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1. INTRODUCCION

Gran parte del interés general y cientifico se ha enfocado en el uso de prebidticos como una
posibilidad para estimular la presencia de bacterias benéficas, principalmente,
bifidobacterias, en el intestino grueso (ciego). Su uso ha sido sugerido en el consumo de
alimentos debido a que en las poblaciones parece ser una posibilidad interesante para
mejorar la salud y dentro de una de ellas estimular el sistema inmune en el organismo. La
inulina es uno de los prebidticos mas estudiados en el area nutricional y el mas usado en la
industria alimenticia para reducir problemas gastrointestinales y cardiovasculares.

La fibra dietética fue menospreciada durante muchos afios por los especialistas en
nutricidon humana; sin embargo, en las Ultimas dos décadas se ha producido una
sorprendente apreciacion de la importancia de la fibra dietética para la salud.

La fibra dietética es una mezcla de sustancias organicas complejas y que, inicialmente, fue
definida como el residuo de células vegetales resistentes a la hidrdlisis de las enzimas
digestivas humanas, se amplié reconociendo la importancia fisiolégica y quimica de la fibra
como componente de la dieta.

Las dietas ricas en fibra son preventivas, al mismo tiempo reduce también el riesgo de
formacién de cdlculos biliares, ya que dan como resultado la produccidn de mas sales
biliares que promueven la emulsificacion del colesterol presente en el organismo. Los
alimentos ricos en fibra da mayor capacidad de saciedad, lo que es benéfico para reducir la
obesidad; y lo que es mdas importante aun, una dieta pobre en fibra es causa de
estrefiimiento y compresion en el tracto intestinal ademas de ser un factor de desarrollo de

enfermedades cardiovasculares, diabetes, cancer de colon, estrefiimiento, y diverticulosis.



Las anteriores propiedades fisioldégicas mencionadas se atribuyen a la presencia de inulina
en la fibra dietética soluble, debido a que se considera un hidrato de carbono resistente a la
digestion y estas fracciones de dicho componente son metabolizadas solo hasta el intestino

grueso por las bacterias simbidticas de la flora normal.

Debido a la importancia que ha cobrado el uso de inulina en la dieta y la necesidad de
buscar fuentes alternativas de ésta se pretende aislar de la fibra dietética de la cebolla

morada (Allium cepa) la fraccién correspondiente a la inulina (fructoligosacaridos).

La cebolla morada (Allium cepa) se propone como una fuente alternativa para la
extraccién de inulina debido a que su contenido de dicho prebidtico es alto comparado con
otras fuentes vegetales, incluso se encuentra después de la achicoria (Cichorium intybus). La
cebolla morada tiene un contenido significativo de este fructoligosacarido, por lo que en el
presente trabajo se pretende determinar y comparar la cantidad de inulina en diferentes
lotes con el fin de proponerla como una fuente potencial de extraccion de inulina tomando
en consideracién el impacto econdmico. Aunado a lo anterior, México es uno de los
principales productores de cebolla morada dentro de América y las condiciones ambientales

del territorio nacional son favorables para la produccién de esta fuente natural.



2. GENERALIDADES

Durante la época prehispanica, los pueblos indigenas que habitaron el territorio de
Mesoamérica tuvieron una dieta basada principalmente en vegetales. De ellos hay que
sefialar que hay tres especies que se consumieron comunmente desde el afio 3000 a. C., se
trata del maiz, el frijol y el chile (Majem, 2006). Al chile, frijol y maiz se asociaban otras
especies de no menor importancia, de la cual la cebolla ha trascendido su nativo nicho
ecoldgico para convertirse en un insumo de la mds variada alimentacidn. Las especies
vegetales, incluida la cebolla, eran divinizadas en la figura de Chicomecédatl, nombre nahuatl

de la diosa mesoamericana de los mantenimientos y alimentos. (Roberts, 2004)

Los componentes prebidticos forman parte de los alimentos funcionales y son definidos
como “ingredientes no digeribles que afectan benéficamente al organismo mediante la
estimulacion del crecimiento y actividad de las bacterias en el coldn, mejorando la salud”
(Markwart, 1994). Por lo general, los prebidticos son hidratos de carbono no digeribles y
forman parte de la composicion intrinseca de los alimentos o bien pueden afiadirse a los

mismos generando alimentos funcionales. (Voragen, 2008)

Dentro de la categoria de alimentos prebidticos se encuentra la inulina formando parte de
fructooligosacaridos, que a su vez integra la fibra dietética. Los alimentos prebidticos que
mejor definen esta funcidn son los hidratos de carbono similares a la inulina y se usan en la
industria alimentaria como sustitutos de azlcares y grasas, suelen aportar a los alimentos
textura, estabilizan la formacion de espuma, mejoran las cualidades sensoriales
(propiedades organolépticas) de los productos lacteos fermentados, galletas, mermeladas, el

pany la leche. (Marlett, 2000)



Los polisacaridos son, en general, la categoria mas amplia dentro de los alimentos
consumidos y son la mayor fuente de energia. Los carbohidratos, segun su solubilidad, se

clasifican en:

a) Polisacaridos Digeribles o Solubles: son los que se encuentran en la dieta y
proporcionan energia para realizar las funciones vitales del organismo, ademas
forman reticulos donde queda atrapada el agua incrementando la viscosidad de la
matriz al ingerirse los alimentos. Dentro de los carbohidratos que aqui se encuentran
estan los almidones, las sustancias pécticas (como arabinogalactanos, b-glucanos,
etc.), mucilagos, gomas (como arabiga, guar, etc.), hemicelulosa e inulina y algunos
oligosacaridos. (Vela, 2009)

b) Polisacdridos No Digeribles o Insolubles: son aquellos que no proporcionan energia,
son metabolizados por la flora intestinal produciendo beneficios para el organismo,
esta conformados principalmente por la fibra dietética y componentes no celulésicos.
Retienen el agua en su matriz formando geles de baja viscosidad. Aqui se ubica el
resto de los carbohidratos como celulosa, sustancias no amilaceas y sustancias

celulésicas. (Blanshard, 1979)

2.1 Definicion y Composicion de la Fibra Dietética

Los agentes mas comunes de los que proporcionan volumen de manera natural en los
alimentos son restos de células vegetales resistentes a la hidrélisis enzimatica de la
digestion. Los agentes de volumen de la fibra dietética son muy importantes en la nutricion
humana, puesto que mantienen el normal funcionamiento del tracto gastrointestinal.

Incrementan el tamafio del bolo alimenticio y del resto fecal, que disminuye el tiempo de
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transito intestinal y ayuda a prevenir el estrefiimiento. Su presencia en los alimentos induce

la sensacion de saciedad tras las comidas. (Marlett, 2000)

La fibra alimentaria dietética es una mezcla de hidratos de carbono complejos de alto

peso molecular, puede dividirse en dos grupos principales segln sus caracteristicas y

propiedades de solubilidad en funcién del método de extraccidn. Estos dos tipos son: la fibra

insoluble y la fibra soluble. (Vidanarachchi, 2009)

a)

b)

La fibra insoluble. Este tipo de fibra se encuentra en alimentos como el salvado de
trigo, granos enteros y las verduras. Su principal accién en el organismo es
aumentar el volumen de las heces, disminuyendo el tiempo de transito de los
alimentos y las heces a través del tubo digestivo, asi como acelerar el proceso de
peristaltismo. Como consecuencia, este tipo de fibra, al ingerirse diariamente en la
dieta, facilita las deposiciones ayudando a eliminar el estrefiimiento. (Marsilio,
2000)

La fibra soluble, se disuelve en agua y alcohol. Se encuentra en leguminosas, la
avena, la cebada y algunas frutas. Las dietas altas en fibra soluble y bajas en grasa
disminuyen los niveles de colesterol sanguineo. Ademas este tipo de fibra y los
componentes que contiene puede regular la absorcion intestinal de los azlcares

procedentes de los alimentos. (Marsilio, 2000)

Los especialistas en nutricion cifran los requerimientos de fibra dietética en

aproximadamente 20-25 g/dia. Estos agentes, al disminuir los niveles de colesterol en

sangre, disminuyen el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares. También reduce el

riesgo de padecer cancer de colon, probablemente debido a su accion de arrastre de

xenobidticos carcinogénicos. (Marlett, 2000)

11



La fibra dietética es un conjunto heterogéneo de moléculas complejas con caracteristicas

y efectos fisiolégicos y metabdlicos benéficos y especificos en el organismo. A continuacion

se mencionan los grupos mas comunes de la fibra: (Marlett, 2000)

1. Celulosa: Es la parte insoluble de la fibra dietética, abundante en harina de trigo entera,
salvado, y verduras como alcachofas, espinacas y judias verdes. La celulosa forma parte
de las paredes celulares vegetales. (Miranda, 2010)

2. Hemicelulosa: Es una mezcla de glucosa, galactosa, xilosa, arabinosa, manosa, y acidos
urodnicos, formando parte de la fibra insoluble que se encuentra en salvado y granos
enteros de diferentes cereales. (Miranda, 2010)

3. Sustancias pécticas: Son sustancias organicas con alto contenido en galacturdnico sobre
todo se encuentran en citricos y manzanas, también en el salvado, cebada y legumbres.
(Miranda, 2010)

4. Hidratos de carbono resistentes: Son aquellos polimeros de hidratos de carbono que
resisten la digestion enzimatica en el tracto gastrointestinal y son metabolizados por la
flora intestinal en el intestino grueso. Se caracterizan por ser extensas cadenas de
glucosa y estan contenidos principalmente en tubérculos como la papa y el camote. (Van
Laere, 2010)

5. Compuestos no carbohidratatos: como la lignina que posee gran cantidad de acidos y
alcoholes fenilpropilicos formando la fibra insoluble con gran capacidad de unirse y
arrastrar otras sustancias por el tubo digestivo. (Sherianne, 1998)

6. Las gomas y los mucilagos: estan formadas por acido urdnico, xilosa, arabinosa o
manosa, como la goma guar, arabiga, y tragacanto. Son polisacaridos no estructurales

gue secretan las plantas frente a las lesiones. La composicién depende del grado de

12



maduracion de la planta. A mas maduracion mas celulosa y lignina y menos mucilagos y

gomas. (Trabs, 2009)

Existen otras sustancias que forman parte y estan ligados a los componentes de la fibra
dietética tales como la cutina, taninos, suberina, acido fitico, proteinas, iones como calcio,
potasio y magnesio con efectos que complementan las funciones gastrointestinales que

efectiian las macromoléculas. (Quintin Olascoaga, 2003)

La fibra dietética es el componente de alimentos exclusivamente de origen vegetal que no
puede ser digerida por el organismo debido a que el aparato digestivo humano no cuenta
con las enzimas necesarias que pueden digerirla, degradarla y utilizarla como fuente de
energia por lo que se considera carente de valor nutricional. La fibra dietética alimentaria se

localiza principalmente en los restos de las paredes de células vegetales. (Bowling, 2006)

La inclusidn de frutas frescas, verduras y derivados de cereales junto con las legumbres a
la dieta, aporta dosis considerables y suficientes de fibra alimentaria en la alimentacion
(Park, 2007). La mezcla de nutrientes y de diferentes componentes y elementos presentes
en los alimentos es mucho mas beneficiosa que solo la fibra pura de los suplementos debido
a que dicha combinacién proporciona un efecto sinergico de los efectos fisiolégicos y
gastrointestinales. Lo idoneo es acostumbrar al tracto intestinal a la ingestion de la fibra
dietética y beber cantidades considerables de agua para que sea posible facilitar el transito

alimenticio. (Majem, 2006)

2.2 Inulina

La inulina es un polisacarido que se encuentra de manera natural en las fuentes vegetales,

forma parte de la fibra soluble. Sus subproductos del metabolismo realizado por dicha
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microbiota son los que tienen efecto fisiolégico en el organismo debido a que aumentan el
peristaltismo intestinal y facilitan la absorcién de algunos elementos minerales como calcio,

magnesio y fésforo. (Ronkart, 2007)

CH,OH

CH20H

CH,
H/4
Of ¢h0n

Figura 1. Estructura quimica de Inulina
Fuente: Gibbons, 2002, Journal of Molecular Biology

Inulina n=35-750 unidades

En 1990 FDA (Food and Drug Administration) y en 1992 Codex Alimentarius,
respectivamente, definieron a la fibra dietética como el material que precipita en solucion
de etanol, de acuerdo con los métodos clasicos de analisis. Pero estos métodos no
cuantifican aquellos compuestos que cumplen con las definiciones mas recientes de fibra
dietética, ya que éstos no precipitan en medio acuoso de etanol. La inulina y sus derivados
son algunos de esos compuestos, como son moléculas relativamente pequefias (peso
molecular aproximado de 6.000), en comparacién con otros compuestos convencionalmente
aceptados como fibra dietética (peso molecular entre 10.000 — 50.000), no precipitan
completamente en solucion de etanol, pues son solubles o parcialmente solubles en dicho
solvente. A diferencia de la inulina, los fructooligosacaridos son oligosacaridos derivados
lineales formados por 10-20 mondmeros de fructosa, unidos por enlaces B (1->2) y que

contienen una molécula inicial de glucosa. (Madrigal y Sangronis, 2007).
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Los hidratos de carbono, en especial la inulina y sus derivados, se estan utilizando de
manera creciente en el procesado de alimentos, debido a sus caracteristicas funcionales y
nutritivas, en especial, a sus propiedades como ingrediente prebidtico y funcional.
Caracteristicas que van desde un sabor moderadamente dulce, hasta los mas complejos que
pueden servir como sucedaneos de harinas, pasando por atributos de gran complejidad sin
sabor y con una textura y palatabilidad muy similar a la de las grasas. Ademas de estas
propiedades, es interesante destacar que el aporte energético de la inulina es tan solo de 1,5
Kcal /g. Por todo ello, en numerosos productos, en especial lacteos y helados, la inulina se

usa para reemplazar a las grasas. (Markwart, 1994)

Existen fuentes naturales que contienen inulina, entre ellas se encuentran plantas que se
usan como alimentos. La Tabla 1 presenta de manera decreciente el contenido de las
principales fuentes vegetales; es importante mencionar que las primeras tres fuentes son

plantas no comestibles.

Tabla 1. Principales fuentes que contienen inulina y su contenido en base seca

Fuente Inulina (%)

Agave (Agave spp) 16-25
Diente de Ledn (Taraxacum officinalis) 12-15
Papa de Jerusalén (Helianthus tuberosus) 14-19
Achicoria (Cichorium intybus) 10-15
Ajo comun (Allium sativum) 9-16
Yacon (Smallanthus sonchifolius) 3-19
Alcachofa (Cynara scolymus) 3-10
Puerro (Allium porrum) 3-10
Cebolla Morada (Allium cepa) 2-6

Esparrago (Asparagus officinalis) 2-3

Fuente: Fisher Rosemary, 1999, Journal of Nutrition

El consumo de fuentes de fibra alimenticia resulta benéfico porque diferentes tipos de

fibra proporcionan beneficios especificos y actian de distinta manera en el organismo.
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La produccién a nivel industrial la inulina y sus derivados y fructooligosacdridos se obtiene
exclusivamente de la raiz de la achicoria. También se pueden emplear fuentes naturales
como la cebolla, el ajo o el puerro entre otros; que resultan, en otras propiedades, muy
beneficiosos para la salud. Estas fuentes, ademads de tener las propiedades clasicas de las
fibras alimentarias para regular el transito intestinal, contribuyen a la estimulacion de las
defensas naturales de la flora intestinal (efecto bifidus), asi como ayudar a reducir los niveles
de colesterol y los indices de azucar en el tracto sanguineo. (Van Laere, 2002).

El buen funcionamiento del sistema digestivo es clave en la absorcidn de las sustancias
benéficas y nutrientes de los alimentos, lo que repercute en la salud y el bienestar general

del organismo. (Roberts, 2004)

Se han desarrollado métodos de extracciéon de inulina a nivel laboratorio para su
cuantificacion en fuentes naturales. Sin embargo, son pocos los métodos analiticos para

llevar a cabo una extraccién de inulina a nivel industrial. (Roberts, 2004)

2.3 Métodos de Extraccion

La Asociacién Oficial de Quimicos Analiticos de Estados Unidos (AOAC, por sus siglas en
ingles) publica métodos para la extraccidon cuantitativa de inulina proponiendo un método,
empleando un equipo de cromatografia de intercambio idnico (1996) o un equipo de
cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) (1996). Posteriormente se propone un
método enzimatico-espectrofotométrico (1997) caracterizandose por ser un método
enzimatico-colorimétrico. Hoy en dia se recomienda determinar el contenido de fibra
dietética y de inulina por medio de métodos oficiales y disponibles. (AOAC, 997.03 y 999.03)

Existe un método en particular (AOAC 998.07) este es un método general y dptimo a nivel
laboratorio de extraccion de inulina que se caracteriza porque cuantifica el contenido de

inulina, derivados de inulina (fructanos) y glucosa. Este método se basa en 3 pasos:
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1. Extraccion
1.1 Se realiza con agua hirviendo a pH= 6.6 — 8.0.
1.2 La solucion se mantiene en agitaciéon a T= 80 2C durante t= 10 min.
2. Hidrdlisis por Accion Enzimdtica
Se emplea la enzima amiloglucosidasa a T= 60 2C y t= 30 min bajo agitacidn.

3. Determinacion de Azucares por Cromatografia

AOAC 997.08 especifica que debe emplearse un equipo de HPLC. (AOAC, 9980.07 y 997.08)

Obtencidn de solucidon acuosa a partir de la muestra del producto

'

Extraccién de fructanos Paso 1:

Agua hirviendo y agitacién

!

Extraccion de fructanos Paso 2:
Agitacién a T= 85 2C por 10 min

|
v

Hidrolisis Enzimatica 1: con amiloglucosidasa
pH 4.5, a 60 2C por 30 min

A 4

Hidrdlisis Enzimatica 2: con inulinasa,
a 60 °C por 30 min

v v v
Determinacion por Determinacion por Determinacion por
Cromatografia de glucosa. Cromatografia de glucosa. Cromatografia de glucosa.
Fructosa y sacarosa (Inicial). Fructosa y sacarosa (Media). Fructosa y sacarosa (Final).

Figura 2. Método de Determinacién de Fructanos
Fuente: AOAC, 9980.07 y 997.08

Existe un método de inulina cuantitativo general a nivel industrial para la planta de

achicoria basandose en una extraccion de agua caliente, posteriormente se hace una
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purificacién y un secado para la obtenciéon de un concentrado rico en inulina. En la Figura 2

se presenta el diagrama de trabajo del proceso de extraccién de inulina y sus derivados.

(Madrigal y Sangronis, 2007).

Algunos de otros métodos que se reportan comprenden etapas de filtracidon y

ultrafiltracion, precipitacidon con diferentes disolventes organicos y secado. Lo que tienen en

comun dichos métodos es la solubilidad y aislamiento de la inulina de la matriz alimenticia.

En la Figura 3 se presenta de manera grafica el proceso de extraccién de inulina y sus

derivados a partir de fuentes naturales a nivel industrial. Dicho método es el procedimiento

actual mas empleado. (Madrigal y Sangronis, 2007).

Raices de achicoria lavadas y rebanadas

Hidrdlisis
enzimatica parcial

'

Extraccién por difusion
en agua caliente

Secado de la

pulpa resultante

'

A

A 4

Purificacién por carbonatacion acidica

Alimentacion
animal

Precipitado carbonatado

v

rico en péptidos y coloides

»| Usoen
agricultura

Inulina base o cruda

—>

l

Remocion de fraccidn de bajo
GP (<10) por separacion fisica

A 4
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Figura 3. Procesos de Obtencién Industrial de Inulina

Fuente: Madrigal y Sangronis, 2007
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Respecto a la extraccién cuantitativa de inulina se proponen cuatro métodos diferentes,

gue a continuacion se explican brevemente:

Meétodo #1 — Ultrafiltracion

La ultrafiltracién, conocida comunmente como UF, es un método de separaciéon fisica
empleando una membrana con determinado tamafo de poro que consiste en la aplicacion
de presién por medio de un gas impulsando a los sdélidos en suspensidn para producir una
solucion de alta pureza y baja densidad de sedimento. Cabe mencionar que el proceso de
filtracion con membranas se ha convertido rapidamente en la opcién preferida para el
tratamiento de soluciones acuosas. Los desarrollos recientes en los tipos y configuraciones
han incrementado la viabilidad econédmica y técnica en aplicaciones de grandes volumenes.

(Arnal, 2008)

Meétodo #2 — Sistema de Filtraciones con Celita

El sistema de filtracién provee una barrera fisica entre el alimento y la solucién producto. La
calidad del filtrado de la membrana es directamente proporcional al tamafio de poro. Dado
que el proceso de separacién estd basado en el tamafo, considerables variaciones en el
alimento tales como turbidez o tamafio de particulas, afectan en la calidad de la solucién

final.

La celita, o también conocida como tierra de diatomeas, es un coadyuvante de filtracién
que consiste en silice finamente pulverizada. Tiene una gran superficie y puede ser de mucha
utilidad en ciertas operaciones de la filtracion. Son agentes filtrantes que se utilizan para
retener sobre la superficie del filtro particulas provocando efectos deseados en el filtrado.

En algunos casos, la tierra de diatomeas va a acompanada de fibras de celulosa para
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incrementar la efectividad del sistema y la calidad de la solucidn filtrada. (Osmanlioglu,

2006)

Meétodo #3 — Filtracion Agua 80% / EtOH 20%

Con el mismo principio de un sistema de filtraciones, se genera una barrera fisica para la
remocion de los solidos de diferentes tamafios y obtener una solucién concentrada en
inulina y fructooligosacéridos. La caracteristica de este método radica en tener un medio de
solucion acuoso/alcohdlico (Agua 80%/ Etanol 20%); ya que la fibra dietética esta
conformada por una parte soluble y una fraccién insoluble, la funcién del etanol es modificar
la constante dieléctrica del medio y, por lo tanto, disminuir la solubilidad de la fraccién
insoluble y hidratos de carbono no celuldsicos favoreciendo la extraccion mayoritaria y

exclusiva de inulina y fructooligosacaridos.

Método #4 — Proceso de Extraccion con Secado como Operacion Unitaria

El proceso de secado no se considera estrictamente un método de extraccidn. El secado es
una operacion unitaria que consiste en separar cantidades de agua u otro disolvente de un
material sélido con el fin de reducir el contenido de liquido residual hasta un valor
aceptablemente bajo. El secado es habitualmente la etapa final de una serie operaciones

unitarias.

El secado por bandejas o secado en estufa convencional es el tipo de secado mas comun
que consiste en un gabinete de tamafio suficientemente grande para alojar los materiales a
secar, en el cual se hace correr suficiente cantidad de aire caliente y seco con ayuda de un

ventilador para dispersar el gas y hacer que el secado sea mas efectivo. (Park, 2007)
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2.4 Caracteristicas Generales de la Cebolla

Cebolla es el nombre comun que se le asigna al género de hierbas bianuales de la familia
Liliaceas y del genero Allium, cultivada en regiones templadas y subtropicales desde hace
miles de afios. La cebolla es una planta bulbosa con hojas cilindricas largas, huecas vy
engrosadas en la base que constituyen la mayor parte del bulbo. Las flores, blancas o
rosadas y dispuestas en umbelas, tienen seis sépalos, seis pétalos, seis estambres y un solo
pistilo (Ramirez, 2006). Los frutos son pequefias capsulas llenas de semillas muy pequefias.
Ciertas variedades forman en lugar de flores unos bulbillos que pueden enterrarse para
obtener nuevas plantas. La planta de la cebolla contiene esencias volatiles sulfurosas que le
confieren el sabor pungente caracteristico y la sensacién de ardor en los ojos; uno de los
componentes de estas esencias se disuelven con rapidez en agua y produce acido sulfurico;
éste puede formarse en la pelicula lacrimal que recubre el ojo, y por eso produce lagrimeo al

cortar la cebolla. (Schneeman, 1990)

Las cebollas se obtienen con facilidad a partir de semillas, que se siembran directamente
en el terreno o en semillero para obtener bulbos pequefios. La cebolla es tolerante en
cuanto a temperatura, y puede plantarse a lo largo de todo el aio si el suelo se mantiene
rico y humedo. Se siembra entre cuatro y seis semanas antes de las ultimas heladas de
primavera o se planta a finales del verano para cosechar en otofio. (Schneeman, 1990)

La produccién mundial de cebolla morada en el 2007 superé los 60 millones de toneladas
(Fuente: FAQ), con una tendencia a aumentar para los préximos afios. México contribuye

con una produccion menor al 2%.
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China
31%

India
122

Figura 4. Participacion Mundial de Produccién de Cebolla Morada
Fuente: FAO, 2007

En México, la cebolla morada se encuentra entre las cinco hortalizas mas importantes en
cuanto a la superficie sembrada; en el 2007, la superficie destinada al cultivo de cebolla era
de 48,703 hectdreas (Fundacion Produce Chihuahua A. C.) y el 95% de la produccién es de
riego. Para el 2007 se obtuvo un volumen de 1.38 millones de toneladas y para el 2008 se

estimo una produccién de 1.35 millones de toneladas.
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Figura 5. Dindmica de la Cadena Agro-Alimentaria de Cebolla Morada en el Estado de
Chihuahua
Fuente: Fundacidn Produce Chihuahua, 2007

Ya que México se encuentra dentro de los mejores productores de cebolla morada, se
pretende emplear este tubérculo como fuente natural principal para la extraccion potencial

de inulina. (Selvendran, 1995)
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2.5 Valor Nutricional de la Cebolla Morada

Se trata de un alimento con alto porcentaje de agua, a lo que se atribuye su bajo contenido

en lipidos y, por consecuencia, su bajo valor energético. Respecto a las sales minerales, es

una fuente rica en potasio, calcio, fosforo, magnesio y sodio. Tiene un minimo contenido de

proteina del cual sobresale el dcido glutdmico. Cabe destacar que la cebolla morada contiene

micronutrientes de los cuales los mas importantes son la riboflavina (Vitamina B2) y tiamina

(Vitamina B1). (Marian, 2008).

En la siguiente Tabla 2 se muestra el contenido de nutrientes en 100 gramos de bulbo

Tabla 2. Analisis Bromatoldgico de la Cebolla Morada

crudo:

NUTRIENTES

Agua 86¢g

Glucidos 10g

Proteinas l4g

Lipidos 0.2g

Celulosa 08¢g
Potasio 180 mg
Azufre 70 mg
Fésforo 44 mg
Calcio 32mg
Acido ascérbico 28 mg
Cloro 25 mg
Magnesio 16 mg

CONTENIDO POR 100 g DE MUESTRA

Fuente: FAO, 2000

Sodio
Hierro
Nicotinamida

Manganeso

Acido pantoténico

Cobre
Zinc
Riboflavina
Tiamina
Carotenoides
Yodo

Energia

7 mg
0.50 mg
0.50 mg
0.25mg
0.20 mg
0.10 mg
0.08 mg
0.07 mg
0.05 mg
0.03 mg
0.02 mg

25 — 30 Kcal
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3. OBIJETIVOS

Objetivo General

v’ Establecer un método de extraccion de inulina de bajo costo y viable como propuesta

a nivel laboratorio proveniente de cebolla morada.

Objetivo Especifico

v’ Cuantificar y evaluar el contenido inulina presente en diferentes lotes de cebolla
morada (Allium cepa) obtenidas de diferentes fuentes geograficas por cromatografia
de liquidos de alta eficiencia (CLAR).

v’ Establecer si existe diferencia en el contenido de inulina en funcién de la procedencia
de la cebolla morada.

v Evaluar diferentes métodos de extraccién de inulina reportados en la literatura de

acuerdo a condiciones de extraccidén y porcentaje de recobro o eficiencia.
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4. Metodologia

El proyecto consta de una previa seleccion y colecta de material biolégico (Cebolla Morada
[Allium cepa]) en diferentes regiones geograficas.

El material bioldgico se somete a un acondicionamiento para facilitar y favorecer el
secado y rebanado del mismo. Posteriormente se lleva a cabo la extraccion y cuantificacion

de inulina, asi como la determinacién de Fibra Dietética.

Diagrama 1. Diagrama general de investigacion

Investigacion Bibliografica y
Seleccion de Fuente Natural
Colecta de Material Biolégico
Cebolla Morada (Allium cepa)

l

Acondicionamiento de la

Muestra (lavado y rebanado)

l

Secado T= 65-70 2C/tiempo (6-7 horas)

Determinacion de | |
Humedad original l
Molienda de cebolla morada seca. Determinacién de Fibra
o —> L
Tamafio de malla 2 mm Dietética Total

A 4

Extraccion de Inulina

|
v v

> <—
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muestra (solubilizacidn y
extraccién, centrifugacion,
pasteurizacién)

Acondicionamiento de la muestra
(solubilizacidn)

l

l

Acondicionamiento de la
muestra (extraccion,
filtracidn con papel filtro)
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grandes y particulas

pequenas por filtracion)

Sistema de Filtraciones
(extraccion, filtracion con pafio,
filtracion con papel filtro,
filtracion con Celita)

l

Centrifugacion T=4 °C,
Vel=10,000 rpm, t= 20

min

Extraccion 100% agua

Extraccion Agua 80% / Agua 20%

Ultrafiltracion

Evaporacion T=65-70 °C

Secado T=80 °C

Cuantificacién de inulina
por CLAR

Anadlisis Estadistico, Resultados,
Discusion y Conclusiones.
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4.1 Muestras
La material biolégico estudiado fue cebolla morada comestible (Allium cepa) que fue
recolectada de diferentes puntos de venta como mercados, tianguis, supermercados,
centrales de abasto localizados en diferentes puntos del Distrito Federal y Area
Metropolitana.

Tabla 3. Numero de Replicas y procedencia de adquisicién de los diferentes lotes analizados

LOTE PROCEDENCIA

El lote fue comprado en Tienda UNAM, dicho establecimiento es surtido por
la Central de Abastos con sucursal en La Viga. La mayor parte de la cebolla
1 morada es cultivada en Puebla y Tlaxcala.

Este lote fue comprado en la Central de Abastos de Texcoco. Los
comerciantes tiene contacto directo de compra/venta con agricultores del
2 sur del Estado de México.

Los cultivos de cebolla morada se localizan en Texas. Por medio del consorcio
Walt Mart, son importados y distribuidos en cada sucursal, incluyendo
3 Superama.

El lote fue adquirido en un tianguis que se pone todos los domingos en la
colonia Valle Ceylan del municipio de Tlalnepantla, Estado de México.

4
El lote fue comprado en un tianguis que se pone todos los sabados en la
colonia Parque Residencial Coacalco, municipio de Coacalco, Estado de
5 México.
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.

Figura 5. Cebolla morad (Allium cep?z)“

4.2 Acondicionamiento
Debido a que la cebolla morada es un producto vegetal con un contenido de humedad que
va de 86-90%, se sometid a un proceso de secado en estufa convencional con aireacién de
acuerdo al método propuesto por la AOAC (925.10).
4.2.1 Materiales y Reactivos

a) Estufa con temperatura controlada y aeracién Lab-line Imperial 3.

b) Balanza analitica y/o granataria.

c) Molino de acero inoxidable Thomas-Whiley Modelo 4.

4.2.2 Procedimiento

v" Se coloca la muestra en la estufa a temperatura controlada (55-60 °C).

v' Las muestras secas se muelen en un molino de acero inoxidable Thomas-WILEY
Modelo 4; la harina obtenida se homogeneiza por medio de una malla de 2 mm vy se
almacenan en recipiente de plastico en un lugar seco y fresco.

4.3 Determinacion de Fibra Dietética Total (AOAC, 162. Ed?).
El fundamento de este ensayo parte de medir el contenido de fibra dietética de los
alimentos usando una combinacién de métodos enzimaticos y gravimétricos. La
determinacién de la fibra dietética se lleva a cabo tratando muestras secas y desengrasadas.
Primeramente, la muestra se trata con a-amilasa (termoestable) para hidrolizar el almidén e

hidratos de carbono amildceos, posteriormente se digieren enzimdaticamente con proteasa y
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amiloglucosidasa para eliminar la proteina y almiddon presente en la muestra. La fibra

dietética insoluble se precipita con etanol y etanol/acetona. Después se secan los residuos,

se pesan y se determina el contenido de proteina y cenizas.

4.3.1 Materiales y Reactivos

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)
h)
i)
j)

k)

Crisol Gooch: Porosidad #2 (porosidad= 40-60 um)

Fuente de vacio con trampa para prevenir contaminacion.

Horno a 105 °C u horno de vacio a 70 °C

Desecador

Mufla

Bafio de agua hirviendo (90-92 °C) y bafio de agua a 60 °C con agitacién

Vasos de precipitados de 100 mL

Balanza analitica sensibilidad 0.01 g

Potencidémetro calibrado con buffer estandar de pH=4 y pH=7

Micropipetas

Termodmetro (-10 °C a 100 °C)

Kit Total Dietary Assay (SIGMA TDF-100A). Conservar en refrigeracién
* O-amilasa, estable al calor (10 mL); (SIGMA A 3306)
* Proteasa de Bacillus licheniformis (500 mg); (SIGMA P 3910)

* Amiloglucosidasa de Aspergillus niger (10 mL); (SIGMA A 9913)

Preparacion de Reactivos

» Amortiguador de fosfatos, 0.08 M, pH=6. Se disolvieron 1.4 g Na2HPO4 anhidro, y
8.4 g NaH2PO4 anhidro en aproximadamente 700 mL de agua destilada. Se diluyd
sin llevar al aforo con agua. Se verificd el pH y se ajusto con NaOH, se aforé a un
litro y se mezclé.
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» Etanol 78%. Medir 207 mL de agua en un matraz volumétrico de 1L y aforar con
etanol a 95%. Mezclar

» Solucién de NaOH, 0.275 N. Se diluyeron 275 mL de solucién de NaOH 1.0 N y se
llevo a un aforo de 1 litro en un matraz volumétrico. Se guardo en frasco bien
tapado a temperatura ambiente.

» Solucién de HCI, 0.325 N. se diluyeron 325 mL de solucion de HCI 1.0 N vy se llevo
a un aforo de 1 litro en un matraz volumétrico. Se guardo en frasco tapado a

temperatura ambiente.

4.3.2 Procedimiento

v

Realizar la determinacién por cuadruplicado para la muestra y un blanco (para tener
duplicados para realizar la determinacion de proteina y cenizas).
Preparacion de crisoles. Lavar los crisoles Gooch, secarlos, calentarlos a 405 °C y
posteriormente enfriarlos. Agregar 0.5 g de Celita a cada crisol y secar a T= 130 °C
hasta peso constante. Registra peso como “Celita + crisol” (P1).
Preparacion de la muestra. Si el contenido de grasa de la muestra es mayor al 10%,
desengrasar con éter de petrdleo. Homogeneizar la muestra vy, si es necesario, moler
con una malla de 0.3-0.5 mm.
Determinacién de la fibra dietética. Pesar 4 muestras y 4 blancos de 0.5 g de cada
material por analizar y colocar en vaso de precipitados. Registrar los pesos.
Hidrdlisis enzimatica.

0 Agregar a cada vaso 25 mL de buffer de fosfatos pH=6.0.

0 Agregar a cada vaso 0.05 mL de a-amilasa termoestable (SIGMA A 3306) y

agitar bien. Cubrir cada vaso con papel aluminio y colocarlo en un bafio de
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agua hirviendo (90-92 °C) con agitacion cada 5 minutos durante 15 minutos
de incubacion.

Dejar enfriar las soluciones y ajustar pH=7.5+0.2 agregando 0.5 mL NaOH
0.275 N a cada vaso.

Agregar 0.1 mL de proteasa (SIGMA P 3910) de concentracién 25 mg/mL a de
cada vaso.

Cubrir cada vaso con papel aluminio y colocarlo en bano de agua a 60 °C con
agitacion continua, incubar durante 30 minutos a partir de que la solucion
alcance los 60 °C.

Se enfrian las soluciones a temperatura ambiente. Ajustar pH=4.0-4.6
agregando 5 mL de HCl 0.325 mL a cada vaso.

Agregar 0.05 mL de amiloglucosidasa (SIGMA A 9913) a cada vaso. Cubrir cada
vaso con papel aluminio y colocarlo en un bafio de agua a 60 °C con agitacién.
Incubar por 30 minutos después de que la solucién llegue a 60 °C.

Agregar 125 mL de etanol 95% y dejar reposar toda la noche a T=T amb para

sedimentar la fibra dietética soluble

Filtracion. Montar un sistema de filtracion para cada crisol Gooch. Humedecer y

redistribuir la Celita. Aplicar succidn suave.

Lavar el residuo con 3 porciones de 10 mL de etanol 78%, 2 porciones de 5 mL de

etanol 95% y 2 porciones de 5 mL de acetona.

Secar los crisoles que contienen los residuos durante toda la noche en estufa.

Enfriar los crisoles en un desecador y registrar los pesos como “residuo + Celita +

crisol” (P2).
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v Determinacion de cenizas. Calcinar a T= 450 °C durante 5 horas hasta peso constante.

Enfriar en el desecador y pesar registrando como “cenizas + Celita + crisol” (P3).
y

v' Determinacidn de proteina. Determinar el contenido de proteina por el método de

Kjeldahl (AOAC 1995). Usar el factor de 6.25 para convertir el nitréogeno.

Diagrama 2. Diagrama de Analisis de Fibra Dietética Total (FDT)

Muestra seca y desengrasada (>10%)

A

: Por cuadruplicado

Muestra con buffer de fosfato,
a-amilasa, pH=6.
Incubar T=95 °C, t= 15 min

\ 4

Incubar la mezcla con proteasa
pH=7.5. Incubar T= 60 °C, t= 30

\ 4

Incubar la mezcla con amiloglucosidasa
pH=4.5. Incubar T= 60 °C. t= 30 min

!

Precipitar la muestra con etanol.

v

Residuo de FDT (lavar el residuo
con etanol y acetona)

'

Filtrado acuoso con etanol

A

y

Secar el resi

duo y pesar

A 4

Filtrado mezcla de etanol/acetona

A

y

Determinar proteina por
duplicado (método de Kjeldahl)

!

Determinar cenizas por

\ duplicado (t= 5 horas, T= 450 °C)

Calculo de Fibra Dietética Total (FDT)
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4.3.3 Calculo de Fibra Dietética Total
Para calcular el % de Fibra Dietética Total se requiere el dato de masa del residuo
posterior al tratamiento enzimatico, la cantidad de muestra, cenizas y proteina del mismo

residuo. A los siguientes datos se le restaron su respectivo blanco.

Tabla 4. Datos requeridos para el calculo de FDT

Masa Promedio (g)

Muestra 0.5072
Residuo 0.1117
Cenizas 0.02445
Proteina 9.0550E™

Se emplea la siguiente ecuacion

% Fibra Dietética Total =(R—P—-C) X 100
M

Donde:

R — Masa de residuo de la muestra (g)
P —Masa de proteina (g)

C — Masa de cenizas (g)

M — Masa de muestra total (g)
Sustituyendo:

% Fibra Dietética Total = (0.1117 — 9.05507E* — 0.02445 ) X 100
0.5072

% Fibra Dietética Total =17.02 %

4.4 Extraccion de Inulina

Debido a que la inulina se encuentra ligada a otras macromoléculas y componentes dentro
de una matriz compleja de nutrimentos, es necesario someter la muestra a un tratamiento
enzimatico con el cual se dispone y aisla la inulina y otros fructooligosacaridos.
Posteriormente, la cuantificacidn se realiza en un equipo de CLAR empleando una columna
de exclusion molecular. A partir de los cromatogramas se obtienen las areas que
corresponden a cada hidrato de carbono cuantificado y por correlacidén con una curva patrén
se conocera la concentracion de inulina en cada uno de los lotes.
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Se toma una muestra de la fibra soluble para su extraccion y purificacidn. La extraccion se
lleva a cabo con una digestién enzimdtica con O-amilasa, después con proteasa vy
amiloglucosidasa. Por medio de una filtracion con una membrana de Nylon se realiza la
purificacion obteniéndose una solucion donde se determina el contenido de inulina y
fructoolisacaridos empleando un equipo de HPLC.

4.4.1. Materiales y reactivos
a) Vasos de precipitados 100 mL
b) Fuente de vacio con trampa
c) Incubadora 35-100 °C
d) Parrilla de agitacion CIMAREC Modelo Sp131635
e) Kit Total Dietary Assay (SIGMA TDF-100A). Conservar en refrigeracion
e (O-amilasa, estable al calor (10 mL); (SIGMA A 3306)
* Proteasa de Bacillus licheniformis (500 mg); (SIGMA P 3910)
* Amiloglucosidasa de Aspergillus niger (10 mL); (SIGMA A 9913)
Preparacion de Reactivos
v' Amortiguador de fosfatos, 0.08 M, pH=6. Se disolvieron 1.4 g Na2HPO4 anhidro, y 8.4
g NaH2PO4 anhidro en aproximadamente 700 mL de agua destilada. Se diluyd sin
llevar al aforo con agua. Se verificé el pH y se ajusto con NaOH, se aforé a un litro y se
mezclo.
v" Solucion de NaOH, 0.275 N. Se diluyeron 275 mL de solucion de NaOH 1.0 N y se llevo
a un aforo de 1 litro en un matraz volumétrico. Se guardo en frasco bien tapado a

temperatura ambiente.
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v

Solucién de HCI, 0.325 N. se diluyeron 325 mL de solucién de HCI 1.0 N a y se llevo a
un aforo de 1 litro en un matraz volumétrico. Se guardo en frasco tapado a

temperatura ambiente.

4.4.2 Procedimiento

>

Hidrdlisis enzimatica

Se pesa por triplicado 0.5 g de cada muestra a analizar y se coloca en vasos de
precipitados de 100 mL. Anotar el peso.

Agregar a cada vaso 25 mL de amortiguador de fosfatos pH=6.0.

Agregar a cada vaso 0.05 mL de a-amilasa termoestable (SIGMA A 3306) y agitar
bien. Cubrir cada vaso con papel aluminio y colocarlo en un bafio de agua hirviendo
(90-92 °C) con agitacion cada 5 minutos durante 15 minutos de incubacion.

Dejar enfriar las soluciones y ajustar pH=7.5+/-0.2 agregando 0.5 mL NaOH 0.275 N a
cada vaso.

Agregar 0.1 mL de proteasa (SIGMA P 3910) de concentracidon 25 mg/mL a de cada
vaso.

Cubrir cada vaso con papel aluminio y colocarlo en bafio de agua a 60 °C con
agitacidon continua, incubar durante 30 minutos a partir de que la solucién alcance los
60 °C.

Se enfrian las soluciones a temperatura ambiente. Ajustar pH=4.0-4.6 agregando 5
mL de HCl 0.325 mL a cada vaso.

Agregar 0.05 mL de amiloglucosidasa (SIGMA A 9913) a cada vaso. Cubrir cada vaso
con papel aluminio y colocarlo en un bafio de agua a 60 °C con agitacién. Incubar por
30 minutos después de que la solucién llegue a 60 °C.

Filtracion
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v’ Extraer alicuota de 1-2 mL de solucién de fructoligosacaridos por medio de una

membrana de 0.45 Um para eliminar sdélidos y particulas de mayor tamafio.

Diagrama 3. Diagrama de Analisis de Fibra Dietética Soluble

Muestra: Cebolla Morada
Secay Molida0.5 g

v
25 mL buffer de fosfatos (pH=6.0) + 50 YL 0-amilasa,
incubar en bafio de agua hirviendo/15 min.

l

Enfriar y ajustar pH=7.5+/-0.2

A 4

Anadir 0.05 mL de amiloglucosidasa,
incubar 60 °C/30 min.

Enfriar v aiustar pH= 4.5+/-0.2

)

Anadir 50 L de proteasa.
Incubar 60 °C/30 min

\ 4

Tomar 2 mL de muestra y pasar por
filtro (0.45 pm Nylon)

\ 4

Recibir filtrado en viales y congelar
para su conservacion (0.5 mL)

4.4.3 Curva Patron de Hidratos de Carbono Cuantificados

4.4.3.1 Inulina

Para la cuantificacion de inulina en los diferentes lotes de cebolla morada (Allium cepa) se

elabord una curva patrén a partir de una muestra estandar de dicho hidrato de carbono. En
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la Tabla 5 se presentan las dreas correspondientes a las soluciones estandar de inulina

empleadas para la elaboracion de la curva patrén.

Tabla 5. Concentracidn de las soluciones de inulina y el drea correspondiente

Inulina y FOS (mg/mL) Area
0.2 115001.50
0.4 236079.33
0.6 289966.67
1.0 584726.00
1.5 1070623.33
2.0 1409398.33

, o y = 743367x - 88566
Curva Patron Inulina R? = 0.9886
1600000
1400000 /.
1200000
1000000
©
2 800000
<
600000
400000
0
0 0.5 1 1.5 2 2.5
Concentracion de Inulina (mg/mL)

Figura 6. Curva patrén de Inulina

En la Figura 6 se presenta en forma ilustrativa la curva patrén de inulina.

A partir de la ecuacion de regresion final, se despeja x:

x =y + 88566
743367
Se sustituye el drea:
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¢ Muestra Al de cebolla morada

X = 641363 + 88566 = 0.9819 mg inulina /mL
743367

0.9819 mg 25 mL 00 g mtra. ]= 4909.61 mg de inulina
1 mL 0.5 g mtra. 100 g mtra.

4.4.3.2 Glucosa

Para la cuantificacidon de glucosa en los diferentes lotes de cebolla morada (Allium cepa) se
elabord una curva patron a partir de una muestra estandar de dicho hidrato de carbono.
En |la Tabla 6, se presentan las soluciones de glucosa y sus areas respectivas empleadas para

la elaboracion de la curva patrén de dicho carbohidrato.

Tabla 6. Concentracidn de las soluciones de glucosa y el area correspondiente

Glucosa (mg/mL) Area
1 313647.67
2 718514.67
6 1909888.67
7 2189377.33
y = 308074x + 50559
Curva Patron Glucosa R? = 0.9979

2500000
2000000 /

1500000 /

1000000

Area

500000
"/'

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Concentracion de Glucosa (mg/mL)

Figura 7. Curva patrén de Glucosa
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En la Figura 7 se presenta la curva patron de inulina asi como la ecuacion de regresién lineal.
A partir de la ecuacién de regresion final, se despeja x:

x =y —50559
308074

Se realizaron los siguientes cdlculos continuando con el mismo procedimiento para la
determinacién del contenido de glucosa. Se obtiene la ecuacion de regresion lineal donde se
despeja x:

x =y —50559
308074

Se sustituye el area:

¢ Muestra Al de cebolla morada

x = 558959 - 50559 = 1.6502 mg glucosa /mL
308074

1.6502 mg 25 mL 0 g mtra. = 8251.2643 mg de glucosa
1 mL 0.5 g mtra. 100 g mtra.

Una vez que se despejo X de las dos ecuaciones de regresion lineal, se emplearan para
sustituir las areas correspondientes a cada hidrato de carbono y, por correlacion grafica,
conocer la concentracién de inulina y glucosa en cada cromatograma. En base al valor de R
se toma como referencia para indicar que se puede utilizar la ecuacion de regresion lineal
para calcular las concentraciones de inulina y glucosa.

Cada lote se trabajoé por triplicado, muestra A, By C; a su vez, cada muestra se trabajo con

un numero de replicas variado, van de 6 a 9 cromatogramas obtenidos.
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4.5 Determinacidn Cuantitativa de Inulina
Una vez realizada la extraccion acuosa de inulina, se analiza el extracto por medio de un
equipo de CLAR con ayuda de una columna cromatografica de exclusion molecular.
4.5.1 Material y Reactivos
a) Viales Waters de 2 mL
b) Columna Shodex modelo SP0810, 8.0 mm ID X 300 mm
c) Detector de indice de Refraccidn marca Waters modelo 2410
d) Equipo de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) marca Waters
modelo 2695
e) Acetonitrilo grado HPLC
f) Fase movil agua:acetonitrilo (95:05)
g) Solucidn estandar de inulina de achicoria (SIGMA 2326843)
Preparacion de Reactivos
v Prepara 1 L de fase movil: colocar 50 mL de acetonitrilo grado HPLC, en un matraz
aforado de 1 L. Aforar con agua destilada y desionizada grado HPLC.
v Pesar 25 mg de inulina de achicoria, disolverla en agua destilada y desionizada y
aforara 5 mL.
4.5.2 Procedimiento
v Encender el equipo de CLAR y acondicionar la columna Shodex a 65 °C y un flujo
de 0.4 mL/minuto. La temperatura de la muestra permanece a 30 °C. Se purga el
detector de IR con fase mavil durante 30 min.
v" Se inyecta primeramente la solucion estandar de inulina de achicoria (SIGMA
2326843) por quintuplicado y, posteriormente, se inyectan las muestras

purificadas por triplicado.
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Diagrama 4. Diagrama de Determinacion Cuantitativa de Inulina

Muestra congelada en viales (0.5 mL)

l

Descongelamiento de la

Anadlisis en CLAR , .
muestra. Agitar el frasco vial

(100puL de muestra) <« .,
para obtener una solucion
homogénea.
Elaborar curva patrén de
< inulina, glucosa y fructosa.
l (0.2-2 mg/mL)
Cuantificacién porcentual Anélisis de Resultados
- —>
de inulina

Conclusiones

4.6 Métodos Propuestos para la Extraccion de Inulina

Una vez que el material bioldgico se acondiciond (secado y molido) y se conoce la
concentracion de inulina en cada uno de los lotes estudiados; se procede a realizar la
extraccion de inulina con aquel lote que presentd la mayor concentracion de inulina, asi
como su cuantificacién con cada uno de los métodos propuestos y determinar cual método
de extraccion da mayor rendimiento.
4.6.1 Método de Ultrdfiltracion

Es un método de extracciéon de inulina que emplea una membrana con determinado
tamafio de poro tal que, aplicando una presion positiva con un gas inerte a la muestra,
permita la separacion de una solucién rica en inulina.

% Materiales y Reactivos
a) Parrilla de agitacion CIMAREC Modelo Sp131635
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b)
c)

d)

f)

g)

h)

*0

Vaso de precipitados Pyrex 1 Litro.

Centrifuga Sorvall RC-5B

Autoclave PS/RSV Series

Celda de Ultrafiltracion Amicon Modelo 8400

Membrana de Ultrafiltraciéon

Equipo de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) marca Waters
modelo 2695

Agua destilada y desionizada

Procedimiento

Pesar 20 g de material bioldgico acondicionado y colocarlo en un vaso de
precipitados de 1 L.

Agregar 200 mL de agua destilada y desionizada.

Colocar el vaso de precipitados de 1 L en una parrilla eléctrica y llevar la solucién
acuosa a T=70-80 °C durante 15 min.

Después de la solubilizacién de la inulina, enfriar la solucién acuosa a T=T amb
Centrifugar la solucién acuosa a Vel= 200 rpm y recolectar el sobrenadante.
Pasteurizar el sobrenadante (T= 121 °C, P= 1.48 atm, t= 15 min) para la hidrdlisis de
proteinas y la desnaturalizacién de enzimas.

Ultrafiltrar la solucion acuosa empleando una celda de ultrafiltracion y una
membrana.

Cuantificar el contenido de inulina por CLAR
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Diagrama 5. Extraccion de Inulina por el Método de Ultrafiltracion

Material Biolégico Acondicionado
(Secado y Molido)

|

Solubilizacion de Inulina en medio acuoso
(T=70-80 °C, t= 15 min Vol H20= 200 mL)

, Enfriado T= Tamb

Centrifugado de solucién
acuosa (Vel. =200 rpm)

I Recoleccion de Sobrenadante

Pasteurizacion de sobrenadante
(T=121 °C, P=1.48 atm, t= 15 min)

A 4

Ultrafiltracion de

solucién acuosa en celda

Cuantificacién de Inulina por CLAR

4.6.2 Sistema de Filtraciones con Celita Proceso #1.

Es un método de extraccion de inulina que consiste en obtener una muestra con alta

concentracion de inulina a través de un filtro de Celita con el fin de minimizar el tiempo de

extraccion de inulina.
% Materiales y Reactivos
a) Vaso de precipitados 1 Litro
b) Parrilla de agitacion CIMAREC Modelo Sp131635
c) Crisol Gooch Porosidad #2

d) Fuente de vacio con trampa
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e)
f)
g)
h)
i)
j)

Embudo de filtracion

Trozo de pafio 20X20 cm (50 hilos/pulgada?)

Papel filtro (Porosidad= 15-20 um) (50 equivalentes Whatman)

Celita (99.99 % pureza, Catdlogo 124K8813, Marca Sigma)

Estufa con temperatura controlada y aeracion Lab-line imperial 3

Equipo de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) marca Waters
modelo 2695

Procedimiento

Pesar 20 g de material bioldgico acondicionado y colocarlo en un recipiente de peltre
de 1 L con tapa.

Agregar 40 mL de agua destilada y desionizada.

Colocar el recipiente de peltre de 1 L en una parrilla eléctrica y tapar. Llevar la
solucion acuosa a T=70-80 °C durante 1 hr.

Posteriormente, filtrar empleando un pafio como medio filtrante.

Filtrar por segunda ocasién empleando papel filtro (Porosidad= 15-20 um).

Por ultimo, filtrar empleando una capa de Celita.

Evaporar la mayor cantidad de agua (50-70 %) a T= 70 °C

Secar la solucién acuosa T= 80 °C hasta obtener una pasta.

Cuantificar el contenido de inulina por CLAR.
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Diagrama 6. Extraccion de Inulina por el Método de Sistema de Filtracion con Celita
Proceso #1

Material Biolégico Acondicionado
(Secado y Molido)

!

Solubilizacién de Inulina en caldera vaporizada
(T=75-80 °C, t= 1 hr VolH20= 2Kg H20/1Kg mtra)

A 4

Filtracidn en pafno

l

Filtracidn en papel filtro

l

Filtracién en Celita

!

Evaporacion de agua (T=70 °C)

I

Secado (T= 80 °C)

A 4

Cuantificacion de Inulina por CLAR

4.6.3 Modificaciones al Sistema de Filtraciones con Celita. Proceso #2
Se realizaron modificaciones al procedimiento experimental con el fin de minimizar el
grado de desnaturalizacidon de inulina y obtener un mayor recobro de dicho prebidtico
mediante la extraccion con filtracion con Celita.
+* Procedimiento
v Pesar 20 g de material biolégico acondicionado y colocarlo en un vaso de

precipitados de 1 L.

v" Agregar 80 mL de agua destilada y desionizada.
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v Colocar el vaso de precipitados de 1 L en una parrilla eléctrica. Llevar la solucion
acuosa a T=80+2 °Cdurante 1 hr.

v’ Posteriormente, filtrar empleando un pafio como medio filtrante.

v Realizar serie de lavados (2-3) con agua destilada y desionizada caliente (T=80°C).

v" Filtrar por segunda ocasiéon empleando papel filtro (Porosidad= 15-20 um).

v Realizar una serie de lavados (2-3) con agua destilada y desionizada tibia (T=45-50°C).

v’ Por ultimo, filtrar empleando una capa de Celita.

v" Realizar una serie de lavados (2-3) con agua destilada y desionizada T=T amb

v Liofilizar la solucién acuosa T=-50 °C, t= 16 hr, P= 100 mTorr

v" Cuantificar el contenido de inulina por CLAR.

Diagrama 7. Extraccion de Inulina por el Método de Sistema de Filtracion con Celita
Proceso #2

Material Biolégico Acondicionado
(Secado y Molido)

!

Solubilizacién de Inulina en medio acuoso con agitacion
(T=80%2 °C, t= 1 hr Vol H20= 4Kg H20/1Kg mtra)

A 4

Filtracidn en pafio

A 4

Lavados con agua caliente (T= 80 °C)

.

Filtracidn en papel filtro

v
Lavados con agua tibia (T= 45-50 °C)

y

Filtracién en Celita

|

A
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A

|

Lavados con agua (T=T amb)

v
Liofilizacion (T=-50 °C,
P= 100 mTorr, t= 16hr)

!

Cuantificacién de Inulina por CLAR

4.6.4 Método de Filtracion Agua 80/ EtOH 20

Método de extraccion de inulina que se caracteriza por emplear como medio de

extraccion una solucidén acuoso/alcohdlica. La funcidon del etanol es modificar la constante

dieléctrica del medio para favorecer la extraccion de la fraccion soluble de la fibra dietética

gue es donde se encuentra la inulina.

% Material y Reactivos

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)

h)

Vaso de precipitados 1 Litro

Parrilla de agitacion CIMAREC Modelo Sp131635

Crisol Gooch Porosidad #2

Fuente de vacio con trampa

Embudo de filtracion

Trozo de pafio 20X20 cm (50 hilos/pulgada?)

Papel filtro (Porosidad= 15-20 um) (equivalente Whatman #50)

Celita (99.99% pureza, Catdlogo 124K8813, Marca Sigma)

Estufa de vacio con temperatura controlada y aeracion Lab-Linea Duo-Vac Oven

Modelo 3620
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j) Equipo de cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) marca Waters modelo

2695

** Procedimiento

v' Pesar 20 g de material bioldgico acondicionado y colocarlo en un vaso de

precipitados de 1 L.

v" Agregar 40 mL de solucion alcohdlica (80 mL de agua destilada y desionizada y 20 mL

de Etanol 20%).

v" Colocar el vaso de precipitados de 1 L en una parrilla eléctrica. Llevar la solucién

alcohdlica a T= 75-80 °C durante 1 hr.

v" Posteriormente, filtrar empleando un pafio como medio filtrante.

v’ Filtrar por segunda ocasién empleando papel filtro (Porosidad= 15-20 pum).
v" Por ultimo, filtrar empleando una capa de Celita.

v" Evaporar la mayor cantidad de agua (50-70%) en estufa de vacio a T= 60 °C

v Secar la soluciéon acuosa T= 80 °C hasta obtener una pasta.

v’ Cuantificar el contenido de inulina por CLAR.

Diagrama 8. Extraccion de Inulina por el Método de Filtracion Agua 80/EtOH 20

Material Biolégico Acondicionado
(Secado y Molido)

l

20%)= 2Kg Sol. /1Kg mtra

Solubilizacién de Inulina en caldera vaporizada
(T=75-80 °C, t=1 hr, Vol solucion alcohélica (EtOH

)

A

y

Filtracidn en pafio

l

A
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A

|

Filtracion en papel filtro

l

Filtracion en Celita

l

Lavado con agua 80/EtOH20 (T= T amb)

l

Evaporacion en estufa de Vacio (T= 60 °C)

A 4

Cuantificacion de Inulina por CLAR

4.6.5 Método de Secado

El proceso de secado se considera una operacién unitaria que consiste en separar grandes
cantidades de agua de un material solido hasta obtener un valor aceptablemente bajo de
humedad.

% Materiales y Reactivos

a) Vaso de precipitados 1 Litro

b) Parrilla de agitacion CIMAREC Modelo Sp131635

c) Crisol Gooch Porosidad #2

d) Fuente de vacio con trampa

e) Embudo de filtracion

f) Trozo de pafio 20X20 cm (50 hilos/pulgada?)

g) Papelfiltro (Porosidad= 15-20 pum) (equivalente Whatman #50)

h) Estufa con temperatura controlada y aeraciéon Lab-line imperial 3
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Equipo de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) marca Waters

modelo 2695

Procedimiento

Pesar 20 g de material bioldgico y colocarlo en un vaso de precipitados de 1 L.
Agregar 300 mL de agua destilada y desionizada.

Filtrar empleando papel filtro (porosidad 20-25 pm)

Filtrar por segunda ocasién empleando papel filtro (porosidad 15-20 pm)
Centrifugacion de solucién acuosa T=4 °C, Vel= 10,000 rpm t= 20 min

Secado de la solucién acuosa T= 80 °C hasta obtener un grumos.

Cuantificar el contenido de inulina por CLAR.

Diagrama 9. Extraccion de Inulina por el Método de Secado

Material Biolégico Acondicionado (Secado y Molido)

l

Solubilizacién de Inulina en solucién acuosa (T=75-80 °C, t= 1 hr VH20= 300 mL)

l

Filtracion en pafio

l

Filtracion en papel filtro (porosidad= 20-25 pum)

l

Filtracion en papel filtro (porosidad= 15-20 pm)

v
Centrifugacién (T=4 °C, Vel = 10,000 rpm, t= 20 min)

l

Secado (T=80 °C)

A

Cuantificacién de Inulina por CLAR
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4.7 Analisis Estadistico
El andlisis estadistico se emplea para conocer si existe diferencia significativa entre los datos
obtenidos, ademas de proporcionar un panorama de visualizacién que tienen los parametros
controlables sobre la variable de respuesta, dicho analisis estadistico se aplica a las
concentraciones de inulina en cada lote y en cada método de extraccién. En general, se
calculo el promedio, la desviacidn estandar y el coeficiente de variacion.
4.7.1 Humedad y Fibra Dietética Total
Para el caso de la humedad vy la fibra dietética total se calculo el valor promedio, se
determino la desviacion estandar (DE) y el coeficiente de variacion (CV).
4.7.2 Inulina
Para el caso de inulina, una vez conocidas las concentraciones en cada lote, se procede a
calcular el promedio, la desviacién estandar (DE) y el coeficiente de variacién (CV);
Posteriormente, al llevar a cabo la comparacién de los datos promedio realizando un analisis
de varianza (ANOVA) y la prueba de rango multiple (DUNCAN) para determinar si existe
diferencia significativa entre el contenido de inulina de acuerdo a la procedencia del lote y
que lote contiene la mayor concentracién por estadistica significativa.
4.7.3 Método de Extraccién
Una vez realizado los diferentes procesos de extraccion y determinado la concentracién de
inulina, también se calcula el promedio, la desviacién estandar (DE) y el coeficiente de
variaciéon (CV); y como variable de respuesta se calcula el % de rendimiento de cada método
y se utiliza el analisis de varianza (ANOVA) para determinar si existe diferencia significativa
entre los métodos propuestos, por si es el caso, solucionar aquel proceso que dé el mejor

rendimiento.
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5. Resultados y Analisis

5.1 Determinacion de humedad

En la Tabla 7 se muestra de manera resumida el contenido de humedad de cada uno de

los lotes estudiados.

Tabla 7. Contenido de Humedad en cada Lote de Cebolla Morada Analizado

LOTE MASA DE MUESTRA HUMEDA % HUMEDAD *
1 1295.70 88.72 £ 0.62
2 1758.90 89.78 £4.12
3 1400.10 87.64 +4.32
4 1450.40 88.71+2.74
5 821.00 88.75+1.92
Promedio General 88.72£0.75

* Valor promedio * desviacidn estandar

La cebolla morada es una fuente vegetal con gran cantidad de agua, posee una humedad
promedio de 88.72%; por lo tanto, para facilitar la molienda, maximizar la extraccién
enzimatica de inulina y determinar cuantitativamente el contenido de fibra dietética se

retira dicho componente mayoritario.

A continuacion en la Tabla 8 se resume el nimero de réplicas empleadas para la
cuantificacion de hidratos de carbono a partir de los cinco lotes estudiados, asi como su

lugar de compra y procedencia de adquisicién.

Las réplicas fueron tomadas aleatoriamente de la muestra de cebolla morada molida y

seca.
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Tabla 8. Nimero de Réplicas y Procedencia de Adquisicidn de los Diferentes Lotes Analizados

LOTE REPLICAS PROCEDENCIA

A El lote fue comprado en Tienda UNAM.
1 B

C

A Este lote fue comprado en la Central de Abastos de Texcoco.
2 B

C

A Lote de cebolla morada adquirida por medio del consorcio
3 B Walt Mart.

C

A El lote fue adquirido en un tianguis de Tlalnepantla.
4 B

C

A El lote fue comprado en un tianguis de Coacalco.
5 B

C

5.2 Determinacion de Fibra Dietética Total

La Tabla 9 resume los datos del contenido de Fibra Dietética Total asi como los datos
promedios de cenizas y proteina que se emplean para el calculo. Para conocer el contenido
de fibra total se realiza restando el contenido de cenizas y proteina. Se reporta en base seca
y en base humeda.

Debido a que en la determinacion de fibra dietética total se trabajé con muestra seca se
debe considerar la humedad original para reportar este componente en base humeda. El
promedio de fibra dietética total es de 1.89% en base humeda; por lo tanto, se ajusta el dato
a base seca correspondiendo a 16.83%. (Siendo él % FDT te¢rico = 1.80% Fuente: Instituto de
Nutricion, €l % FDT experimental = 1.89% y se considera como un dato de referencia el cual se

empleara para posteriores calculos)
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Tabla 9. Fibra Dietética Total

Replica Residuo Cenizas Proteina  Muestra % FDT % FDT
(8) (8) (8) (8) (Base (Base
Seca) Humeda)

A 0.1082 0.0244 9.0550E™ 0.5052 16.39 1.84
B 0.1117 0.0244 9.0550E™ 0.5072 17.02 1.92
C 0.1119 0.0244 9.0550E™ 0.5062 17.09 1.92
Promedio 16.83 1.89
Desviacion Estandar 0.38 0.04
Coeficiente de 2.27 2.27

Variacion

El propdsito de cuantificar el contenido de fibra dietética es para determinar qué

porcentaje posee la fraccion de inulina, ademds de proporcionar un panorama general que

posee dicho prebidtico en la fuente vegetal. Debido a que la fibra dietética es una mezcla

compleja de hidratos de carbono y esta fuertemente ligada a los demas componentes

nutricionales de la cebolla morada fue necesario realizar una digestidon enzimatica para

aislarla y considerar el contenido de cenizas y proteina ya que siguen perteneciendo a una

matriz muy compleja donde se encuentra la inulina.

La Tabla 10 presenta el porcentaje que representa el contenido de inulina total dentro del

contenido de fibra dietética total en la cebolla morada.

Tabla 10. Porcentaje de inulina en el contenido de Fibra Dietética gase Hameda

Lote Contenido de Inulina (mg/100 % Inulina en referencia
Muestra pase himeda) a FDT
1 511.38 26.91
2 594.36 26.02
3 243.24 12.80
4 541.23 28.49
5 588.24 30.96
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El contenido de inulina en la fibra dietética total va de 12.80% a 30.96%, esta gran
diferencia se debe a que interviene y afecta el lugar de procedencia de la cebolla morada
(Allium cepa). El porcentaje mas bajo de inulina (12.80%) corresponde a la muestra de
cebolla morada que se adquiri6 en la Tienda Comercial Superama el cual, siendo de
importacion, el porcentaje bajo se debe a deterioro debido en funcidon del tiempo y
transporte de la cebolla morada; asi que, descartando dicho dato el intervalo de contenido
del prebidtico en estudio se reduce de 26.02% a 30.96% donde los lotes fueron adquiridos

en la zona Metropolitana y Distrito Federal.

5.3 Concentracion de Inulina y Glucosa en los Lotes Estudiados

La Tabla 11 agrupa las concentraciones promedio de inulina y glucosa. Se puede comparar
tanto los datos en Base Seca como en Base Himeda asi como desviacién estandar. En la
parte inferior de la tabla, se reporta el dato de ANOVA para inulina y glucosa que indica que
hay diferencia significativa en las concentraciones de cada lote; por lo cual se emplea la

prueba de rango multiple para ver que lotes presentaban diferencia entre si.

Tabla 11. Concentraciéon Promedio de Inulina y Glucosa en cada Lote analizado

Base Seca Base Huimeda
LOTE NUMERO DE CONCENTRACION DE CONCENTRACION DE CONCENTRACION DE  CONCENTRACION DE
INYECCIONES  INULINA (mg/100g  GLUCOSA (mg/100g INULINA (mg/100g GLUCOSA (mg/100g
DE MUESTRA) DE MUESTRA) DE MUESTRA) DE MUESTRA)
1 4 4,533.55+ 721 8,455.67 + 341 511.38+ 81 953.79 + 38
2 6 4,382.65 + 1106 8,086.29 + 452 422.03 +47 913.05 51
3 3 2,156.41 + 89 4,598.82 + 835 24324 + 10 518.74 + 94
4 8 4,798.15 + 197 249,714.88 + 91,869 538.88 + 22 31,610.52 + 906
5 4 5,214.94 + 514 194,175.42 + 80,666 588.24 + 68 21,902.98 + 1,229
F 10.966 49.318
experimental
CV<15%
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El lote de cebolla con mayor contenido de inulina corresponde al lote #5, junto con los
lotes de cebolla #1 y #2 poseen concentraciones de inulina sin diferencia significativa y, por
ultimo, el lote #3 es el que contiene la menor concentracién de dicho prebidtico; para el
caso de la glucosa, el lote con mayor concentracidn corresponde al lote #4 seguido del lote
#5, la diferencia de concentracidn de glucosa con respecto a los lotes #1, #2 y #3 se atribuye
a varias causas, entre ellas, concentracién normal inicial de glucosa en la cebolla morada,

hidrdlisis de disacaridos y grado de maduracion de la cebolla morada.

El analisis de varianza demuestra que, en relacion al valor de f obtenida para inulina y
glucosa si hay diferencia significativa entre los cinco lotes de inulina. La prueba de rango
multiple DUNCAN nos permite discriminar dentro de los lotes en donde se presenta la

diferencia significativa estadisticamente.

Las concentraciones de glucosa son mayores que las concentraciones de inulina, y se
atribuye a que durante el procedimiento de extraccidn los polimeros, oligosacaridos y otros
hidratos de carbono de mayor tamafo se hidrolizaron en presencia de las enzimas 0-amilasa
termoestable, proteasa y amiloglucosidasa generando mondmeros de glucosa que no se
alcanzan a retener en los diferentes filtros y son cuantificados por la columna

cromatografica.

En la Figura 8 y en la Figura 9, se presenta en forma ilustrativa el contenido de inulina en
base seca y en base humeda respectivamente de los diferentes lotes analizados. Se puede
apreciar de manera notoria que el lote 3 posee la menor concentracion de inulina y el lote 5
tiene la mayor concentracion de dicho prebidtico. Graficamente, el lote 1, 2, 4 y 5 tienen una
cantidad de inulina semejante que cualquiera de ellos se puede emplear para realizar la

extraccion.
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Figura 8: Presentacion de barras del contenido de inulina en base seca en los diferentes lotes
estudiados.

Concetracion de Inulina en Base Himeda
en los diferentes lotes
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Figura 9: Presentacion de barras del contenido de inulina en base himeda en los diferentes lotes
estudiados.

El procedimiento experimental de las muestras de cebolla morada (Allium cepa)
consistié en un analisis cromatografico empleando un equipo de HPLC. Se trabajé con 5 lotes
de cebolla morada, adquirida en diferentes lugares del area Metropolitana y de la Ciudad de

México.
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Con el estudio experimental de trabajo se puede demostrar que la cebolla morada (Allium
cepa) es una de las fuentes naturales con mayor contenido de inulina; por lo tanto, se
considera como una buena fuente de dicho prebidtico para su extraccion y uso en el
territorio nacional debido a que es un producto vegetal poco exigente respecto a las

condiciones climatoldgicas y geograficas (T= 15-24 2C, Humedad Relativa baja).

Se decidid llevar a cabo una comparacién cuantitativa entre diferentes lotes de cebolla
morada para determinar si el contenido de inulina esta afectado por la zona de adquisicion
gue podria estar relacionado a la procedencia de dicho lote. La procedencia geografica de los
diferentes lotes se especifica en la Tabla 8. Cabe mencionar que los lotes 1 y 3 fueron
adquiridos en el Distrito Federal y los lotes 2, 3 y 5 fueron comprados en el area

Metropolitana del Estado de México.

En general se observa que el contenido de inulina en los diferentes lotes es homogéneo a
excepcion del lote 3, el cual fue adquirido en una tienda de autoservicio de nominacién
extranjera. Con respecto al lugar de adquisicion no se puede establecer una correlacion pues
el contenido de los lotes 1 y 2 (provenientes de tiendas de autoservicio de nominacion
nacional) son similares a los valores encontrados para los lotes 4 y 5 provenientes de

mercados.

La diferencia observada entre los diferentes lotes, especialmente en el lote 3, se atribuye
en gran medida al origen vegetal y microbiano asi como, al tratarse de un hidrato de
carbono de reserva en la planta como es la inulina, posiblemente la planta requiere y
metaboliza dicho carbohidrato para realizar sus funciones bioldgicas y bioquimicas. El
contenido de inulina también se atribuye al tiempo de maduraciéon de la planta antes y

después de que sea cortado el bulbo de la cebolla morada de la estructura completa de la
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planta ya que dicho periodo bioldgico es inversamente proporcional a la cantidad de inulina

que disponga la planta.

Una vez conocido el valor de concentracion de inulina en cada lote de cebolla, se procedio
a evaluar los métodos de extraccidn encontrados en la literatura para seleccionar el proceso

y las condiciones dptimas para obtener un buen rendimiento.

5.4 Concentracion de Inulina y Glucosa por los Métodos de Extraccion y sus Modificaciones

Se propusieron 5 métodos de obtencidon de inulina a partir de cebolla morada que se
caracterizan por extraer de manera cuantitativa dicho prebidtico. Los 5 métodos parten del
principio basico de solubilizar los polimeros de inulina a T=80 2C durante 1 hora, después se
realiza una filtracion para la eliminacién de particulas grandes. Posterior a la filtracién se

marca la diferencia entre cada método.

La Tabla 12 resume la concentracion promedio de inulina y de glucosa en base seca
obtenida en cada método de extraccion y el nimero de inyecciones empleadas para los

calculos.

Tabla 12. Concentraciéon Promedio de Inulina y Glucosa en cada Lote Analizado

Base Seca

METODO NUMERO DE CONCENTRACION DE CONCENTRACION DE
INYECCIONES INULINA (mg/100g DE GLUCOSA (mg/100g DE
MUESTRA) MUESTRA)
Ultrafiltracidn 6 1,198.07 £ 26.23 28,486.40 £576.18
Filtracidn con Celita 9 2,144.78 + 1,682.69 41,876.35 +4,532.03
proceso #1
Filtracidn con Celita 6 3,908.21 £+ 114.51 388.16 £ 76.41
proceso #2
Filtracion con Agua 9 1,980.67 £ 69.94 1,748.59 + 358.83
80/ Etanol 20
Secado T=80°C 9 5,389.76 + 39.59 883.07 £ 605.03
ANOVA 1486077.4

Promedio + DE. CV < 3 %. El CV en Filtracién con Celita proceso #1 = 78.45%
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La Tabla 13 muestra las concentraciones promedio para inulina y para glucosa en base
humeda obtenidas por medio de los diferentes métodos de extraccidn aplicados, asi como el

numero de inyecciones tomados para los cdlculos.

Tabla 13. Concentraciéon Promedio de Inulina y Glucosa en cada lote analizado

Base Humeda

METODO CONCENTRACION DE CONCENTRACION DE
INULINA (mg/100g DE GLUCOSA (mg/100g DE
MUESTRA) MUESTRA)
Ultrafiltracién 135.14 +2.95 3,213.26 + 64.99
Filtracién con Celita #1 241.93 + 189.80 472.65 +511.21
Filtracidon con Celita #2 440.84 +12.91 47.68 + 8.61
Filtracion con Agua 80%/Etanol 223.80 +7.88 197.24 + 40.47
20%
Secado T=802C 605.32 + 4.46 99.61 + 68.24
ANOVA 1486077.4

Promedio + DE. El CV en Filtracidn con Celita proceso #1 = 78.45%

De los 5 métodos de extraccién de inulina que se desarrollaron tienen relevancia el
método de sistema de filtraciones con Celita. Tanto en la Tabla 12 y Tabla 13 se aprecia que
se obtiene una baja recuperacién de inulina durante el Proceso #1 respecto al Proceso #2;
siendo el mismo método de extraccion, se hicieron modificaciones en la metodologia para
mejorar el rendimiento. Dichas modificaciones son el incremento de la temperatura de
solubilidad de inulina, serie de lavados con agua al filtrado durante las diferentes etapas de
filtracion y proceso de liofilizacion.

La glucosa tiene una mayor variabilidad en su concentracién en los diferentes métodos
debido a las condiciones de temperatura, tiempo y pH de cada una de las operaciones
unitarias de cada método. Sin embargo, enfocandose en el método de sistema de

filtraciones se tiene un mayor recobro de glucosa en el proceso #2 respecto al proceso #1
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debido a un mayor cuidado y atencidn en los parametros especificos y modificaciones que se

le hacen al método de extraccion por sistema de filtraciones con Celita.

El método de ultrafiltracion se caracteriza por realizar una filtracion empleando una
membrana con tamafo de poro del rango de micrémetros aplicando presién por encima de
la solucidn y de la membrana (presién positiva) con un gas inerte a la muestra, en este caso
se empleo nitrogeno molecular. La desventaja de este método se enfoca en el tiempo
necesario para realizar la ultrafiltracién, va desde 10 a 12 horas en dos sesiones de trabajo;
ademas, debido a la adherencia de gran cantidad de solutos y particulas suspendidas en la

membrana empleada, esta se satura con facilidad por su baja porosidad.

El método de filtracion se caracteriza por emplear Celita (piedra de diatomeas) ya que
favorece la extraccidon exclusiva de la inulina. La desventaja de este método sucede cuando
se satura la Celita lo que provoca una lenta filtraciéon conforme pasa el tiempo, con lo que es
necesario cambiar la capa de Celita, la ventaja radica en la facilidad del procedimiento
experimental asi como la disponibilidad de material. Es importante mencionar que este
método se repitid modificdndose y reconsiderando pardmetros mas especificos tales como
los filtrados ricos en inulina, los tiempos de filtrado y las condiciones de extraccién

favoreciendo la obtencion de la mayor cantidad posible de inulina.

El método de filtracion con etanol no difiere mucho del método de filtracion con Celita, la
Unica diferencia es el medio de solucién el cual estd compuesto por 80 partes de agua y 20
partes de etanol. El objetivo de emplear etanol es precipitar la mayor cantidad de la fibra
dietética insoluble, pero el bajo rendimiento se atribuye a que la inulina y los fructanos
tienen menor solubilidad en una solucidon alcohdlica a temperatura ambiente por lo que

precipitaron en la membrana de Celita.
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El método de secado no es estrictamente un método de extraccion, es una modificacidon
donde se afiade una operacion unitaria que se especializa en llevar a evaporacidon una
solucion de inulina después de haberla filtrado y/o centrifugado. La desventaja de este
método es que en la solucidn estan presentes una gran cantidad de monosacaridos
disueltos, ademads de que, con el largo tiempo de secado la alta temperatura favorece la
hidrdlisis de los polimeros de inulina y fructanos. El rendimiento excedente es de 112.33%
respecto a la concentracion de inulina del lote 4, y se atribuye a que no solamente existe
inulina en la solucién acuosa, sino también se cuantifico monosacaridos y disacaridos

provenientes del material bioldgico.

5.5 Rendimiento de Extraccion
La Tabla 14 muestra el porcentaje de rendimiento de obtencion de inulina en cada

método de extraccion disefiado.

Tabla 14. Rendimiento de Inulina Obtenida con Diferentes Modificaciones al Método de Extraccion

en el Lote 4
Método Rendimiento de Obtencidn de Inulina (%)
Ultrafiltracion 24.96
Sistema de Filtraciones con Celita proceso #1 47.70
Sistema de Filtraciones con Celita proceso #2 81.45
Filtracién con Agua 80% / Etanol 20% 41.53
Secado T =802C 112.33
F experimental 1229.03

Tomando en consideracion el analisis de varianza, la F experimental resulta de 1229.03,
siendo un valor demasiado alto resalta que existe una diferencia significativa considerable y

notoria entre los métodos de extraccidn cuantitativos de inulina.

En base al % de rendimiento de obtencion de inulina se aprecia que el sistema de
filtraciones con Celita es el método mas iddneo para realizar la extraccidn de inulina a nivel

industrial ya que se recupera un 81.45% de inulina. Se aprecia que en la primera prueba
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experimental (Celita proceso #1), éste método tiene un bajo porcentaje de recuperacién de
47.70%; posteriormente la repeticiéon de la misma prueba de extraccion aproximadamente
duplica dicho porcentaje de recuperacion de inulina, esto se atribuye a que se incrementé el
grosor de la capa de Celita y se procurd el manejo cuidadoso de los filtrados, ademads de
realizar lavados secundarios con agua caliente sobre la capa de Celita para la remocion casi

total de inulina.

En base a la Tabla 14, la ultrafiltracion posee el mas bajo % de rendimiento para la
obtencién de inulina y se atribuye a que el tamaio de poro es demasiado pequeiio como
para filtrar parcialmente inulina y fructooligosacdridos, al cabo de un lapso de tiempo (2-3
horas) la membrana se satura y se tapa evitando que la ultrafiltracién se lleve a cabo. La
extraccion con 80 partes de agua y 20 partes de etanol se tiene también un bajo % de
rendimiento de recuperacion de inulina debido a que el etanol contribuye con la
precipitacion parcial de inulina y fructooligosacaridos, por consiguiente una concentracién
mayor de etanol en el medio disminuiria la cantidad de inulina recuperada e incrementaria
el tiempo de realizacién del método; el empleo de una menor concentracién de etanol no es
favorable debido a que, con la temperatura de extraccién a la que se somete la muestra,

este disolvente se volatiliza y se evapora del medio de extraccidn.

De acuerdo con los datos obtenidos en esta investigacion se encontrd que la obtencion de
inulina mediante la implementacion de un método de extraccidén sencillo de inulina es un
proceso factible. El producto tiene una alta concentracion de inulina, fructooligosacaridos y
azucares fermentables, el cual puede ser utilizado para la produccion de un aditivo

alimentario o utilizado como un alimento funcional por su propiedad como prebidtico.
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5.6 Macro-Extraccion con Método de Sistema de Filtraciones con Celita

La Tabla 15 muestra las concentraciones en base himeda de los respectivos hidratos de
carbono cuantificados en la muestra de cebolla morada (Allium cepa) empleando el método
de filtracion con Celita proceso #2. Esta extraccidn se caracteriza por que se empleo una
cantidad de muestra mayor (5 veces mas grande con la cual se determino el método que

proporcionaba el mayor porcentaje de recuperacion de inulina).

Tabla 15. Concentracion de Inulina, Glucosa y Fructosa en Base Hiimeda por el método de
Sistema de Filtraciones con Celita Proceso #2

INYECCION CONCENTRACION DE CONCENTRACION CONCENTRACION

REPLICA INULINA (mg/100 g DE GLUCOSA DE FRUCTOSA
DE MUESTRA) (mg/100 g DE (mg/100 g DE
MUESTRA) MUESTRA)
B 1 430.98 467.82 9088.63
2 438.39 416.88 9258.49
3 422.48 269.46 9522.89
C 1 429.82 206.51 8600.42
2 417.43 196.94 9038.72
3 407.16 409.56 8420.35
Promedio 424.38 327.86 8988.25
Desviacion
estandar 11.12 117.87 410.96
Coeficiente de
Variacion 2.61 35.95 457

Cuando se desarrolla y experimenta a una escala menor el método propuesto para
obtener una cantidad mayor de cebolla morada, se obtuvo un rendimiento de 440.84
mg/100 g de inulina en el producto fresco, por lo que cuando se quintuplica la cantidad de
muestra que se somete al método de extraccién se obtuvo un rendimiento de 424.38
mg/100 g de inulina en la cebolla morada, lo que representa el 96.62 % de recuperacion

respecto al método propuesto a menor escala.
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5.7 Costos de Extraccion

Se considera que la optimizacion de los métodos basicos a nivel laboratorio presentados en
este trabajo puede mejorar para impulsar la obtencidon de inulina a nivel industrial. En el
mismo sentido, el desarrollo y mejoramiento de los procesos para la extraccién de
fructooligosacaridos y la producciéon de productos a base de inulina puede permitir el
mejoramiento socioecondmico de las regiones, en este caso, donde se lleve a cabo la

produccién de la cebolla morada (Allium cepa).

Los resultados de este estudio permiten concluir que es factible tecnologicamente disefiar
un método de procesamiento integral para extraer inulina, obteniendo industrialmente
productos ricos en este fructooligosacaridos y mostos fermentecibles para la produccion de

aditivos alimentarios, ademas de la fermentacién etandlica.
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6. Conclusiones

El lote de cebolla con mayor contenido de inulina corresponde al lote #5, esté fue
comprado en el municipio de Coacalco. Dicho establecimiento se provee de cebolla morada
de la central de abastos con sucursal en La Viga, cultivada la mayor parte en el Estado de

Puebla y parte del Estado de Tlaxcala.

El lote #5 de cebolla morada tiene una concentracion de fibra dietética de 1.9% base
humeda, en donde la inulina forma parte de la fraccion soluble de dicho componente; sin
embargo, no existe una relacidén proporcional entre la concentracion de inulinay FDT, ya que

un alto contenido de FDT no asegura un alto contenido de inulina.

Por contrato de privacidad, se desconoce la trayectoria comercial especifica.
Dependiendo del lugar de adquisicion del area metropolitana de cebolla morada, esto

influye de manera considerable en la concentracion de inulina, asi como de una extraccién.

En cuanto al analisis cuantitativo de inulina y FOS en cebolla morada (Allium cepa) las
muestras vegetales poseen un contenido promedio de 4,217.14 mg/100 g de muestra base
seca, comparando con datos bibliograficos reportandose concentraciones de 2 a 6 % de
inulina base seca se concluye como un optimo porcentaje de recobro. La metodologia
propuesta es aceptable y viable a pesar de tener una concentracién variable de inulina en los

lotes estudiados, en base al coeficiente de variacién dicha metodologia es reproducible.

El método de extraccion recomendado para la obtencién de inulina es el sistema de
filtraciones con Celita debido a que es un método factible en funcién de la reproducibilidad
de la metodologia y la practicidad para montar el equipo, ademas de obtenerse el mayor

porcentaje de recobro de inulina.
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La ventaja de la metodologia propuesta para la extraccién de inulina se atribuye a
someter mayores cantidades de cebolla morada para un recobro éptimo de dicho prebidtico

a nivel laboratorio.
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ANEXO A

Cromatograma de Estandares

Imagenes de cromatograma tomadas a partir del software de CLAR.
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Cromatograma de Cebolla Morada
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