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Abstract

In the international market there 15 a growing demand for fructan, due to its properties as food
additives, ultrafiltration meanwhile has proven to be an emerging technology with great potential
for the separation of substances of interest in the food industry and different studies are done in
fructans with favorable results. The aim of this study was to dentily and quantify simple sugars
such as glucose and fructose by anion exchange chromatography, besides evaluating the stability to
heat treatment GP Weber tequilana fructans obtained by ultrafiltration. Through a chromatographic
profile was validated that ultrafiltration reduces the concentration of simple sugars and the Weber
tequilana GP ranged between 2 and 60, GP presents this partial hydrolysis 2.2% to bring {ructans at
120 ° C for 5 minutes.

S Introduccion

Diferentes estudios en el jugo extraido de pifas de Agaves tequilana Weber demuestran la riqueza
que presentan en carbohidratos, entre los que se encuentran los fructanos. Los fructanos son
clasificados de acuerdo a su grado de polimenzacion (GP = nimero de monémeros de fructosa,
presentes en la molécula) que varia entre 2 y 80 unidades. Los fructanos de bajo grado de
polimerizacion (3 a 9) se conocen generalmente como fructoligosacdridos  (FOS)
independientemente del tipo de estructura que presenten. Los conocidos como inulina tienen un
grado de polimernizacion mayor = 9, este tipo de carbohidratos son estudiados cientificamente como
aditivos alimentarios teniendo por objetivo el desarrollo e innovacion de alimentos.

El consumo de fructanos diario en algunos paises varia, de 1 a 4 g en los Estados Unidos y
de 3 a 12 g, mientras que en Europa se recomienda no exceder 45 g por dia. De acuerdo con todas
estas aplicaciones que se les da a los fructanos, han surgido empresas en América que se dedican a
crear subproductos de fructanos como Orafti® creada en Chile el 2006. Esta planta tiene una
produccion anual de fructanos tipo inulina de 10,000 toneladas. En México la obtencion de
fructanos obtenidos a partir de Agave tequilana Weber var. azul es procesado por las siguientes
empresas: Inulina vy Miel de Agave S AL de C.V, Agaviotica S.A. de C.V y Mieles Campos Azules
S5.A. de C.V, con una produccion de 2650 Ton anuales por la venta, el ingreso de Fructanos
Nativos de Agave a mercados internacionales, ha estado limitado por la falta de opciones
comerciales y conocimiento de las caracteristicas que las fracciones de fructanos pueden otorgar
como aditivos en alimentos. Existen diferentes métodos para el fraccionamiento de fructanos como
lo es la concentracion por ultrafiltracion este mismo es un proceso de fraccionamiento selectivo
utilizando presiones de hasta 145 psi (10 bar). La ultrafiltracion se utiliza ampliamente en el
frucci(}r:amienm de concentracion de solidos en suspension y solutos de peso molecular mayor a
2005107 Da.

Por lo anteriormente descrito este estudio se enfoca sobre la estabilidad térmica del GP de
los fructanos del Agave feguilana, tomando como ejemplo temperaturas y tiempos a los que son
sometidos la infinidad de productos alimenticios en su etapa de pasterizacion y a su vez una
caracterizacion parcial por cromatografia de azdcares presentes en los fructanos de Agave tequila
Weber, obtenidos a partir de ultrafiltracion.Es importante mencionar que hoy en dia casi no hay
campo de la gquimica y biologia de los alimentos que no utilice la cromatografia en alguna de sus
formas, tanto en su vertiente preparativa como en la analitica; por otra parte el desarrollo sobre el
uso conjunto de la cromatografia con otras técnicas analiticas, asi como el desarrollo de otros tipos
de cromatografia, como la de fluidos supercriticos, hace posible una extension aun mayor de su uso.



5.1 Método
Perfil cromatografico

El perfil cromatogrifico de los fructanos obtenidos a partir de ultrafiltracion se determind por medio
de un cromatografo DIONEX, Modelo ICS 5000, USA, USA. Las muestra de fructanos fue
inyectada en una columna termostitica DIONEX PA-100 (0.4 x 5 ¢cm) a 35°C y la elucidn a una
velocidad de 0.5 mL.min-1. Se ajustd un gradiente escalonado en dos dimensiones definidas por los
eluentes NaOH 100 mM vy acetato de sodio 600mM descrito en la Figura 1. Los GP se estimaron en
comparacion grafica con un estdindar de inulina de achicoria a través de cromatogrimas.

Figura 5 Gradiente de composicion porcentual de la fase movil en dos dimensiones definidas por

los eluentes NaOH 100 mM (=) y acetato de sodio 600mMN [ se—),
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Cuantificacion de azucares simples

La cuantificacion de azdcares simples, tales como fructosa, glucosa v sacarosa se determind por
medio de cromatografia de intercambio amonico, mediante un cromatografo DIONEX, Modelo
ICS 5000, USA, utilizando una columna DIONEX PA-1 y el gradiente antes descrito para lograr la
cuantificacion de azicares mediante curvas de calibracidn con los estindares correspondientes. Se
ajusto al gradiente mencionado en perfil de cromatografico.

Dispersion del Grado de Polimerizacion
A través del cromatogralo DIONEX, Modelo ICS 5000, USA v con el gradiente establecido se

indujo a la separacion en base al GP de los fructanos en polvo. La definicion del GP se realizo
tomando como relerencia el estandar de inulina.

Cuantificacion de amicares simples liberados por tratamiento térmico

Se evalud la estabilidad del grado del GP de los fructanos antes caracterizados de la siguiente
y -1
manera: Se prepararon muestras a una concentracion de 2 mg.mL de fructanos.
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Los cuales se trataron a 60, 80, 100 v 120°C durante 5, 10,15 y 20 min respectivamente.
Después de haber sido tratadas térmicamente las muestras se inyectaron al cromato grafo utilizando
las condiciones descritas  anteriormente, la cuantificacion de azdcares simples se llevd a cabo,
mediante curvas de calibracion de 5 niveles cuoantificindose fructosa, glucosa y sacarosa, a las
muestras de fructanos sometidas a tratamientos térmicos. Se utilizd un diseno factorial 4x4 (4
Temperatura v 4 tiempos). Los datos se analizaron con un andlisis de varianza (ANOVA) v se usd
una prueba de LSD con un ¢=0.05 para la comparacion de medias usando el paquete estadistico
SAS System (Version 9.0).

5.2 Resultados
Perfil cromatografico

Grafica 5.1 Comparacion de la solucion de fructanos de Agave tequilana Weber var. azul usada como
alimentacion y de la solucion de retenido 25 °C). Glucosa (G), Fructosa (F) v Sacarosa (S)
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Cuantificacion de azucares simples

Tabla 5 Identificacidon y cuantificacion de azicares simples presentes en los fructanos separados
por una membrana de ultrafiltracion de 1kDa vy secado por aspersion

Cuantificacion DIONEX-ISC5000

Azucar g.100g" de muestra
Glucosa 0.055
Fructosa 1.77

Sacarosa 0041




Grifica 5.2 DIONEX, repuesta reactiva
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Dispersion del Grado de Polimerizacion

Grafica 5.3 Perfil de distribucién por HPLC de fructanos de Agave teguilina purificados por una
membrana de ultrafiltracidn de 1kDa e inulina de achicoria, usando las mismas condiciones de
trabajo en el sistema DIONEX-ISC5000
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Cuantificacion de amicares simples liberados por tratamiento térmico

Tabla 5.1 Concentracion de azdicares simples: Glucosa+ fructosa+ sacarosa

Tiempo Temperatura (°C)

(Min) 60PC 80P C 100°C 120°C

5 1.7+0.2a 2.3+0.1b 2.8+0.1c | 3.8+0.1d
10 1.740.1a 2.4+0.3b 12402 | 4.020.1d
15 1.7+0.1a 24+02b | 33202 | 4.1+0.1d
20 1.8+0.2a 2.8+0.1b 1.540.2¢ | 4.240.1d
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Los valores son la media de n=3 £ D.5. Medws en la misma columna gue no muestran la misma letra indican diferencia
significativa (p={1.03)

5.3 Discusion
Perfil cromatografico

Se definid el perfil cromatografico a partir del gradiente utilizado por Ortiz-Basurto, (2008) en la
separacion de fructanos comerciales de Agave y se ajusto a la separacion de un estindar de inulina
de achicoria. En la Figura 2 se muestra un perfil cromatografico que se realizd a la muestra de jugo
utilizada en la alimentacién y el retenido, por su parte la muestra del retenido presentd menor
respuesta electrogquimica del cromatografo hasta los 10 min con respecto a la alimentacion,
indicando concentracion mas baja en retenido de azidcares simples: glucosa fructosa v sacarosa que
fueron identificados antes de los 4 min.

Como resultado en el retenido se obtuvo una purificacidn de 99.3 % de fructanos reduciendo
6.8% la concentracion de azidcares simples respecto a la solucidn de alimentaciéon.

Lo anteriormente se explica porque el retenido es la solucidon concentrada vy purilicada por
ultrafiltracion, moléculas como fructosa, glucosa, sacarosa y compuestos con pesos moleculares
menores de los 1000 Da no son retenidos vy son eliminados en el permeado, se puede observar que
después de 10 min, las respuestas electroquimicas para las lineas de alimentacion y retenido
mantienen el mismo comportamiento, lo cual indicd la presencia de concentraciones parcialmente
iguales de moléculas mas complejas que los azidcares simples, indicando que la solucion en retenido
fue enriquecida de constituyentes de pesos moleculares altos o con GP=>10 y purificada en la
concentracion de mono y disacdridos.

Cuantificacion de amcares simples

En la Figura 5.2 se observa la identificacion y la cuantificacion de los azdcares simples, presentes
en los fructanos analizados. Los asicares identificados fueron glucosa fructosa y sacarosa, su
composicion muestra un porcentaje total de 1.86, dicho resultado representa un 98.1% de pureza.
Pureza que es mayor a la reportada por Waleckx vy col (2008), quien analizd fructanos extraidos
del Agave tequilana Weber, que fueron obtenidos de forma convencional, sin haber pasado por
ultrafiltracion y al cuantificar por HPLC glucosa, fructosa y sacarosa, reportd porcentajes de (.8,
3.8 v 2 % respectivamente, que en su totalidad representan un 6.6% de azicares simples presentes
en la muestra, indicando una pureza de 93.4 %.
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Dispersion del Grado de Polimerizacion

En la Figura 4 se muestra la dispersion de los fructanos de Agave tequilana en comparacion a un
estindar de inulina de achicoria con GP minimo de 10, ambos inyectados con el programa

modificado de Ortiz-Basurto (2008).

Los resultados indican la presencia de fructanos con GP<I10 en los tiempos de 0 a 23
minutos, después de este tiempo se observa la presencia adicional de fructanos de IA con GP<I1(.
Ha falta de estindares de fructanos con GP especifico, es posible tomar de referencia la presencia
de cada pico eluido de un estindar de inulina para definir la dispersion y el GP de otros fructanos
(Ortiz-Basurto 2008; Borromel v coll 2009; Corradini et al 2012). En el caso de los fructanos de
Agave, no se observa la definicion de todos los picos, en los primeros minutos del cromatograma se
remarcan los picos correspondientes a la elusion de Glucosa (2.5 min), Fructosa (2.72 min),
sacarosa (3.35 min) y hasta el minuto 23 se observa la presencia de diversos picos superpuestos
correspondientes a los FOS.

Se ha reportado que la separacion de fructanos tpo inulina es posible al utilizar el detector
de pulsos amperométricos, sin embargo para el caso de fructanos de Agave en donde existen ademas
de fructanos tipo inulina, levanos, neoseries y particularmente fructanos ramificados con diferentes
grados de polimerizacion (Mancilla y Margali 2006, Waleck y Col, 2008 y Arrizon 2010}, no se ha
reportado una delinicion completa de los fructanos presentes. Esta diversidad estructural crea
dificultades para la resolucion completa del poliméro, Ortiz-Basurto (2008) reportd que es debido a
la superposicion de los fructanos con el mismo grado de polimernizacion que se forman pequenas
montafas en los cromatogramas. Sin embargo se manifiestan respuestas electroquimicas  hasta los
68 minutos.

Los fructanos con GP=>10) de acuerdo al estindar utilizado se presentan en el intervalo del
minuto 23 al 68, a partir del minuto 63 corresponde a los polimeros con GP=6(0), teniendo como GP
mdximo de 80, estos GP aparentes no corresponden con los reportes de investigaciones realizadas
para fructanos de Agave tequilana ejecutadas por Lopez y col (2003) que reportd un GP de 3 a 29,
Waleck v col (2008) indicaron un GP promedio de 14, Marcilla v col, (2006) sefalan un GP
promedio de 18, pero si corresponden con la dispersion que reporta Ortiz-Basurto (2008), en un
intervalo de GP entre 2 a 80 para Agave tequilana.

Cuantificacion de amicares simples liberados por tratamiento térmico

A fin de identificar la estabilidad de la fraccion de fructanos de Agave obtenida a los diferentes
tratamientos térmicos que generalmente se aplican en la industria de alimentos.

Se partio del perfil de cromatografia de la fraccidon sin tratamiento térmico para calcular el
drea bajo la curva de cada grupo de fructanos y se compard con la obtemida, después de cada
tratamiento. Se determind el drea de cada grupo de fructanos en cada cromatograma obtenido,
considerando que si el drea de un grupo de fructanos disminuye, se debe a la hidrolisis de los
fructanos.

En esta seccion se trabajo con el drea los picos de los aparentes GP indicando efecto de
hidrélisis si las dreas disminuyen.
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De acuerdo a los valores obtenmidos de la disminucion del drea de los aparentes GP, el
andlisis estadistico indico que si existe efecto de la temperatura y tiempo sobre la hidrélisis de los
fructanos y diferencia significativa (p<0.03) entre las 4 temperaturas de las dreas de todos los
aparentes GP. Este fendmeno de hidrélisis probablemente se debid a que el proceso térmico implicd
la ruptura de enlaces glucosidicos internos [§ (2-1) y (2-6) del polisacirido (Cuello, 2012). En el
Cuadro 1 se observa la concentracion de los azicares simples, valores que corresponden a la suma
total de glucosa, fructosa y sacarosa, cuantificado por cromatogralia.

Estos resultados indican gque en un lapso de 20 minutos a 60, 80, 100 y 120°C ocurre un
aumento  de azidcares simples del 0.03, 1, 1.69 y 2.42 % respectivamente de acuerdo al anilisis
estadistico realizado, se determind que la concentracion de azdcares simples presentd dilerencia
significativa (p<0.05) para las cuatro temperaturas.

La menor hidrolisis se presentd en la combinacion de temperatura de 60°C durante 5 min y
la mayor hidrolisis se presentd a 120° C durante 20 min. Estos resultados comnciden con los
reportados por Montafez-Soto  (2009), que indica que en la extraccidn de fructanos con
temperaturas de 60°C no se tiene un rendimiento del 100% debido a que existe hidrolisis de los
fructanos y a su vez no coinciden con lo descrito por Suzuki y Chartterton (1996) guienes afirman
que los fructanos son estables hasta los 140° C, lo anterior.

Cabe senalar que los resultados obtenidos para esta investigacion indican un porcentaje de
hidrolisis de 2.2% debido a que las muestras fueron tratadas dnicamente por calor. La mayoria de
las investigaciones para la degradacion de fructanos se centran en hidrolisis termo-enzimaticas.

5.4 Conclusiones

El perfil cromatografico validé que la ultrafiltracidn reduce la concentracion de azicares simples
de los fructanos de Agave teguilana Weber.

Se logrd determinar por medio de cromatografia la presencia de glucosa fructosa y sacarosa
en los fructanos de Agave tequilana Weber indicando un 98.1% de pureza.

Se identificod que los fructanos de Agave tequilana Weber presentan GP entre 2 y 60.

Se determind que al someter los fructanos de Agave tequilana Weber a 120°C por 5 min
presentan una hidrolisis parcial del 2.2% de su cadena estructural.
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