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INTRODUCCICN .

No obstante que el Agave tequilana es la principsl materia prima para la elabg
racidn de' Tequila, existe en nuestro pais poca informacidn acerca de su compo-
sicidn y carbohifratos que lo componen .

Los carbohidratos fermentecibles de las variedades del Agave tequilana los -—
constituyen en su gran parte unos polisacdridos denominados FRUCTOSANAS, por -
estar constituidos por unidades de fructosa y en muy pequefia proporcién gluco-
sa .

Una mejor comprensién de la formacidn y composicién de las fructosanas puede -
traer consigo un aprovechamiento més amplio de éste género de agave como es su
uso para la obtencién de fructosa .

La fructosa, es un monosacérido que posee el poder edulcorante y solubilidad -
nés alta de todos los azdcares naturales, por lo cual su utilizacifn es puy —-
factible en industrias de manufactura y elaboracién de medicamentos o alimen—
tos .

Este trabajo, tiene como finalidad la de aportar datos sobre las fructosanas
que constituyen al Agave tequilana como es la INULINA por medio de su obten---
cién por precipitacién con diversos agentes fisicos y quifmicos; para obtencidn
de fructosa se plantean tres hid.rélisis con distintos &cidos con el objeto de
observar su accidn hidrolftica sobre las fructosanas contenidas en el jugo de
agave, comprobandose ésta por medio de la cuantificacién de fructosa.y reductg
res que se generan durante la reaccidn .

Todas las muestras que se analizaron provienen de la regidén de los Altos de —-
Jalisco y fueron proporcionadas por la razdn social Eucerio Gonzalez S.A. & —

quienes agradecemos su atencidn .



GENERALIDADES .

INULINA.

L, jnulina fue descubierta en 1804 por Rose quien la separo de extractos de tuber-
culos de Alcachofa de Jerusalem . El nombre de inulina fue primeramente usado por
Thompson en 1811 y se deriva de que fue econirada también en plantes de Inula hele
nium . Estudios realizados sobre inulina obtenida de Dahlia tuber la cual fue meti
lada en una atmosfera de nitrdgeno con hidrdzido de sodio y sulfato de metilo y —-
posteriormente hidrolizada con 4cido oxdlico, analizando los productos resultantes
por cromatograffa concluyen que la molécula de inulina esatéd constituida por unida-
des de fructosa con uniones f-2—>1 y que la cadena es terminada por una molécula
de glucosa unida mediante un enlace tipo. sacarosa, (Hirst E.L., HcGilvray D.I.,

and Percivel E.G., 1950), como se aprecia en la figura 1

FIGURA 1 .
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En estudios efectuados sobre Alcachofa de Jerusalem pera observar los cerbohicra—-—

tos presentes en 26s tuberculos de ésta, mediante el empleo de cromatosrafia ca ~-
pepel y polarimetrfa, se observd la presencia de polisacéridoé de fructosa, que se
caracterizan por medio de precipitacidén con diversos agentes como etanol, acetona
e hidrdzido de calcio. En base a los resultados obtemidos se plantea la siguiente

estructura para inulina (Bacon J.S.D. and Edelman J., 1951) .

FIGURA 2
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Zstudios estructurales sobre inulina de Inula helenium confirman la presencia de
derivados de glucosa en los hidrolizados de inulina metilada y argumentan que ésta
se encuentra en una proporcién de 2.9 moles por 100 radicales de hexosa, teniendo
lz molécula de inulina una longitud de cadena de 35 unidades y peso molecular de

5600, (Bell D.J. and A. Palmer, 1952) .



Investigaciones realizades sobre los cerbohidratos de Agave veracruz reportan la
presencia de fructosanas similares a inulina, precipitandolas con etanol al 60 y
88% y &cido acético glacial, (Srinivasan M. end Bhatia I.5., 1, 1953) .

Posteriores estudios sobre un hidrolizado parcial de inulina de Alcachofa de Jeru-
salem reportan la presencia de sacarosa, inulobiosa_.(1-F-fructosilfructosa), inulo
triosa (1-f-fructosilinulobiosa) y concluyen que la molécula de inulina es terming

da en un residuo glucopiranosido en la configuracién de sacarosa, (Feingold E. and

Avigad I. , 1956) .

bolis e e de fructose e tas .
Trabajos efectuados para dilucidar la biosintesis de fructosanas en plantas han -
reportado la existencia de una enzima presente en el tronco principal de Agave -—
veracruz capaz de construir glucofructosanas a partir de sacarosa, (Bhatia I. S.,
Satyanarayama S. and Srinivasan M. , 1955) .
En Alcachofa de Jerusalem se han detallado algunas caracteristicas de la enzima —
capaz de construir fructosanas, la transfructosilasa, reportandose las siguientes

actividades de ésta s

Glc-Fru + Glc~Fru —— Glc~Fru-Fru + Glc
Glc:-Fr\.z-(F'ru)n + G@lc-Fru —————— Glc-Fru-Fru + Glc-Fru-(Fru)n_1
P *

clo¥ru +  CGle—Fru-Fru —————» Glc—Fru-Fru + Gle-Fru

2n Gle-Fru-Fru Gle-Fru-(Fru),, + (2n-1)Gle-Fru

n Glc-Fm—(Fru)n —_— » Glc-Fru + Gle-Fru-Fru + Glc—Fru—(Fru)2+ AP
Glc= glucosa Fru= fructosa

En estudios efectuados sobre sintesis de fructosanas emplea.;zdo el marcaje con isoto

pos radioactivos se encontro que $ - |

a) .~ Una transfructosilasa fue separada del extracto de Alcachofa de Jerusalem . l
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La enzima fue altamente especifica para residuos terminales fructofuranosilos
unién p-2—1 .

1 mds activo donador de fructosa fue encontrado ser 1-fructosil-sacarosa; s&
carosa fue inactiva .

Sacarosa y polimeros de alto grado de polimerizacidn, meyor de 20, fueron los
mds eficientes aceptores de residuos fructosilos .

Diferentes variedades de actividad transferasa fueron catalizadas por la enzi
ma y son las siguientes $

1.- Transferencia asi mismo .

Existe cuando un compuesto actua como donador y aceptor de fructosa el nés —
grande rango de tramsferencia existe con el trisacadrido como sustrato (1-fru_
ctosilsacarosa) .

Enzima activa con $ oligosacdridos de grado de yolimerizacién de3a9, -—
(1-fructosi1)2-fructosa o

Enzima inactiva con 8 1-fructosilfructosa, sacarosa, maltosa, melibiosa y ra_
finosa .

2.- Transferencia a polimeros .

Se observd que existia preferencia para transferir fructosa de fructosilsaca-
rosa hacia el polimero como se observa en la siguiente figura .

'

FIGURA 3
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3.- Transferencia a sacarosa .

4.- Trisaclrido como fructosil donadort {-fructosil-sacarosa y (1-fructosil)2-
gacarosa .

ii.- Oligo ¥y polisaciridos como donadores . La especificidad de la transferen-
cia esta dada en la tabla

TABLA 1

Grado de polimerizacién Fructosa transferida
del donador (moles[hg[ml mezgla de reaccién)

46.7
2.34

3.1

o v N

3.09
8.40

o =

17.4
9 16,2

El curso de las reacciones anteriores esta condicionado por la naturaleza y concep
traciones de los sustratos donadores y aceptores; partiendo de una molécula senci-
1la (Sacarosa, 1-fructosilsacarosa) la situacidén se tofna rapidamente compleja de-—
bido & la formacidén de moléculas de mayor nymero de hexosas y por consecuencia, al
formarse oligosacéridos comienza una disminucién en el tipo de transferencia asi -
mismo y a sacarosa desarrollandose una preferencia para transferir fructosa a -——-
compuestos de alto grado de polimerizacién, (Edelman J. and Dickerson A.G.,1966) .
As{ mismo se encontrd en el tronco principal de Agave veracruZz una enzima trans—-—
fructosidasa capaz é? construir glucofructosanas a partir de sacarosa. La enzima

fue parcialmente purificada § concentrada por precipitacién con sulfato de amonio

y didlisis. Ly enzima actué sobre sacarosa como sustrato Unico sin requerir la in-
teraccidn de fructosanas de agave o intermediarios. Fosfato inorgénico no tiene ip

fluencia sobre la actividad enzimdica. Las condiciones dptimas para la actividad -
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enzimitica fueron s pi de 5.6 a 5.8; temperatura 37°C y 30/ de concentracién de sa
carosa, la enzima es inactivade a 55°C . La accidén de la enzima fue observada in
vitro (Bhatia I.S., Satyanarayama 3. and Srinivasan Mo 1953) o

Tn cambios bioquimicos en los carbohidratos solubles en agua durante el desarrollo
de Achicoria se ha detectado la presencia de fructosa, glucosa, sacrosa y 5 oligo-
sacdridos por medio de cromatograffa de particidn en papel utilizando n-butanols _
4cido acdticos agua (43585, v/v) . In raices tiernas la fructosa y oligosacéridos
estan presentes en pequefias cantidades en relacidén a las raices maduras. Los oligo
saciridos hidrolizados con &cido o invertasa dan solamente glucosa y fructosa indi
cando que estan compuestos solamente de éstos azicares y la fructosa estd unida a
la glucosa por un enlace @(2-v1). Datos cusntitativos indican que inicialmente las
raices contienen cerca del 50% de azdcares no reductores que casi totalmente se —-
componen de sacarosa y la cantidad de glucosa y fructosa unida es la misma. Cuando
1,s raices maduran un gradual aumento en el rango de la concentracidén de la fructg
say glucosa unida es observado indicando que fructosanas de alto peso molecular _
son sintetizadas a expensas de sacarosa y posiblemente otras glucofructosanas actu
an como intermediarios en el proceso de elongacién de la cadena, de une manera ——
analoga a lo descrito para Agave veracruz y Alcachofa de Jerusalem por otros auto-

res (Bhatia I.S., Mann S.K. and Rangi 5., 1974)..

P-G 3 R G e G + G
sacarosa sacarosa glucofructosana  glucosa
F.G + F-G — F3G + G
glucofructosana sacarosa glucofructosana  glucosa
F -G + P-G —> Fn_ﬂ-G + G

n
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Cambios 2n carbonidratos durante el almacenamiento en frio de tubérculos -

gque contienen inulina .

Se ha observado gue almacenamiento en frifo 2 3 £ 1°C causa el rompimiento de
polisacéridos insolubles acompafiado por un incremento correspondiente de -—
azicares solubles , La mayor parte de este cambio ocurre durante las prime--

ras cinco semanas de almacenamiento como es mostrado en las teblas 2 y 3 .

TABLA 2
Porcentaje de azicares (sobre base en materia seca) de raices de Achicoria*.
Azicares Poriodo de almacenaje (Semanas)

0 2.1 4.3 6.3 10.3 16 22 25
Fructosa 0.33 10.47 10.40 11.26 18.30 12,61 11.52 20.41
Glucosa 0.17 ©0.98 1.55 0.75  3.85 1.40 1.56 0
Sacarosa 2,53 6.9 T.58 [720.44 8,60 14.71 26.74 21.5
Trisacéridos 0,29  4.17 4.86 5425 542 6.05 T.55 1043

Tetrasacdridos 0.37 3.43 4.25 4,06 5.18 3.03 - 4,61 T7.91
Pentasacéridos 007 277 3440 2.55 3495 2.04 2.68 4.89
Hexasacéaridos 0.21 2.24 Fe11 1.59 3.02 1.98 182 3062
Altos azicares 7.76 7.05 14.60 1.18 4,86 1,60 1.61 4.30

= 3 Cichorium intybus L. .

TABLA 3
Porcentaje de azycares (sobre base materia seca) en raices de Diente de Leén*.
Azlcares Periodo de almacenaje(Semanas)

0 2 4 5.6 T.9 14 18.1
Fructosa 0,10 5.82 8.04 8.25 8,00 10,93 8.75
Glucosa 0 0.85 1.20 0.69 0.41 1.04 0.95
Sacarosa 9/10 6.04 9.49 8.95 8.29  10.26  9.44
Trisaciridos 4,00 3.26, 4,94 4.23 4.46 6.44 5.60
Tetrasacaridos 3.41 3.18 3.00 4.68 3.48 T3 6.45
Pentasacéridos 1.95 2.83 4.15 4.42 3,20 6.34  4.69
Hexasacaridos 1.7 2.51 3.79 3.73 2.78 5.49 4.52
Altos aziceres 10.54 11.39 6.26 T.44 6.06 2.00 16.47

*
3 Taraxacum officinale Weber .
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Los porcentajes de los azficares solubles individuales fveron obtenidos por examing
cién cromatogrifica de un mimero de muestres seleccionades a diversos intervalos -
de almacengje en frio como se observa en las tablas anteriores (Rutherford P. F. _

and Weston E. W. , 1968) .
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Dezradacidn alcalina de inulina .
Observando los efectos de soluciones alcalinas sobre inulina aislade de tuberculos
de Dshlia tuber e inulina comercial se encontro que hidrdxido de sodio e hidrdxido
de calcio degradan-entre un 5.9 ¥ 24% al polisacdrido a diversos tiempos (o, 10, -
20, eve s 120 minutos) a una temperatura de 98-10000 .
Tratando inulina comercial con solucidén saturada de Ca(O':{)2 a 100°C por espacio de
60 minutos se produce un 12.57% de degradacidn 3 tratamiento con NaOH 4N a 100°C —
por 60 minutos da lugar a un 20% de degradacién (Bemiller J.N. Steinheimer T.R. —

and Allen E.E., 1967). el mecanismo de degradacidén se plantea como sigue $
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FRUCTOSA.

La fructosa, también llamada levulosa o azlcar de frutas (Del 1atin , fructus ¢
fruta) es uno de los més comunes azicares naturales. Se encuentra en algunos ve
getales como la papa y cebolla, y esta amplismente distribuido en frutas donde
puede estar presente en forma libre o combinada como disacérido o polisacérido.
En la miel la fructosa constituye cerca de la mitad del total de azicares presen
tes. Los polimeros de fructosa o fructosanas también se encuentran en muchas —
nlantas que han sido usadas como material para obtener fructosa pura, es el ca-
so de inulina, fructosana encontrada en las raices de Dahlia tuber, en los tu——
berculos de Alcachofa de Jerusalem (Aspinall G.0a, 1970) y en el tronco princi-

pal de Agave tequilana (Sanchez Marroquin A. and Hope H.P., 1953) .

Propiededes fisicas .

Tenemos que la fructosa esvun monosacarido estructurado en configuracién cetosa,
que cristaliza como cristales anhidros de p-D-fructopiranosa. La rotacién épti-
ca en solucidn acuosa es -132,2° — -92.3% a 20°%C y -102.6%°—» -89.2° a 17°C, —
(Verstraten L.l.J., 1967) .

El poder edulcorante en solucién acuosa al 10% si se compara con sacarosa (100)
‘es mayor para fructosa (120). En solucidn establece un estado de equilibrio de
de sus varios andémeros (Figura 5 ) de los cuales @-D-fructofuranosa es el nés

importante -

FIGURA 5 . .
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La configuracién furanosa es més dulce que la configuracidn piranosa y depen-——
diendo del medio, estas dos configuraciones son generalmente predominantes en -
el estado de equilibrio .
La fructosa es el mds soluble en agua de todos los azlcares y se disuelve rapi-
damente a‘in en medio frio, lo cual lo hace un excelente humectante en confite—-
rfa . E1 contenido de fructosa, dextrosa y sacaross de sojuciones saturadas & -

varias temperaturas es mostrado en le siguiente tabla .

TABLA 4 .

Temperatura Fructosa Dextrosa Sacarosa
° £ & £ & £ &
20 78.94 374,78 66.60 8T.67 47.11 199.4
30 81.54 441.70 68.18 120.46 54.64 214.3
40 84.34 538.63 70,01 162,38  61.84 233.4
50 ; 86.94 665.58 72,04 243.76 T70.91 257.6

gi $ gramos/100 gramos de agua .

La viscocidad de las soluciones de fructosa es marcadamente menor que la de solu
ciones de sacarosa. Soluciones de fructosa en agua son as{ técnicamente més fa
ciles de manejar en un rango amplio de temperaturas y concentraciones. La viscg
dad de una solucidn 1:'.quida de fructosa al 70% es comparada con las de sacarosa

y glucosa en la tabla 5 °

TABLA 5
Tempgratura Fructosa Dextrosa Sacarosa
¢ (Poise) (Poise) (Poise)
-10 40.17 - =
=5 21.13 - =
0 11.62 - 36.28
10 4.05 - 12.06
20 1.76 10.36 4.82

ReF. (Doty E. T. and E. Vanninen, 1975) .



Propiedades quimicas .
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La fructosa en medio dcido fuerte y condiciones severas de temperatura da lugar

a la formacidn de derivados de furano como el hidroximetilfurfural (Newth F.H. ,

1951) como se ilustra en la figura 6

FIGURA 6 .
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La D-fructosa cuando se trata con fenilhidrazina en exceso da lugar a la forma -

cidn de la fenilosazona de la D-fructosa (Rakoff and Rose, 1966) segun se apre—-—

cia en la figura 7. .
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La diferenciacidn entrs la presencia del grupo cetona

en la fructosa

se constata con la obtencidn del &cidoot-metil-caproico (Morrison and Boyd,1974)

segun se aprecia en la figura 8 .

FIGURA 8 .
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En la figura 9

se aprecia el mecanismo de degradacién alcalina que sufre

1a 1-metil-fructosa dando como resultado la formacidén de dcido léctico y -

&cido D-glucosacerinico

FIGURA 9 .
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se observan los valores en eq./ mol de écido léctico y dci

dos sacarinicos formados en solucidn de fructosa (0.783 g) en 250 ml de hi-

dréxido de calcio 0.0396 N a 25°C .

‘TABLA 6 .

Tiempo Acidez total Acidos sacarinicos Acido lactico
(horas) (eq./mol) (eq./mol) (eq./mol)
0.25 0,013 0 0.013
1.0 0.046 0,003 0.043
2.0 0.072 0.013 0.(55'-)
4.0 0.13 0.03 0.10
7.0 0.22 0.045 0,18
24 0.56 0.10 0.46
193 1.34 0.32 1.02
625 1.52 0,32 1.20

Ref. (Kermer S. and Richards R., 1954).
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Propiedades bioguimicas .

Se ha observado que un mecanismo de transporte activo estéd relacionado en la —
absorcidn de fructosa en el intestino y en el hombre la mayor parte de la fructg
sa absorbida pasa inalterada, via vena porta, para su ulterior mecanismo en el
higado . La fructosa contenida en disacaridos, sacarosa, es hidrolizada en el =~
borde de la pared intestinal por sacarasa . Esta enzima puede ser inducida por -
alta concentracidn de sacarosa, fructosa y por una baja de glucosa en la dieta.
Este incremento adaptativo en la actividad de sacarasa por alimentacidén de fruc-
tosa es usado para estimular dicha actividsd en nifios con intolerancia de sacarg
sa dada por una deficiencia sacarasa-isomaltasa .

En individuos normales después de alimentacién con fructosa, del 80-90% de este
azlcar entra, pasando por las células del epitelio intestinal en la sangre ha —
cia el higado . El remamente 10-20% es transformado por la enzima fructoquinasa
en fructosa-1-fosfato . Una pequefia cantidad de la fructosa puede ser convertida
por hexoquinas, en fructosa-6-fosfato en la mucosa intestinal .

En el higado de sujetos normales y de diabeticos coh deficiencia severa de insu-
lina, fructosa es rapidamente tomada y metabolizada a el nivel de triosas . El
periodo de conversidén de fructosa administrada intravenosamente, llevado por la
rapida utilizacién en el higado, es aproximadamente 507% de la de glucosa . Esta
rapida utilizacidén de fructosa es asociada con correspondienges incrementos en
los niveles sanguineos de piruvato, lactato,e-cetoglutarato y citrato .

En el higado la primer reaccidn llevada con fructosa es la conversidén por la eg
pecifica cetohexoquinasa (fructhuinasa) para dar fructosa-1-fosfato . La activi
ded de fructoquinasa diferente de glucoquinasa es independiente de insulina.

La fructosa-1-fosfato es dividida por la aldolasa B del higado en dos partes e -
quivalentes de dihidroxiacetona fosfato y gliceraldheido., La dihidroxiacetona —-

fosfato es unida con triosas formadas en el proceso y metabolizada nds adelante
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hasta piruvato o hasta glucosa y glicégeno dependiendo del estado metabdlico
del sujeto y los requerimientos para glicblisis o glucogénesis .
En higado, formacidn de glicogeno de fructosa es a diversos tiempos més eficien-
te que de glucosa y este proceso e€s menos dafiino en diabetes, enfermedades del -
nigado y después de intervenciones quirurgicas que la formacién de glicégeno de
glucosa .

En 1la FIGURA 10 se observa el camino que sigue el metabolisno de fructosa en el

nigado (Pawan G.L.S. , 1974) .
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AGLVE,

Lsta planta pertenece a la familia de las Amarilidéceas estando comprendide en la
tribu Agavaocidae, alcanza una altura de 70 cm a 1 m normalmente . Tiene hojss an—-
gostas de color verde o azul . La raiz es bulbosa y fibrosa, la parte cortigal ——
esta bien desarrollada y presenta pequeflas escamas cdnicas entre las cuales se en-
cuentran unos botones que contituyen el embridn de la planta .

Existen varios géneros del Agave entre los que tenemos principalmente $ Agave te——
quilana (Maguey tequilero), Agave atrovirens (Maguey pulquero) y Agave fourcroydes
(Maguey henequenero) .

Dentro del género Agave tequilana tenemos muchas variedades siendo las més importan
tes s Carpintero, Pata de Mula, Azul, Sihuin, Bermejo y Azul 2 que vegetan en los
estados de Zacatecas, Guanajuato, Queretaro y principalmente en la zona de los --
Altos de Yalisco, en donde es objeto de cultivo intensivo para la elaboracién de -
tequila .

El Agave florece una sola vez y muere poco después. Generalmente llega a su madurez
de los 8 a los 10 aflos de edad, a los dos afios de cultivo en unos casos se corta -
el quiote cuyndo empieza a brotar o bien se impide su crecimiento con el objeto de
evitar que consuma en su desarrollo parte de los azicares que son fermentecibles -
posteriormente . Cuando la planta ha alcanzado su méximo desarrollo estd lista pa-
ra ser procesada conteniendo més del 15% de azicares , (Arrazola Dominguez F. del
C. , 1969) .

Andlisis efectuados sobre la porcidén central de plentas productoras de tequila de
8 a 9 afios de edad reportan los siguientes resultados $§ mat:ria fibrosa 11—11.5ﬁ )
cenizas 2.4-4.0%; azicares fermentecibles libres 1.0—1.5%; inulina fue el polisaci
rido encontrado en estos Agaves, el cual se hidroliza en azicares fermentecibles;
la presencia de almiddn no fue demostrada; gomas estan presentes en forma de pentg

sas; aldosas fueron detectadas también en baja proporcidn.
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Los resultados de andlisis de composicién general de los principales Agaves tequi-

leros se muestran en la tabla 7 $

TABLAT -

COMPOSICION DEL TRONCO PRINCIPAL DE PLANTAS DE AGAVE., Hesultados en % .

Nombre Hy0 Fibra Inulina Azicares Ni trégeno Conizas pH
comun cruda red, tot. oroteico

Carpintero 70 11 15.4 1.03 0.021 3.9 5.5
Pata de

fula 63 12 19.8 1.00 0.019 2.9 5.0
Bermejo 65 12.5 18.1 1.06 0.022 2.5 5.0
Azul 62 11.8 20.1 1.03 0.024 2.5 5.5
Zopilochino T0 12 14.3 1.03 0.023 2.7 4.5
Sihuil 65 12.5 17.5 1.09 0.021 2.5 4.5
Chato 68 12.5 15.6 1.23 0.020 2.4 5.0
Azul 2 60 1 24.1 1.50 0.020 2.7 4.5

El contenido de azdcares reductores toteles del jugo de Ag.ve, después de hidrdli-

sis &cida varfa del 16 al 27%, de acuerdo a la variedad de la planta . El conteni-

do de fructosa varfa del 13 al 25% y las aldosas del 1 al 4% . Bstos resultados ——

confirman la presencia de inulina como el principal polisacérido en la planta de -

Agave , segun se muestra en la tabla 8 s

TABLA 8 .

AZUCER:S EN JUGO HIDROLIZADO DB AGAVE, Resultados en % .

Nombre comin Azdcares reductores Fructosa Aldosss
Carpintero 17.2 15.9 Ve3>
Pata de Mula 22.0 18.8 52
Bermejo 20.0 17.8 2.2
Azul 22.3 21.0 e



72314 8 (Continuacidn) .

Nombre comin
Zopilochino
3ihuil
Chato

Azul 2

Azdcares reductores Fructosa
16.0 13.7
19.5 15.6
17.2 15.1
26.8 25.5
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Ref. (Sanchez Marroquin A. and Hope E.P., 1953) .

Zstudios desarrollados sobre la identificacidn de carbohidratos del jugo de diferen

tes Agaves por cromatograffa en papel, hidrolizando en bafio mar

{a a T0°C usando —

fcido sulfdrico durante una hora y neutralizando con hidréxido de sodio, muestran

los siguientes resultados descritos en la tabla G

TABLA 9 .

IDENTIFICACION DE CARBOHIDRATOS.

Agave tequilana
(Tequilero

Agave atrovirens
(Eulquero)

Lgave fourcroydes
Henequenero

Jugo sin hidrolizar

Acido D-glucurdnico
Glucosa
Fructosa

Ramnosa

Fructosa
Arabinosa

Glucosa
Fructosa

Arabinpsa

Jugo hidrolizado

Glucosa

Fructosa

Glucosa

Fructosa

Glucosa

Fructosa

Ref. ( Perez Pefia F. , 1953) .

Utilizando métodos cromatogréficos para el estudio de los carbohidrates de Agave -

veracruz se encontraron los siguientes $ fructosa, glucosa, sacarosa, cuatro oligo

sacéridos y dos polifructosanas. Observandose tembién una variacién en el conteni-

do de carbohidratos en tronco principal de éste Agave relacionando esto con la ——
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edad y madurez de la planta. Se sugiere ademés gque estos carbohidratos se incremep
tan con lea madurez de la planta {Srinivasan M. and Bhatia I.S., 1, 1953) .
Estudios posteriores sobre la distribucidz de carbohidratos en el tronco principael
y quiote de Agave veracruz demuestran que las fructosanas se encuantran mas alta-—
mente concentradas en el tronco y que estén uniformemente distribuidas es esta se-
ccibn, habiendo una disminucidn gradual de fructosanas a travez del quiote.

3¢ reporta en base a los azdcares presentes en los sdlidos del tronco la siguiente
composicidn dada en la tabla 10

TABLA10 .

Carbohidratos Porcentaje

Fructosanas 70

0ligosacédridos 14

Fructosa, glucosa y sacarosé 15 (CGlucosa en la menor concentraciézl

Utilizando métodos colorimétricos se determind que la fructosa estd presente en un

90/ del total de carbohidratos (Srinivasen F. end Bhatiz I.S., 2, 1953) .



HIDROLISIS DE POLISACARIDOS. FRUCTOSANAS.

La hidrdlisis de polisacédridos es probablemente afectada por la configuracidn, el
tamafio del anillo y conformacién anomérica de la uniones glicosidicas, la posicidn
de la unién [(1-—2) . (1-3) , (1-—4) ¥ (1——6)] . la presencia de grupos funciona
les en la molécula y la intensidad de interacciones intra e intermoleculares .

Se observa que existe un rango superior de hidrélisis de uniones terminales, =——
comparado con uniones internas en polisacdridos, En la siguiente tabla se dan al-

7
sunos parametros de cinética de hidrélisis de algunos polisacéridos

TABLA 11 .

Conmpuesto E(Kcalmq) s(cal mo1~" rago~!)
Acido alginico 28.0 + 737
Dextranas 34.3 + 15.6
Glicdzeno 26.95 + 3.7

Inulina 29.4 + 13,4

Ref. (Bemiller J.N., 1967) .

Siendo a= grado de descomposicién. E= constante de velocidad, Ko= constante de va
locidad en el tiempo cero y Ke+ constante de velocidad en el tieupo infinito; se
ha propuesto que la curva de K vs a y el valor Ku/Ko sean usados como un criterio
de el tipo de combinacidn de polisacéridos. Cuéndo la rotacion de los enlaces es
restringzida, la curva K-a es exponencial, K“/Ko es grande y la hidrdlisis es difi
cil; cuando la rotacidén es relativamente libre, la curva K-a es lineal, K.?Ko es
pequefia y la hidrdlisis es fécil,(Ryoichi 5. and Motohiro S. , 1953) .

La diferencia en el rango de hidrdlisis de los D-Fructofuranosidos y D—Fructopirg
nosidos es en mucho menor que las diferencias observadas para los dos semejantes
de alddsidos. Las energfas de activacidn son muy similares para furanoide y pira-

. . ~ . 3 4
noide derivados y se concluye que la pequefia diferencia entre estas energias o en
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as constantes de rangos de hidrdlisis no pueden ser usadas para distinguir entre

os dos tipos de estructura del anillo, (Green W.J. , 1966) .

idrélisis &cida .

n la hidrdlisis de inulina existen tres diferentes reacciones, especialmente, la
jdrélisis de la unién glicosidica, el rompimiento del monosacérido y la rever—-
ién . La hidrélisis es un proceso muy complejo . Esta puede ser considerada como
1 resultado de al menos dos procesos, marcados por variascién-de:-constantes; de -
as cuales la més lenta es la ruptura de lm uniones nd terminales. Este vroceso =
s principalmente debido a que al inicio de la hidrdlisis son tan largas que el -
Gmero de enlaces terminales puede ser izmorado . Con el progreso de la reaccidn
in embargo, el nimero de uniones terminales se incrementa continuamente con lo e
ual el valor de las constantes determina que el rompimiento de éstas ligaduras -
uege un papel mds importante. Los valores de las constantes cambian de acuerdo -
. la temperatura y concentracién de 4cido de diferentes formas, de modo que no es
onstante la relacidén que se puede encontrar entre ellas. El valor de la constante
le hidrdlisis de las uniones no terminales incrementa mds rapidamente con’ el in—
remento de la concentracidn de fcido y alta temperatura, que la de las uniones -
erminales, porque en aquella los exponentes determinan la dependencia de la con-
entracién del 4cido y la energfa de activacién de la reaccidn es més grande . En
nulina, la situacién es diferente a la de amilosa, ya que con un aumento de la -
.oncentracidn de &cido la formacién de complejos de protones es condicionada por
as uniones terminales , (Hollo J. , Szejtli J. , Toht M, and Fun A. , 1964) .

e hidrélisis segun las condiciones en que se lleve a cabo se puede dividir en ——
barcial o total .

a).- Parcial . Se puede llevar a cabo bajo las siguientes condiciones $

i.- Acido sulférico 0.01N durente 15 minutos a 70°C fara la identificacidén -
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s . s t
de residuos reductores y no reductores de inulina por cromatografia en pa

pel, observando la influencia de la longitud de cadena y terminacidn de ——-

ésta sobre las movilidades respectivas en el cromatozrama (Figﬁra11 ); Sem—

ries reductoras ; fructosa, inulobiosa, inulotriosa, etc. j series no reduc

torasgy sacarosa, 1-P-fructofuranosil-sacarosa, 1—P-inulobiofﬂianosil-sacarg

sa, etc.

FIGURA 11 .

O 1

Series reductoras

Series no
reductoras

T

RN AT GRS T S

UNIDADES DE HEXOSAS

Ref. (French D, and G.N. Wild, 1953).

ii.- Acido sulfiérico 0.01N a 70°C por 15 minutos e inulina al 5% obteniendo

una mezcla de di, tri y tetrasacdridos identificados por cromatografia en

papel, ( Feingold . and Avigad I. , 1956) . i

iii.- Acido oxAlico 0.01N a 60°C por 30 minutos obteniendo una mezcla de: -

1-Fructosilfructosa y (1-fru0t05i1)qFructosa que son identificados por cro-

natografia de elucidn en columna, (Bdelmen J. and Dickerson A.G., 1966) .

A continuacidn se observan en las figuras 12 y 13 1los compuestos forma—

dos durante la hidrdlisis parcial de inulina, siendo respectivamente las —

series reductoras y no reductoras .



FIGURA 12

Series reductoras .

A0 -eug o OH
ou H
H CUy
]

Ho-cn, /O on
oH H o
H CW,-OH
i Ho % i
-C\Wq
H O
o H
" cu,-
W OH
PIGURA 13 .

Series no reductoras .

uo-cu, O u le
oy H = H OH
"
< Uy-0H HO.- s @ N
H OH
H 6“1.0“
H (oT]

n
>

HO-cy, o OH
oy ]
i JI
H MO
HO-cu, @
OH u
H Uy
O
#o-cu, © o
ow
OH H
" Clly-OH
- H OH

UO-cu,

ou H
Hy
u
U0 -cu, O\"
on W
“ |
rh
u on
w-cw, SO\ ©
ou
H e -08
("] OW



h).- Total . Se han reportado las siguientes condiciones de reaccidn

1.~ Acido oxdlico al 2.5 % a 80°C por 18 horas en estudios sobre la es-
tructura de inulina de Dahlia tuber , (Hirst and Co. , 1950) a

2.- Acido sulfirico 0.05N a 95-100°C por 4 horas en hidrélisis de inuli
na de Tnula helenium , (Bell D.J. and Palmer A. , 1952) .

3,- Soluciones conteniendo 1.4 a 10 g de inulina por litro fueron comple
tamente hidrolizadas usando $
HC1 1.48/% a 80°C por 30 minutos ,
HC1 2.74% a 67-70°C durante 2.5 minutos,
H2504 1.24% a 80°C por una hore .
El tipo de 4cido y las condiciones no tuvieron efecto sobre los re-
sultados, (Golovin P.V., 1958) .

4.~ Acido sulfdrico a pH 3-4 a 70°C por 30 minutos como las condiciones
Sptimas para la hidrdlisis de fructosanas del jugo de Agave tequila
na azul . En la siguiente tabla se observan datos acerca de jugo,--—

jarabe y fructosa obtenidos por diferentes nétodos .

TABLA 12.

1étodo usado Gramos Jugo Jarsbe Fructosa Fructosa Rendi
en la obten- de crudo obteni en el ju en el mien-
cidn del ja- maguey ml do en go crudo jarabe to .
rabe . gramos sramos sramos 7
Fructosato

de calcio 996 442 144.2 135.70 104.73 T
Subacetato

de plomo 1616 T12 270.6 218.60 180.00 823
nlfato

da zinc 1960 635 247.8 180.16 151.85 * 84.3
Adsorcidn No. 1 1269 525 252.3 167.73 166.77. 99.3
Adscreidn No. 2 1269 525 245.9 15715 162.79 97.1

n

nof, (Marino Flores L. , 1961) .
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5.~ Acido sulfirico 0.05N a 77-8000 durante 5 horas como las condiciones
dptinas de hidrdlisis sin que la glucosa o fructosa formadas sean de
gradadas en el proceso . Se encontro que un 6675 de fructosa es degra
dada por &cido sulfdrico 1N en 3 horas a reflujo y glucosa no fue —

significativamente afectada, ( Lewis B.A., 1967, .

Hidrdlisis enzimdtica .

Estudios efectuados sobre hidrlisis enzimitica de inuiine cor enzime inuli-
nasa producida extracelularmente por Saccharomyces fragilis, muestrar como -
los productos de reaccidn de inulina tratada con ésta a fructosa como el pri
mero y Gnico azdcar producido, excepto que en las ultimas etapas de la hi——-
drdlisis una pequefia cantidad de glucosa pudo ser detectada. Se observé tam-
bién que la enzima ataca érupos finales en base a la ausencia de oligosacari
dos en cualquier fase de la hidrdlisis y que el ataque a inulina se inicia -
de la fructosa fihal siguiendo una hidrélisis secuencial de las moléculas de
fructosa . La degradacidn de inulina ocurre ampliamente por un mecanismo de
enlace simple, es decir la enzima hidroliza completamente uné molécula de —-
sustrato antes de atacar otra; se determind un rango de fructosa/glucosa de
35 , (Snyder H.E. and Phaff H.J., 1962) .

Investigaciones sobre el modo de accién de la enzima P-fructofuranosidasa -
obtenida de raices de "Diente de Ledn" (Taraxacum officinale H.), éobre inu-
lina reportan que después de una hidrdlisis completa, el tipo de accidn de la
enzima es "exo" o sea en grupos terminales y solamente por la fructosa final
ocurriendo esto de una manera secuencial a través de la molécula de inulina,

(Rutherford P.P. and Deacon A.C. , 1972) .
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MATZRIAL Y METODCS.

Tzra los andlisis respectivos y determinaciones correspondisntes se utilizaron --

muestras de Agave tequilana azul, con edad de 8 a 10 afios, proncrcionadas gentil--

mente

1.2.-

2.=

2.1.-

2.2.-

por la razén social Bucario Gonzalez S.A.
Determinacidn de humedad.

Material

vasos Berzelius de 100 ml, desecador,estufa, balanza anslitica y pinzas .
Técnica. Se determind por el método de la A.0.A.C. (1975) s

pesar de 2 2 3 g de muestra en un vago B3erzelius a peso constante, secar en
la estufa a 100—1100C por espacio de 3 horas, enfriar a continuacidn a tempe
ratura de cuarto y pesar. Introducir nuevamente el vaso en la estufa por 30,
minutos, enfriar y pesar, hasta gque no varie la tercera cifra decimal de las
dos ultimas pesadas. Calcular el porcentaje de humedad .

Determinacidén de cenizas .

Materiel $

crisoles de porcelana, mufla, desecador, balanza anal{tica, pinzas, mechero
Bunsen, tripie y tridngulo de porcelana .

Técnica. Se determind por el método de la A.0.4.C. (1975) 3

pesar 5 g de muestra en un crisol a peso constante a 550°C. Carbonizarla con
el mechero en seguida meterla a la mufla cuidando que la tomperatura no pase
de 550°C para evitar que los cloruros se volatilicen. Se suspende el calenta
miento cuando las cenizas esten blancas o grises homogeneas. Snfriar en el -
desecador y pesar . Calcular el porcentzje de cenizas .

Determinacidn de proteinas .

l.aterial

rutraces microEjedhal de 100 ml, digestor, probete de 100 ml, espitula, ma——

traz Erlenmsyer de 100 ml, aparato de destilacidn micro¥jedhal, soporte uni-
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versel, pinzas para bureta y burcta de 50 nl .
Reactivos

Zaido sulfdrico concentrado (93%), dxido roje de mercurio, sulfato de pota--
sio, &cido borico al 4%, hidréxido de sodio acucvso 131, 4cido clorhidrico --
0.01N e indicador de rojo de metilo y azul de metileno 231 al 0.2% .
Técnica . Sedetermipo por el método de la A.0.4.C. (1975)
pesar 100 mg de muestra en un pedazo de papel glassine, introducirlo en el -
matraz microKjedhal; afladir 2 g de sulfato de potasio, 40 mg de dxido rojo -
de mercurio y 2 ml de 4cido sulfiirico concentrado. Colocar 21 matraz en el -
digestor y calentar hasta la total digestién de la materia orgénica, o sea
hasta que el contenido del matraz estd completamente claro. Dejer enfriar, _
disolver el residuo en la menor cantidad de agua posible (5-10 z1) pasar es-
ta al aprato de destilacidn y enjuasgar el metraz tres veces méds con 2 rl de
agua afiadiendo estos lavados al aparato. A la szlida del condensador del deg
tilador colocar un matraz Erlenmeyer de 100 ml con 15 ml de Acido borico y 5
gotas de indicador. Afiadir 20 ml de hidréxido de sodio 131 al aparato de deg
tilacidn y calentar hasta que se obtengan 50 ml de destilado. Retirar el ma-
traz del aparato y titular con &cido clorhfdrico 0.01N hasta la aparicidn -
primera del color violeta .
Dfectuar un blanco utilizando un peso de papel igual el que se utilizé para
la muestra y proéeder de la misma manera que pars ésta .

Calcular el porciento de nitrdgeno y protefnas .
Determinscidn de fibra cruda .
laterieal $

vasos Berzelius sin pico 600 ml, ecpatula, probeta de 100 nl, embudo de cola
corta de filtracidén répida, gasa, piseta de plastico, egitador de vidrio, ag
besto, balanza enalftica, digestor, estufa, mufla, quitasato de 11, bomba -

de vacio y filtro Gooch .
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Reactivos ¢
fcido sulfdrico 1.25%4, hidrdxido de sodio 1.25% y rojo de metilo 0.5% .

’

?écnice . 3e determind por el método de la .l.U.A.C. (1975) $

pesar de 2 & 5 g de muestra, colocarla en un vaso de 600 ml y afladir O.5g de
asbesto preparado més 200 ml de solucidén hirviente de 4cido sulfdrico al --
1.25%. Calentar inmediiatamente y reflujar durante 30 minutos filtrer a tra-—-
véz de una tela previamente lavada, con la piseta lavar el residuo hasta que
no de reaccidn Zcida.al rojo de metilo las aguas de lavado; el residuo se pa
sa cuatitativamente al vaso limpio 7 se repite le operacién con solucién hir
viente de hidrdxido de sodio al 1.25% . Después de reflujar 30 minutos y la-
var perfectamente el residuo filtrando a travéz de un filtro Gooch preparado
con asbesto digerido, se enjuage con alcohol y el filtro se lleva a la estu-
£a a 100°C durante 2 horas, enseguida enfriar y pesar. Calcinar a goooc en _
la mufla por espacio de 2 horas, enfriar y pesar despuéds . Por la diferencia
de pesos calcular la fibra cruda .

Preparacidn del asbesto .

Digerir a ebullicién con hidréxido de sodio al 5% durante 8 horas; lavar con
con agua caliente hasta que no de reaccidn alcalina, digerir nuevamente a --
ebullicidn con Acido clorhfdrico 133 durante 8 horas, lavar hasta que no de
reaccién dcida, secar y calcinar al rojo briilante .

Determinacidn cualitative de fructosa. Prueba de Seliwanoff .

material s

tubos de ensayo, gradilla metélica, pipeta graduada de 5 ml, mechero Bunsen,
agitador de tubos y crondmetro .

Reactivos ¢

Resorcinol y acido clorhfdrico acuoso 182 .

Técnica « Se utilizo la referida por (5hehidullah M. and Khorasani ., 1972).
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Colocar en tubos de emsayo 5 ml de solucidén al 0.05; de resorcinol en &cido
clorhidrico 132, adicionar de 1 a 5 zotas de la solucidén problema calentar _
rapidemente sobre la flama directa del mechero con azitacidén . Parar el ca-—-
lentamiento después de 100 segundos y comparar contra un blanco hecho con —-
ague similarmente tratado . Un color rojo indica la presencia de fructosa.
Determinacién colorimétrica de fructosa .
Material
tubos de ensayo, pipetas volumetricas de 2 ml, pipetas graduadas de 5 ml, mg
traces aforados de 50, 100, 150, 250, 500 y 1000 ml; mechero Bunsen, agita--
dor de tubos, espectrofotdmetro, balanza analitica, celdas de vidrio, gradi-
11a metélica y piséta de pléstico ,
Reactivos 8
4cido fosférico al 85%, péanisidina y fructosa cristalina .
Técnica . Para esta determinacidn se utilizd el método citado por Hessler E,
L. (1959) que hace reaccionar p-anisidina en dcido fosfdrico con la fructosa
presente .
a).- Curva estandard . Cantidades conocidas de fructosa que van desde 0.04 _
ng/ml a 0.2 mg/ml fueron preperadas en solucién . Un mililitro de la solu=—-
cién de fructosa se coloca en un tubo de ensayo edicionandosele 4 ml de p-a_
nisidina al 0.05% en cido fosférico al 85% y un mililitro de agua destilada.
Un blanco con agua es hecho simulteneamente. Los tubos son celentados a ebu-
1licién sobre la flama directa del mechero. Después de 30 minutos de enfria-
miento se leen los tubos a una longitud de onda de 450 nm .
b).- Fuestra problema . se sigue la técnica antes descrita sustituyendo la
solucidn estandard de fructosa por las muestras clarificadas del jugo crudo
e hidrolizado de agave .

Determinacidn de azicares reductores .
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7.1.- Material s

Te2e=—

Te3e=

matraces aforados de 500 ml, pipetas volumetricas de 5 ml, matrsz aforado de
100 ml, matraces Erlenmeyer de 250 ml, bureta de 50 ml, soporte universal, =
pinzas para bureta, mechero Bunsen, tripie, tela de asbesto, perlas de vidrio,
zotero de 25 ml, matraz quitasato de 1 1 , crisol Gooch, alargadera de hule,
valanza analitica, espétula, papel filtro, vaso Berzelius de 250 ml y croné-
metro .

Reactivos $

solucién de Fehling modificacién de Soxhlet, que se prepara mezclando volumg
nes iguales de las scluciones Ay B antes de su empleo .

Solucidn A ¢ disolver 34.639 g de CuSO4. 5H20 en agua destilada, aforar a -—-
500 pl y filtrar a travez de asbesto preparado y guardar en un frasco ambar.
Solucidén B & disolver 173 g de tartato de sodio y potasio y 50 g de hidrdxi-
do de sodio en egua destilada, aforar a 500 ml, dejar reposar dos dfas y fil

trar a travez de asbesto preparado guardando la solucidén en un fresco ambar.

"8olucidn de fructosa al 0.2% y azul de metileno acuoso al 0.25% .

Péenica. Se utilizd el método de Lane y Eyon de la A.0.A.C. (1975) .

Mezclar en un matraz Zrlenmeyer 5 ml de la solucidn A y 5 ml de la solucién
B me?idos con pipeta volumétrica, asregar 50 ml de agua destilada y perlas _
de vidrio, calentar a ebullicidn y afiadir con bureta solucién estandard de -
fructosa hasta efectuar la cesi reduccidn total del cobre; mantenmer la ebulli
cidn moderada y agrezar 4 & 5 zotas de solucién de azul de metileno, se con-
tinua la titulacidn, gota a gota hasta la total reduccidn del cobre (se ob—-
szrva un color anaranjedo caracteristico, acompafado dz un precipitado rojo
1zdrillo). De esta forma valoramos la solucidn estandard; para la solucion -
problema se sizue la téenica antes descrita sutituyendo la solucidn estan—--
dard por la problema efectuando las diluciones corresnendientes si s necesa

. . '3 . ’
+io . En la titulacidn no se deben de gastarse menos de 15 ml ni mas de 50 ml

v el tiempo de titulacidn no debe ger mayor de 3 minutos .
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Obtencidn de jugo de agave crudo .
laterial
tabla de madera, cuchillo, vaso Berzelius de 600 ml, bafio de agua con con=—-—
trol de temperatura, pinzas de tres dedos, licuadora, probeta de 250 ml, ter
mémetro, cronémetro, espédtula, soporte universal, prensa hidresulica, zasa, -
bolsas de polietileno y balanza granataria.
Técnica
una muestra de penca de Agave tejquilana azul se corta en trozos peguefios (1
cm2) y se pesan 200 g de estos; ensesnida se deszarran en la licuadora por 3
minutos. E1 producto desintegrado se pasa cusntitztivamente a un vaso Berze—
lius en el cual se macera por espacio de 15 a 20 minutos con 125 nl de agua
destilada a una temperatura de 60-T0°C en un bafioc marfa. Posteriormente se
extraé el jugo del macerado decantando el 1liquido del vaso y colocando el re
siduo fibroso eanvuelto en gasa en el cilindro de la prensa y aplicando una -
presidén de 20000 psi por 60 segundos, el jugo extraido se recibe en bolsas -
de polietileno que se junta con el decantado inicial »
Clarificacidn del jugo de agave crudo .
Fateriel ¢
matraz quitasato de 1 1, embudos Buchner de 12 y 15 cm de diémetro, agitador
de vidrio, papel filtro Whatman y pliego, bomba de vacio, manguera de hule,
papel pH escala 3-5, matraz Erlenmeyer de 500 ml y vaso Berzelius de 600 ml.
Reactivos
3Solucidn acuosa saturada de subacetato de plomo y solucidn acuosa al 10% de
&cido oxélico .
Técnica $
a 200 ml aproximedamente de jugo de agave crudo se le adicionen 35 ml de so-
lucidn saturada de subacetato de plomo y se agita visorozamente, se deja re-

: s 2
posar por espacio de dos horas con el fin de promover una mejor separacion -



=z
33
de la materia insoluble. Posteriormente se filtra y al filtrado se le adicig

na Zcido oxélico al 107 hasta la completa neutralizacién del exceso de suba-
cetato. Se filtra nuevemente hasta obtener un licor cristalino .

10.- Hidrblisis de juzo de azave .

10.1.- Materiel s
matraces Erlenmeyer de 100 ml, pinzas de tres dedos, soportes universal, ba-

Berzelius de

fio con control de temperatura, pipetas graduadas de 5 ml, vasos
100 nl, bureta de 50 nl, crondmetro, termémetro, papel pH escala 3-5, vasos
de aluminio de 500 ml y refrigerador .

10.2.- Reactivos ¢
fcido sulfirico 1.5%, dcido clorhfdrico 1.47%, &cido ozdlico 10% e hidrdxido
de sodio 0.1N .

10.3.- Técnica 3
se colocan en un bafio maria a 70-80°C una serie de matraces Erlenmeyer de —-
100 ml conteniendo 25 ml del juzo clarificado de agave, se acidifican las _
muestras a un pH de 3-3.5 con el 4cido respectivo segun se desee . Cuando la
temperatura en las muestras es de 70-80°C se procede a tomar el tiempo de hi
drdlisis sacando éstas a diversos tiempos y neutralizando con hidréxido de -
sodio 0.1N de imnmediato, bajando a continuacidn la temperatura en el matraz
a2 unos 10°C en un bafio de hielo .

11.— Obtencidén de fructosanas . Estas se obtuvieron por medio de tres nétodoss

11.1.- Precipitacidén con alcohol .

11e1.1.- llaterial s
probeta de 250 ml, matraz Srlemmeyer de 500 rl, refrizerador, rotavapor, ba-
#o marfa, parrilla eléctrica, centrifuga, cstufa con sistema de vacio, vi---
drios de reloj, tubos para centrifuga, balanza :ranctaria, erpétula, matrez
de bola de boca esmerilada de 500 =1 y vasos Borzelius de 250 ml .

11.1.2.- Reactivos s etanol al S0 .

11.1.3.- Tcnica. Se utilizd el métedo descrito por Sriniv
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(1953),para la obtencidn de fructosanes de Agave veracruz .
A 350 ml de jugo clarificado de agave se le adiciona un volumen igual de eta=-
nol al 90% y se almacena a una temperatura de 4°C durante dos horas, poste——
riormente este volumen se concentra en rotavapor a vacio a una tenperatura de
50-60°C hasta la mited del volumen original del jugo. Se adiciona nuevamante
etanol al 90% v/v a la muestra y se refrizera por espacio de dos horas, el —-
precipitado obtenido se separa por centrifugacién a 10,000 rpm durante 15 mi-
nutos. E1l precipitado es secado sobre un vidrio de reloj durante 4 horas a ——
40-45°C en estufa con sisteme de vacio a 10 psi .

11.2.- Precipitacidn con &cido acético glacial .

11.2.1.~ Material s el citado en 11.1.1 .

11.2.2.- Reactivos ¢ écido acético glacial .

11.2.3.- Pécnica. La citada en 11.1.3. y 8
el 1{quido sobrenadante obtenido después de la centrifugacidn se le adicicne
un volumen igual de #cido acético glacial, dejandose reposar después durante
12 horas a temperatura de cuarto. Posteriormente se gepara el orecipitado ob-
tenido por centrifugacién a 10,000 rpm por 15 minutos y se lava con abundante
agua fria y se seca sobre un vidrio de reloj a 40-45°¢ por espacio de 4 horas
en éstufa con sistema de vacio a 10 psi .

11.3.- Precipitacién por tratamiento con hidrdxido de calcio .

11.3.1.— Material
bafio con control de temperatura, termémetro, vasos Berzelius de 600 ml, agita
dor de vidrio, espitula, papel irdicador pH escala 6-8, matraz quitesato de 1
1, matraz Erlenmeyer de 250 ml, refrigerador, papel filtro Whatman, embudo --
Buchner, piseta de pléstico, vidrios de reloj, estufa con sistema de vacio y
bomba de vacio .

11.3.2.~- Reactivos $

nidréxido de calcio como lechada de cal, tierra diatoméceas y £cido oxédlico al

4

105 .
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11.3.3.- Técnica. Se utilizd el método de tratamiento con lechada de cal descrito
por Emma Mc. Ponald (1946) .
Se calientan 350 ml de jugo clarificado de agave a 60-70°C, se afiade lechada
de cal hasta ﬁ& de 8 y se filtra en caliente, se ajusta el pll del filtrado al
rededor de 7 con Acido oxflico, Se calienta de nuevo a 70-80°C y se afade tige
rra de diatomdceas filtrando en caliente,el filtrado se mantiene por una no—
che a temperatura de congelacién (0°C) y se descongela posteriormente a tempe
retura de cuarto. El precipitado obtenido es separado por filtracién con va—
cio y se lava con sbundante agua fria. Se efectuan sucesivas recristalizacio-
nes disolviendo con agua caliente, tratando con diatomiceas, filtrando y pro-
cediendo a obtener el precipitado por congelacidn y descongelacidn, el cual
es secado sobre un vidrio de reloj en la estufa a 40-45°C por 4 horas a 10 —-
psi de vacio .

12.- Anflisis de espectroscopfa de infrarojo de fructosanas .

12.1.- Material
espectrémetro Perkin Elmer 137 Infracord .

12.2.- Reactivos § bromuro de potasio .

12.3.- Mécnica . Las muestras se corrieron en el Departamento de Quimieca Analftica
de la Divisidn de Bstudios Superiores .
Se utilizaron para estos anélisis las muestras obtenidas por los métodos 11.1,
11.2 y 11.3 con broruro de potasio en forma de pastillas, como nuestra de re-

forencia se utilizé Inulina (Z. Merck) .
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RESULTADOS Y DISCUSION .

I.- Composicién general de la materia prima .

De los andlisis bromatolégicos para determinacién de composicién general de —

Agave tequilana azul, se obtuvieron los resultados dados en la tabla 13

TABLA 13 .
Componente Porcentaje
Agua 62
Fibra cruda "
Proteinas 0.2
Carbohidratos 25
Cenizas 1.8

Los carbohidratos se obtuvieron por diferencia de los cuatro andlisis restantes.
Estos resultados son similares a los reportados para esta variedad por (sanchez -

Marroquin A. and Hope H. P., 1953; ¥ Arrazola Dominguez F. del C., 1969) .
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Los datos de las extracciones para la obtencidn del jugo de agave crudo se citan

en la tabla 14

TABLA 14 .

brauwos de muestra 200 200 200 300 300 300
Gramos de bagazo 68 63 67 95.7 114 107.1
7.1 de agua adicionada 125 125 125 200 200 200
¥1 de jugo obtenido 218 220 190 350 340 340
% de extraccidn 66 6845 66.5 68.1 62 64.3

L

o extraccidn del jugo se vid grendemente influida por el tamafio de particula, -

por lo cual la muestra fue desgarrada perfectamente para facilitar la maceracidn

y extraccidn la cual se realizd con una prensa hidraulica de cilindro; después -

en orden de importancia tenemos la temperatura del agua utilizada en la mgcera-—

cién que estuvo en el rango de 60-70°C que se reporta como el optimo de solubili

dad para inulina (Me Donald E., 1946),: para aumentar su eficiencia se llevo a —

cabo con agitacidn por espacio de 15 minutos .

La extraccidn del jugo en muestras cortadas en cuadros peguefios sin maceracidn

fue minima .
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III.- Determinacidn cualitativa de fructosa en jugo de agave .

Una prueba sencilla pero zignificativa para identificacidn cualitativa de fructg
sa la constituye la prueba de Seliwanoff, la cual c\onsiste en hacer reaccionar
resorcinol al 0.05% en HClsHZO (132, v/v) con la muestra problema y observar st
se desarrolla un cambio de color, la aparicién de un amarillo palido o rojo indi
ca que la prucba es positiva y por ende la presencia de fructosa .

En la tabla §§ se observan la relacidn entre la cantidad de fructosa e inulina
con el tiempo para la aparicién del color siznificativo de la prueba positiva -

segun (Shahidullah M. and Khorasani 3.3., 1972) .

TABLA 15 .
Fructosa Cantidad Tiempo para cambio Color Cbservaciones
MAe : de color (seg.) final

nonow 50 45 rojo color 24 hs.
estable.

I 40 60 ] rojo idem

" onow 30 90 r0jo idem

WS s 4 20 90 rojo idem

n onoon 10 95 amarillo

palido idem

Inulina 2,75 85 rojo se desarro--
lla muy len-

Lk, GE G 2.20 140 rojo ta{fente el
color .

En muestras de jugo de agave previamente clarificadas se efectud ésta prueba y *

los resultados obtenidos se observean en la tabla 16 ¢

TABRLA 16 .

PH Trucba sSeliwanoff  Tiempo(3eg.)
Jugo de agave (Pencas) 5 + 30-45
Jugo de agave (Pencas) 4.5 + 30-45

Jugo de agave (Corazén) 5 + 30-45
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D~ acuerdo con los resultados obtenidos en la tsbla 16 se observa la presencia _

de fructosa en forma libre en una cantidad mzyor a 50 ﬂg en todas las muestras _

craminadas de jugo de agave crudo. E1 rango de la reaccidn y el tiempo tomado pg

ra el desarrollo del color dependen directamente de la concentracién de fructosa

<7

¥
La reaccidn en que se fundamenta esta determinacién se plantea como sigues

no se ven influenciados por la presencia de aldohexosas como glucosa .

cut
)
c=0 ON
] 72w —ou
HO-CH > 0 \
\ + .___."_._-—’ uo-~ QR‘L 0
HC-OM OH z
QL
i NU~0H
(‘.\r\{w .

Color rojo




IV.- Hidrdlisis écida de jugo de agave .
1.~ Hidrdlisis con &dcido sulfirico a pE 3 del Jugc

(68 g vagazo ) . 2 une temperatura de 70-80°C .
TABLA 17 !

ohtenide de 200 g

40

de pencas

Tiempo Fructosa Reductores Glucosa Fructosa Glucosa
min. g/1 g/1 g/1 poles/1 moles/1
0 47 48 1 0.26 0.006
5 63 69.5 1¢9 0.37 0.008
10 98 101 3 0.54 0.016
15 116 120 4 0.64 0.022
20 137 143 6 0.70 0.032
30 154 ) 161 7 0.85 0.038
40 160 169.5 9.5 0.88 0.052
45 161 170.2 9.2 0.89 0.051

2.- Hidrélisis con &cido clorhfdrico a pH 3 del jugo obtenido de 200 g de pencas

(63 g bagazo) 4 a 70-80°C «

TARLA 18

Tiempo Fructosa Reductores Glucosa Fructosa Glucosa
min. g/l g/1 z/1 moles/1 moles/1
0 52 55 e2 1.2 0.28 0.006
5 69 70.8 . 1.8 0.38 0.010
10 92 9445 2.5 0.51 0.013
15 111 115 4 0.61 0.022
20 130 134.5 15 0.72 0.025
30 152 159 08 )y 238
40 157 165.7 8.7 <87 D.Ca8
45 159 168 9 C.2% 0.05




o= Hidrdlizis con feido oz lice a pd 7 del jug de 200 : de pences
(67 z d= bagazc) 4 a 70-20"¢ .

"ABLA 19 .

'iempo Fructosa HReductores Blucosa Fructcsa Flucosa
min, g/l 5/ 1 5/1 moles /1 polez/1
0, 46 46.9 0.9 025 C.005
5 5% 54,1 1.1 C.29 0.006
10 63 €443 1.3 C.35 0.007
15 T4 5.5 1.5 C.41 0.008
20 32 83.7 1.7 0.45 0,009
30 9€ 98 2 0.5% c.o11
40 103 106 3 0.57 C.015
42 110 12T Ze 0.61 0.02¢

La cantidaed inicial de fructosa presznte =n los ju_os de azsve puede deberse a -
la facilidad de hidrdlisis que presenten las “ructosanas y a que pudo haber ocu-
-rido unz hidrélisis térmica parcial durante le extraccién y maceracién .

Las grificas de las nidrdlizis con Acico sulfirico y écido clorhfdrico nos nueg
tran una semejanza en s3us velocidades de hidrdlisis observandose ademds que a ——
los 45 minutos es total a diferencia con el fcido oxélico donde se ¢bserva una -
velocidaed de reaccién menor airibuible esto & que es un Acido debil en relacidn

a los primeros .

Lz mayor cantidad de fructcsa se produce dJurante los primefos 20 minuteos de reae
ccidn y desouds tiende a ser constante, sirmilar comjortamientc 3e observa con --

zlucosa . La relacidén fructosz/zlucosa el inicio de la reaccién es alta y tiende

(6]

Y . s <’ : s i
a disminuir con la progresion de la hidrolisis .
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Figure 14 .

Hidrdlisis de jugo de agave con &cido sulfirico

170
160
150
140
130
120

110

100

80

70
60 .
50

40

.

=

A [y A A A A A

42

0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (mi nutos )
x Reductores

e Fructosa

40 45



43

Pigura 15.

Higrdlisis de jugo de agave con 4cido clorhidrico .
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Fizura 16 .
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Hidrdlisis de juzo de agave con acido oxélico.
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V.- Obtencidn de fructosanas de agave .

Tn la fizura 17 se observan los pasos seguidos pare la obtencidn de fructosanas

sor medio de precipitacidn con aleotol y dcido acético.

FIGURA 17

Fuestra——mwBxtraceidn — mClarificacidén——» Adicidn de etamol ——pRefrigeracidn

Centrifugaciln<e—=cfrigeraciéne—Adicién de etanol<———Concentracidn
Precipitado—wLavado ——pmSecado ——pFructosana

Sobrenadante —pAdicidn de écido acético—pReposo -—-—kcentrifugacién—-’l‘avado

Fructosanae—— Secado 4-;-_]

In la obtencidn de fructosanas por precipitacién con alcohol los rendimientos de

éstas con respecto al peso de muestra oscilaron entre 0.30 y 0.42% .

5e observd que a concentraciones bajas de alcohol habfa mds dificultad en precipi

tar las fructosanas ya que tendian a redisolverse. E1 precipitado seco se presen-—

ta como un polvo fino de color blanco opaco .

Para la obtencidén de fructosanas con dcido acético glacial se utilizé el sobrena

dante del centrifugado del método con alcohol y el rendiniento en relacidn al pe

s0 de muestra fue del 0.15%, obteniendose un polvo de color un poco nés obscuro _

que el obtenido con alcohol .

In la figura 18 se aprecian los pasos seguidos para la obtencidén de fructosanas

con el método de la lechada de cal .

FIGURA 18 .

Fuestra—sExtreccién—Clarificacién——s2dicidén de lechada de cal

Calentamiento€——Ajuste del pAw—Filtraciéne———Calentamiento
Yiicidn de diatomiceas —»Filtracién—s Congelacién ——»Desconselacidn

’

" 5 . 5 . :
Secado <& ecnstallzacn.én«———f‘rucjgosana«————Flltraclon
impureras

———3yFructosana
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Las fructosanas obtenidas con ¢l método de la lechada de cal tuvieron uh rendi--
miento de 0.38-0.46% con relacién al peso de muestra.
En éste método es de especial interes el control adecuado de las temperaturas y
variaciones del pH. Cuando el pH por un exceso en la adicidn de lechada de cal
se tornaba arriba de 9, el precipitado inicialmente obtenido presentaba un color

amarillo tenue que se decoloraba a blanco opaco con las recristalizeciones .



VI.~- 4n&lisis de espectroscopia de infrarojo de fructosanas de agave .
Con objeto de una interpretacién adecuada de los resultados y espectros de —-
infrarojo es necesario tener claros entre otros conceptos ques

<2 . .
la relacién de la energia absorbida por una molécula con la frecuencia de la luz

incidente, longitud y mimero de onda esta dada por las siguientes expresiones §

E= energia
h= 6.64 erg seg= Cte, Planck
E=hv¥=c/a ¥= ciclos por seg= Frecuen-
cia de la luz incidente.
A= longitud de onda= cm
c= 2,998 x 1O1OCm/Seg= velo
K=1/2 cidad de la luz .

-1
K= nimero de onda = cm

La regién infraroja normal se extiende de 2.5 a 15)&(4000 a 667 cm'1).

Hay dos clases fundamentales de vibraciones para las moléculass stretching o -
estiramiento que puede ser simétrico o asimetrico, en la cual la distancia entre
dos Atomos aumenta o disminuye pero los atomos permanecen en el mismo eje de —
enlace; y bending o deformacidn que puede ser en el plano tipo tijera y sacudi-
da y fuera del plano tipo balanceo y torsidén, en la cuzl la vosicidén de los —

&tomos varfa en relacidn al eje de enlace original .
Una fuente de luz normal para radiaciones infrarojas es la lampara incandescen-
te de Nernst, una varilla que contiene una mezcla de $xido de circonio, éxido -
de itrio y 6xido de erbio, calentada por medio eléctrico alrededor de 1500°C .
E1l espectro de una muestra sélida se determina con mayor precisién, bajo forma
de una pastilla de halogenuro de &lcali, bromuro de potasio es el mis empleado
ya que no absorbe en la regién 2.5 a 15)A(Willard, Merrit and Dean, 1975) .

4 continuacién se da la resolucidén de los espectros obtenidos de las muestras -
de fructosanas de Agave tequilana azul y de fructosana estandard (Inulina, E. -
Eerck) en base a los datos de numero de onda, absorciones, vibraciones y grupos
w

funcionales citados por (Barker and Stephens, 1954; Brock N.W. , 1957; Creswell

and Co., 1972 y Dyer J.R. 1973) .
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FRUCTOSANA STANDARD. INULINA . ESPZICTRO No. I

No. de onda Intensidad Grupo funcional y tipo de
cm - de absorcidn vibracidn
600 d C-H Deformzcién (bending) tipo sacu-
dida del hidrdgeno .
’ H
820 a H;c:g, Deformacién (bending) del hidré-
* geno de un C contiguo a un O de
anillo de furanosa
875 d C-H Vibracién de oscilacidn (rocking
vibration)del grupo metilen .
0
940 n o Vibracién simétrica (simmetrical
ring breathing) del anillo de fu-
ranosa .
1030 L 0-H Unido, deformacién(Bending) del
hidrbgeno .
1140 d C-0 Estiramiento(stretching) del enla
ce carbono-oxigeno .
d C-H f hidf -
1% L e
1450 d 0-H Primario, deformacién(bending) del
hidrégeno .
1485 d C-H Deformacidén(bending) del hidrégeno,
; de -CHp- saturado .
1650 m C=0 Estiramiento(stretching) de la do
ble ligadura .
2050 d CsX Estiramiento(stretching) de triple
ligadura en alguinos e isocianuros.
Vibracién de SiH .
2925 m C-H Estiramiento( stretching) del hidrd
geno an aldheido.
3350 f 0-H Unido en asociacidn polimérica, es

tiramiento(stretching) del hidrdge
no unido intermolecularmente .

d: débil ; m; media ¥y f: fuerte .
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DISCUSION DE RESULTADOS DEL ESPECTRO No. I . .
Se aprecian absorciones de intensidad débil a 600, 820, 875, 1140, 1330, 1450,
1485 y 2050 cm~' 3 de intensidad media a 940, 1650 y 2925 cx~! y de intensidad
fuerte a 1030 y 3350 i .

Todas las absorciones se presentan debido a vibraciones de sustituyentes o —
grupos funcionales presentes en 1z molécula de inuline de formula (C6H10°5)n"
excepto una absorcién debil a 2050 cm'q que se reporta en la literatura como -
originada en esa regién por compuestos con triple ligedura y puede deberse a.-

alguna impureza en la muestra, solvente o ser definitivamente caracteristica -

de inulina .
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FRUCTOSANA . METODO DE OBTENCION CON LECHADA DE CAL , ESPECTRO No. IT

No. de onda Intensidad Grupo funcional y tipo de
cn”! de sbsorcidn vibracidn
465 m éVibracién de aromaticos mono y di-

sustituidos orto-meta .

30:4 Vibracién del enlace oxigeno-azu
fre en el sulfato ionico .

750 d C3vibracién de un anillp de piranosa.
C-H Deformacidn(bending) tipo sacudida
del hidrdzeno .

H 0
~ , P
182 d H’C<C Deformacién(bending) del hidrd-
geno del carbono adyacente al

oxigeno de una furanosa .

1080 £ Caracter{stica de inulina .
1320 d Caracterfstica de inulina .
1630 f Absorcién de agua liquida y caracteri--

tica de inulina de intensidud media .

3400 i Caracter{stica de inulina .

d s débil ; m s media y f ¥ fuerte .
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ESPECTRO No. II
DISCUSION DE RESULTADOS »

En este espectro se observa la ausencia de absorciones tipicas en inulina a 600, —

820, 875, 940, 1140, 1450, 1485, 2050 y 2925 cm‘1; encontrandose una absorcidn de in

! dada por vibracidén de sromiticos sustituidos y sulfdto id-

1

tensidad media a 465 cm~

nico. Se observan ademés dos absorciones de intensidad dévil a 755 y 785 cm~ atribu

ibles a vibracidn de un anillo de piranosa y deformacidn de hidrdgeno del czrbono -

! se localiza una absorcidén de inten

sidad fuerte mas redondeada que para la caracteristica de inulina, en 1320 cm"1 se

adyacente a un o¥{geno de furanosa . En 1080 cm”

observa una absorcidén debil y aguda que en inulina es débil y no aguda .

A 1630 cm-1 debido al estiramiento de la doble ligadura de 1 grupo carbonilo se apre
cia una absorcidn fuerte aunada a que también aqui absorbe el agua 1iquida .
Caracteristica absorcidén a 3400 cm-1 se aprecia pero de menor intensidad en relacidn
al espectro estandard de inulina .

En base a estos resultados podemos deducir que este espectro corresponde a una mues-

tra que contiene humedad e impurezas, productos de degradacién de fructosanas, oligo

sacaridos y fructosanas de alto peso molecular en baja proporcién .



Z3PECTRO No. III.
FRUCTOSANA . METODO DE OBTENCION CON LECHADA DE CAL .

57

No. de onda Intensidad Grupo funcional y tipo de

cn”! de absorcidn vibracidn

600 o c-H Deformaclon(bending) tipo h@cuulda del
hidrdégeno. Absorcién debil caracterfstlca
de inulina .

670 m C-H Deformaclon(bendlng)tlpo sacudida del
hidrdgeno en compuestos aromaticos y al==
quenos .«

1130 f Caracteristica de inulina .

1440 d Caracteristica de inulina .

1620 m Caracteristica de inulina y H 50 1{quida.

1680 d C=0 nstlr&mlento(stretchlng) en cetonas ci
clicas de 6 miembros o mas .

1720 d c=0 Estiramiento(stretching) en cetonas --
oC-P insaturadas de anillo de 5 miembros .

2200 d C=X Estiramiento(stretching) de triple li-
gadura en alquinos, isocianuro y nitrilo .
Vibracidn del SiH .

3395 £ 0-H Asoc. pollmerlca, estiramiento(stret-
chlng) del hldrogeno unido inermolecular=-
mente. Caracter{stica de inulina .

3485 f 0-H Asoc. simple, estiramiento(stretching)

del hidrdzeno unido intermolecularmente.

d s débil ;

m § media y f ¢ fuerte .
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ESPECTRC No. IIL

DISCUSION RESULTADOS -

%n la primera corrida de 400 a 1335 cm_1 se observan dos lineas de absorcidnm la
més débil fue obtenida con la muestra muy diluida por lo que se hizo necesario
edicionar mis muestra para obtener la resolucién deseada dada por la segunda 3f
nea de absorcidén . A 600 cm'1 se presenta una absorcién de intensidad media agu
da presente en inulina pero de intensidad débil , otra absorcién de intensidad
media aguda a 670 cm-1 no presente en inulina se aprecia debido a deformacion -
C-H del hidrdgeno en compuestos aromaticos y alquenos .

3e observa la ausencia de absorciones presentes en inulina a 820, 875, 940 y

1030 cm'1 . Las absorciones correspondientes a 1030 y 1140 cm'1 caracter{sticas

de inulina en éste espectro se encuentran desplazadas a una sola absorcidén de #

intensidad fuerte a 1130 cm-1 y menos aguda que para inulina . A 1440 cm"1 ab——

sorcidn de intensidad débil aguda se observa siendo no aguda para inuline , no
se presentan absorciones tipicas de ésta en 1485, 2050 y 2925 cn~!. Absorciones
debidas a agua liquida y estiramiento de c=0 en cetonas a 1620, 1680 y 1720 cn™!
se ohservan . A4 2200 cm—1 se aprecia ung absorcién débil que se presenta en -—
compuestos con triple ligadura y SiH .

La absorcidén redondeada fuerte a 3350 em~! caracter{stica en inulina se aprecia
en este espectro en una absorcion con dos picos redondeados de intensidad fuer-
te lo que denota la presencia de O-H asociacién polimérica y simple .

En base a estos resultados podemos inferir que la muestra se encontraba un poco
humeda, que contiene posiblemente compuestos de degradacién alcalina de fructosa
nas y monosacéridos, presencia de oligosacaridos y di y monosacéridos asi como

fructosanas de alto grado de polimerizacién del tipo de inulina .



SRWCTIBANA « METODO DE OBTENCION CON ETANOL . ESPECTRC No. IV

', de onda Intensidad Grupo funcional y tipo de
em™] de absorcién vibracidn
520 4 ~CHp-0-CH,- Estiramiento(stretchiné) del
enlacg carbono-oxigeno .
810 d Caracteristica de inulinag .
930 m Caracteristica de inulina .
I0I5 f Caracteristica de inulina .
1130 d Caracteristica de inulinag .
13525 d Caracter{stica de inulinag .
1420 d O0-H Primario, deformacién(bemding) del
hidrégeno .
14860 d Caracteristica de inulina .
1640 m Caracteristica de inulina .
2050 d Caracterf{stica de inulina .
2320 a -C®N Estiramiento(stretching) de triple

enlace en nitrilo .
2920 m Caracteristica de inulina .

2250 £ Caracteristica de inulina .

< d8bil ; m; media y f: fuerte .
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ESPECTRC No. IV . &

DISCUSION RESULTADCS .

1

Se aprecia una absorcidn muy débil a 520 cm~ que se asocia &l estiramiento del

enlace C=0 en los éteres . Absorcion a 810 cm_1 de intensidad débil y a 930 cm'1
de intensidad media presentes también en inulina se observan, las absorciones #
picas de ésta a 1030 y 1140 cm-1 se aprecian a 1015 y 1130 cm'1 con un poco me-—

nos de intensidad y mis redondeadas .

Se observa a 1420 em~! una débil absorcidén debida a deformacidén del hidrdgeno en
0-E primario, las caracteristicas absorciones a 1330,1450, 1650, 2050, 2925 y -

3350 cm-1 de inulina se aprecian en este espectro a 1325, 1420,1460, 1640, —-

2050, 2920 y 3350 siendo ésta Ultima menos redondeada que la del estandard .

Una absorcidén a 2320 cm™) que compuestos con triple ligadura como nitrilo origi

nan se observa también . '

Zn esta muestra se aprecia qﬁe contiene fructosanas de alto grado de polimerizg

cién del tipo inulina por las absorciones gue presenta tan similares a ésta y

una baja proporcién de compuestos de bajo grado de polimerizacién o impurezas.



FRUCTOSANA . METODO DE OBTUIICION CON ETANOL . ESPECTRO Nc. V .

No. de onda Intensidad Grupo funcional y tipo de
o de absorcién vibracion
810 d Caracteristica de inulina
930 d Caracteristica de inulina
1020 7 Caracteristica de inulina
1130 d Caracteristica de inulina
1400 d Caracteristica de inulina
1640 m, Caracteristica de inuline
2900 m Caracteristica de inulina
3350 s Caracter{stica de inulina

d s débil ;

DISCUSION RESULTADOS ESPECTRO No. V .
Este espectro presenta todas sus absorciones como caracteristicas de inulina

-1
siendo estas a 810, 930, 1020, 1130, 1400, 1640, 2900 y 3350 cm y en el estan

m ¢ medig y £ s fuerte .

dard a 820, 940, 1030, 1140, 1450, 1650, 2925 y 3350 =

No se observan absorciones a 600, 875, 1330, 1485 y 2050 cxn"1 presentes en inu-

lina .

La intensidad de las absorciones en todos los casos es muy similar a el espec—
tro de inulina y podemos deducir en base a los datos obtenidos que éste espec—
tro corresponde a fructosanas de alto grado de polimeriuacién del tipo inulina

¥y que compuestos disimilares a fructosanas no son presentes o se encuentran en

muy pequefia concentracidn .
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ESPECTRC No. VI,

FRUCTOSANA . METODO DE OBTENCION CON ACIDO ACETICO .

No. de onda Intensidad Grupo funcional y tipo de

cn”! de _absorcidn vibracidn

605 n C-H Deformacién(bending) tipo sacudida dal
nidrégeno . Absorcién débil caracteristica
de inulina .

670 d C-H Deformacidn(bemding)tipo sacudida aso-
ciada a arométicos sustituidos y alquenos.

1140 b3 Caracter{stica de inulina .

1625 d c=0 Estiramiento(stretching) en .~-dicetona
(endlica) y wibracién de H,0 1liquida.

1680 d C=0 Estiramiento(stretching) en cetonas ci
clicas de 6 miembros o més .

2200 d C=X Estiramiento de triple ligadura en =
alquinos e isocianuro .

2900 d Caracteristica de inulina .

3400 m 0-H Asoc. polimérica, estiramiento(stret-
ching) del hidrdgeno unido intermolecular
mente . Absorcidn fuerte caracteristica
de inulina .

3540 m 0-H Asoc. simple, estiramiento(stretching)

del hidrdgeno unido intermolecularmente.

d s débil 3 m s media y f s fuerte .
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S3PZCTRO No. ¥I .

v

DISCUSION DE RESULTADOS .
-1

Una absorcidn de intensidad media se presenta a 605 cm  siendo de intensidad

débil en inulina. Se observa la presencia de una sbsorcidn débil a 670 en™! que

se gsocia con compuestos aromdticos y alquenos, absorciones débiles a 820 y 875

-1 : - : . .2
cm y media a 940 cm 1 presentes en inulina no se observan . La absorcion fuer

te debida a deformacidén del O-H y estiramiento del enlace C=0 se presenta a —
1140 desplazandose en relacién a inulina .

No se presentan absorciones a 1330, 1450, 1485 y 2050 cm'1 propias de inulina,
se observan absorciones a 1625 y 1680 propias del grupo carbonilo, una absor———

cidn débil a 2200 cm'1 asociada con vibraciones de triple ligadura se presenta.

A 2900 cxn"1 la absorcidén de estiramiento de hidrdgeno se encuentra desplazada

en relacidén a inulina .

La absorcidn fuerte caracteristica a 3350 cm'1 en inulina dada por O-H asocia -
cidén polimérica, en esta muestra se observan dos picos a 3400 y 3540 cm ' de in
tensidad media denotando la presencia de O-H asociacidn simple y polimérica .
Dados estos resultados podemos inferir que tenemos en la muestra oligosacéridos,
trisacaridos y posiblemente di y mono sacaridos y en baja proporcién fructosa-

nas de alto grado de polimerizacién como es inulina, ya que sus absorciones ca-

racteristicas o po se presentan o se encuentran desplazadas .



72
VII.- Determinacidén de la curva estandard de fructosa con p-anisidina .

Se determinaron las siguientes lecturas de absorbancia contra concentracidén segun

se observa en la tabla 20 3

TABLA 20 .

Fructosa Absorbancia(450 nm)
mg/ml I IT
0.04 0.080
0.05 0.106 0.126
0.06 0.125
0.10 0.208 0.250
0.13 0.265
0.20 0.395 0.540

I s observada .
II s citada por (Hessler E.L., 1959) .

Para concentraciones arriba de 0.2 mg/ml de fructosa los valores de sbsorbancia se
apartan de la curva estandard y por lo tanto de la Ley de Lambert y Beer, por lo -
cual valores arriba de 0;2.%f son considerados no confiables por caer fuera de la
curva (Figura 19) o

“a absorbancia o densidad Sptica se define por $

IO
A= log =

I
donde Io es la intensidad de la luz incidente, e I, la intensidad de la luz trens-
mitida. E1 valor de la absorbancia cominmente es registrado de O a 2.0 . Z1 célculo
de la intensidad de una banda de abgorcidn implica la aplicacién de las leyes de -
Lambert y Beep . La ley de Lambert afirma que la intensidad de la luz transmitida
a travéz de un medio homogéneo disminuye geoméfricamente a medida que el espesor
de la muestra sumenta aritméticamente. La ley de Beer afirma que cada molécula de

soluto absorbe la misma fraccidén de luz incidente, independientemente de la concepn



tracidén, en un medio no absorbente . Esta ley no se refiere a todo tipo de
cicnes, sino a soluciones diluidas y por lo‘tanto las desviaciones son minimas.

: 4 A e
formularse mediante la siguiente relacion §

— L
€= c
’

e fes el coeficiente de extincidn molar, c es la concentracion molar y 1 e

cspesor en centimetros . Los resultados experimentales se entregan en términos de

coeficiente de extincidn molar € o de su logaritmo, log £ . Cuando el peso molécu-

12r de la sustancia es desconocido la intensidad de absorcidn se exprese conveniepn

of !
o ’, ,1,'0

i o s : 7 "
1ém 0 L4opm » O S€a la absorbancia de una solucion al 1% de -

temente con el valor E

o

sustancia en una celda de 1 cm . Este valor se relaciona facilmente con el coe-

ficiente de extincién molsr, mediente la expresidn $

10 =el? ;

= Byom X Peso molecular

. . ) . .. Sy i
La reaccion para ésta determinacion se basa en la reactividad del zgrupo amino de

la p-anigidina con el grupo carbonilo de la fructosa, en presencia de aldohexosas

ccmo, glucosa, la interferencia es ninima y el coeficiente de variacidn de la de—

terminacidén es de 2.67%. La reaccidn se plantea como sigues

(:’“'L C‘\Jq_"o\n\
W
c=0 * o ¢ = LT D-o0-wg
\ W
—_—
Wo -CH 3 o -Ch
We-0u 0-UAz RC= 0N
\
~ O
uC-on ol
\ CW2-0R
W, -8R

Fructosa p-anisidina 2(p—amino—metoxi) fructosa




Absorbancia (450 nm)

Figura 19 .

Curvae estandard de fructosa con p-anisidina .

T4

0.5}F
0.4t
0.3t
(]
0.2}
0.1
A A A ol
0.1 0.15 0.2

0.05

mg/ml Fructosa



‘1 tamafio de partfcula, temperatura y tiempo de maceracién influyen en la
xtraccidn de carbohidratos y fructosanas solubles de Agsve teguilana azul .
Con un tamafio de particula grands y sin maceracidn el porciento de extraccidr
es muy bajo. Los Sptimos de temperatura y tiempo son de 60-70°C y 15 minutos.
Utilizando una presidn de 1406 kg/cm paras la extraccidn, el porciento de ést=
varic de 62 a 68.5 & .

“n todas las muestras de jugo de agave crudo obtenidas se encontré por medio de
deterninacidn cualitativa, la presencia de fructosa libre . Esto puede atribuir
se a que durante la maceracidn los oligosacéridos o fructosanas se desdoblan en
tal medida que dan lugar a fructosa o sus residuos reductores .

Je los mftodos utilizados pars la obtencidn de fructosanas se observd que el ma
yor rendimientc correspondic al de lechada de cal (0.46%), etanol (0.423) y ——
Zeido acético (0.15%) respectivamente. Si no se lleva a cabo una descongelacién
lenta en el método con lechada de cal la precipitacidn de fructosanas es alin ne
nor, similar situacidn se observa en el método con etanol si la concentracién -
de la muestra y etanol no son las adecuadas. Debido a la lenta precipitacién'
que se lleva a cabo con acido acético de las fructosanas, es necesario dejar re
vosar por espacio de 12 horas o mds .

“n generel los rendimientos obtenidos son muy bajos y se atribnye esto a que —
las fructossnas son muy lébiles y desde la extraccidn temeros desdoblamiento a
fracciones de oligosacéridos o Azucares mencres solubles que sumentan bajo las
izades en la obtenciln de
insolubles es baja y se reflejz en los vendirmientes rezpeciivos .o
fructosanss d21 tipo de inulina estén
presentes en el tronco principel de Agave tequilana azvl y gque ademis se encuen

8 —ocel &
formanic parte de su comresicion .
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a imulina corresnondid a la cobtenida por precipiia —-
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cidn con etanol el 907 (Espectro Yo. V) gue tuveo todas sus sbsorciones caraghta-
r{sticas. Las fructosanas mds disfmiles correspondieron a las obtenidas con .le-
chada de cal (Espectros No. II y III) y con &cido acético glacial (Zspectro ﬁo,
VI), atribuible esto a la presencia de fracciones de oligoaacéridos e impurezas
en las muestras .

La hidrdlisis 4cida de las fructosanas y oligosacdridos de Agave tequilana azul
es completa a los 45 minutos con &cido sulfirico y écido clorhfdricc e incomplg
ta con &cido oxdlico a un pH de 3 y temperatura de 70-80°C .

Se observd que en los primeros veinte minutos de la hidrdlisis con écido sulfi-
rico y clorhfdrico la velocidad de &sta es mayor que en los 25 minutos restan—-
tes, debido a la disminucidn en la concentracidn del dcido y fructosanas y al -
aumento de fructosa y glucosa libres .

De los datos obtenidos de las hidrélisis se concluye que la relacidn existente
entre fructcsa y glucosa en las fructosanas de Agave tequilana es de por cada -
88 moles de fructosa se nos generan 5 moles de gluccsa .

En la deterninacién de fructosa con p-anisidinea el rango de confiabilidad del -
método queda comprendido de O a 0.2 ng/ml de fructosa por muestra, a concentra-
ciones mayores no es apliéable .

Fructosa se observé ser el principal azdcar producido de la hidrdlisis de fruc-
tosanas(Inulina) de Agave tequilana azul. Egte azicar posee propiedades fisicas
y qu{micas que lo hacen satisfactorio para diversos usos, por lo cual 3e hace -
necesario efectuar posteriores investigaciones sobre su usc, aplicacién y produ

ccidn a nivel industrial .
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