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RESUMEN

El objetivo principal del presente trabajo fue obtener almidones de Pachyrhizusahipa
(ahipa) y de Manihotesculenta (mandioca) enriquecidos con proteinas provenientes de
ahipa. Dicha obtencion se realizo modificando ligeramente la extraccion convencional de
almiddn, y los productos obtenidos fueron caracterizados.Inicialmente se realizd una
extraccion de las proteinas de raices de ahipa peladas. Se utilizé buffer fosfato salino y se
precipitaron las proteinas por punto isoeléctrico (pl=3,64, determinado por medida de
potencial Z a pH entre 3 y 4) y centrifugacion. Su baja masa molecular y alta polaridad
condujo a muy bajos rendimientos de extraccion, por lo que se planted la obtencion
conjunta de las proteinas y el almidon. Asi, la solubilizacion de proteinas se acoplo al
proceso de extraccion de almidon: la pulpa de raices de ahipa se triturd con agua destilada
(1 kg/l; 12 h de contacto). Luego se filtrd, separando la lechada de almidén que se dejo
decantar 12 h a 4°C. El residuo (bagazo) se sometié a una segunda extraccion con agua,
asistida en este caso con ultrasonido (5 pulsos de 1 min a 600 W). Se repitieron 4 pasos
mas de contacto entre el sobrenadante obtenido luego de decantar el almidén y el bagazo.
Finalmente, el sobrenadante rico en proteinas y el almidon de ahipa obtenidos se
combinaron en una relacion de 35 g/l. Este proceso también se realizd con almidon de
mandioca comercial para enriquecerlo con proteinas de ahipa. Los sobrenadantes en
contacto con los almidones se llevaron a pH=3,64. Se dejaron decantar 72 h, obteniendo
finalmente dos tortas de almidon enriquecido que se secaron 24 h a 40°C y se
caracterizaron en base a su color (colorimetro Konica Minolta CR400), contenido de
proteinas totales (método Kjeldahl), compuestos fendlicos (método Folin-Ciocalteau),
propiedades térmicas medidas por DSC y analisis estructural mediante FTIR. El almiddn
de ahipa enriquecido presenté 3 veces mas proteina que el nativo (1,91 y 0,63%
respectivamente). EIl almidén de mandioca enriquecido presentd casi 30 veces mas
proteinas que el comercial (1,92 y 0,07% respectivamente). Los almidones controles
(ahipa nativo y mandioca comercial) presentaron mayor indice de blancura (95,7 y 95,5)
que los enriquecidos (91,2 y 90,9). Respecto al contenido de compuestos fendlicos, no
hubo diferencias significativas (P>0,05) para los almidones de ahipa (19,2 ngGAE/g
nativo y 20,3 HgGAE/g enriquecido) pero si para los de mandioca (3,2 pgGAE/g
comercial y 17,9 WgGAE/g enriquecido). Las propiedades térmicas no fueron
significativamente diferentes en ninguno de los casos. Los espectros FTIR mostraron que,
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aungue los almidones nativos exhiben un pico que se superpone al de la banda amida | de
las proteinas de ahipa(1633 cm™), se observa un aumento del area de esta banda para
ambos almidones enriquecidos, producto de su mayor contenido de proteinas. Los
resultados mostraron que mediante una modificacion sencilla y de bajo costo en el
proceso de obtencion de almidon de ahipa es posible enriquecerlo en proteinas y lograr
un ingrediente potencialmente apto para obtencion de productos horneados libres de
gluten.

Palabras clave: cultivos no tradicionales, almidones enriquecidos, ingredientes libres de
gluten, compuestos fendlicos.

Introduccion

Con el fin de sustituirelgluten en la formulacién de productos aptos para celiacos, se
han utilizado proteinas de diferentes origenes, hidrocoloides, emulsionantes,
etc.(Onyango et al., 2009). Ademas de mejorar la textura, las proteinas también mejoran
la calidad nutricional de los alimentos libres de gluten (LG).

Las raices y tubérculos (R&T) son una buena alternativa para mejorar las propiedades
tecno-funcionales de los productos LG, ya que sus almidones presentan una gran
diversidad en sus caracteristicas(Moorthy, 2002).La mandioca es un ingrediente comin
en la produccion de productos horneados LG, pero tiene una baja cantidad de proteinas.
Por el contrario, las raices de Pachyrhizusahipa(ahipa) muestran una cantidad de
proteinas en el rango 7,9-11,5% (Dini et al., 2013), superior al de la mayoria de las R&T
(generalmente entre el 1-2%)(Chandrasekara y Kumar, 2016).

La mejora de las propiedades nutricionales y bioactivas de los ingredientes LG es
importante ya que las dietas LG normalmente acarrean insuficiencias en este aspecto.
Particularmente, los compuestos fendlicos han demostrado disminuir los niveles de
colesterol y prevenir la aterogénesis y la diabetes tipo 11 (Rocchetti et al., 2019).

El objetivo del presente trabajo fue la obtencion de almidones de ahipa y mandioca
enriquecidos con proteinas de P.ahipa, factiblesdeser utilizados
comoingredientesparaformular productos LG, y su caracterizacién desde un punto de

vista tecnolégico.

2. Materiales y Métodos

2.1. Material vegetal.

Las plantas de ahipa se cultivaron en el Paraje Esperanza, Misiones, Argentina. Las raices
se lavaron con agua corriente, se desinfectaron en solucion de NaClO (250 ppm, 10 min),

se cortaron en rodajas y se almacenaron a -20°C hasta su procesamiento.



2.2. Rendimiento de extraccion de proteinas.
La primera extraccion de proteinas se realizd como se muestra en la figura 1 a)
usandobuffer fosfato salino(PBS, pH7,4) en vez de H.O como solvente, aplicando
ultrasonido (5 pulsos de 1 min a 600 W) con un sonicador de punta Vibra-Cell ™. Las
lechadas se dejaron decantar, yla torta de almiddn se sec6 a 40°C y se moli6. El bagazo
restante se secd a 105°C y se molid. Los contenidos de nitrogeno de las raices de ahipa
peladas (secadas a 105°C y molidas), de los almidones y del bagazo seco se determinaron
mediante el método Kjeldahl(AOAC, 1990), tal como todas las demas determinaciones
de nitrdgeno total realizadas en este trabajo. EI rendimiento se calculé como:
Rendimiento de extraccion (%) = (Nra - Na -Ng) x 100/ Nra

NRra: g de nitrégeno en la masa inicial de raices de ahipa peladas
Na: g de nitrégeno en el almiddén
Ng: g de nitrégeno en el bagazo

2.3 Determinacion del punto isoeléctrico (pl) y porcentaje de recuperacion de
proteinas.
Se realiz6 la extraccion de proteinas con PBS como se describié anteriormente, y el

sobrenadante se centrifugo (3500xg, 5 min) para eliminar el almidon restante, se trasvaso,
se ajusto a pH 3,5 con HCI 0,5M y se centrifugo a 9000xg durante 20 min obteniendo un
precipitado floculento. El sobrenadante se retird casi en su totalidad, ylos concentrados
de proteinas de cada tubo se combinaron, se mezclaron, se tomaronalicuotas de 100 ul y
se ajustaronpHsentre 3 y 4 (ApH=0,1) conHCI 0,5M. Se llevaron a 2 ml con agua
desionizada, se dejaron reposar 30 min a Tamvy Se determind el valor de potencial Z
utilizando un equipoNano ParticleAnalyzer SZ-100 (Horiba Scientific). El pl se estimd
interpolando para potencial Z=0 la curva de potencial Z vs pH.EI concentrado proteico
restante se llevd alpldeterminado (3,64) y se centrifug6(9000xg, 20 min). El precipitado
se resuspendio en agua desionizaday se liofilizd. Se determiné el contenido de nitrogeno
yel porcentaje de recuperacién se calculé como:
Recuperacion (%) = (Np/Nar) x 100

Np: g de nitrégeno en el polvo liofilizado
NRra: g de nitrégeno en la masa inicial de raices de ahipa peladas

El perfil de aminoéacidos del liofilizado proteico fue realizado por CovancelLab., EEUU.

Para corroborar la eficiencia de la precipitacion de proteinas al pl se realizé una nueva
extraccion como se describe en la Seccion 2.2. Se tomaronalicuotas del sobrenadante
antes y después de acidificar y centrifugar y se analizo el contenido de nitrogeno.

2.4. Efecto del pH en la interaccién almidon-proteina.



Para estudiar la interaccion entre el almidon y las proteinas, se extrajo almidon de ahipa
utilizando PBS y la suspension se dividio en cuatro partes, tres de ellasse ajustaron con
acido citrico 1M a pH 3,06; 3,64 y 7,00,en agitacion. Se dejé decantar el almidén y se
secd a 40°C. La cuarta parte(sin ajuste de pH), se dejo decantar, se lavé con PBS y con
H>0d, se dejo decantar nuevamente y se secd, siendo el control sin proteinas (almidon
lavado). Se analiz6el contenido de nitrdgeno y el % de proteina se estimo utilizando 5,1
como factor de conversion. Este factor se calculo a partir del perfil de aminoécidos.

2.5. Uso de agua como disolvente de extraccién de proteinas.

La extraccion de proteinas se realiz6 como se describe en la Seccion 2.2 usando PBS o
H>0d y los rendimientos de extraccién se calcularon como se indica en esta seccidn.

2.6.0btencion de almidones de ahipa y mandioca enriquecidos en proteinas.
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Figura 1. Obtencidon del almidon de ahipa y el sobrenadante rico en proteinas (a) y proceso de enriquecimiento de los
almidones de ahipa y de mandioca con dicho sobrenadante, ademas de los controles con 4cido citrico (b)

La obtencién se resume en la Figura 1 cuyos dos primeros pasos se describen en la Fig.
1a). Los sobrenadantes de ambos pasos se combinaron y se pusieron en contacto con el
bagazo. Los siguientes cuatro pasos de extraccion se realizaron como se describe para el

primer paso de la Fig. 1a), pero usando los sobrenadantes combinados en lugar de agua.



El almidon ahipa(AA) obtenido se dividié en tres fracciones iguales y el volumen del
sobrenadante, en dos porciones. Una porcion del sobrenadante se afiadié a una fraccién
de AA, y la otra a la misma cantidad de almidén de mandioca comercial (AM) hidratado.
Las mezclas se llevaron a pH 3,64 (pl) con acido citrico 1M, se agitaron 2 h y se dejaron
decantar a 4°C, obteniéndose los almidones enriquecidos de ahipa y mandioca: AA+Cit+P
y AM+Cit+P, respectivamente (Figura 1B).A otra fraccion del AA y a la misma cantidad
de AM, se les agregd agua destilada y se llevaron a pH 3,64 con acido citrico, se agitaron
y sedejaron decantar, correspondiendo a los controles tratados con &cido citrico (AA+Cit
y AM+Cit) (Fig. 1B).La tercera fraccién de AA,sin ningun tratamiento, correspondio al
almiddén nativo (AA) de ahipa.Todas las muestras fueron secadas a 40 °C, molidas y
tamizadas con tamiz de 35 mesh.

2.7.Caracterizacion de los almidones

2.7.1. Color, proteinas y compuestos fendlicos.

El color de los almidones nativos y enriquecidos se midio usando un colorimetro CR-400
Konica Minolta. Se registraron los valores de luminosidad (L*) y cromaticidad (a* y b*)

y se calculdel indice de blancura (WI) como se describe en Diaz et al. (2016):

WI =100 — /(100 — L*)?2 + a'2 + b*2
El porcentajede proteinas se estimé con el contenido de nitrogeno total usando unfactor
de conversion de 5,1.Los compuestos fenolicosse extrajeron con metanol:agua:HCI
(80:19:1) y se cuantificaron por el método Folin-Ciocalteu,expresados como equivalentes
de &cido galico (GAE) por g.
2.7.2. Propiedades térmicas
Las propiedades térmicas delos almidones (suspensiones 20% p/p)se determinaron por
DSC segunDini et al.(2013), en un equipo Q100 (TA Instruments), registrandose las
temperaturas de inicio y de pico (Toy Tp) y la entalpia del proceso (AH, J/g).
2.7.3. Espectroscopia ATR-FTIR
Los espectros FTIR del liofilizado proteico y de los almidones se obtuvieron usando un
accesorio de diamante de reflectancia total atenuada, se les corrigid la linea de base y se
normalizo la escala utilizando el software Omnic (v.9.2). Para los almidones, el area del
pico centrado en 1633 cm™ se determind en el rango de 1550 a 1720 cm™. Se realizé una
autodeconvolucion de Fourier en el rango de 2500-3500 cm™(ancho de banda 80 cm™,
resolucién 3 y apodizacidonNB fuerte) para determinar la posicion de los picos, y luego se

ajustaron al espectro original usando un ajuste gaussiano. E1% de area de la banda a 2851



cm™obtenida pordeconvolucion se calculd como la relacion de su area respecto a la suma
de las &reas de todos los picos en el rango,multiplicado por 100.

2.8. Analisis estadistico

Las determinaciones se llevaron a cabo al menos por triplicado.Los datos fueron
sometidos a un analisis de varianza (ANAVA) seguido de un test de Fisher de
comparacion de medias con el nivel de significacion especificado (P<0,05 o P<0,01).

3. Resultados y discusion

3.1. Obtencion de los almidones enriquecidos

La extraccion del almiddn de ahipa, en un proceso similar al utilizado regularmente para
mandioca, produjo un sobrenadante con apreciable cantidad de proteinas. Estas proteinas
se caracterizaron como pequefias y altamente hidrofilicas(Dini et al., 2015)por lo que se
extrajeron facilmente de los tejidos vegetales. La extraccion de proteinas con PBS y
sonicaciongenerd un buen rendimiento de extraccion: 91,3 £ 0,5%.

El plestimado de las proteinas de ahipaa partir del graficodel potencial Z fue de 3,64, que
es particularmente bajo considerando que el pl de la mayoria de las proteinas alimentarias
estéd en el rango de 4,5-5,5.La alta polaridad de estas proteinas deriva principalmente de
su estructura primaria, que resulto rica en acido aspartico (59,1%).

Aunque la extraccion de proteinas fue eficiente, la recuperacion por precipitacion alpl fue
muy baja (2,3 £ 0,1%), a pesar de que el precipitado de proteinas se observo a dicho valor
de pH. Esto se corrobor6 analizando el contenido de proteina del sobrenadante antes y
después de acidificar y centrifugar, lo que result6 en valores que no defirieron
estadisticamente (P>0,05): 657 y 60+5 mg/ml, respectivamente. Esto se atribuyo al
pequefio tamario y la alta polaridad de estas proteinas. Considerando que el contenido de
proteinas del sobrenadante de extraccion de almidon de ahipano es lo suficientemente alto
como para emplear procesos de recuperacion mas costosos,el desarrollo de almidones
enriquecidos es una buena estrategia para aprovechar estas proteinas.

En un trabajo previo, el almidon de ahipaextraidocon agua mostréun contenido de
proteinas de~0,5%ypresencia decompuestos fendlicos(Diaz et al. (2016).Para determinar
la naturaleza de la interaccion entre las proteinas y el almiddn, éstese llevo a diferentes
pHs (3,06, 3,64=pl y 7,00), y se compar6d con un almidon previamente lavado para
eliminar las proteinas unidas. Como se observa en la Tabla 1, la cantidad maxima de
proteinas se registro para los almidones en el pl, lo que sugiere una interaccion fisica y

no electrostética entre las proteinas y los granulos de almidén. A pH 7, la cantidad de



proteinas fue aproximadamente el 25% de la obtenida en el pl y el lavado provoco una
pérdida adicional de alrededor del 80% de las proteinas unidas, lo que demuestra una

interaccion débil entre las proteinas de ahipa y el almidon.

Tabla 1.Contenido de proteinas en los almidones de ahipa obtenidos a los diferentes pH.

Muestra Proteinas (% p/p)

Almidén lavado 0,12 £0,04°
AlmidénapH 3,06 1,96+0,04°
AlmidénapH 3,64 2,37 +0,08 ¢
AlmidénapH 7,00  0,65+0,01°

Las variaciones en el contenido de proteina de los almidones a diferentes pHs también se
evidenciaron en sus espectros ATR-FTIR porla aparicion de un pequefio pico en la zona
de 2851 cm*(Fig. 2). Las proteinas de ahipa muestran bandas intensas en las zonas de
2920 y 2851 cm™ debido a las vibraciones de estiramiento simétricas y asimétricas -CH.

de las cadenas laterales del acido aspartico.
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Figura 2.Espectros ATR-FTIR de los almidones de P. ahipa enriquecidos con proteinas (~) a diferentes pH, y de un

concentrado de proteinas de ahipa (=)

La acidificacion de los almidones alpl de las proteinas permite obtener un producto
novedoso mediante un proceso facil y de bajo costo. Sin embargo, el uso de PBS para la
extraccion de proteinas conlleva el problema de eliminar las sales de los almidones
decantados sin perder las proteinas débilmente unidas, por lo que la extraccién en dos

pasos con ultrasonido se analizd en un nuevo lote de raices comparando agua versus PBS.



No se observaron diferencias significativas (P>0,05) en los rendimientos de extraccion
con PBS y agua: 88,43+0,24 y 87,46+0,46%, respectivamente. Por lo tanto, las proteinas
de ahipa extraidas con agua se usaron para enriquecer almidén de ahipa nativo y almidén
comercial de mandioca, los cuales fueron caracterizados.

3.2. Caracterizacion de los almidones enriquecidos en proteinas.

En la Tabla 2 se observa que el contenido de proteina de los almidones enriquecidos
resulté aproximadamente 3 y 17 veces mayor al de los controles para ahipa y mandioca,
respectivamente (P<0,01). Los almidones enriquecidos de ambas fuentesexhibieron el
mismo contenido final de proteina (P>0,05), indicando que la interaccion proteina-
almiddn fue independiente del origen botanico del almidén. El contenido de proteina
impactd directamente en el WI de los almidones, que se redujo significativamente
(P<0,05) en comparacion con el de los almidones nativos (Tabla 2). Sin embargo, el WI
de todos los almidones fue mayor a 90, por lo que se consideran valores aceptables.

Tabla 2. Contenido de proteinas, compuestos fendlicos e indice de blancura (WI) para los almidones nativos y
enriquecidos de ahipa y mandioca.

Muestra Proteinas (% p/p) TPC (ug GAE/Q) Wi
AA 0,63 £0,00 ¢ 19,2 +0,6 ¢ 95,7 +£0,2°¢
AA+Cit 0,24+ 0,04 ° 11,4+1,1° 96,0+0,1°
AA+Cit+P 1,91 +0,06 ¢ 20,3+0,9¢ 91,2+0,3°
AM 0,07 £0,05°? 3,2+0,3% 955+0,1°
AM+Cit 0,06 +£ 0,03 ? 22+0,7° 97,0+0,0°
AM+Cit+P 1,92 +0,01 ¢ 17,9+1,0° 90,9+0,2°

El contenido de fendlicos totales (TPC) no varié significativamente para los almidones
de ahipa enriquecido y nativo (P>0,05), por lo que la interaccion almidén-fendlicosno se
afecto con el pH. El contenido de TPC también resultd independiente del contenido de
proteina, y no se relaciono directamente con su WI (Tabla 2). El contacto del almidon de
mandioca con el sobrenadante de ahipa caus6 un incremento en TPC para AM+Cit+P,
que resultd apenas inferior al del almidon nativo de ahipa (Tabla 2).

Los espectros ATR-FTIR de los almidones de ahipa y mandiocapresentan un pico que se
superpone al de la banda amida | de las proteinas de ahipa (a 1633 cm™) (Fig. 2).Sin
embargo, un aumento del contenido de proteina derivé en un aumento de esta banda para
ambos almidones (Tabla 3). Ademas, tal como se observé para el AA a diferentes

pHs(regién ampliada en la Fig. 2), en la deconvolucion de las bandas en el rango 2500-



3500 cm? de los almidones conteniendo proteinas (los enriquecidos AA+Cit+P
yAM+Cit+P, y el almiddn ahipa nativo), se revel6 un pico caracteristico de estas proteinas

a 2851cm,que no se observo para las otras muestras.

La posicion de otra banda de los almidones (ubicada a 2930 cm™) también se desplazé
hacia nimeros de onda mas bajos con un contenido creciente de proteinas, lo que indica
una contribucion de la banda intensa de proteinas de ahipa a 2920 cm™ (Fig. 2, Tablas 2
y3).

Tabla 3.Espectro ATR-FTIR y propiedades térmicas de los almidones nativos y enriquecidos de ahipa y de mandioca.

WS e Gomassoany | TAC) TeCo)  Enabia g
AA 4,3+0,3% 2927,3+0,8° 63.3+0.6° 67.8+03% 141+0.6"
AA+Cit 4,0+0,1% 2929,7+0.2° | 620+05% 66,8+07% 135+1.2°
AA+Cit+P 4,7+0,3" 2926,6+08° | 634+04°% 682%03% 10,7£0,5°2
AM 43+0.2° 2930,1+0,7° | 61,9+04" 67,0+05% 129+09°
AM+Cit 3,7+0,3° 2929,0+1,1° | 572+09% 670x03% 132+1,0°
AM+Cit+P 6,1+0,4° 2926,1+10% | 60,2+08° 687+09% 108%0,8°

Los pardmetros térmicos de los almidones se muestran en la Tabla 3.Se observa que la
acidificacion redujo la temperatura de inicio (To) en el AM, pero la presencia de proteinas
contrarrestd este efecto (Tabla 3), en concordancia con Yang et al.(2019) quienes
informaron un aumento de T, en el almidén de maiz con la adicion de proteina de
suerolacteo. Las muestras de AA exhibieron la misma tendencia, pero las diferencias
fueron mas leves y no resultaron significativas (P>0,05). La Tpno se vio afectada para
ninguna de las muestras pero si se observo que el enriquecimiento con proteinas redujo
significativamente (P<0,05) la entalpia de gelatinizacion para el almidén ahipa. Aunque
se ha informadoque los compuestos fenolicospueden modificar las propiedades térmicas
de los almidones (Zhu, 2015),ello no se observo en este caso ya que la cantidad de fenoles
totales fue similar para los almidones deahipa nativo yenriquecido. Ladisminucion en la
entalpia de gelatinizacidn se atribuyo a las proteinas, ya que esto también se reportd para
almiddén de maiz con proteina de suero lacteo (Yang et al., 2019) y para almidon de trigo

con cantidades crecientes de proteinas del gluten (Mohamed y Rayas-Duarte, 2003).



4.Conclusiones

El ultrasonidoen medio acuoso permitidé un buen rendimiento de extraccionde las
proteinas de P. ahipa. La acidificacién al pl(pH 3,64)gener6 almidones enriquecidos con
WI >90, 18-20 ug GAE/gde fenoles totales y ~2% de proteinas, cuyosespectrosATR-
FTIRrevelaron bandas caracteristicas de estas Gltimas. Respecto a las propiedades
térmicas, la Ty no se vio afectada, pero el enriquecimiento con proteinas redujo la entalpia
de gelatinizacién para el almidén de ahipa. Los almidones enriquecidos representan
ingredientesLG novedosos,obtenidos en formasimpley econémica.
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	Los espectros ATR-FTIR de los almidones de ahipa y mandiocapresentan un pico que se superpone al de la banda amida I de las proteínas de ahipa (a 1633 cm-1) (Fig. 2).Sin embargo, un aumento del contenido de proteína derivó en un aumento de esta banda ...

