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RESUMEN

El topinambur (Helianthus tuberosus) es un cultivo herbaceo capaz de adaptarse a
suelos pobres que almacena fructanos en sus tubérculos. El principal de ellos es la
inulina, que comercialmente se obtiene de raices de achicoria. El objetivo de este
trabajo fue optimizar la extraccion de fructanos a partir de topinambur. Se realizé una
extraccion acuosa a 90°C. Sobre alicuotas del extracto se ensayaron diferentes
tratamientos: agregado de carbon activado y posterior filtrado (C*), agregado de agua
oxigenada (AQO), y desproteinizacion con hidroxido de calcio (D). Los extractos tratados
se concentraron y los precipitados obtenidos se liofilizaron y caracterizaron. Asimismo,
se ensayaron diferentes métodos de concentracion del extracto (rotavapor y evaporacion
en platina calefactora), seguido de la precipitacion mediante ciclos de congelacion-
descongelacion (C-D), en comparacion con la precipitacion alcohdlica (PA). Fue
posible obtener fructanos a partir de tubérculos de topinambur, con un mayor
rendimiento por precipitacion alcohdlica, y mayor pureza mediante ciclos de
congelacion-descongelacion. El tratamiento con agua oxigenada es un procedimiento
sencillo que permite aumentar el indice de blancura del producto obtenido y reducir el
contenido de proteinas, sin modificar sus propiedades térmicas.
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1. Introduccion

En la actualidad, la demanda de alimentos nutricionalmente diferenciados por
parte de los consumidores ha crecido notablemente debido, entre otras cosas, al aumento
en la prevalencia de enfermedades cronicas vinculadas con la alimentacion. Esta
situacion ha puesto en alerta al mercado que para satisfacer estos requerimientos ha
planteado estrategias como la reduccion de sal, grasas trans y azlicares, asi como la
incorporacion de fibra dietaria, prebioticos y probidticos.

La inulina y los fructooligosacaridos (FOS) son polimeros constituidos por

unidades de D-fructosa con uniones B (2—1) que pueden o no tener una unidad de D-
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glucosa terminal mediante un enlace o (1— 2) (Sosa-Herrera & Delgado-Reyes, 2016). Son
resistentes a la hidrolisis enzimatica del tracto digestivo, y pueden aumentar
efectivamente la cantidad de bacterias benéficas en el colon, comportandose como fibra
prebidtica (Diaz et al., 2019). Ademas, el consumo de FOS e inulina conlleva un efecto
hipoglucémico, siendo adecuado para personas diabéticas (Rao, 1999). Estos
componentes han sido aceptados como ingredientes GRAS por la FDA desde 1992. Las
inulinas comerciales son mezclas de oligo y polisacaridos de diferentes grados de
polimerizacién (GP), extraidos principalmente de raices de achicoria. La inulina a la
cual le han sido removidos los monomeros de pequefio peso molecular es llamada
inulina de alto rendimiento (HP, GP>23), es utilizada en el reemplazo de grasas como
agente texturizante. La oligofructosa producida por hidrdlisis parcial de la inulina esta
definida con GP<10, tiene una mayor solubilidad en agua y mayor poder endulzante
(Muiioz et al., 2012). Ambas fracciones se caracterizan por ser un polvo de color blanco
y elevada pureza.

El topinambur (Helianthus tuberosus) es una especie herbacea de la familia
Asteraceae nativa de Norteamérica, que almacena en sus tubérculos grandes cantidades
de fructanos, principalmente inulina. Se han reportado grados de polimerizacion de: 28-
33 (Mensink et al, 2015), mientras que Saengkanuk et al. (2011) informaron valores de
14.4-19.7, a partir de 11 variedades del cultivo. La variabilidad se debe a que la
distribucion del tamafio de fructanos depende de muchos factores, entre ellos, la
especie, las condiciones de cultivo y el grado de madurez. Ademas de ser libre de
gluten, posee una gran versatilidad para adaptarse a suelos poco nutritivos, lo que lo
hace una fuente de alimento muy interesante para su estudio.

El objetivo de este trabajo fue optimizar el proceso de obtencion de fructanos a
partir de extractos acuosos de topinambur, ensayando diferentes métodos de
concentracion, precipitacion y purificacion.

2. Materiales y métodos
2.1 Material vegetal y elaboracion de harina

Los tubérculos de topinambur de la variedad blanca fueron provistos por la
Facultad de Ingenieria y Ciencias Agropecuarias (FICA, UNSL) ubicada en Villa
Mercedes, San Luis, Argentina. Una vez lavados fueron sanitizados con agua clorada
(250 ppm) durante 10 minutos y cortados en rodajas de ~2 mm de espesor las que se
secaron a 50°C en estufa con conveccién hasta peso constante. Una vez secas, las

rodajas se molieron hasta obtener la harina (HT). Otro lote de tubérculos que habian



sido almacenados a -80°C, fueron descongelados y procesados de la misma forma
(HTC: harina a partir de tubérculos congelados).

2.2. Obtencion de extractos ricos en inulina y FOS

Se realizé una extraccion acuosa sobre la harina HT a 90°C durante 40 min en
platina con agitacion (Li et al., 2015). La relacion harina: agua destilada fue 1:8 (Rubel
et al., 2014). El extracto obtenido se filtro6 en caliente, se dejo enfriar a temperatura
ambiente y luego se centrifugd 10000 rpm, durante 20 min a 10°C. Los residuos de la
filtracion y centrifugacion se secaron en estufa a 40°C con conveccion hasta peso
constante, para luego ser usados en una segunda y tercera extracciéon. Con el fin de
eliminar impurezas y obtener polvos mdas blancos, similares a la inulina comercial
proveniente de raices de achicoria, se ensayaron diferentes tratamientos sobre alicuotas
del primer extracto de HT. Se ensayo el agregado de 1.5 gramos de carbon activado y
posterior filtraciéon (CA) (Abou-Arab et al., 2011), agregado de 4 ml de H,O, al 100%
v/v (AO) y un proceso de desproteinizacion (D) propuesto por Li et al. (2015). Luego
los extractos fueron concentrados en rotavapor a 50°C hasta 25-30° Brix bajo una
presion de 65-75 mmHg, se les agreg6 etanol y el precipitado obtenido fue liofilizado.

A partir de extractos HTC (obtenidos bajo las mismas condiciones que HT) se
ensayaron diferentes formas de concentracion y precipitacion de los fructanos:
rotavapor (R), evaporacion (E) en platina calefactora y luego la obtencion de
precipitados mediante ciclos de congelacion-descongelacion (C-D), en comparacion con
la precipitacion alcoholica (PA). Los precipitados obtenidos fueron liofilizados y
almacenados al resguardo de la humedad.

2.3. Caracterizacion de los polvos
2.3.1. Color

Se determiné el color de todos los polvos obtenidos utilizando un colorimetro
CR-400 (Konica Minolta Sensing Inc., Japon). Se registraron las coordenadas L*, a*, y
b* de la escala CIE. A partir de estos parametros se calculd el indice de blancura (IB)
(Vargas et al., 2008) utilizando la siguiente formula:

IB =100 —[(100 — L*)* + a** + b**] % (1)
2.3.2. Contenido de proteinas y de compuestos fendlicos

Con el objetivo de comprobar la eficiencia del tratamiento de desproteinizacion,

se cuantificd el contenido de proteinas por el método de Kjeldahl (AOAC, 1990)

utilizando el factor 6.25 para la conversion de nitrogeno a proteina total. Se determind el



contenido de compuestos fenolicos de los polvos obtenidos mediante los diferentes
tratamientos de purificacion, para analizar si influyen en la coloracion del producto final
obtenido. Las muestras se extrajeron con Metanol: agua: HCI (80:19:1). El contenido de
polifenoles totales se determiné mediante el método de Folin-Ciocalteu. Los resultados
se expresaron como equivalentes de acido galico/100 gramos de muestra fresca (mg
EAG/100g). Las determinaciones se realizaron por duplicado.
2.3.3. Contenido de inulina y grado de pureza

El contenido de inulina de las muestras sometidas a tratamientos de purificacion,

se determino indirectamente segun la siguiente ecuacion (Saengkanuk et al., 2011).
I =k (Ftot — Fs — Ff)(z)

donde I es el contenido de inulina, Ftot el contenido total de fructosa, Fs, la fructosa
proveniente de la hidrolisis de la sacarosa y Ff la fructosa libre. Se aplica un factor de
correccion, k=0,995 relacionado con la glucosa terminal de las cadenas de inulina, y la
pérdida de agua durante la hidrolisis (Steegmans, Iliaens, & Hoebregs, 2004).
Para determinar Ftot se procedio a la hidrdlisis quimica de las muestras. Un volumen de
200 pl de solucion de polvo liofilizado en agua (100 mg/ml) fueron adicionados con 800
pl de HC1 0.05 M y tratados 40 minutos en bafio de agua a ebullicion (Diaz et al., 2019).
Tanto Ftot como Ff se determinaron por HPLC en un equipo Waters 1525 (Millipore
Corp., Milford, MA, USA), con una columna XBridge Amide y una mezcla de
acetonitrilo: H,O 75:25 y 0.2% TEA (trietilamina) como fase moévil, a 1 ml/min. Se
utilizd un detector de indice de refraccion. Las determinaciones se realizaron por
duplicado.
2.3.4. Determinacion de peso molecular

Se utilizé un equipo HPLC Waters 1525 con una columna de filtracion en gel
OH-PAK SB-805HQ (SHODEX, Japén) un detector de indice de refraccion (Piermaria
et al., 2008) y agua desionizada como fase movil. Como patrones se utilizaron dextranos
con PM en el rango de 9.7x10* a 3.8x10° Da. La determinacién se realizd por
duplicado.
2.3.5. ATR-FTIR

Los espectros de los polvos se recolectaron en el rango de 4000—400 cm™ en un
espectrometro FTIR Thermo Nicolet iS10 con un accesorio ATR de diamante (Thermo
Scientific, MA, EE. UU.). Los datos se analizaron utilizando el software OMNIC

(version 8.3, Thermo Scientific, MA, EE. UU.). Se registraron también los espectros de



dos inulinas comerciales de diferente grado de polimerizacion (GP): Beneo Orafti HP
(GP>23) y GR (GP>10), y patrones de fructosa, glucosa y sacarosa. Se realizd un
analisis comparativo utilizando el software, obteniendo un % de similitud con respecto a
los espectros de los patrones utilizados. Se recolectaron 5 espectros de cada muestra.
2.3.6. Analisis térmico

La transicion vitrea (Tg) de los productos obtenidos se determiné utilizando un
calorimetro diferencial de barrido modelo Q100 (TA Instruments, EE.UU.). Se pesaron
6-7 mg de muestra seca y se sometieron a un programa de calentamiento desde -20 a
200°C, a una velocidad de barrido de 10°C/min bajo atmoésfera de N, de 20 ml/min. Se
realiz6é la modulacion de la sefial aplicando un periodo de 60 s con una amplitud de
0.5°C. Las muestras se analizaron al menos por duplicado.

2.4. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron sometidos al andlisis de varianza (ANAVA) con un
nivel de significacion del 5% (p<0.05) seguido de un test de Fisher de comparacion de
medias (p<0.05), utilizando el programa Infostat version 2012 (Di Rienzo et al., 2012).
3. Resultados y discusion
3.1. Rendimientos de extraccion

Los rendimientos obtenidos para la primera, segunda y tercera extraccion de
fructanos a partir de HT fueron de 32.9, 9.1 y 3.3%, respectivamente; esto indicaria que
dos extracciones serian suficientes para obtener la mayor cantidad de estos compuestos.
Por otro lado, los resultados obtenidos para los diferentes tipos de extraccion a partir de
HTC fueron: 13.4% (EPA), 4.5% (EC-D), 14.7% (RPA) y 2.5% (RC-D). Independientemente
del método utilizado para la concentracion del extracto, PA como método de
precipitacion arroja rendimientos 4 veces mayores que C-D, por lo que seria el
procedimiento mas eficiente.

3.2. Caracterizacion de los productos obtenidos mediante diferentes métodos de
extraccion.

Los espectros de los productos enriquecidos en fructanos obtenidos a través de
diferentes métodos a partir del extracto de topinambur, presentaron una banda amplia
con un pico maximo entre 3260-3300 cm™ correspondiente al estiramiento de los grupos
OH, y otro pico en 2930 cm™ que se asigna a las vibraciones de los enlaces C-H
(Panchev et al., 2011). En la Figura 1 se muestra la regiéon en la que las muestras

presentaron variaciones, comprendida entre 1700-750 cm™. Los fructanos de



topinambur presentaron un pico a 1590 cm’, que en las inulinas comerciales
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Figura 1. Espectros FTIR de los productos obtenidos con diferentes procedimientos de
concentracion y precipitacion y de las inulinas comerciales utilizadas como control.

Se observa un pico entre 930-934 cm™ asignado al residuo o-D-Glcp en la

cadena de carbohidratos que junto con las bandas a 874 y 817 cm™ confirmarian la
presencia de 2-cetofuranosa (Barkhatova et al., 2015).
Las fracciones obtenidas por precipitacion mediante ciclos de congelacion-
descongelacion presentan la banda entre 985-987 cm™ mas atenuada, al igual que las
inulinas de achicoria comerciales, independientemente del método de concentracion
utilizado. Estas fracciones también presentaron un porcentaje de similitud mas alto
(Tabla 1), que los obtenidos por precipitacion alcoholica, con las inulinas comerciales y
los azucares analizados, lo que podria indicar una mayor pureza en estos compuestos.

En la Tabla 1 se presentan los valores de indice de blancura obtenidos para los
productos de precipitacion. Independientemente del método de concentracion, la
precipitacion alcohodlica permite obtener un IB mas alto que la precipitacion por ciclos
de congelacion. A pesar de esto no se llega al valor de IB de las inulinas comerciales.
Esto podria atribuirse a que por su forma irregular los tubérculos fueron procesados con
su piel (IB superficial de 55.9), ademés de los productos de pardeamiento quimico,
enzimatico y de caramelizacién que se producen durante la obtencion de la harina y
posterior extraccion a alta temperatura. Los parametros de color obtenidos para la harina

de partida (HTC) fueron: 61.8+1.7 (L*), 3.3+0.2 (a*), 14.9+0.9 (b*) y 59.2+1.8 (IB).

Tabla 1. Porcentajes de similitud de los productos obtenidos con respecto a las inulinas
comerciales, fructosa, glucosa y sacarosa. Indice de blancura.



Similitud (%) Region 1200-744
Fructosa | Glucosa | Sacarosa | Inulina GR | Inulina HP 1B
RC-D 10.4 17.1 25.3 97.8 94.9 64.2+1.1°
RPA 6.5 10.1 17.8 91.2 89.2 67.3£1.1°
EC-D 10.6 14.3 25.2 97.5 94.2 61.5+0.9°
EPA 6.1 8.0 18.0 87.6 85.0 66.9+1.4°
Inulina GR ook ok ok ok ook 97.5+0.3

Los valores informados corresponden a las medias + la desviacion estandar. Letras diferentes en cada
columna indican diferencias significativas (p<0,05). Diferentes métodos de concentracion de extracto: R
(rotavapor) y E (evaporacion). Diferentes tipos de precipitacion: PA (Precipitacion alcohdlica) y C-D
(ciclos de congelacion-descongelacion)

3.3. Caracterizacion de los productos obtenidos mediante diferentes tratamientos
de decoloracion.

Debido a que una de las diferencias encontradas previamente entre las fuentes de
obtencion de los fructanos (radicha y topinambur) es el contenido de proteinas, se
ensay6 un protocolo de eliminaciéon de las mismas que consiste en su precipitacion por
el agregado de Ca(OH); hasta pH =11, seguido del agregado de H;PO4 hasta pH =8 con

el objetivo de neutralizar el exceso de Ca(OH)s.

Figura 2. Productos obtenidos a partir de HT con diferentes tratamientos de decoloracion. A,-
A: AO (agua oxigenada), B: C* (carbdn activado) y C: control (sin tratamiento).

A fin de minimizar las diferencias de color entre el producto enriquecido en
fructanos obtenido de topinambur y las inulinas comerciales provenientes de raices de
achicoria, se ensayaron dos tratamientos de decoloracién: uno quimico (agregado de
agua oxigenada) y otro fisico (adsorcion de impurezas con carbon activado).

El contenido de proteinas de la muestra D (4.37+0.19%b.h) fue
significativamente menor que el del control (5.76+0.15%b.h) y C* (5.65+0.05%b.h),
pero no asi con respecto a AO (4.491£0.22%b.h), lo que indica la baja efectividad del
primer tratamiento (Figura 2). Por este motivo, la muestra D se excluyo de los
siguientes ensayos.

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos para el color de y el
contenido de compuestos fenodlicos de los polvos. Los parametros de color obtenidos

para la harina de partida (HT) fueron: 85.4+0.5 (L*), 0.59+0.06 (a*), 10.0+0.2 (b*) y



82.3+0.5 (IB), lo gener6 valores de IB mas elevados para todas las muestras. El IB fue
significativamente mayor para AO, lo que se corresponde con lo observado en la Figura
2, mientras que para el control y C* resultaron similares. El contenido de compuestos
fendlicos (122-124 mg EAG/100g) fue similar en todas las muestras, lo que indicaria
que la diferencia en los parametros de color no se deberia a una disminucién de estos

compuestos en AO, sino que podria estar relacionada con el contenido de proteinas.

Tabla 2. Parametros de color y contenido de compuestos fenolicos de los polvos.

L* a* b* 1B mg EAG/100 g
Control | 81.8+0.5* | 0.88+0.08° | 14.2+0.3° | 76.8+0.5 124.2+0.9
CA 80.8+1.1* | 0.71£0.09° | 12.8+0.1° | 76.1+0.9" 122.0+1.2°
AO 87.0+1.5° | 0.3+0.1 10.7£0.5% | 83.1x1.3° 122.1+0.8°

Los valores informados corresponden a las medias + la desviacion estandar. Letras diferentes en cada
columna indican diferencias significativas (p<0,05).

Los espectros FTIR obtenidos presentaron los picos caracteristicos de los
fructanos, previamente detallados, y un alto % de similitud con las inulinas comerciales
(Tabla 3), esto confirma la presencia de estos compuestos en los productos obtenidos.
Mediante la determinacion por HPLC de los azlicares libres y posterior a la hidrolisis
acida, se calculd el contenido aproximado de inulina, estimdndose el grado de pureza de
los productos. Los valores encontrados fueron: 75.4+1.3% para el control, 75.0+0.2%

para el producto tratado con agua oxigenada y 82.34+1.0% para el tratado con C*.

Tabla 3. Porcentajes de similitud de los productos obtenidos con respecto a las inulinas

comerciales, fructosa, glucosa y sacarosa.

Similitud (%) Region 1200-744
Muestra| Fructosa Glucosa Sacarosa Inulina GR Inulina HP
Control 6 9.7 20 93.3 90.5
H;0; 5.9 6.2 19.7 91.1 88.8
C* 4.7 6.5 22.9 87.1 90.1

CA: tratamiento del extracto con carbon activado. AO: tratamiento del extracto con agua oxigenada.

En cuanto a las propiedades térmicas, la muestra control presentdé dos Tg a
50.240.6°C y 87.3+4.8°C mientras que para AO estas se observaron a: 44.21+1.9°C y
107.98+6.9°C. La aparicién de mas de una transicion vitrea da indicios de que lo que se
obtienen son mezclas de fructanos; resultados similares fueron informados por Panchev
et al. (2011). Esto se corresponde con los resultados obtenidos mediante exclusion
molecular (Figura 3) donde se observa que hay una fraccion de alto peso molecular (>

4x10° Da), y otra fraccion menor. Esta ultima corresponde al pico de mayor sefial en el



cromatograma que no presenta diferencias significativas entre las muestras analizadas,
siendo 7129+332 Da para el control, 7244+169 Da para CA y 7736+182 Da para AO.

—Ceontrol —CA —AQ

Sefial

Tr (min}

Figura 3. Fracciones de diferente PM obtenidas a través de HPLC. AO (agua oxigenada), C*
(carbén activado) y control (sin tratamiento).

4. Conclusion

Es posible obtener productos enriquecidos en fructanos mediante la
concentracion y precipitacion de extractos de topinambur. La precipitacion alcoholica
permite mayores rendimientos que los ciclos de congelacion, y el agregado previo de
agua oxigenada al extracto, representa una alternativa para la obtencién de productos
mas blancos. Este tratamiento no modifica en gran medida las propiedades térmicas de
los productos obtenidos, su grado de polimerizacion y pureza. Los espectros de FTIR de
los productos enriquecidos mostraron un alto grado de similitud con las inulinas
comerciales. Los productos ricos en inulina y FOS aqui obtenidos podrian representar
una alternativa interesante como ingredientes de alto valor nutricional, siendo necesario
evaluar su funcionalidad en la matriz alimentaria a la que se incorporen.
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