Estas
mismas observaciones fueron descriptas a partir de las fotografias y micrografias
obtenidas (Figura 4.8 y Figura 4.10, respectivamente) y en coincidencia con estos
autores, se puso en evidencia el efecto sobre la red viscoelastica mediante los
parametros determinados previamente (Seccion 3.2.1y 3.2.4). En apoyo a los resultados
y observaciones presentadas, Seetharaman et al. (1997) concluyeron que la masa que
contiene fibra soluble present6 bajo desarrollo de la red de gluten y alto grado de

gelatinizacion del almidén.
3.2.5. Estudio de textura
Propiedades mecéanicas

El andlisis del perfil de textura (TPA) consiste en comprimir un alimento dos veces, en
un movimiento que imita la accion de la mandibula. La Figura 4.11 muestra las curvas

de fuerza-tiempo resultantes obtenidas para las muestras de miga de pan.
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Figura 4.11. Curvas de fuerza vs. tiempo obtenidas a partir de la prueba de TPA en

panes de harina de trigo enriquecidos con diferentes tipos y concentraciones de inulina.
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Se puede observar que las curvas se desplazaron hacia arriba a concentraciones
crecientes de CRI, y que los CRI-A tuvieron un efecto mas fuerte que los CRI-T.

Los pardmetros texturales calculados se enumeran en la Tabla 4.5. Los resultados del
ANOVA mostraron que la adicion de CRI tuvo un efecto significativo sobre todos los

parametros texturales de la miga de pan.

Tabla 4.5. Efecto de la adicion de inulina en polvo (0, 2,5y 5,0 g/100 g de harina de

trigo) sobre las propiedades mecanicas del pan.

Muestra Dureza (N) Resortividad Cohesividad Masticabilidad (N)

Control 2,50+0,25a 0,85+0,02a 0,72+0,01b 153+0,16a
T-2.5 3,45+0,16 a 0,90£0,01b  0,75%0,02 bc 2,31+£0,11ab
A-25 5,02+0,551b 0,90+0,01b 0,67 £0,03 a 3,00£0,13 b
T-5.0 6,00£0,71b 0,88+0,02ab 0,79+0,01c 4,16 +0,59 c
A-5.0 7,62+0,89c¢ 0,90+0,01b 0,64 £0,02 a 435+041c

En primer lugar, la dureza (D) se redujo en el siguiente orden: A-5,0 > T-5,0, A-2,5 >
T-2,5, control. Estos resultados muestran una clara tendencia: los valores de D
aumentaron a concentraciones crecientes de CRI y CRI-A tuvo un efecto mas fuerte que
CRI-T. A su vez, la mayor firmeza de la miga fue observada en los panes de menor
volumen, como se menciond previamente. Ademas, los panes con CRI- 5 presentaron
porcentajes de fraccidn alveolar significativamente bajos (Tabla 4.4). Estos resultados
estan en concordancia con los obtenidos por Rossell et al. (2001), quienes concluyeron
que el incremento de la dureza de la miga es una consecuencia del engrosamiento de las
paredes que rodean las celdas de gas de la miga de pan y de la disminucion de la
superficie total de las celdas de gas en el pan que contiene fibras solubles. También,
Morris y Morris, (2012) informaron que la utilizacién de inulina y FOS en panificados
aumento la dureza de la miga.

Por otra parte, algunos autores sostienen que una cantidad apreciable de agua podrian
haberse unido fuertemente a las fibras afiadidas durante la panificacion, moléculas que
ya no estuvieron disponibles para el desarrollo de la red de almidon de gluten, causando
una red de gluten con poco desarrollo y panes de volumen reducido (Brennan y Cleary,
2007).
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El aumento de la dureza (o firmeza) de la miga descripto previamente fue atribuido al
efecto de dilucion (discutido en la Seccion 3.2.1), que afecta la retencion de gas y
resulta en un pan de bajo volumen (Mandala et al., 2009; Meyer y Peters, 2009; Morris
y Morris, 2012). También otros autores concluyeron que el aumento de la dureza de los
panes con fibras se debe a su menor volumen (Gallagher et al., 2003; He y Hoseney,
1990).

En tanto, Gomez et al., (2003) reportaron también que los panes de menor tamafio
fueron mas densos y presentaron una estructura de la miga compacta, resultando en
valores de firmeza de la miga més altos que las migas sin fibras y que una posible
explicacion es el engrosamiento de las paredes que rodean las burbujas de aire en la
miga. Esto estd en concordancia con nuestros resultados, que mostraron coincidencia
entre el aumento de la dureza de la miga y la disminucion en el volumen especifico del
pan en la concentracion mas elevada de CRI de ambas fibras (Tabla 4.5), que a su vez
se asocio con la disminucion en el médulo eléstico de la masa. También, en acuerdo con
estos autores, se observo una relacion positiva entre el engrosamiento de las paredes
alveolares y los valores de D.

En segundo lugar, la resortividad (R) de la miga del pan control fue significativamente
menor que la de los panes con CRI, entre los cuales no hubo diferencias significativas.
En contraste con nuestros resultados, algunos autores encontraron que R disminuye
cuando el volumen de la miga del pan disminuye (Laurikainen et al., 1998). Sin
embargo, otros autores también encontraron un comportamiento irregular en la
resortividad de la miga de pan enriquecidos con fibras y lo atribuyeron a que existen
otros factores que influyen en la solidez que presente la estructura de la miga (Mandala
et al., 2009).

En tercer lugar, la cohesividad (C) disminuyé en el siguiente orden: T-5,0 > T-2,5 >
control > A-2,5, A-5,0. Esto sugiere que CRI-T tuvo un efecto positivo sobre la C de las
migas de pan, mientras CRI-A tuvo un efecto negativo en la C.

Finalmente, la masticabilidad (M) disminuyd en el orden siguiente: A-5,0, T-5,0 > A-
2,5>T-2,5 > control. Estos resultados mostraron la misma tendencia que los valores de
D. Los valores de M aumentaron al aumentar las concentraciones de CRI, y a su vez la
inulina CRI-A tuvo un efecto mas fuerte que CRI-T. Vale la pena recordar que M es
directamente proporcional a D.

El efecto de la adicién de inulina en polvo a la harina de trigo, sobre las propiedades

mecanicas de la miga de pan, principalmente la dureza, fue estudiado en varios trabajos.
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En acuerdo con nuestros resultados, la mayor parte de estos trabajos (O'Brien et al.,
2003; Poinot et al., 2010; Wang et al., 2002) informaron el aumento en la dureza de la
miga de pan con la adicion de inulina. Sin embargo, Hager et al. (2011) no encontraron
ningun efecto significativo de la adicion de inulina sobre D (dia 0) y los resultados de
Peressini y Sensidoni (2009) con inulina ST (GPn = 10) no mostraron una tendencia
clara. Wang et al. (2002) también encontraron un aumento de la masticabilidad de la
miga del pan con inulina adicionada (en acuerdo con nuestros resultados), y ningln
efecto significativo en los parametros de cohesividad y resortividad. También, en
acuerdo con estos autores, se observd una relacion positiva entre el engrosamiento de
las paredes alveolares y los valores de D.

En cuanto al efecto de la longitud de la cadena de inulina sobre la dureza de la miga,
nuestros resultados mostraron que CRI-A (GPn > 10) tuvo un mayor efecto de
endurecimiento que CRI-T (GPn 9,2). Esto esta en concordancia con Peressini y
Sensidoni (2009), quienes también observaron un incremento de la dureza a mayor GP
de la inulina. Sin embargo, hubo una cierta discrepancia entre nuestros resultados
debido a que la inulina de cadena mas larga produjo el mayor efecto sobre la dureza de
la miga (D), pero el volumen del pan (V) fue mas afectado por la inulina de cadena mas
corta. Una posible razén es que la diferencia en GP entre CRI -T y el CRI-A no fue lo
suficientemente grande como para determinar un efecto consistente del GP sobre laD y
V.

En consecuencia, no fue posible establecer una conclusion sélida sobre el efecto de la
longitud de cadena de la inulina en la panificacion y en las propiedades de pan. Otros
autores también obtuvieron resultados no concluyentes en las propiedades texturales del
pan e indicaron que existen otros factores que influyen en la estabilidad y en el

comportamiento de la estructura de la miga de pan (Mandala et al., 2009).

3.2.6. Evaluacidn sensorial

Se demostro que la adicion de CRI de ambas fibras en la concentracion mas alta (5,0 g
en 100 g de harina) tuvo un efecto significativo sobre todas las propiedades fisicas del
pan. Por otra parte, la simple observacion mostré que la calidad del pan hecho con 5,0 g
de CRI-T (muestra T-5,0) fue inaceptable (demasiado plano, por deméas humedo, y
demasiado oscuro). Por lo tanto, los panes con 5,0 g de CRI de ambas fibras (T-5,0 y
A-5,0) se descartaron para el analisis sensorial. En tanto, las formulaciones con

agregado de CRI en la concentracion mas baja (2,5 g en 100 g de harina) tuvieron un
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efecto menor sobre las propiedades del pan, pero ain significativa en algunas de estas
propiedades.

Por lo tanto, fue de gran importancia determinar si estas diferencias tuvieron un impacto
en las propiedades sensoriales de los panes y analizar su aceptacion por parte de los
consumidores. Asi, panes enriquecidos con 2,5 g de CRI de ambas fibras (T-2,5 y
A-2,5) se sometieron al analisis sensorial junto con la muestra control. Todos los
atributos evaluados (olor, sabor, esponjosidad, color de la miga y textura de la miga) de
estas tres muestras obtuvieron mas de seis puntos (Tabla 4.6), lo cual significa que

estas muestras fueron aceptables.

Tabla 4.6. Efecto de la adicion de inulina en polvo (0 y 2,5 g/100 g de harina de

trigo) sobre las propiedades organolépticas del pan (en todos los casos p>0,05).

Muestra Olor Sabor Esponjosidad Color de la Textura de la
miga miga

Control 6,64+216 6,61+225 6,86 + 2,00 6,78+ 1,91 6,92 +2,03

T-2,5 6,24+241 6,12+2,65 6,76 £ 2,12 6,54 + 2,22 6,93 + 2,06

A-2,5 6,18+235 650244 6,75+ 2,20 6,35+ 2,34 6,79+ 2,28

Ademas, no se encontraron diferencias significativas entre las tres muestras, en ninguno
de los atributos evaluados. Los resultados detallados de las respuestas de los
consumidores a la encuesta pueden verse en el Anexo al final de este Capitulo.

Algunos autores mencionaron que las formulaciones con contenidos de inulina de
achicoria similares a los utilizados en el presente trabajo mejoraron las propiedades
sensoriales del pan en comparacion con el control. Esto fue atribuido a la capacidad de
la inulina de simular el comportamiento de la grasa, dado que otorga una sensacién en
boca agradable, al mismo tiempo que permite una liberacion gradual del sabor y una
percepcion de la textura aceptable durante el consumo (Wang et al., 2002).

En tanto, Peressini y Sensidoni (2009) también encontraron que con el reemplazo de la
harina con hasta 5% de inulina comercial (de GP 10-23) se obtienen panes de calidad
sensorial aceptable.

Por otra parte, las puntuaciones de los descriptores de la evaluacion sensorial de los
panes enriquecidos con CRI fueron superiores a las obtenidas con otras fibras dietéticas
(Abdul- Hamid y Siew Luan, 2000; Knuckles et al., 1997).
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En particular, de los resultados obtenidos en los panes con 2,5 g de CRI vale la pena
destacar que, a pesar de las diferencias significativas encontradas en las propiedades
mecanicas, pardmetros de color, y caracteristicas del grano de la miga, los consumidores
no encontraron diferencias significativas en los atributos sensoriales relacionados con
estas propiedades, como son textura, esponjosidad y color de la miga (asi como
tampoco en el olor y el gusto). Este es un resultado muy positivo, ya que significa que la
adicion de inulina a la harina de trigo no fue en detrimento de ninguno de los atributos
sensoriales del pan, y que el consumidor comun fue incapaz de distinguir la diferencia
entre el pan blanco, de consumo habitual por parte de la poblacion, y los panes
enriquecidos con inulina. Este hecho es destacable principalmente para los CRI
obtenidos de topinambur, dado que no hay antecedentes en panificados enriquecidos

con inulina de topinambur.

4. Conclusiones

Los CRI utilizados en las formulaciones de los panes fueron de diferentes fuentes
vegetales (achicoria y topinambur), y a su vez presentaron diferencias tanto en su grado
de pureza como en su GP (siendo ambos pardmetros de mayor valor en los CRI-A). Por
esto fue de gran importancia analizar el comportamiento de las masas y de sus panes.
Dado que las caracteristicas del producto final dependieron no solo del tipo de inulina
utilizada (de su origen y GP y de la presencia de carbohidratos de bajo peso molecular)
y de su contenido en la formulacidn, sino también pudieron deberse a la distribucion de
pesos moleculares y a la presencia de otros componentes.

El enriquecimiento del pan blanco con 5,0 g de inulina en polvo extraida de tubérculos
de topinambur (CRI-T) por 100 g de harina de trigo produjo cambios significativos en
las propiedades viscoelasticas de la masa y en las propiedades fisicas del pan debido al
efecto de dilucién, dando un pan de calidad inaceptable. Sin embargo, la adicion de una
concentracion menor de CRI-T (2,5 ¢/100 g de harina) no produjo cambios
significativos en la reologia de la masa, como asi tampoco en los pardmetros de calidad
del pan, excepto en la uniformidad del grano de la miga y en el color.

Lo mas relevante fue que no se encontraron diferencias significativas en los atributos
sensoriales evaluados, en comparacion con la muestra control. Estos hallazgos indican
que el pan de trigo puede ser apto para enriquecerse con la fibra soluble CRI-T hasta un
2,5 g/100 g de harina, sin consecuencias desfavorables en la “maquinabilidad” de la

masa, ni en la capacidad de retencion de gas, y manteniendo los atributos de calidad del
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pan convencional. Resultados similares se encontraron con la inulina de achicoria
comercial

El enriquecimiento del pan blanco con fibra dietaria es de interés en la panificacion
industrial debido a la creciente demanda de productos alimenticios mas saludables. Por
lo antedicho, es posible afirmar que la inulina obtenida de topinambur es un ingrediente
de gran potencial para ser incorporado en un producto de consumo masivo, como es el
pan blanco, y asi contribuir al aumento de la ingesta diaria de fibra soluble.

Este estudio ha demostrado el potencial del desarrollo de panes ricos en fibra soluble

con el fin de aumentar la aceptabilidad y la ingesta de fibra dietética.
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Anexo |1

Formulario presentado a cada consumidor para el anélisis sensorial de los panes.

[N[o] a2] o] (=TT Consumidor N° ..............

Estudios: Primario|:| Secundario|:| Universitario|:|

Por favor, evalte las muestras de izquierda a derecha.

Indique su opinion sobre las siguientes caracteristicas:

MuestraN®.............oooiiiiii.
Me disgusta
mucho Memg‘:Jcsrt‘Z
Olor | d a O d O O O O
Color delamiga [ | O O O | O O O
Esponjosidad O O | O O | O O O
O O O O O O O O O

Textura de la miga

Sabor O O O O O O O O O
MuestraN®..........coeviiiiiiin,

xjcdhizgusm Me gusta

mucho

Olor | d a O d O O O O

Color delamiga [ | O O O | O O O

Esponjosidad O O | O O | O O O

Textura de la miga O O O O = O O = .

Sabor O O O O O O O O O
MuestraN®........ccooviiiiiiiiiie,

Me disgusta

mucho Me gusta

mucho

Olor | O O O O O O O O

Color delamiga [ | O O O | O O O

Esponjosidad O O O | O O O O O

O O O O O O O O O

Textura de la miga

Sabor

O
a
O
O
O
O
O
O
a
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1) Que muestra le gusté mas, en general? Por qué?

2) Consumiria este producto?. Por qué si? 6 Por qué no?

3) Lo compraria?

Respuesta a la pregunta 1

mT-2,5
m Control
MA-25

M todas

Respuesta a la pregunta 2

120
100 -+
80 -
M No lo consumiria
60
M Lo consumiria
40
20
0 T T T 1

T-2,5 Control A-2,5 todas
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Respuesta a la pregunta 3

100
98 -
96
94 -
® No lo compraria
92 -
M Lo compraria
90 -

88

84 T T T 1
T-2,5 Control A-2,5 todas
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5. Abreviaturas

Ab: absorcién farinografica

AFLO: aflojamiento

CRI: carbohidratos ricos en inulina

CRI-A: carbohidratos ricos en inulina provenientes de achicoria
CRI-T: carbohidratos ricos en inulina provenientes de topinambur
E: estabilidad de la masa

FON: nimero de calidad.

GPn: grado de polimerizacién medio

Hab: habitante

HR: humedad relativa

P: tenacidad

RVL: region viscoelastica lineal

TD: tiempo de desarrollo de la masa

VE: volumen especifico

W: energia de deformacion
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Capitulo 5

Conclusiones generales y trabajos futuros

En este capitulo se describen las conclusiones de mayor relevancia del presente trabajo,
asi como también las perspectivas futuras y posibles lineas de investigacion que se
desprenden de los resultados y conclusiones obtenidos, que darian continuidad al

presente estudio en trabajos futuros.

7. Conclusiones generales

La caracterizacion composicional y fisicoquimica al momento de la cosecha de los
tubérculos de topinambur (Helianthus tuberosus L.) del cultivar Bianka fue de
relevancia, no solo debido a la variabilidad composicional que presenta la especie,
influenciada por factores fisioldgicos y agroclimaticos, sino también a que son nulos los
registros de cultivares en Argentina. Los tubérculos de topinambur tienen como
componente principal a la inulina, ademas de minerales y proteinas de alto valor
biol6gico, que en suma contribuyen a posicionarlo como cultivo de apreciable valor
nutricional e industrial, con aplicaciones diversas en el desarrollo de productos
alimenticios.

El presente trabajo aport6 informacion sobre las caracteristicas de los tubérculos de
topinambur almacenados durante diferentes tiempos a 4-5 °C y 98% HR. Asi mismo, se
obtuvieron datos de los carbohidratos ricos en inulina extraidos en medio acuoso a partir
de tubérculos de topinambur de diferentes estadios de almacenamiento, y de su cinética
de hidrolisis acida. Esto podria ser de utilidad para optimizar las condiciones de
almacenamiento de los tubérculos de topinambur, asi como también para seleccionar la
mejor condicion de hidrolisis en la produccion de fructosa a partir de extractos
vegetales, o bien para la preparacion de productos quimicos.

Los datos obtenidos en las muestras de carbohidratos ricos en inulina purificados,
indicaron que la hidrdlisis enzimatica que se desarrollo en los tubérculos durante su

almacenamiento influyé significativamente sobre el contenido de inulina y su grado de
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polimerizacion promedio respecto a los de tubérculos no almacenados. Segun estos
resultados, los tubérculos de topinambur almacenados a 4 °C por periodos inferiores a 8
meses podrian ser utilizados para la obtencion de polifructanos, mientras que tubérculos
con tiempos de almacenamiento superiores a dicho periodo, serian aptos como fuente de
fructooligosacaridos. Asi, queda de manifiesto que las condiciones de almacenamiento
de los tubérculos de topinambur determinan sus caracteristicas fisicoquimicas y las de
sus carbohidratos ricos en inulina. El periodo de almacenamiento deberia ser
considerado estratégicamente en funcion del uso al que van a ser sometidos dichos
tubérculos, sabiendo que el grado de polimerizacién promedio de la inulina condiciona
su funcionalidad tecnolégica en alimentos.

También se aportaron datos sobre la influencia del grado de polimerizacion de la
inulina, afectado por el tiempo de almacenamiento de tubérculos de topinambur, sobre
las propiedades prebidticas de la inulina extraida. En este sentido, los resultados
obtenidos permitieron demostrar que, independientemente del grado de polimerizacién
promedio, todas las inulinas fueron fermentadas por la bacteria probi6tica Lactobacillus
paracasei, siendo la inulina con grado de polimerizacion promedio 9 (extraida de
tubérculos almacenados durante 4 meses) la que presentd las mayores tasas de
crecimiento, comparables a las obtenidas con glucosa e inulina comercial de achicoria
(grado de polimerizacion promedio >10). Este resultado indicaria que hay un grado de
polimerizacion promedio 6ptimo de inulina que promueve en mayor medida el
crecimiento de microorganismos probidticos.

Por altimo, se elaboraron panes blancos a base de harina de trigo, enriquecidos con
inulina. En las formulaciones de los panes se utilizaron dos concentraciones de
carbohidratos ricos en inulina, de diferentes fuentes vegetales (topinambur y achicoria),
que a su vez presentaron diferencias tanto en su grado de pureza como en su grado de
polimerizacion. Dado que estos factores determinan las caracteristicas del producto
final, fue de gran importancia analizar su efecto sobre el comportamiento de las masas y
las propiedades de sus panes.

El resultado mas relevante fue que el enriquecimiento del pan blanco con la adicién
de 2,5 g de inulina de topinambur/100 g de harina no produjo cambios significativos en
la reologia de la masa, como asi tampoco en los parametros de calidad del pan, excepto
en la uniformidad del grano de la miga y en el color. Lo mas destacable fue que no se
encontraron diferencias significativas en los atributos sensoriales evaluados, en

comparacion con la muestra control. Estos hallazgos indican que el pan de trigo puede
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enriquecerse con inulina de topinambur en concentraciones de hasta 2,5 g/100 g de
harina, sin consecuencias desfavorables en la “maquinabilidad” de la masa y en la
capacidad de retencion de gas, manteniendo los atributos de calidad del pan
convencional. Resultados similares se encontraron con la inulina de achicoria comercial.

En base a los resultados del presente trabajo es posible afirmar que la inulina
obtenida de topinambur es un ingrediente de gran potencial para ser incorporado en un
producto de consumo masivo como es el pan blanco, y asi contribuir al aumento de la
ingesta diaria de fibra soluble y sus consecuentes efectos beneficos sobre la salud.

Estos conocimientos contribuyen a confirmar que el topinambur es una fuente viable
de un ingrediente bioactivo, como es la inulina, para la elaboracién de alimentos
funcionales. Esto podria fomentar el interés de la agro-industria local en el desarrollo de
productos con valor agregado a partir de estos cultivos, y abriria la posibilidad de
producir inulina a nivel nacional, brindando un producto equivalente al actualmente

disponible en el mercado, de origen importado.

8. Perspectivas y trabajos futuros

A nivel mundial la inulina ha adquirido una creciente notoriedad y se ha observado
cierta estabilidad en su crecimiento en el comercio internacional. Este incremento esta
asociado a los multiples beneficios que el producto tiene como ingrediente de los
alimentos funcionales, como también a los nuevos y crecientes usos en la industria
quimico-farmacéutica, de alimentacién animal y de envases y embalajes. Es por ello que
se justifica ampliar el conocimiento sobre el manejo del cultivo para el control del grado
de polimerizacion promedio de la inulina de topinambur a partir de diferentes
combinaciones de momentos de cosecha y tiempos de almacenamiento de los
tubérculos, asi como su posterior procesamiento y uso.

A partir de los estudios y discusiones presentados en la presente Tesis, las
perspectivas de trabajos futuros se orientan principalmente en dos grandes lineas. Una
dirigida al procesamiento, incluyendo sus diferentes etapas y la calidad del producto
obtenido, y otra en su utilizaciébn como ingrediente bioactivo en productos panificados y
lacteos.

En cuanto al procesamiento, la etapa de extraccion desarrollada en el presente
trabajo podria ser una alternativa rapida para convertir una gran cantidad de tubérculos
frescos en extracto bruto de inulina, que podria ser almacenado congelado para
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tratamientos posteriores, dada la cosecha estacional de dicho cultivo. Ademas, dicha
alternativa disminuiria el riesgo de degradacion de los tubérculos frescos durante el
almacenamiento en frio. A su vez, se podrian implementar mejoras al método de
extraccion acuoso y de purificacion de los carbohidratos ricos en inulina utilizado en
este trabajo. Un modo de mejorar el rendimiento de extraccion de carbohidratos ricos en
inulina del tubérculo seria empleando ultrasonido para facilitar la liberacion de la
misma. Por otra parte, se podria utilizar ultrafiltracion como método para clarificar el
extracto de inulina en lugar del tratamiento con cal-carbonatacion y carbén activado,

que es laborioso y requiere mucho tiempo.

Cabe considerar otras alternativas para la obtencién de inulina de topinambur de un
grado de polimerizacion promedio determinado, como podria ser la utilizacion de la
técnica de inmovilizacién de enzimas. Esta metodologia podria reducir los costos
generados durante el almacenamiento prolongado de los tubérculos. Como
complemento a los datos de carbohidratos ricos en inulina obtenidos de tubérculos de
topinambur, podria estudiarse su distribucion de pesos moleculares, que enriqueceria el
conocimiento sobre la actividad enzimatica especifica del tubérculo durante su

almacenamiento.

Por otra parte, seria interesante considerar el procedimiento de liofilizacion utilizado
en el presente trabajo, para la obtencion de harina de tubérculos de topinambur aplicable
en la industria alimenticia (incorporacién a sopas en polvo, en formulaciones de

comidas preparadas deshidratadas, etc).

Numerosos trabajos reportan un comportamiento diferencial de las bacterias
probidticas frente a un sustrato prebidtico, por lo cual podria ser de interés ampliar el
estudio de capacidad prebidtica utilizando otras cepas probidticas, de modo de poder
establecer la combinacién apropiada para el desarrollo de un alimento funcional que
contenga en su formulacién un prebidtico y un probiético. El ensayo de capacidad
prebidtica realizado bajo condiciones in vitro, podria ser complementado con estudios

in vivo, considerando sus limitaciones.

Con referencia a la segunda gran linea, el presente trabajo podria ser utilizado como
punto de partida para estudiar la aplicacion de inulina de topinambur como
reemplazante de la materia grasa en la formulacion de panificados y comparar con una
formulacion semejante con inulina comercial obtenida de achicoria. También seria de
interés investigar el efecto de la inulina de topinambur sobre la digestibilidad del
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almidon y en consecuencia sobre el indice glucémico de los panes con carbohidratos
ricos en inulina, dada la creciente demanda de alimentos con bajo indice glucémico y el

aumento de casos de diabetes en la poblacion.

AUn quedan pendientes estudios sobre el efecto de la formulacion de panificados

con carbohidratos ricos en inulina sobre:

- el comportamiento durante su almacenamiento, considerando que podria haber
un retardo en la retrogradacion de la amilopectina, que se refleje en un menor
endurecimiento del pan;

- lareologia y estructura de masas congeladas, dado que la inulina interviene en la
formacion de cristales de hielo generando cristales pequefios, lo cual evitaria el
dafio mecénico y podria contribuir a la preservacion de las caracteristicas de la
masa;

- la calidad del pan con la incorporacion de enzimas pentosanasas (como es el
volumen especifico, la firmeza y la masticabilidad de la miga) para minimizar
los efectos negativos de la incorporacion de porcentajes elevados de inulina de
topinambur sobre el volumen especifico y la firmeza.

El desarrollo de estos estudios potenciaria el interés de la industria de panificados en la
incorporacion de fibra soluble obtenida de topinambur, conjuntamente con el beneficio
de poder elaborar el pan con la tecnologia de masas congeladas, que brinda al

consumidor un producto fresco y recién horneado.

Otro trabajo que podria desprenderse de la presente tesis es el estudio de
formulaciones del pan con combinaciones de carbohidratos ricos en inulina y harinas de
trigo de distintas calidades, con el objeto de modificar la tenacidad de las masas y
mejorar su comportamiento durante el amasado. Esto podria ser una buena alternativa
para aprovechar harinas de calidad inferior para elaborar productos panificados

funcionales de calidad aceptable.

Finalmente, asi como se estudié la incorporacién de inulina de topinambur en la
formulacién de panes, quedaria pendiente analizar su incorporacién en una amplia
diversidad de alimentos. En este sentido, esta previsto continuar trabajando en el
desarrollo de queso ricota entero y bajo en grasa, enriquecido con inulina de
topinambur, para estudiar los aspectos tecnologicos, caracteristicas nutricionales,

sensoriales y reoldgicas del producto funcional elaborado.
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