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Abstract

The short-chain fructooligosaccharides (scFOS) are oligosaccharides that have a great
interest as prebiotics. Fructosyltransferase enzymes (FTases) carry out the production of
scFOS by enzymatic hydrolysis of sucrose. These products are used as functional food
ingredients and also because of their technological properties. As a part of other foods, they
can be included in matrices of different pH and be subjected to different heat treatments
during processing or preservation. Therefore, it becomes necessary to study the stability
of the scFOS produced under different conditions of temperature and pH.
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Resumen

Los fructooligosacaridos decadena corta (scFOS) son oligosacaridos que tienen gran
interés como prebidticos. La produccion de scFOS mediante hidrélisis enzimatica de la
sacarosa es catalizada, entre otras, por la enzima fructosiltransferasa (FTasas). Estos
productos seusancomo ingredientes de alimentos funcionalesasi como por sus
propiedades tecnoldgicas. Al ser incluidos como parte de otros alimentos los scFOS pueden
ser sometidos a diferentes pH y tratamientos térmicos durante el procesado o
conservacion. En este escenario, es interesante conocer la estabilidad de los scFOS
producidos bajo diferentes condiciones de temperatura y pH.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, el consumidor demanda alimentos y bebidas funcionales que contengan
prebidticos y probidticos capaces de proporcionar efectos beneficiosos para su salud. Los FOS se
utilizan, generalmente, como componentes de los alimentos funcionales por su caracter prebiotico
(1) y representan aproximadamente el 10 % de los edulcorantes naturales comercializados con
unos beneficios esperados de 3,52 mil millones USD para 2024 (2).

Los scFOS son oligosacaridos formados por cadenas lineales de D-fructosa unidas por
enlaces  (2—1), con una molécula de D-glucosa terminal unida por un enlace a(2—1)(3). Estos
compuestos pueden ser producidos por transfructosilacion de sacarosa mediante las enzimas 3-
D-fructofuranosidasas (FFasas, EC 3.2.1.26) o transfructosilasas (FTasas, EC 2.4.1.9) (4), dando
lugar a FOS de cadena corta (scFOS): 1-kestosa (GF2), 1-nistosa (GF3) y 1-fructofuranosil-nistosa
(GF4) (5,6,7). Dentro de las muchas aplicaciones industriales de los scFOS, puede destacarse su
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uso como ingredientes de mayonesas ligeras, quesos y embutidos bajos en grasas, productos de
panaderia y productos carnicos empanados, contribuyendo a la reduccion del contenido caldrico
y a la retencion de agua de los mismos. Debido a que el contenido de scFOS en estos alimentos
puede variar entre el 2 % y 50 % (2), es importante llevar a cabo un estudio de la estabilidad de
los scFOS bajo determinadas condiciones de procesado, tanto en modelos como en alimentos
reales. Temperatura, tiempo y pH, parametros habituales en la elaboracién y conservacion de
alimentos, han sido estudiados por Courtin et al. (8). Los resultados mostraron que los scFOS eran
mas sensibles a la descomposicién alcalina que los fructooligosacaridos de cadena larga (8). El
objetivo del presente trabajo ha sido evaluar la estabilidad de scFOS obtenidos mediante
fermentacion con FTasa comercial frente a distintas condiciones de pH y diferentes tratamientos
térmicos durante el periodo de almacenamiento. Los resultados permitiran validar la idoneidad
de los scFOS obtenidos para su uso en la industria

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Ensayo de produccion de scFOS a partir de la enzima FTasa comercial

Los scFOS utilizados fueron obtenidos mediante fermentacién enzimatica utilizando como
sustrato una solucién de sacarosa de 60 °Brix y como catalizador con actividad FTasa la enzima
comercial (A) a una dosis de 1 mL/100 g de solucién azucarada. El proceso biosintético tuvo lugar
a 50 °C durante 48 h.

2.2 Ensayo de estabilidad frente a altas temperaturas y distinto pH

Las temperaturas ensayadas fueron 100 y 121 °C. Se preparé tampon citrato-fosfato de tres
pHs diferentes: 3, 5 y 7 utilizado para solubilizar scFOS hasta alcanzar una concentracién del 15
% (w/v). Las soluciones fueron tratadas en estufa (modelo INB 500, Memmert, Alemania) durante
60 min. En este tiempo se fueron tomando muestras a los tiempos 0, 5, 10, 15, 20, 30 y 60 min
para su andlisis por UPLC con el fin de determinar la concentraciéon de GF»,, GF3 y GFs. Todas las
condiciones fueron ensayadas por triplicado.

2.3 Ensayo de estabilidad frente a temperatura de almacenamiento y distinto pH

La temperatura ensayada fue 37 °C. Se preparé tampon citrato-fosfato de tres pHs
diferentes: 3, 5 y 7, que fueron utilizados para obtener distintas soluciones de scFOS a una
concentracion de 15 %. Las muestras estuvieron expuestas a 37 °C durante 38 d. Durante este
tiempo se fueron tomando muestras en los tiempos 0, 1, 3, 7, 14 y 38 d para su anadlisis por UPLC
con el fin de determinar la concentracion de, GF,, GF3 y GFs Todas las condiciones fueron
ensayadas por triplicado.

2.4 Determinacién de scFOS mediante cromatografia liquida

Para la determinacion de scFOS se ha utilizado un UPLC (Ultra Performance Liquid
Chromatography) con detector de indice de refraccidon, con las siguientes caracteristicas:
Cromatografo Shimadzu UPLC LC-30AD system; con columna Asahipak NH2P-50 4E Shodex
(Waters); con fase movil de acetonitrilo-agua (68:32), flujo 1 mL/min, 30 °C en la columna,
volumen de inyeccion de 10 pL, 20 min de analisis y una temperatura del indice de refraccion de
45 °C.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Estabilidad de los scFOS a altas temperaturas

3.1.1 Estabilidad de los scFOS a 100 °C
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Los resultados mostraron que a partir de 30 min de exposiciéna pH 3 se iniciala hidrélisis
de scFOS (Fig. 1A). En las muestras sometidas a pH 5 y pH 7 se observé que el perfil de scFOS se
mantuvo casi constante durante los 60 min de tratamiento térmico (Fig. 1B y 1C). Estos datos
concuerdan con los obtenidos por Courtin et al. (1), que observaron que el tratamiento de 100 °C
a una solucién de scFOS con pH 2 y 3 da lugar a hidroélisis de los oligasacaridos.

3.1.2 Estabilidad de los scFOS a 121 °C

Cuando el pH de la solucién fue 3, los resultados mostraron hidrélisis de los oligosacaridos
desde el minuto 5 de tratamiento, siendo GF,, GF3 y GF4 hidrolizados por igual. Cuando el pH de la
solucion fue 5 y 7, el tratamiento térmico de 121 °C durante 1 h no dio lugar a cambios en la
concentracion de scFOS (Fig. 2B y 2C). Estos resultados estdn en consonancia con el trabajo de
Courtin et al. (1), donde observaron que en una solucién a 120 °C ocurre lo mismo que a 100 °C
pero mas rapido.

3.2 Estabilidad de los scFOS a temperatura de almacenamiento 37 °C

Cuando la solucién de pH3 fue conservada a 37 °C se produjo una hidrdlisis de los scFOS
desde el inicio del ensayo (Fig. 3A). Por su parte, la solucién de scFOS a pH 5 mostré una
disminucién paulatina de los scFOS a partir del dia 7 hasta el final de la conservacién (Fig. 3B).
Finalmente, a pH 7 y 37 °C se observé una disminucion de la concentracién de scFOS a partir del
dia 3-4 de conservacidon (Fig. 3C). Estos resultados concuerdan con los de Vega y Ziuniga-Hansen
(9), donde se vi6 la inestabilidad de los GF3 a tratamientos térmicos entre 75 y 90 °C cuando estan
en medios con pH de 3,5.

4. CONCLUSIONES

A la vista de los resultados obtenidos, se puede concluir que las soluciones de scFOS al 15
% sometidas a pH 5 y 7 son estables tras un tratamiento térmico de 1 h a 100 y 121 °C. Sin
embargo, en presencia de un pH mas acido (pH 3) tiene lugar la degradacién de scFOS tras 20 min
de tratamiento. En el caso de conservar a 37 °C, a pH 3 también sucede la hidroélisis de los scFOS
pero tras mas de 10 dias de exposicidn a esta temperatura. Los scFOS han mostrado ser mas
resistentes a pH alcalino que acido.
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Figura 1. Evolucion de la concentracion del sumatorio de scFOS, GF,, GFz y GFs durante 1 h a
100 °C, de una solucién con 15 % de scFOS y pH 3 (A), pH 5 (B)y pH 7 (C).
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Figura 2. Evolucion de la concentracion del sumatorio de scFOS, GF2, GFz y GF4 durante 1 h a
121 °C de una solucién con 15 % de scFOS y pH 3 (A), pH 5 (B) y pH 7 (C).
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Figura 3. Evolucion de la concentracion del sumatorio de scFOS, GF», GF3 y GF4 durante 38 d a
37 °C de una soluciéon con 15 % de scFOSy pH 3 (A), pH 5 (B) y pH 7 (C)
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