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Resumen

Se analizaron cinco taxa (cuatro especies distintas, dos taxa de una misma
especie) de agave utilizados para producir mezcal, provenientes de varios estados
de la Republica Mexicana incluidos en la proteccién a la Denominacién de Origen
de esta bebida: Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck ssp. crassispina (Trel.) Gentry
(Charcas, San Luis Potosi), A. salmiana var. salmiana Otto ex Salm-Dyck (San
Felipe, Guanajuato), A. angustifolia Haw (Santiago Matatlan, Oaxaca), A. cupreata
Trel & A. Berger (Chilapa, Guerrero) y A. karwinskii Zucc. (Santa Catarina,
Oaxaca). Se determiné la distribucion general de acidos grasos y lipidos simples
de las cabezas maduras crudas de cada una empleando una extraccion Bligh-
Dyer modificada y cromatografia de gases. Se identificaron y cuantificaron 16
acidos grasos, desde el decanoico (C10) hasta el tetracosanoico (C24). Los acidos
encontrados en mayor concentracion fueron el palmitico (C16), oleico (C18),
linolénico (C18:3) y particularmente linoleico (C18:2), este dultimo en
concentraciones de 137 ug/g a 459 ug/g de agave. Los otros acidos presentaron
concentraciones inferiores a 20 pg/g, siendo el decanoico (C10) el de menor
concentracion en todos los casos. En el analisis de lipidos simples en los agaves
se identificd y cuantificd el contenido de acidos libres, B-sitosterol, mono, di y
triacilgliceroles. Las mayores concentraciones encontradas fueron del grupo de
triacilgliceroles, que van desde 223 ug/g a 565 ug/g de agave, con excepcion de
A. angustifolia, que presenté concentraciones semejantes de tri y diacilgliceroles.
Las concentraciones totales de lipidos simples van de 459 ug/g a 992 ug/g de
agave, siendo en el A. karwinskii donde se encontré el mayor contenido, siguiendo
en orden decreciente: A. salmiana var. salmiana > A. salmiana ssp. crassispina >
A. angustifolia > A. cupreata. La metodologia desarrollada permitié obtener
coeficientes de variacion menores a 10% en todas las determinaciones; la
evaluacion de la formacion de derivados con pruebas de recuperacion a partir de
un extracto lipidico present6 en la mayoria de los casos porcentajes en el intervalo

de 100 £ 5 %. Las diferencias en contenido y en el perfil de acidos en las especies



de agave pueden permitir explicar diferencias en caracteristicas organolépticas de
los mezcales asi como la correlacion del producto con la identidad de la materia

prima.



Introduccion

1. Introduccién

El mezcal es una bebida alcohdlica obtenida a partir de la destilacion del mosto
fermentado extraido de cabezas maduras de agave. Se encuentra protegido por la
declaracion a la Denominacién de Origen publicada en Diario Oficial de la
Federacion el 28 de Noviembre de 1994 para su produccion exclusiva en los
estados de Guerrero, Durango, Zacatecas, San Luis Potosi, Oaxaca, once
municipios de Tamaulipas y uno de Guanajuato. De acuerdo a la norma oficial
NOM-070-SCFI-1994, esta permitido el empleo de varias especies de agave para
elaborarlo y es posible también producir dos tipos del mismo: 100% agave y mixto,
con adicion de hasta 20 % de otros carbohidratos, ademas de las categorias

joven, reposado y afiejo.

El andlisis de los componentes quimicos de la bebida y de la evoluciéon de los
mismos durante el proceso de elaboracion puede permitir mejorar las etapas de
produccion, explicar sus caracteristicas organolépticas asi como diferenciarla
entre sus diferentes tipos y de productos similares. Uno de los eslabones en esta
cadena de factores que dan a cada mezcal caracteristicas propias es la materia
prima. El estudio del maguey en este aspecto ha sido casi nulo, pues la
investigacion cientifica se ha centrado en el incremento de su produccion y no en
su caracterizacion quimica. Ademas, gran parte de los estudios han tenido que ver
con el tequila, otra bebida obtenida a partir de agave, apareciendo sélo algunas
publicaciones sobre la caracterizacion de mezcal (De Ledén et al., 2006), sin

abordar el estudio de la planta utilizada para producirlo.

Entre los grupos de compuestos que se han identificado en bebidas como mezcal
y tequila estan los alcoholes, acidos, aldehidos, ésteres, furanos, cetonas, fenoles
y terpenos (Peppard y Benn, 1996; De Leon et al., 2006). Ademas del proceso de

produccion per se, la aportacion particular de estos compuestos por cada especie
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juega también un papel en el perfil quimico de los productos finales. Los lipidos
simples presentes en las cabezas de agave, por ejemplo, pueden ser convertidos
a acidos durante el horneado de la planta y la fermentacion del mosto, y éstos a su
vez generar los ésteres etilicos correspondientes, que presentan en general

aromas dulces y frutales y poseen bajos umbrales de olor (Leffingwell, 2007).

Como se ha mencionado, el mezcal se produce en varios estados de la Republica
Mexicana en los cuales se utilizan especies de agave distintas, y cada una puede
proveer de manera especifica compuestos precursores de aromas. El estudio de
del mezcal de las distintas regiones y de su elaboracion permitiria obtener
productos de mayor calidad, diferenciando ademas las bebidas por su origen y
favoreciendo su autentificacion. El trabajo en este campo ha sido poco. Por
ejemplo, no existen procedimientos establecidos para diferenciar entre las
diversas categorias de mezcal, ni entre sus dos tipos. El presente trabajo es una
contribucion a la caracterizacion quimica de varios agaves mezcaleros,
concretamente sobre su contenido de lipidos simples, cuyos productos de
hidrdlisis se encuentran en el mezcal y que, junto con los diferentes pasos de
elaboracién, permitiria explicar diferencias en el contenido de acidos grasos y

ésteres etilicos en las bebidas.



Antecedentes

2. Antecedentes

2.1. El agave o maguey

La palabra <<maguey>> tiene un origen taino y es comunmente empleada para
referirse al agave. El nombre <<agave>>, por su parte, proviene del griego y
significa “admirable”; fue utilizado por vez primera por Carlos Linneo en 1753,
nombrando a la especie Agave americana. Estas plantas se han aprovechado
desde la época prehispanica para diversos fines, estando entre los mas
importantes el de bebida, alimento y para la obtencion de fibras. Su presencia en
la dieta de los antiguos pobladores de la regiobn mesoamericana se ha
comprobado con los restos de maguey con mas de 10,000 afios de antigledad

consumido como alimento en el estado de Puebla (Aguirre et al., 2001).

Las hojas del agave sirven para alimentar al ganado, su coccion asi como la del
tallo floral y de las inflorescencias también permite su aprovechamiento. De las
hojas jovenes del cogollo (parte superior y central de la planta de la que se
desprenden hojas nuevas) se extrae la cuticula, que sirve para envolver y dar un
sabor especial a otros alimentos en un platillo conocido como “mixiote”. La planta
es frecuentemente parasitada por un gusano blanco -larva de una mariposa-,
Acentrocneme hesperiaris, que se come frito o tostado al igual que el gusano rojo

o “chinicuil”, Hypopta agavis, otro parasito.

A las fibras de las hojas se les ha dado usos tales como bolsas, costales, cuerdas,
redes, hamacas y tapetes, empleandose en México principalmente el henequén
(A. fourcroydes) y el A. lechugilla, cuyas fibras también se han estudiado para
aplicarse como refuerzo para concreto (Juarez et al., 2004). Otra de las utilidades
del agave, hoy en dia la mas popular, es como materia prima en la elaboracion de
las bebidas destiladas mezcal, tequila y bacanora. No obstante, la utilizacion de la

planta en esta area inicié con la obtencién de aguamiel (savia azucarada extraida
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de las plantas maduras) y su producto fermentado, el pulque, por los indigenas
mesoamericanos. Este ultimo tuvo un uso ceremonial en los pueblos antiguos y
adquirid una demanda importante durante el siglo XIX y principios del XX en
México; sin embargo, al parecer su desacreditacién en los afos subsecuentes
favorecio el consumo de cerveza, disminuyendo su produccion (Aguirre et al.,
2001; CONACULTA, 2006).

La importancia del agave en los pueblos prehispanicos se ve reflejada en
Mayahuel, diosa del maguey (Figura 1). Segun la leyenda, Quetzalcéatl la
convence de irse con él al mundo, donde se convierten en un arbol de dos ramas.
La abuela de Mayahuel corté la rama donde ésta se encontraba y se la dio a
comer a las tzitzimime, entidades de la oscuridad. Al recuperar su forma,
Quetzalcoatl recoge y entierra los restos de Mayahuel, de los que surgié el
maguey. Asi, desde el uso de su pua terminal como aguja hasta el del jugo de su
tallo para la elaboracion de bebidas, el agave ha mostrado ser una planta de
importancia histérica y versatiles usos. José de Acosta escribié en su Historia
moral y natural de las Indias: “El arbol de maravillas es el maguey, de que los
nuevos o chapetones (como en Indias los llaman) suelen escribir milagros, de que
da agua y vino, y aceite y vinagre, y miel, y arrope e hilo, y aguja, y otras cien
cosas”. En la Tabla 1 se reunen los usos comunes de esta planta (Granados,
1993; Kolendo, 1996; Nobel, 1998).

Figura 1. Mayahuel, diosa del maguey. Cddice Laud.
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Tabla 1. Usos del maguey

Destino Parte/producto
Bebidas
Aguamiel Cabeza del maguey
Atoles Aguamiel
Pulque Aguamiel fermentada
Vinagre Aguamiel fermentada
Mezcal Cabeza del maguey
Tequila Cabeza del maguey
Bacanora Cabeza del maguey
Comida y condimento
Gusanos blancos Hojas
Gusanos rojos (chinicuiles) Raices
Condimento para barbacoa Pulque
Saborizante de tamales y pan Aguamiel y cabeza
Tortillas Escapo floral
Barbacoa Hojas
Tejido

Hilos, cordeles, costales, bolsas,
tapetes, hamacas
Construccion

Fibras de las hojas

Vigas Escapo floral seco
Tejado Hojas

Otros

Combustible Hojas y cabezas secas
Forraje Hojas frescas

Ornato Maguey completo

2.1.1. Identidad botanica

El género Agave es endémico del continente americano, su clasificacion botanica
se indica en la Tabla 2. La familia a la que pertenece, Agavaceae, fue propuesta
por Endlicher (1841) incluyendo a los géneros Agave y Furcraea. Salisbury (1866)
reconoce los géneros Yucca, Furcraea, Littaea, Manfreda y Polianthes; Dahlgren y
Clifford (1985) reconocen dos subfamilias: Yuccoideae, con los géneros Yucca 'y
Hesperaloé, y Agavoideae, con los géneros Agave, Beschorneria, Furcraea,

Manfreda, Polianthes y Prochnyantes.
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Los 8 géneros se encuentran en México y se considera que el centro de origen y
diversificaciéon es México central, especificamente la zona de Tehuacan, Puebla,
donde existe el mayor numero de especies del género Agave: 15, con 8 de ellas
endémicas (Garcia-Mendoza y Galvan, 1995; Eguiarte et al., 2000; Garcia-
Mendoza, 2002).

Tabla 2. Clasificacion botanica del género Agave

Reino: Plantae

Division: Angiospermae
Clase: Monocotiledéneas
Orden: Asparagales
Familia: Agavaceae

Género: Agave

El numero de especies reconocidas dentro del género Agave varia segun las
delimitaciones taxondmicas. Thiede (2001) reconoce 210 especies en los
subgéneros Littaca, Agave y Manfreda mientras que Garcia-Mendoza (2002)
reconoce 200 especies en los subgéneros Littaca y Agave, ademas de 47
categorias infraespecificas. Gentry (1982) identifico la diferencia entre los
subgéneros anteriores en su inflorescencia: Agave con inflorescencias en panicula
y flores en agregados umbelados sobre pedunculos laterales y Littaea con
inflorescencias espigadas y flores pares. Este ultimo subgénero no se encuentra
en Baja California ni en Yucatan y se distribuye desde Utah, Nevada y Arizona en
Estados Unidos hasta Guatemala. El subgénero Agave, en cambio, se distribuye
desde California a Texas y sur de Florida hasta Peru, Colombia y Venezuela,
incluyendo Centroamérica y las Antillas (Gentry, 1982; Eguiarte et al., 2000,
Garcia-Mendoza, 2002).

Los agaves se encuentran en altitudes desde el nivel del mar hasta los 3400
msnm, aunque principalmente entre 1000 y 2000 msnm; se desarrollan en

ambientes de bosque tropical caducifolio, matorral xerdfilo, bosque espinoso,
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bosque de encino y pastizal, y en tipos de suelo que van desde los formados por

rocas acidas igneas hasta los calizos, basicos.

De acuerdo a Garcia-Mendoza (2002) México posee el 75% de las especies: 150
mas 36 taxa infraespecificos distribuidos a lo largo del pais, siendo el valle de
Tehuacan-Cuicatlan (entre Puebla y Oaxaca) y la zona limitrofe entre Sonora,
Chihuahua y Sinaloa ademas de la de San Luis Potosi, Nuevo ledn y Tamaulipas

las areas de mayor variedad de especies.

Los agaves son plantas perennes principalmente acaules, suculentas, semélparas,
con hojas generalmente gruesas de hasta 25 cm de ancho en la base, lanceoladas
y con espinas laterales. Las hojas se arreglan en espiral formando una roseta, con
un color desde verde lustroso hasta azul grisaceo opaco. Desarrollan una
espectacular inflorescencia de hasta 10 m de altura entre los 7 y 12 afios de edad.
Las flores son protandricas, usualmente blanquecino-verdosas, amarillentas o a
veces rojizas. Su reproduccién puede ser sexual mediante semilla o asexual
mediante bulbilos y, mas comunmente, rizomas (Granados, 1999; Eguiarte et al.,
2000, Irish e Irish, 2000; Aguirre et al., 2001). En la Figura 2 se muestran las

partes de esta planta.
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Figura 2. El maguey y sus partes. Museo Nacional de Culturas Populares, 1988

2.2. El mezcal, producto del agave

La palabra <<mezcal>> proviene del nahuatl mexcalli compuesto de mell,
maguey, e ixcalli, cocido o hervido. Algunos autores han postulado también como
palabra de origen a Metzcallalli, maguey que se cultiva en los alrededores de la
casa. Se refiere tanto a la planta como al aguardiente de agave, que comenzé a
producirse a partir de la conquista espanola con la introduccién de la destilacion

en México.
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Atendiendo a la norma NOM-070-SCFI-1994, el mezcal es una bebida alcohdlica
regional obtenida de la destilacion y rectificacion del mosto fermentado de cabezas
maduras de agave, previamente cocidas a fin de hidrolizar los polisacaridos
presentes. Los azucares en el mosto pueden provenir totalmente del agave
(mezcal 100% agave) o mezclarse con hasta 20% de otros carbohidratos. Es un

liquido incoloro o amarillento cuando es abocado’, reposado o afiejado.
La misma norma sefiala tres categorias de mezcal:

- Joven: aquél que se envasa sin reposo O afejamiento, susceptible de ser
abocado.

- Reposado: producto susceptible de ser abocado que se deja por lo menos 2
meses en recipientes de madera de roble blanco o encino.

- Afegjo: producto susceptible de ser abocado, sujeto a un proceso de maduraciéon
de por lo menos un afo en recipientes de madera de roble blanco o encino. En
mezclas de diferentes mezcales afiejos la edad para el mezcal resultante es el

promedio ponderado de las edades y volumenes de sus componentes.

El 28 de noviembre de 1994 se publico en el Diario Oficial de la Federacion la
resolucion mediante la cual se otorga la proteccion a la denominacion de origen
“Mezcal”, registrada el 9 de marzo de 1995 por la Organizacion Mundial de la
Propiedad Intelectual, en Ginebra, Suiza. Ademas, el 27 de mayo de 1997 se firmé
en Bruselas, Bélgica, el acuerdo entre México y la Comunidad Europea
concerniente al reconocimiento mutuo y a la proteccién de las denominaciones en
el sector de las bebidas espirituosas, con el objetivo de proteger en su territorio las
denominaciones de origen de tequila y mezcal y garantizar a Meéxico la
comercializacion exclusiva de estas bebidas en territorio europeo. De acuerdo al

articulo 156 de la Ley de la Propiedad Industrial, “se entiende por denominacion

' Abocado: Procedimiento para suavizar el sabor del mezcal mediante la adicion de uno o mas
productos naturales, saborizantes o colorantes permitidos en las disposiciones legales
correspondientes
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de origen, el nombre de una regidn geografica del pais que sirva para designar un
producto originario de la misma, y cuya calidad o caracteristica se deban
exclusivamente al medio geografico, comprendido en éste los factores naturales y
los humanos”. Tal region geografica quedd establecida originariamente como
aquella formada por los estados de Guerrero, Durango, San Luis Potosi,
Zacatecas y la “Region del mezcal” conformada por los municipios de Sola de
Vega, Miahuatlan, Yautepec, Santiago Matatlan, Tlacolula, Ocotlan, Ejutla vy
Zimatlan, en Oaxaca. Posteriormente, el 19 de noviembre de 2001, se incluy6 a
San Felipe, en el estado de Guanajuato, y el 11 de febrero de 2003 a otros once

municipios, del estado de Tamaulipas (ver Figura 3).

Las otras dos bebidas destiladas de mostos de agave con proteccion a la
denominacion de origen son el tequila y el bacanora. De hecho, el tequila fue la
primera bebida en obtener la denominacién de origen, en 1974; el bacanora lo
hizo en el afio 2000. Ambas comparten el hecho de tener el nombre del municipio
del que son originarias: Tequila, en Jalisco y Bacanora, en Sonora. Ademas, de
acuerdo a la norma NOM-006-SCFI-2005, el tequila s6lo puede elaborarse a partir
de un tipo de agave, el A. tequilana Weber var. azul, en Jalisco y varios municipios
de Guanajuato, Nayarit, Tamaulipas y Michoacan; la NOM-168-SCFI-2005
establece por su parte que solo el A. angustifolia Haw ha de emplearse para

producir bacanora, en ciertos municipios de Sonora.

En contraste, la elaboracion de mezcal no esta restringida a una sola especie, sino
gue en cada estado pueden emplearse varias especies siempre y cuando éstas no
sean utilizadas como materia prima para otras bebidas con denominacion de

origen dentro del mismo. Entre ellas se encuentran:

A. angustifolia Haw
A. scabra Salm-Dyck ssp. potosiensis

A. weberi Cels ex Poisson
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. potatorum Zucc.

. Ssalmiana Otto ex Salm-Dyck ssp. crassispina (Trel.) Gentry
. marmorata Roez|

. karwinskii Zucc.

. cupreata Trel. & Berger

> > > > > >

. duranguensis Gentry

(Aguirre et al., 2001; Espinosa et al., 2002)

Golfo de

Oceano
Pacifico

Figura 3. Entidades federativas incluidas en la Denominacion de Origen “Mezcal”

Cada mezcal posee caracteristicas de aroma y sabor singulares, que dependen de
su proceso de elaboracién, afejamiento y de la materia prima. Las
especificaciones que deben cubrir segun la norma oficial mexicana se muestran
en la Tabla 3.
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Tabla 3. Especificaciones del mezcal segun la norma NOM-070-SCFI-1994

Especificaciones Minimo | Maximo
% de alcohol en volumen a 20 C 36 55
Extracto seco g/L 0.2 10
Valores dados en mg/100 mL de alcohol anhidro:
Acidez total (como acido acético) 170
Alcoholes superiores 100 400
Metanol 100 300

2.2.1. Elaboracion del mezcal

2.2.1.1. El agave como materia prima

Una vez que las plantas de agave han llegado a la madurez (7-12 afios), el
meristema floral empieza a desarrollar lo que sera el escapo y la inflorescencia,
como penultimo paso hacia su muerte, antes de la floracion. En el transcurso de
este evento la planta emplea sus recursos energéticos en la construccion de las
estructuras reproductivas, lo que consume parte de los carbohidratos necesarios
para elaborar el mezcal. Con el fin de evitar esta pérdida, se interrumpe el proceso
de reproduccion mediante la castracion, que prolonga la vida del agave asi como

la acumulacion de carbohidratos.

El procedimiento de castracién es mas efectivo si se realiza en una fase temprana
de desarrollo del quiote o escapo floral, como sucede en el estado de San Luis
Potosi y Zacatecas, pues se aprovecha al maximo la capacidad de acumulacién
de carbohidratos de la planta y le permite asi alcanzar un estado 6ptimo como
materia prima para producir el mezcal. En otros estados, incluidos aquellos donde
se elabora tequila, la planta se castra cuando el eje floral posee desde 1 m 0 mas
de altura, y sobresale de las hojas superiores, procedimiento conocido como

desquiote. Esta segunda practica es mas sencilla pero disminuye el potencial
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productivo de la planta, que canaliza parte de sus reservas en la formacion del

quiote (Aguirre et al., 2001; Valenzuela, 2003).

En estados como San Luis Potosi la identificacion de las plantas maduras con un
desarrollo incipiente del escapo se basa en los cambios morfolégicos de las
mismas, como el adelgazamiento del cogollo y coloracién negro brillante de sus
espinas terminales. Con un machete se corta el cogollo a unos 20 cm de la base,
guedando un orificio central que permite verificar la aptitud de la planta para ser
castrada. Se cortan entonces las hojas tiernas remanentes y se remueve la yema

floral, dejando un hueco o cajete sobre la parte superior del tallo (Fig. 4).

Figura 4. a) Maguey con adelgazamiento del cogollo, b) Extraccion de la yema floral.
Fuente: Aguirre et al., 2001

Después de 1 a 2 anos del corte el agave esta listo para ser recolectado. Para
ello, se le remueven las hojas y se desprende el tallo a nivel del suelo quedando
solamente la cabeza - tallo y base de las hojas-, cuya apariencia recuerda a la de

una pifa (Fig. 5).
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Figura 5. a) Pifa o cabeza de agave y b) sus partes.

El carbohidrato de reserva de mayor concentracién en la planta es la inulina. Se
trata de un polisacarido formado por cadenas de 25 a 35 unidades de fructosa
unidas por enlaces glucosidicos 3 (1-2), con una molécula de glucosa terminal. En
general, la composicidon quimica del agave se caracteriza por un alto contenido de
humedad y un porcentaje de carbohidratos que puede llegar a representar hasta la
tercera parte del peso total de una pifa (Bautista et al., 2001). En la Tabla

siguiente se muestran los datos reportados en el andlisis de algunas especies:

Tabla 4. Composicion media de especies de agave: A. atrovirens,
A. potatorum, A. cochlearis, A. tequilana (Madrigal et al., 1981)

Componente % Cabeza de agave
Agua 70-85
Carbohidratos 10-28
Celulosa 2-5.7
Lignina 3-5
Proteinas 0.2-0.5
Resinas y lipidos 0.6-0.9

2.2.1.2. Horneado

Las cabezas de agave se someten a un tratamiento térmico por al menos 72 horas
con la finalidad de hidrolizar los polifructosanos y hacerlos disponibles para las
levaduras durante la fermentacion. Los hornos estan comunmente construidos en
la tierra, como hoyos en forma de cono trunco donde se deposita el agave.
Previamente, se coloca y enciende lefia sobre la que se colocan piedras para que

reciban el calor de la combustion por alrededor de 6 horas, hasta que cesa la
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emanacion de humo; las piedras se cubren con una capa de bagazo o palma para
evitar el contacto directo con el agave, que podria provocar una caramelizacion de
los carbohidratos. El maguey se introduce seccionado en 2 o 4 partes segun su
tamarno y sobre él se extiende al final otra capa de palma y tierra para aislar el

horno. También es de uso comun el horno de mamposteria.

2.2.1.3. Molienda

El material horneado se dispone sobre la plancha circular de un molino, donde es
machacado al paso de una pesada rueda de piedra movida frecuentemente por

traccion animal. El mosto se conduce a las tinas de fermentacion.

2.2.1.4. Fermentacion

Se trata de un proceso anaerobico efectuado principalmente por levaduras -
Saccharomyces cerevisiae la mas importante-, en el que los azucares del mosto
son transformados en etanol, CO;, y una serie de productos secundarios como
acidos, aldehidos, ésteres y alcoholes superiores. Las dimensiones de las tinas
son variables y el tiempo minimo es de dos dias, finalizando en el momento en
que cesa la produccion de didxido de carbono pero guiado también por el sabor y
olor que el productor percibe como 6ptimo (Lachance, 1995; Zuazo y Gschaedler,
1998).

Figura 6. a) Cabezas de agave apiladas para su horneado, b) Molienda, c) Fermentacion
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2.2.1.5. Destilacion

El mosto se coloca en un alambique donde es calentado, vaporizado, enfriado y
condensado en dos etapas. En la primera destilacion se obtienen tres cortes: las
puntas, con una graduacion alcohdlica de 60 °GL aproximadamente, el cuerpo,
con 20-40 °GL, y las colas, con un contenido alcohdlico inferior. En la segunda
destilacién se pueden mezclar el cuerpo y colas de la primera para tener un primer
corte con 70-85 °GL. El cuerpo y colas de la redestilacion finalmente se mezclan
hasta conseguir una graduacion entre 42 y 50 °GL. Los procedimientos, sin

embargo, pueden variar en cada region y con cada productor.

Finalmente, el mezcal puede transitar por procedimientos de abocado y
maduracion previos a su envasado y etiquetado (SAGARPA, 2005; CNSPMM,
2007; Ortiz y Ramales, 2007). En esta bebida y en el tequila se han identificado
acidos grasos y ésteres etilicos de acidos grasos. Dado que las plantas poseen
cierto contenido de lipidos y a que estan sujetas a un proceso que favorece la
hidrdlisis de estos compuestos, cada especie puede aportar finalmente a la bebida

acidos y ésteres de manera particular, influyendo en su sabor y aroma.

2.3. Los lipidos

Los lipidos constituyen un grupo heterogéneo de compuestos con la caracteristica
comun de solubilidad en disolventes organicos como cloroformo, hexano, éter
etilico o metanol. Se pueden subdividir en dos grandes clases: los lipidos simples
y los lipidos complejos. Los primeros producen por hidrélisis uno o dos productos
diferentes por mol, y los segundos generan tres o mas productos por mol. Aunque
los términos “neutral” y “polar” se emplean frecuentemente para identificar estas
clases, son menos precisos y pueden ser ambiguos; por ejemplo, los acidos
grasos se clasifican comiunmente como neutros a pesar de la presencia del grupo

carboxilo.
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Los lipidos simples estan comprendidos principalmente por acidos grasos unidos a
moléculas con grupos hidroxilo, generalmente glicerol, pero pueden ser también
alcoholes de cadena larga o un esterol. Los acidos grasos y esteroles libres
también se clasifican como lipidos simples. Los lipidos complejos pueden
subdividirse en tres categorias: glicerofosfolipidos, que producen por hidrdlisis
glicerol, acidos grasos, fosfato inorganico y una base organica o una molécula
polihidroxilica; glicoglicerolipidos, que generan por hidrdlisis glicerol, acidos grasos
y carbohidratos; esfingolipidos, que contienen una base de cadena larga, acidos
grasos y fosfato inorganico, carbohidratos u otro compuesto organico complejo
(Christie, 1987).

La mayoria de los acidos grasos en las plantas son monocarboxilicos, saturados e
insaturados, con cadenas lineales de numero par de atomos de carbono. Son
comunes el acido caprico, miristico, palmitico, y estearico, pero aun mas los
insaturados oleico, linoleico y linolénico. Estos siete acidos estan usualmente
presentes en los lipidos de todas las partes de las plantas, predominando los
insaturados junto con el palmitico (Hitchcock, 1975). En las hojas los acidos mas
abundantes son por lo general el linoleico y linolénico, y el contenido de acidos
saturados no excede el 20 % del total. En la piel de las frutas los acidos de mayor
concentracion son el oleico y palmitico y en las semillas los mas abundantes son
el linoleico, oleico y palmitico. Con base en los contenidos relativos de estos
acidos en las semillas se ha podido agrupar algunas familias. Por ejemplo, entre
las que poseen un contenido mayor de acidos linoleico y oleico, con el linolénico
ausente o en cantidades muy pequehas estan Agavaceae, Amaryllidaceae,

Compositae y Loasaceae (Shorland, 1963).

El analisis del contenido de acidos grasos con fines taxondmicos se ha aplicado
con éxito en el area de la Microbiologia, donde ha sustituido analisis tradicionales
para determinar la identidad de las especies, como la determinacion de la

morfologia colonial, la produccion de pigmentos, velocidad de crecimiento y
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reacciones bioquimicas (Paredes et al., 2001; Garcia, 2005). Se ha visto, por
ejemplo, que los acidos grasos ramificados son comunes en las bacterias Gram
negativas, mientras que la mayoria de las Gram positivas presentan sélo acidos
de cadena lineal. Ademas, las Gram negativas poseen hidroxiacidos, ausentes en
aquéllas. Existen procedimientos de analisis establecidos, como el sistema
Sherlock, que identifica a los microorganismos con base en los resultados del
analisis cromatografico de ésteres metilicos de los &acidos grasos C9-C20
presentes en los mismos. Se han encontrado distribuciones generales de estos
acidos especificas de varias especies, o que ha llevado a la construccién de
bibliotecas con tal informacién. El sistema posee una biblioteca para la
identificacion de 1,500 especies de bacterias y 200 de levaduras. La metodologia
analitica implica la ruptura de las células y la hidrélisis de componentes lipidicos,
seguida de una derivatizacion con HCl y CH3;OH para su posterior inyeccion en un
cromatografo de gases (Sasser, 2001). En la Tabla 5 se muestra la formula, el
nombre comun y sistematico de varios acidos, desde el decanoico hasta el

tetracosanoico, que se estaran empleando a lo largo de este trabajo.

Tabla 5. Férmula y nombre de algunos acidos grasos

Formula Nombre comun Nombre sistematico
CH3(CH,)sCOOH Caprico Decanoico
CH3(CH;)sCOOH Undecanoico
CH3(CH,)1,COOH Laurico Dodecanoico
CH3(CH,)11COOH Tridecanoico
CH3(CH,)1,COOH Miristico Tetradecanoico
CH3(CH,)13COOH Pentadecanoico
CH3(CH,)14,COOH Palmitico Hexadecanoico
CH3(CH,)sCH=CH(CH,);COOH Palmitoleico cis-9-hexadecenoico
CH3(CH;)1sCOOH Margarico Heptadecanoico
CH3(CH;)1COOH Estéarico Octadecanoico
CH3(CH;);CH=CH(CH,);COOH Oleico cis-9-octadecenoico
CH3(CH3)3(CH,CH=CH),(CH,);COOH | Linoleico cis,cis-9,12-octadecadienoico
CH3(CH,CH=CH);3(CH,);COOH Linolénico cis,cis,cis-9,12,15-octadecatrienoico
CH3(CH;)7COOH Nonadecanoico
CH3(CH;)1sCOOH Araquidico Eicosanoico
CH3(CH3)1sCOOH Heneicosanoico
CH3(CH3)2,COOH Behénico Docosanoico
CH3(CH3),1COOH Tricosanoico
CH3(CH;),,COOH Lignoceérico Tetracosanoico
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Los lipidos sirven como materiales de reserva y también se encuentran formando
parte de las membranas celulares de las plantas; aquéllos con insaturaciones son

importantes para la fluidez de las mismas (Heldt, 2005).

Los lipidos simples se presentan principalmente como acilgliceroles, y una de sus
caracteristicas es la generacién de acidos grasos por hidrdlisis. Lopez y Mancilla-
Margalli (2002), por ejemplo, encontraron un aumento en la concentracién de
acidos grasos de cadena larga durante la coccién de agave. Estos acidos son
importantes por su participacién en las propiedades organolépticas de bebidas
como el mezcal, sobre todo porque con la presencia de alcohol se forman los
ésteres correspondientes, que poseen aromas singulares del tipo floral, frutal,
dulce y céreo. Los ésteres son de hecho los compuestos organolépticos mas

numerosos en las bebidas alcohdlicas (Nykanen, 1986; Pinal y Gschaedler, 1998).
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3. Objetivos

3.1.0bjetivo general

Identificar y cuantificar los lipidos simples presentes en varias especies de agave
mezcalero para contribuir a la caracterizacion quimica de estas plantas.

3.2. Objetivos particulares

- Analizar varias especies y/o variedades de agave: A. salmiana ssp. crassispina,
A. salmiana var. salmiana, A. angustifolia, A. cupreata y A. karwinskKii,
provenientes de estados de la Republica Méxicana incluidos en la Denominacion
de Origen “Mezcal”’, empleando la metodologia necesaria para la determinacién de

los compuestos de interés.

- Determinar el perfil de acidos grasos y de lipidos simples totales en el agave
utilizando un procedimiento de extraccion de lipidos Bligh-Dyer modificado y

cromatografia de gases.

- Comparar los resultados encontrados en las distintas especies de agave.
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4. Parte experimental

4.1. Material, reactivos y disolventes

4.1.1. Reactivos y disolventes

Diclorometano (J. T. Baker, Xalostoc, Edo. De México)
Metanol (J. T. Baker, Xalostoc, Edo. De México)

Hexano (J. T. Baker, Xalostoc, Edo. De México)

Butanol (J. T. Baker, Xalostoc, Edo. De México)

Piridina (J. T. Baker, Xalostoc, Edo. De México)
Bis(trimetilsililtrifluoroacetamida), BSTFA (Regis, Morton Grove, IL, USA)
Hexametildisilazano, HMDS (Regis, Morton Grove, IL, USA)
Na,SO4 anhidro (J. T. Baker, Xalostoc, Edo. De México)
NaCl (J. T. Baker, Xalostoc, Edo. De México)

KOH (Mallinckrodt Baker, Xalostoc, Edo. De México)

HCI (J. T. Baker, Xalostoc, Edo. De México)

Agua destilada

4.1.2. Estandares

Esteres etilicos: Octanoato de etilo EE8, Decanoato de etilo EE10, Dodecanoato
de etilo EE12, Tridecanoato de etilo EE13, Tetradecanoato de etilo EE14,
Pentadecanoato de etilo EE15, Hexadecanoato de etilo EE16, cis-9-
Hexadecenoato de etilo EE16:1, Heptadecanoato de etilo EE17, Octadecanoato
de etilo EE18, cis-9-Octadecenoato de etilo EE18:1, cis,cis-9,12-Octadecadienoato
de etilo EE18:2, cis,cis,cis-9,12,15-Octadecatrienoato de etilo EE18:3,
Heneicosanoato de etilo EE21, Docosanoato de etilo EE22, Tetracosanoato de
etilo EE24 (NU-CHEK-PREP, Elysian, MN, USA)
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Acidos grasos: Octanoico C8, Decanoico C10, Dodecanoico C12, Tridecanoico
C13, Tetradecanoico C14-O0OH, Pentadecanoico C15, Hexadecanoico C16, cis 9-
Hexadecenoico C16:1, Heptadecanoico C17, Octadecanoico C18, cis 9-
Octadecenoico C18:1, cis 9,12-Octadecadiencico C18:2, cis 9,12,15-
Octadecatrienoico C18:3, Heneicosanoico C21, Docosanoico C22, Tetracosanoico
C24 (NU-CHEK-PREP, Elysian, MN, USA)

Monoacilgliceroles: Monooctanoato de glicerilo MGg, Monotetradecanoato de
glicerilo MG14, Monohexadecanoato de glicerilo MG+, Monooctadecanoato de
glicerilo MG1s, Monooctadecenoato de glicerilo MG+s.1, Monooctadecadienoato de
glicerilo MG1s.2 (NU-CHEK-PREP, Elysian, MN, USA)

Diacilgliceroles: Dioctanoato de glicerilo DGg, Ditetradecanoato de glicerilo DG4,
Dihexadecanoato de (dlicerilo DG, Dioctadecanoato de glicerilo DGys,
Dioctadecenoato de glicerilo DG+s.1, Dioctadecadienoato de glicerilo DG+s.2 (NU-
CHEK-PREP, Elysian, MN, USA)

Triacilgliceroles: Trioctanoato de glicerilo TGs, Tridodecanoato de glicerilo TGy,
Tritetradecanoato de glicerilo TG4, Trihexadecanoato de glicerilo TGyg,
Trioctadecanoato de (glicerilo TGqs, Trioctadecenoato de glicerilo TGyg1,
Trioctadecadienoato de glicerilo TG1s:2 (NU-CHEK-PREP, Elysian, MN, USA)
pB-sitosterol (Fluka, France)

4.1.3. Aparatos

Licuadora Waring, procesador de alimentos Moulinex, estufa J.M. Ortiz, agitador

Vortex Thermolyne, rotaevaporador Buchi, material de vidrio comun de laboratorio.
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4 2. Muestras

Se analizaron cinco agaves, cada uno de ellos empleado en lugares de la
Republica Mexicana incluidos en la declaracion de proteccion a la Denominacion
de Origen “Mezcal”. Su identidad se indica en la Tabla 6 junto con su origen y
edad. Los datos fueron proporcionados por los productores. Se trata en todos los
casos de cabezas de magueyes (una por cada agave) con aproximadamente un
ano de castracion, listas para su horneado excepto en el caso de A. angustifolia y

A. salmiana var. salmiana, que se colectaron en campo.

Tabla 6. Muestras de agave analizadas

Agave Origen Ejido/lugar Edad
A. salmiana ssp. crassispina | Charcas, San Luis Potosi | Miguel Hidalgo | 8 afios
A. angustifolia Santiago Matatlan, Oaxaca | Espina dorada | 7 anos
A. cupreata Chilapa, Guerrero Miraflor 8 afos
A. karwinskii Santa Catarina, Oaxaca Santa Catarina | 8 anos
A. salmiana var. salmiana San Felipe, Guanajuato El carreton 8 anos

1. A. salmiana Otto ex Salm-Dyck ssp. crassispina (Trel.) Gentry

Charcas, San Luis Potosi

Figura 7. A. salmiana ssp. crassispina
Fuente: http://public.fotki.com/maarten/s/
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2. A. angustifolia Haw

Santiago Matatlan, Oaxaca

Fuente: http://myweb.tiscali.co.uk/agavepages/

3. A. cupreata Trel & A. Berger

Chilapa, Guerrero

Fgura 9. A. cupreata
Fuente: http://www.globetrotters.ch/agavaceae/agaveinfuehrung_en.asp
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4. A. karwinskii Zucc.

Santa Catarina, Oaxaca

Figura 10. A
Fuente: http://myweb.tiscali.co.uk/agavepages/

5. A. salmiana var. salmiana Otto ex Salm-Dyck

San Felipe, Guanajuato

Figura 11. A. salmiana var. salmiana
Fuente: http://www.globetrotters.ch/agavaceae/agaveinfuehrung_en.asp
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4.3. Preparacion de la muestra

Para extraer los lipidos del agave se utilizé el método Bligh-Dyer con CH.CI,
disolvente que en analisis anteriores habia ofrecido una mayor cuantitatividad en
la extraccion (Peria et al., 2004). Para este fin, hubo que realizar primero la
determinacién del contenido de humedad en las muestras, preparadas como

sigue:

4.3.1. Homogeneizacion de la muestra

Las fracciones de las cabezas de cada agave se cortaron en trozos pequefios con
cuchillo. Luego, se juntaron y revolvieron tales trozos y se tomd una porcién de
ellos para picarlos en un procesador de alimentos Moulinex. Llevada a cabo la
homogeneizacion se realizo entonces la determinacién de humedad y la obtencién
del extracto lipidico utilizando la extraccién Bligh-Dyer modificada.

4.3.2. Determinaciéon de humedad

10 g de agave homogeneizado se sometieron a secado en estufa de vacio a 50 C

por 45 horas, llevando a cabo la determinacién por triplicado.

4.4. Obtencion del extracto lipidico

Se analizaron 50 g de agave homogeneizado de cada especie por triplicado. Se

utilizd una extraccidon Bligh-Dyer con los volumenes de disolventes que se indican

en la Tabla 7, calculados en funcion del contenido de humedad de cada agave.
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Tabla 7. Extraccion Bligh-Dyer: volumenes de disolventes

Agua mL de
Agave @50gde | CH,ClL, | mLde CH,OH | ML de CHzCl | ml. de
muestra) (1° adicién) (22 adicion) agua

A. salmiana ssp. | 33 44 42 84 42 42
crassispina
A. angustifolia 42.62 53.5 107 53.5 53.5
A. cupreata 30.92 39 78 39 39
A. karwinskii 33.11 41 82 41 41
A. salmiana var.
salmiana 36.54 46 92 46 46

El procedimiento consistié en extraer la muestra con el volumen indicado de
CHCI; (12 adicion) y CH30OH durante 2 minutos en una licuadora Waring habiendo
agregado también 500 uL de estandar interno (ac. tridecanoico, C13 16.2 mg/mL,
el cual no se habia detectado en ninguna de las muestras). Después, se realizo la
22 adicién de CH.Cl; al sistema, se agité por 30 s en la licuadora y se adicioné el
agua, agitando por otros 30 s. El extracto se filtré a través de papel filtro Whatman
N°5 sobre un embudo Blchner conectado a un matraz kitasato con succién ligera
de vacio. Las fases se dejaron separar en un embudo de separacion. El residuo
de la extraccion se lavo con 50 mL de CH,CIl,/CH30H 9:1 por 2 min; el lavado se
filtr6 y se colocd también en el embudo de separacion. Una vez separada la fase
organica, se concentré ésta en rotaevaporador para después aforar a 10 mL con

CHCly, que constituy6 el extracto lipidico (ver Fig. 12).
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42 ml de CHQC'Q l
50 g de muestra + 84 ml de CH;OH — + 42 mlde CH.Cl,
500 uL de C43-OO0H _‘?‘3—'2_ Agitar 30 s
Agitar 2 min l
+
Separar Filtrar 42 ml de agua
( Agitar 30 s
a )
Recolectar fase organica Residuo
1 +
50 mL de
Evaporar CH,Cl,-CH;OH (9:1)
Agitar 2 min

Aforar a 10 mL con CH,CI,

Figura 12. Obtencién del extracto lipidico, caso del A. salmiana ssp. crassispina

4.5. Determinacion de la distribucion general de acidos grasos

4.5.1. Hidrdlisis y esterificacion de los lipidos

Se colocaron 250 uL del extracto lipidico correspondiente en un vial con tapén de

teflon y se evaporo el disolvente con corriente de Nj, se adicionaron 1.5 mL de

KOH al 5% en etanol y se calenté la muestra a 80 °C por 30 min. Se agregd

entonces 1.5 mL de HCI al 10% en etanol y se calent6é a 80 °C durante 1 hora. Los

ésteres etilicos (EE) de acidos grasos se extrajeron dos veces con 2 mL de

hexano y el extracto asi obtenido se lavo con 2 mL de disolucion de bicarbonato al

4%. La disolucion de EE se lavo luego con 1 mL de agua destilada, se secé con
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NaxSO4 anhidro y se concentrd con flujo de N, para aforar finalmente a 1 mL. Se

inyectd 1uL en el cromatografo de gases (ver Fig. 13 ).

Evaporar disolvente 1.5 mL de KOH al .
de 250 pL de extracto  * 5% en etanol Calentar 30 min
lipidico a80"C
1.5 mL de HCl al 10% en
etanol
3 |
- Calentar 1 ha 80 °C

| e | ==
Inyectar 1 uL Extraccion con hexano 2x2mL

T l

Concentrar y Secado Lavado

— L NaH
aforara 1 mL con Na,SO, con agua avado con NaHCOs

Figura 13. Derivatizacion del extracto lipidico para la determinacion de la distribucidon general de
acidos grasos

4.5.2. Identificacion de los ésteres etilicos de acidos grasos

Para la identificacién de los EE se empleé el tiempo de retencidn relativo, t;, de los
estandares correspondientes. El estandar interno fue el EE13. Se realizé una
confirmacion de la identidad de los analitos utilizando deteccion por

espectrometria de masas.

4.5.3. Cuantificacion de los ésteres etilicos de acidos grasos

La cuantificacion de EE se realizé mediante calibracion relativa por area de pico,
con el EE13 como estandar interno. Para la determinacién de ésteres de acidos
grasos saturados se utilizé una calibracién con EE16, y para los insaturados con

EE18:2. Debido a que en el analisis de la muestras se habia visto que las
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concentraciones de los diferentes EE variaba en un intervalo muy amplio, se
decidié preparar curvas de calibracion para EE para concentraciones bajas y para
concentraciones altas. Las concentraciones de los estandares de calibracion en
cada punto se indican en la Tabla 8. La concentracion del estandar interno en

todos los casos fue de 201 ppm (mg/L).

Tabla 8. Concentraciones de los estandares para las curvas de calibracién de EE

Estandar Concentracion (ppm)

EE16

Concentraciones bajas | 0.043, 6.46, 12.9, 19.4, 25.9, 32.3
Concentraciones altas 108, 151, 194, 237, 280, 323

EE18:2

Concentraciones bajas | 0.038, 0.382, 7.64, 11.5, 17.2, 22.9
Concentraciones altas 23.9, 143, 262, 382, 501, 620

4.5.4. Condiciones cromatograficas

Cromatégrafo de gases HP modelo 5890 series Il con sistema de inyeccion en
columna, control electronico de presion y detector de ionizacion de flama. Software
HP Chemstation versién A.03.34. Columna capilar Quadrex Carbowax/BTR (30 m
x 0.25 mm x 0.25 um).

Programa de temperatura: la temperatura inicial del horno fue de 50 °C por 2 min,
incrementando entonces a 10 °C/min hasta 250 °C, con un tiempo final de espera
de 10 min. La temperatura del detector fue de 250 °C y la zona del inyector se
mantuvo 3 °C arriba de la temperatura del horno (Oven Track On). El gas

acarreador fue Hy a flujo constante de 2.44 mL/min.

Para confirmar la identidad de los EEAG se ultilizo la deteccidn por espectrometria

de masas. Las condiciones fueron:
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Cromatoégrafo de gases HP modelo 5890 con inyector split/splitless, acoplado a un
espectrometro de masas HP 5971 (impacto electronico, analizador cuadrupolar).
Software HP G1034C versién C.03.00. Columna capilar Quadrex Carbowax/BTR
(30 m x 0.25 mm x 0.25 um).

El programa de temperatura fue el mismo que en el caso de la deteccion por
ionizaciéon de flama. La temperatura del inyector fue de 250 °C y el gas acarreador
fue He a 1 mL/min. La temperatura de la linea de transferencia se mantuvo en 280
°C y la de la fuente de ionizacion en 175 °C. El potencial de ionizacion fue de 70

eV y la adquisicidn se realizé en modo de barrido total (SCAN).

4.5.5. Evaluacion de la formacién de derivados de acidos grasos

Para probar el desempefo del tratamiento llevado a cabo al extracto lipidico
(punto 4.5.1), que implica una hidrdlisis, esterificacidn, reextraccién y limpieza del
extracto de ésteres etilicos de acidos grasos, se preparé una disolucion con los

estandares de acidos grasos y acilgliceroles que se indican en la Tabla siguiente:

Tabla 9. Estandares para evaluar la formacion del derivado acidos grasos

Estandar Concentracion Estandar Concentracion
(ppm) (ppm)

TGio 2.28 DGrs 447

MG 9.90 TGg:1 475

TG4 16.3 C18:1 475

C16 202 MGis.2 1021

DG 467 DGis:2 978

TGre 388 TGy 990

C16:1 40.2 DGz 19.6

C18 52.7 C24 59.4

De esta disolucion se tomaron 100 uL y se adicionaron a 250 pL del extracto

lipidico de A. cupreata, que habia mostrado tener el menor contenido de lipidos,
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siguiendo entonces el procedimiento para la hidrdlisis y esterificacion descrito en

el punto 4.5.1, y calculando los porcentajes de recuperacion.
4.6. Determinacion de la distribucién general de lipidos simples totales
4.6.1. Derivatizacion del extracto lipidico

1 mL del extracto lipidico colocado en un vial con tapén de teflén se evaporé bajo
corriente de Ny, se adicionaron 2 mL de agua, 1 mL de disolucién saturada de
NaCl y 2 mL de butanol al 10% en hexano. La mezcla se agité en vértex durante 2
min, la fase organica se secé con Na,SO, anhidro, se afor6 a 2 mL y se
adicionaron 100 uL de BSTFA, 100 uL de HMDS y 50 uL de piridina, se calentd
entonces a 80 °C por una hora y se inyectd 1 uL al cromatografo de gases (Figura
14).

2 mL de agua
E disolvent 1 mL de disolucion
vaporar disolvente saturada de NaCl — Agitar 2 min.
de 1 mL de extracto 2 mL de butanol al l

10% en hexano o
Secar fase organica con

NGQSO4

Aforara 2 mL con
butanol al 10% en

hexano
= +
o~ 100 pL de BSTFA
< Calentara80°C ____ 100 pL de HMDS
| =S por una hora 50 uL de piridina

Inyectar 1 pL

Figura 14. Derivatizacidn del extracto lipidico para la determinacion de la distribucién general
de lipidos simples totales
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4.6.2. Identificacion de lipidos simples

La identificacion de los acidos grasos libres y de los acilgliceroles en las muestras
se llevo a cabo utilizando los tiempos de retencién relativos al del acido C13,

obtenidos con los estandares respectivos.

4.6.3. Cuantificacion de lipidos simples

Se construyeron curvas de calibracion relativas por area de pico para C16; C18s
(conjunto de acidos de 18 atomos de C) con el estandar de C18:2; p-sitosterol;
monoacilgliceroles con el monooctadecadienoato de glicerilo (MG1s:2);
diacilgliceroles con el dioctadecadienoato de glicerilo (DG1s2); y triacilgliceroles
con el trihexadecanoato de glicerilo (TG1s). Se prepararon 2 mL de cada uno de
estos estandares en las concentraciones sefaladas en la Tabla 10. La
concentracion del estandar interno (C13) fue de 394 ppm. A cada disolucién se le
adiciond 100 uL de BSTFA, 100 uL de HMDS y 50 puL de piridina, se calenté a 80

°C por una hora y se inyecté 1 uL al cromatoégrafo de gases.

Tabla 10. Concentraciones de los estandares para las curvas de calibracién de lipidos simples

Estandar Concentraciones (ppm)
C16 0.999, 20.0, 40.0, 60.0, 80.0, 100, 120
C18:2 0.941, 37.6, 75.2, 113, 150, 188, 226
B-sitosterol 1.36, 27.1, 54.3, 81.4, 109, 136
MGis:2 1.54, 30.9, 61.8, 92.7, 124, 154
DGis:2 118, 237, 355, 474, 592, 710
TGis 10.0, 400, 601, 801, 1001, 1201, 1601, 2002
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4.6.4. Condiciones cromatograficas

Cromatégrafo de gases HP modelo 5890 series Il con sistema de inyeccion en
columna, control electronico de presion y detector de ionizacidén de flama. Software
HP Chemstation version A.03.34. Columna capilar ZB-5HT Zebron (15 m x 0.25

mm x 0.10 um).

Programa de temperatura: La temperatura inicial del horno fue de 45 °C por 1.5
min, aumentando entonces a 20 °C/min hasta 250 °C y de ahi a 10 °C /min hasta
380 °C, manteniéndose en esta temperatura por 10.25 min. La temperatura del
detector fue de 380 °C y la zona del inyector se mantuvo 3 °C arriba de la
temperatura del horno (Oven Track On). El gas acarreador fue H; a flujo constante
de 2.2 mL/min.

4.6.5. Evaluacién de la formacion del derivado de lipidos simples

Para probar el desempefio del tratamiento al que se sometié el extracto lipidico
para el andlisis de lipidos simples totales se prepararon las siguientes disoluciones
estandar: C16= 4.99 mg/mL, C18:2= 4.70 mg/mL, B-sitosterol= 6.78 mg/mL,
monoacilgliceroles MGs= 3.61 mg/mL y MGqs2= 4.11 mg/mL, diacilgliceroles
DG1s= 14.3 mg/mL y DG1s.2= 15.3 mg/mL, y triacilgliceroles TG1= 24.8 mg/mL y
TG1s:2= 25.3 mg/mL. Se tomé 1 mL de cada disolucion y se aforé a 25 mL. De ahi
se tomaron 0.25 mL y se adicionaron a 1 mL del extracto lipidico de A. cupreata,
siguiendo entonces el procedimiento de derivatizacién del extracto lipidico (punto
4.6.1).
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5. Resultados y discusién

5.1. Obtencion del extracto lipidico

La determinacién de la distribucion general de acidos grasos en los agaves, asi
como la de lipidos simples totales, se realizd mediante un tratamiento particular
del extracto lipidico de las muestras de agave. El procedimiento para obtener este
extracto esta basado en el trabajo de Bligh-Dyer (1959), que consiste en someter
la muestra a extracciéon con una mezcla de CH3;OH/CHCI3; empleando volumenes
tales que las proporciones de cloroformo-metanol-agua de la muestra sean
1:2:0.8. En este paso el objetivo es penetrar en la matriz mediante la formacion de
un sistema ternario monofasico y a la vez romper las asociaciones entre los lipidos
y los componentes celulares. En una segunda adicién de cloroformo se
incrementa la disolucion de los lipidos y finalmente, adicionando agua para que la
relacion de volumenes sea 2:2:1.8, se consigue la formacién de un sistema
bifasico donde la fase inferior consiste en su mayor parte de cloroformo con los
lipidos extraidos y la superior de agua/metanol con componentes no lipidicos.
(Smedes y Thomansen, 1996). El empleo de CH,Cl, mejora la cuantitatividad del
procedimiento posiblemente por una mejor interaccion con el tejido humedo al
aumentar un poco la polaridad de la fase extractante. La extraccion Bligh-Dyer se
ha utilizado con éxito en diversas matrices, incluyendo vegetales (Fishwick y
Wright, 1977; Manirakiza et al., 2001).

Con el fin de calcular los volumenes necesarios de CH,Cl, y CH30H para tener
una relacion inicial de diclorometano-metanol-agua de 1:2:0.8, que forman un
sistema ternario monofasico, hubo que determinar la humedad en las muestras de

agave. Los resultados obtenidos, junto con su desviacién estandar, fueron:

A. salmiana ssp. crassispina: 66.88 % * 0.27 %
A. angustifolia: 85.25 % + 0.26 %
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A. cupreata: 61.85 % + 0.17 %
A. karwinskii: 66.22 % + 0.15 %

A. salmiana var. salmiana: 73.09 % + 0.14 %

Con estos datos se calculé la cantidad de agua contenida en 50 g de agave de
cada especie y a partir de los valores obtenidos (ver Tabla 7, punto 4.4) se
calcularon también los volumenes de CH,Cl, y CH30OH con los que se tendria el
sistema monofasico inicial. Asimismo, se calcularon los volumenes necesarios de
CH.CI, y agua para que la relacién final de diclorometano-metanol-agua fuese de
2:2:1.8.

5.2. Distribucién general de acidos grasos

5.2.1. Acidos grasos identificados

Siguiendo el procedimiento para la determinacién de la distribucion general de
acidos grasos sefalado en el punto 4.5, se identificaron 16 de estos acidos —
como ésteres etilicos- en los cinco agaves analizados, desde el EE10 hasta el
EE24. En la Tabla 11 se indican los tiempos de retencion de los ésteres, relativos
al del EE13 (t: 12.9 min), obtenidos con estandares bajo las condiciones
cromatograficas descritas en el punto 4.5.3. También se identificaron los ésteres

EE20 y EEZ23, utilizando deteccion por espectrometria de masas.

Tabla 11. t, relativos de los estandares de EE

EE t. relativo (min) EE t. relativo (min)
EE10 -3.2 EE18:1 4.8
EE12 -1.0 EE18:2 5.2
EE14 1.0 EE18:3 5.7
EE15 1.9 EE21 6.9
EE16 2.9 EE22 7.7
EE16:1 3.1 EE24 9.1
EE17 3.7
EE18 4.6
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El cromatograma de ésteres etilicos de acidos grasos de A. salmiana ssp.
crassispina se presenta en la Figura 15. Como se observa, el éster etilico del
acido linoleico (EE18:2) posee la mayor area, seguido por el palmitico (EE16),
orden que se repite en las otras muestras de agave (Figs. 16-19). La resolucion
obtenida entre el EE18 y el EE18:1 es de 2.3, y este valor se mantiene en el
analisis de A. angustifolia y A. cupreata, pero disminuye a 1.6 en el caso de A.
karwinskii y A. salmiana var. salmiana por un aumento en el area de los picos, en
especial del EE18:1. En el analisis de estos dos ultimos agaves se presenta
también la resolucion minima entre el EEC16 y EEC16:1, de 2.4; de cualquier

forma la resolucién es buena.

3.0e5
4 EE18:2
2.0e5
El
EE16
EE
1.0e5 - 61
EE10 EEI2
o+ LJ—\__J T l l A
10 20 30

Time (min.)

Figura 15. Cromatograma de EE de los acidos grasos de A. salmiana ssp. crassispina

37



Resultados y discusion

3.0e5

2.0e5

1.0e5 1

LLJ__..JA

EE18:2

El
EEl6

EEI0 EE12

!

10
Time (min.)

20 30

Figura 16. Cromatograma de EE de los acidos grasos de A. angustifolia
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Figura 17. Cromatograma de EE de los acidos grasos de A. cupreata
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Figura 18. Cromatograma de EE de los acidos grasos de A. karwinskii
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Figura19. Cromatograma de EE de los acidos grasos de A. salmiana var. salmiana

5.2.2. Curvas de calibracion de ésteres etilicos de acidos grasos
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En la Tabla 12 aparecen los resultados de la calibracion para los EE de acidos
grasos saturados e insaturados. Ambas calibraciones se realizaron en dos
intervalos de concentracion y presentan una adecuada linealidad, con coeficientes

de determinacion r>>0.99

Tabla 12. Resultados de la calibracion de EE de acidos grasos*

Grupo Pendiente | Intercepto r
EE de acidos saturados
Concentracién baja 0.9986 0.0008 | 0.9998
Concentracion alta 0.9593 -0.0251 | 0.9996
EE de acidos insaturados
Concentracién baja 0.9895 0.0006 | 0.9998
Concentracion alta 0.9459 0.0065 1

*Véase el punto 4.5.3 para conocer los estandares de calibracion y sus concentraciones

5.2.3. Concentracion de acidos grasos en los diferentes agaves analizados

Los valores calculados de concentracion de EE se han convertido a datos de
concentracion de acidos grasos (C), y se indican en la Tabla 13 para cada una de
las muestras de agave analizadas. Como se puede apreciar, la precision del
método es buena, ya que los coeficientes de variacién son inferiores en todos los

casos a 10% y en su mayoria incluso menores a 5%.
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Tabla 13. Concentracion promedio* de acidos grasos en los agaves analizados ( ug/g de agave)

A. salmiana ssp.

A. angustifolia

A. cupreata

A. karwinskii

A. salmiana var.

Acido crassispina salmiana

ng/g  CV (%) ng/g CV (%) ng/g CV (%) | pg/g CV (%) | ng/g CV (%)
C10 0.40 5.7 0.11 4.3 0.23 7.0 0.32 3.4 0.42 3.1
C12 1.20 1.5 0.65 3.6 0.73 2.8 1.35 5.8 1.28 2.8
C14 1.87 1.6 1.36 3.6 1.65 1.3 2.77 3.3 3.52 3.8
C15 3.04 2.5 2.65 2.4 1.84 0.68 6.76 0.87 2.23 6.0
C16 130 1.3 163 1.7 128 1.6 210 0.51 172 4.4
C16:1 1.63 1.6 0.96 9.8 0.85 2.2 3.82 2.4 4.96 1.8
c17 7.06 2.3 3.55 24 2.36 1.5 6.44 1.4 3.67 3.9
C18 10.6 1.4 9.64 1.1 9.94 0.83 13.7 1.2 17.0 4.2
C18:1 14.1 0.5 30.5 2.1 594 1.2 155 2.8 110 4.2
C18:2 326 2.2 287 3.2 137 1.4 459 0.42 443 2.8
C18:3 70.0 4.3 394 4.2 86.6 1.5 108 1.8 50.0 3.8
C20 4.16 2.3 1.75 8.3 2.88 0.36 4.29 2.9 4.69 4.3
Cc21 2.29 1.8 0.56 1.4 0.97 4.7 1.07 8.8 1.58 4.1
C22 10.9 1.7 9.61 3.6 8.48 2.8 12.7 3.7 10.3 1.6
C23 7.72 4.0 4.14 4.7 4.86 4.3 5.39 3.3 7.62 1.1
Cc24 9.57 3.8 18.8 6.5 14.8 3.3 18.2 2.9 15.4 4.8
Total 601 1.4 574 1.9 461 0.76 1008 0.57 849 2.0

*Numero de réplicas, n=3
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En la Figura 20 se encuentra la comparacion general de los perfiles de acidos
grasos de las distintas muestras de agave. Se observa un mayor contenido del
acido palmitico (C16) y de los acidos insaturados de 18 atomos de carbono, en
especial del linoleico (C18:2). La muestra que presenta la mayor concentracion de
estos acidos mayoritarios (C16, C18:1, C18:2 y C18:3) es la de A. karwinskii (931
ug/g), seguido en orden descendente por A. salmiana var. salmiana (776 pg/g), A.
salmiana ssp. crassispina (540 ug/g), A. angustifolia (520 ug/g) y A. cupreata (411
ug/g). Este ultimo, sin embargo, presenta mayores concentraciones de C18:1 y
C18:3 que los dos anteriores. La concentracion de los demas acidos va desde
0.11 ug/g (C10) hasta 18.8 ug/g (C24), ambos en A. angustifolia. En todos los

casos el acido decanoico (C10) presentd las menores concentraciones.

Los &cidos grasos corresponden al grupo de compuestos minoritarios en las
bebidas alcohdlicas, cuya importancia reside en conferir caracteristicas
organolépticas especificas a cada bebida. Se han detectado acidos de cadena C2-
C16 en tequila (Peppard y Benn,1996; Lépez, 1999), que pueden proveer aromas
de tipo agrio, a queso y a grasa, en tanto su concentracion se encuentre por
encima del umbral de olor, que para los acidos C10-C16 se encuentra alrededor
de 10 ppm y aumenta con la longitud de la cadena. Sin embargo, los ésteres
etilicos correspondientes poseen no solo aromas mas agradables sino también

umbrales inferiores (Tabla 14).
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Tabla 14. Olor y sabor de los ésteres etilicos

Ester Descripcion de aroma y sabor
Olor dulce, frutal, vino-cognac, céreo. Umbral: 0.51 ppm (en vino)

EEC1o Sabor dulce, frutal a manzana a 20 ppm
EEC,, Olor dulce, floral, céreo. Umbral: 2 ppm (en cerveza)
Sabor frutal graso a 50 ppm
Olor dulce, céreo. Umbral: 2 ppm (en cerveza)
EECq4

Sabor dulce, céreo con suave caracter graso a 60 ppm
EEC,5 | Olor graso-céreo

Olor dulce, céreo. Umbral: >2 ppm (en agua)

EEC, ) . .
¢ | Sabor céreo, frutal con matiz vainilla

EEC,s | Casiinodoro, sabor céreo
EECs.1 | Suave olor dulce, aceitado

EEC;s.» | Olor graso, aceitado

EECs.3 | Olor graso, aceitado
Fuente: Leffingwell, Flavor-Base 1989-2007

Ademas, en las bebidas alcohdlicas los ésteres etilicos conforman el grupo mas
numeroso de compuestos organolépticos, probablemente por la presencia de
etanol (Nykanen, 1986; Russell, 2006); se ha visto que en presencia de mayores
concentraciones de este alcohol en las bebidas se producen mas ésteres (Engan,
1981). A partir de estas consideraciones, es posible prever una relaciéon entre el
contenido de acidos grasos y ésteres etilicos y la materia prima de los mezcales,
pues aquéllas especies con mayor contenido de lipidos simples podran aportar
una mayor cantidad de estos grupos de compuestos en las bebidas, pudiendo
incluso ser posible una diferenciacion entre los tipos mixto y 100% agave con base
en los contenidos de estos grupos en el mezcal, tomando en cuenta también el
incremento o disminucién de algunos de ellos a lo largo del proceso de

produccion.

Como se aprecia en la Tabla 14, el olor del decanoato de etilo es del tipo frutal, a
vino-cognac, y al incrementarse el numero de carbonos el olor de los ésteres

tiende a ser mas suave hasta ser finalmente del tipo graso o aceitado. En cuanto a
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su importancia sobre las caracteristicas que imparten a las bebidas alcohdlicas,
hay que tomar en cuenta que los compuestos minoritarios juegan un papel
fundamental en la imparticion de aroma y gusto especifico de éstas (Nykanen y
Suomalainen, 1983, De Leon et al., 2006), y si bien son los alcoholes de fusel? los
que forman cuantitativamente el grupo mayoritario en las bebidas alcohdlicas,

cada éster contribuye con una nota particular e influye sobre el aroma total.

La presencia de ésteres etilicos de acidos grasos en bebidas como mezcal y
tequila se encuentra documentada en varios estudios. De Leodn et al. (2006) han
informado sobre la deteccion de los ésteres EE2, EE4, EE5, EE6, EE8, EE10,
EE12, EE16 y EE18 en mezcal. Asimismo, Peppard (1996), Lopez (1999), Vallejo-
Cordoba et al. (2004) detectaron la presencia de ésteres etilicos de acidos grasos
en tequila, incluyendo al EE16:1, EE18:1, EE18:2 y EE18:3. Capella y Covarrubias
(2007) cuantificaron EE18:1 y EE18:2 hasta en 12.7 y 65.7 ppm, respectivamente.

El acido decanoico (C10) es el compuesto minoritario entre los diversos acidos
identificados en los agaves estudiados (Figura 21). A. angustifolia presenta el
menor contenido del mismo, mientras que los dos tipos de A. salmiana los
mayores (0.42 ug/g en la variedad salmiana). La concentracion de los acidos C10
— C15 en los agaves se incrementa con la longitud de la cadena, como se ve en la
Figura 21; el A. angustifolia muestra la menor concentracién de los acidos C10,
C12 y C14, cuyos valores se encuentran incluso por debajo de los de A. cupreata.
No obstante, la concentracion total de los acidos mayoritarios (C16, C18:1, C18:2
y C18:3) en A. cupreata es la menor de los cinco agaves. Los EE de este intervalo
presentan el tipico caracter afrutado y dulce de los ésteres, y de acuerdo a los
resultados obtenidos, la mayor aportacion seria presentada por el A. salmiana var.
salmiana y el A. karwinskii. En este ultimo el contenido de C15 es particularmente

alto.

2 Entre los alcoholes mas importantes se encuentran: 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol, 2-metil-
1-propanol, 1-butanol, 2-butanol, n-propanol y 2-feniletanol.
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W A. salmiana ssp. crassispina
H A, angustifolia

E A. cupreata

H A. karwinskii

8 A. salmiana var. salmiana

pg/g de agave
I

Cc10 Cc12 C14 C15
Acidos grasos

Figura 21. Perfiles de acidos grasos C10 a C15

La comparacién del contenido de acidos C15, C16:1 y C17 (Figura 22) presenta
una mayor variacion relativa entre las especies. Las concentraciones de estos
acidos en A. karwinskii son hasta cuatro veces superiores a las de A. cupreata; el
primero, junto con A. salmiana var. salmiana muestran una mayor presencia de
C16:1, y junto con A. salmiana ssp. crassispina los valores mas altos de C17. El
acido heptadecanoico (C17) es el unico de todos los acidos donde A. salmiana
ssp. crassispina exhibe la mayor concentracién: 7.06 uglg, el doble de A.
angustifolia y A. salmiana var. salmiana, y tres veces el de A. cupreata.
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Figura 22. Perfiles de acidos grasos C15, C16:1y C17

La Figura 23 expone los perfiles de acidos grasos en el intervalo C20 - C24.
Excepto en el caso de C21, las concentraciones son en general superiores a las
de los acidos C10 — C15 y C16:1, C17 (Figs. 21 y 22), encontrandose hasta 18.8
ug/g de C24 en A. angustifolia. Sin embargo, en los estudios publicados sobre
mezcal y tequila no se ha informado sobre la deteccién de este grupo de &cidos,
posiblemente debido a una concentracién baja en las bebidas derivada de sus
puntos de ebullicién superiores al resto de los acidos, que puede dificultar su paso
desde el mosto fermentado al producto final durante la destilacién.

Cabe mencionar que el porcentaje encontrado de acidos grasos insaturados en los
agaves es del 62-72 % del total de 4cidos. Esta relacién se encuentra ligeramente
por debajo de lo encontrado en la materia prima de otras bebidas alcohélicas
como el vino y la cerveza. En la uva se ha encontrado que el porcentaje de &cidos
grasos Insaturados es de 70 a 75 %, y en la cebada del 75%. Ademés, el
contenido de acldos grasos totales en la uva alcanza hasta 5 mg/g, valor que es
cinco veces superior a la concentracién de &cidos grasos de A. karwinskil, que es
la especie de agave analizada con mayor contenido de estos acidos. No obstante,
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en estas matrices el acido graso de mayor concentracion es el C18:2, seguido del

C16 (Cabanis, 2000; Rahman, 2000), y el agave presenta el mismo
comportamiento.

24

W A. salmiana ssp. crassispina
WA angustifolia

H A. cupreata

B A karwinskii

N
o

-
o]

H A. salmiana var. salmiana

pug/g de agave
Y]

C20 c21 c22 c23 C24
Acidos grasos

Figura 23. Perfiles de acidos grasos C20 a C24

5.2.4. Evaluacion de la formacion de derivados de acidos grasos

En la Tabla 15 se muestran los resultados de la evaluacién de la formacion del
derivado en el analisis de la distribucién general de acidos grasos. Los porcentajes
de recuperacion se encuentran entre 100 £ 5%, indicando un adecuado proceso
de derivatizacion, extraccion y cuantificacion de los compuestos como ésteres
etilicos (punto 4.5.1), con excepcion de EE20 y EE24, cuyos valores pueden

deberse a una diferencia en el comportamiento de extraccion respecto del
estandar interno.
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Tabla 15. Resultados de la evaluacion de la formacién del derivado de acidos grasos

Concentracion Concentracion | Concentracion | Concentracion
Compuesto adicionada equivalente total de EE Recuperacion | CV*
adicionado ) de EE (ppm) equivalente encontrada (%) (%)
de EE (ppm) (ppm)
TGy 0.228 0.247 0.247 0.243 98.4 2.5
MGy, 0.990 0.839
TG 163 172 2.57 2.64 103 0.12
Cc16 20.2 224
DGys 46.7 46.7 110 112 102 0.20
TGy 38.8 41.0
Cc16:1 4.01 4.46 4.46 4.67 105 0.52
c18 5.27 5.79
DG.s 147 147 10.3 10.5 102 0.28
TG1g:1 47.5 50.0
c18:1 475 555 102 97.9 96 0.41
MGys.o 102 88.9
DGig2 97.8 97.8 291 283 97.3 0.21
TGis:2 99.0 104
DGy 1.96 1.96 1.96 2.13 109 1.9
C24 5.94 6.39 6.39 6.82 107 1.2

*Numero de réplicas, n=3

5.2.5. Comparacion de los taxa mediante analisis multivariable

Con el fin de explorar la similitud entre los perfiles de acidos grasos de los taxa
analizados se emplearon dos técnicas de analisis multivarible: analisis de
componentes principales (PCA, principal component analysis) y analisis de

conglomerados o analisis cluster.

Cuando se tiene un numero j de variables medidas para una cantidad m de
muestras resulta imposible su representacion grafica si j es superior a 3. Sin
embargo, el analisis de componentes principales ayuda a encontrar un nuevo
espacio k-dimensional que mantiene la informacion del sistema lo mas intacta
posible y donde k<j. Geométricamente, se trata de una redefinicion de los ejes, a
los cuales se les llama ahora componentes principales. Estos permiten el manejo

de matrices de datos con muchas variables (en este caso concentraciones de
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acidos grasos) viendo el conjunto de datos en un numero pequefo de
dimensiones. El método permite representar la variabilidad presente en el conjunto
€en unos pocos componentes que son combinaciones lineales de las variables
originales. El primer componente principal trata de explicar la maxima variacion
posible en los datos en una direccion, describiendo al maximo la distribucién de
los m puntos (en este caso, taxa). El segundo componente explica la variacion una

vez eliminada la explicada por el primer componente, y asi sucesivamente.

En términos matematicos los componentes principales son los autovectores o
vectores propios de la matriz de correlacion y la técnica para encontrar estos
autovectores se llama analisis propio. A cada componente principal (es decir,
autovector) le corresponde un autovalor que proporciona la cantidad de varianza
en el conjunto de datos que se encuentra explicada por ese componente (Miller y
Miller, 2002).

El andlisis se llevé a cabo con el programa Statgraphics Plus 5.1. La Tabla 16
muestra los resultados al extraer los primeros componentes. Como puede verse,
el primer componente explica el 53.88 % de la varianza total, el segundo el 25. 69
% vy el tercero el 14.09 %.

Tabla 16. Analisis de componentes principales

Porcentaje .
Componente Porcentaje
. Autovalor de
numero X acumulado
varianza

1 8.621 53.88 53.88

2 4.109 25.69 79.57

3 2.254 14.09 93.66

4 1.014 6.34 100

5 7.15E-16 0 100

La representacion grafica de los datos en el plano formado por los primeros dos
componentes se presenta en la Figura 24. Los taxa se distribuyen a ambos lados

del eje del primer componente, ubicandose a la izquierda A. angustifolia y A.
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cupreata, las dos especies con menor contenido total de acidos grasos, y a la

derecha A. karwinskii y los dos taxa de A. salmiana.

Diagrama de dispersion
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Componente 1
Figura 24. Diagrama de los dos primeros componentes principales para los datos de concentracion
de acidos grasos de los agaves analizados
Tomando en cuenta el primer componente, que explica la mayor varianza de los
datos, se puede deducir que la distribucion general de acidos grasos posee una
mayor semejanza entre los taxa que conforman los grupos mencionados, a la
izquierda y derecha del eje. Si se considera ahora la distribucion a lo largo del
segundo componente, no se observa algun subgrupo aparente dentro del grupo
formado por A. karwinskii, A. salmiana var. salmiana y A. salmiana ssp.
crassispina. Con el diagrama de dispersion de los puntos en los tres primeros
componentes (Figura 25), tampoco se aprecia alguna diferenciacion pero se
confirma la cercana relacién entre el perfil de acidos grasos de A. angustifolia 'y A.

cupreata.
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Diagrama de dispersion
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Figura 25. Diagrama de los tres primeros componentes principales para los datos de concentracion
de acidos grasos de los agaves analizados

Para el analisis de conglomerados se utilizé el método de agrupamiento jerarquico
del promedio entre grupos, también llamado UPGMA, Unweighted Pair-Group
Method using arithmetic Averages. Este es un método exploratorio que permite
descubrir asociaciones entre los datos que pueden no ser evidentes a priori,
calculando el promedio de las distancias entre pares de observaciones de dos
grupos, agrupando entonces los casos mas similares y formando cada vez un
nuevo grupo o cluster con similitud progresivamente menor hasta quedar un solo

grupo. Se ha empleado la distancia euclidea al cuadrado.

El dendrograma obtenido se muestra en la Figura 26. A partir del conjunto total de
datos se han formado dos grupos: el de A. angustifolia 'y A. cupreata y el de A.
karwinskii, A. salmiana var. salmiana y A. salmiana ssp. crassispina, lo cual
concuerda con lo obtenido mediante el analisis de componentes principales. No
obstante, el analisis de conglomerados revela una mayor asociacion entre el A.
karwinskii y A. salmiana var. salmiana que entre cada uno de estos y el A.

salmiana ssp. crassispina. Asimismo, se observa que el mayor nivel de similitud,
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marcado por la distancia en la figura, ocurre entre las especies A. angustifolia'y A.

cupreata.

Distancia
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10¥

A. salmiana ssp. crassispina

A.karwinskii

A. salmiana var. salmiana

A. angustifolia

A. cupreala

Figura 26. Dendrograma de los agaves analizados, construido a partir de las concentraciones
respectivas de acidos grasos

5.3. Distribucién general de lipidos simples

5.3.1. Lipidos simples identificados

La Tabla 17 muestra los tiempos de retencion relativos al acido C13 (t.: 7.8 min) de
los acidos, acilgliceroles y B-sitosterol, utilizados para la identificaciéon de los

lipidos simples en las cabezas de agave.

Tabla 17. tr relativos de los estandares de lipidos simples

Compuesto | t; relativo (min) | Compuesto | t; relativo (min)
MGs 0.5 B-sitosterol 6.6
C16 1.4 TG 7.6
C18:3 2.2 DG4 7.7
C18:2 2.2 DG 9.5
C18:1 2.2 TGz 10.3
C18 2.2 DGis:2 11.2
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Tabla 17 (cont.)

Compuesto | t; relativo (min) | Compuesto | t; relativo (min)
DGs 2.9 DGig+ 11.2
MG4 3.0 DGis 11.2
MG 3.7 TG4 12.7

MGig:2 4.3 TGy 15.0

MG18;1 43 TG18;2 168
MG1s 4.4 TGsg:1 16.9
TGs 5.0 TGy 17

Mediante la comparacién de los tiempos de retencidn relativos de los estandares
sefalados en la Tabla 17 con los obtenidos en las muestras se identifico el acido
C16, los acidos C18s (en conjunto, dada su coelucion), y se definieron los
intervalos en los cuales aparecen los grupos de mono, di y triacilgliceroles, como
se indica en la Tabla 18. Tomando en cuenta la regularidad en los t; de los
diacilgliceroles que le preceden, el pico con t, relativo de 11.8 min se incluyé en

este grupo, tratdndose posiblemente del diacilglicerol con Numero de Carbono 38.

Tabla 18. Compuestos y grupos de lipidos identificados

Compuesto/Grupo | t; relativo (min)
C16 1.4
C18s 2.2
[-sitosterol 6.6
MG 3.0-44
DG 7.7-11.8
TG 12.7-18.5

Las Figuras 27-31 presentan los cromatogramas de lipidos simples de los agaves
analizados. Se observa en general en casi todos los agaves estudiados una mayor
concentracion de triacilgliceroles (TG) frente a los diacilgliceroles (DG), excepto en
el caso del A. angustifolia, donde el area de los TG y DG son semejantes (Figura
28). Los picos a la izquierda del B-sitosterol no fueron identificados, pero podria
tratarse de otros esteroles o bien estanoles como el estigmasterol o el

campesterol, que comunmente constituyen parte de las membranas celulares en
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plantas (Heldt, 2005). Los picos contiguos al del acido C16 que aparecen en el A.
angustifolia se identificaron como ésteres metilicos EM16 y EM18:2 mediante
espectrometria de masas. El area de pico de estos ésteres disminuye en el A.
salmiana ssp. crassispina y es considerablemente menor en A. salmiana var.
salmiana, A. karwinskii y A. cupreata. También se observa una variacion en la

distribucion de acilgliceroles por Numero de Carbono en cada taxon.

El A
1.4e5 -
1.2e5
o DG

.Oe5 4 A

8.0c4
6.0c4

Ac.Cl6

& Ac.C18
4.0c4 T M(? p-sitosterol
) UL UG Muslih
il
10 20 30

Time (min.)

Figura 27. Cromatograma de lipidos simples en A. salmiana ssp. crassispina
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Figura 28. Cromatograma de lipidos simples en A. angustifolia
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Figura 29. Cromatograma de lipidos simples en A. cupreata
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Figura 30. Cromatograma de lipidos simples en A. karwinskii
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Figura 31. Cromatograma de lipidos simples en A. salmiana var. salmiana
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5.3.2. Curvas de calibracién de lipidos simples

Los resultados de la calibracion para acidos grasos, p-sitosterol, mono, di y

triacilgliceroles se encuentran en la Tabla 19. Los coeficientes de determinacion r

2

son mayores a 0.99, mostrando que en los intervalos de concentracion trabajados

la relacién entre la respuesta y la concentracién es lineal.

Tabla 19. Resultados de la calibracién de lipidos simples*

Compuesto o grupo | Pendiente | Intercepto r
C16 1.0307 0.0034 | 0.9995
C18s 0.9180 0.0054 | 0.9992
B-sitosterol 0.9694 0.0020 | 0.9995
MG 0.8804 -0.0017 | 0.9967
DG 0.7746 0.0225 | 0.9971
TG 0.8363 -0.0106 | 0.9996

* Véase el punto 4.6.2 para conocer los estandares de calibracion y sus concentraciones

5.3.3. Concentracion de lipidos simples en las muestras de agave analizadas

A partir de las funciones de calibracion senaladas en la Tabla 19 se calculd la

concentracion de lipidos en las muestras de agave, cuyos resultados estan

indicados en la Tabla 20.

Tabla 20. Concentracion promedio* de lipidos simples en los agaves analizados ( ng/g de agave)

Compuesto A salmi.a n? SSP- A. angustifolia A. cupreata A. karwinskii A salmia'ma
I crassispina wglg OV(%) | ugla  CV () | ugla CV (%) var. salmiana
ng/lg  CV (%) ng/lg CV (%)

C16 4.77 1.6 18.7 5.7 16.1 1.5 21.2 57 | 417 6.9
C18s 4.04 6.4 249 5.1 18.2 3.2 60.0 9.5 81.8 3.7
B-sitosterol 7.88 1.0 254 6.4 23.8 3.1 27.7 1.6 11.7 9.3
MG 16.8 6.5 49.6 4.4 229 7.6 51.1 3.3 57.5 45
DG 237 3.3 244 8.0 109 7.0 267 3.8 257 5.0
TG 426 4.8 223 4.6 268 4.4 565 3.4 422 1.9
Total 696 3.1 586 3.8 459 3.1 992 23 872 1.8

*Numero de réplicas, n=3
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Los coeficientes de variacion en este analisis son también en todos los casos
menores a 10%. El contenido total de lipidos simples determinado en las
diferentes especies de agave es muy variado, va desde 459 ng/g a 992 ng/g. La
comparacion grafica de los resultados (Figura 32) muestra claramente la
predominancia de contenido de TG en la mayoria de las muestras, constituyendo
del 48 al 61 % del total de lipidos, aunque en el caso del A. angustifolia, como se

habia previsto a partir del cromatograma (Figura 28), la concentracién de TG (38 +
2.3 %) es similar a la de DG (42 £ 4%).
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Figura 32. Perfiles de lipidos simples en los agaves analizados

En conformidad con los resultados de concentracion total de acidos grasos
mayoritarios en las muestras, se observa el siguiente orden decreciente en el
contenido de lipidos simples totales: A. karwinskii > A. salmiana var. salmiana > A.
salmiana ssp. crassispina > A. angustifolia > A. cupreata (Figura 33). Este ultimo

podria en principio aportar una menor cantidad total de acidos y ésteres, pero
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como se menciond en el punto 5.2.3, la contribucién relativa individual de acidos

por cada especie varia segun el acido en cuestion.
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Figura 33. Comparacion de la concentracion total de lipidos simples en los agaves analizados

5.3.4. Evaluacion de la formacion del derivado de lipidos simples

Los resultados de la evaluacién de la formacion del derivado de lipidos simples
5%,

indicando un adecuado pretratamiento del extracto lipidico y de su posterior

(Tabla 21) muestran porcentajes de recuperaciéon en el intervalo 100 *

cuantificacion.

Tabla 21. Resultados de la evaluacion de la formacion del derivado de lipidos simples

Estandar Concentracion Concentracion Concentracion | Recuperacion cv*
adicionada adicionada total encontrada (%) (%)
(ppm) (ppm) (ppm)

C16 25.0 25.0 25.3 101 2.5

C18s 23.5 235 24.4 104 21

B-sitosterol 33.9 33.9 34.8 103 2.7
MG1e 18.1

MG MG oo 205 38.6 39.9 103 2.9
DGy 71.3

DG 148 146 98.6 1.3
DGy 76.7
TGy 124

TG 250 248 99.2 1.2
TG 126

*Numero de réplicas, n=3
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Cabe mencionar que la aportacion de acidos y ésteres al mezcal por parte del
agave a través de la hidrdlisis de los lipidos simples que éste contiene no es el
unico origen de estos compuestos, que también pueden generarse durante otros
pasos de la elaboracién de la bebida. Seria conveniente estudiar la variacion de
las concentraciones de lipidos simples en el mosto antes y al final de la
fermentacion asi como la de los acidos y ésteres etilicos respectivos identificados
en este trabajo en las plantas de agave para establecer con mayor claridad su

contribucion al contenido de los compuestos en la bebida.

También es muy importante estudiar la variacién del contenido de lipidos simples,
incluyendo la distribucion general de acidos grasos, entre plantas de una misma
poblacién y entre poblaciones para determinar las diferencias existentes. La
determinacién de la distribucidon general de acidos grasos en cada especie abre la
posibilidad de utilizar esta informacion con fines quimiotaxondmicos, siempre y
cuando los resultados sean consistentes en cada especie. También podrian
utilizarse los perfiles de Numero de Carbono del analisis de lipidos simples totales
ya que, como se observo en los cromatogramas obtenidos, cada taxa presenta

una distribucion muy particular.
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6. Conclusiones

1. Los agaves analizados poseen perfiles particulares de acidos grasos y lipidos
simples, por lo que pueden proveer caracteristicas organolépticas distintas en
cada mezcal mediante la aportacién de acidos, y a su vez de ésteres etilicos, a la
bebida.

2. De los 16 acidos grasos identificados se encontré en todas las muestras al
decanoico (C10) como el de menor concentracion, en tanto que el acido palmitico
(C16) asi como los insaturados de 18 atomos de carbono formaron el grupo de

acidos mayoritarios, sobresaliendo entre ellos el acido linoleico (C18:2).

3. A partir del andlisis multivariable de la distribucion general de acidos grasos en
cada agave se definieron dos grupos con mayor similitud en los perfiles de sus
taxa: a) A. angustifolia y A. cupreata y b) A. salmiana ssp. crassispina, A.

karwinskiiy A. salmiana var. salmiana, formando estos dos ultimos otro subgrupo.

4. Los acidos grasos estan presentes originalmente en las muestras como
triacilgliceroles y diacilgliceroles, principalmente. En general, la abundancia de los
primeros es mayor al de los diacilgliceroles, excepto en el caso de A. angustifolia,

donde se determinaron contenidos similares de ambos grupos.

5. El mayor contenido total de lipidos simples se encontr6 en A. karwinskKii,
seguido en orden decreciente por A. salmiana var. salmiana, A. salmiana ssp.
crassispina, A. angustifolia y A. cupreata. Los valores van desde 459 nug/g de

agave a 992 ug/g de agave.

6. La metodologia desarrollada para la determinaciéon de lipidos simples, que
involucra una extraccion Bligh-Dyer modificada, presenté una buena precision, con

coeficientes de variacion menores a 10%.
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8. Anexos

A. Curvas de calibracion para ésteres etilicos de acidos grasos
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Figura A1. Curva de calibracién para EE de acidos grasos saturados: a) Concentraciones bajas, b)
Concentraciones altas

0.12 3
. Ar=0.9395Cr + 0.0006 Ar=0.9455Cr + 0.0065
S 01 4 r2 = 0.9998 =25 1 =1
= =
=008 1 m 2 A
5 =
- ) -
E 0.06 E1.5
E 0.04 - @ 1 -
=
0.02 A 05 -
0 T T T T T 0 . r r r . r

a) o 002 o004 006 008 0.1 012 b O 0.5 1 15 a a5 9 15

Concentracion relativa (Cr) Concentracian relativa (Cr)

Figura A2. Curva de calibracion para EE de acidos grasos insaturados a) Concentraciones bajas,
b) Concentraciones altas
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Figura B1. Curva de calibracion para a) C16 y b) C18s
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