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RESUMEN

La presente investigacion surgio por la necesidad de conocer los beneficios que
son producidos por la inulina, asi como el contenido presente en diferentes
muestras. El interés por la inulina y los fructooligosacaridos (FOS) surgio por la
relacion entre la salud y la microflora intestinal, por otra parte se conoce que la
inulina y los FOS no son degradados por las enzimas humanas por lo que no
son absorbidos por el intestino delgado y se han utilizado como sustitutos en
alimentos para diabéticos ya que no tienen influencia como lo hace la glucosa,
no estimulan la secreciéon de insulina ni la secrecion de glucagon.

Se planteé conocer el contenido de inulina y FOS en alimentos y
subproductos de origen vegetal con la finalidad de aprovechar aquellos cuya
composicion fuera adecuada. Dentro de las muestras estudiadas se encuentran
plantas bulbosas como: Cebolla blanca (Allium cepa), Cebollina blanca (Allium
scaposum), Jicama (Pachyrhizus erosus) y pencas de 10 diferentes especies
de agave: Agave angustifolia, A. celsii, A. convallis, A. cupreata, A. filifera, A.
lechuguilla, Maguey de mezcal (A. potatorum), Maguey pulquero (A. salmiana),
A. tequilana, A. victoriae-reginae.

Se incluyeron pencas de diferentes especies de agave, las cuales son
desechadas en gran cantidad por la industria tequilera y en la extraccion de
fibra; la cebolla y jicama se emplearon debido a su alto consumo por la
poblacién mexicana. El proyecto pretende utilizar estos dos factores (desecho y
consumo abundante) para obtener el mayor aprovechamiento de éstos, debido
a que en la literatura se reportan como vegetales con un alto contenido de
inulina 'y FOS.

Se realizé el analisis quimico proximal y de fibra dietética total (FDT) de
acuerdo a las técnicas oficiales del AOAC a las trece muestras de origen
vegetal. Posteriormente se desarroll6 una metodologia para la extraccion de
inulina y FOS basada en el analisis de FDT descrita en el AOAC, método
962.09. y un método de cuantificacion de los mismos por el método de HPLC,
empleando una columna de exclusion molecular y un detector de indice de
refraccidn. Una vez realizada una validacion parcial del método se cuantifico el
contenido de FOS en las trece especies estudiadas. Los resultados del proyecto
indicaron que nueve de ellas contienen inulina y FOS, siendo Allium cepa la
especie con una mayor concentracion (31.14%).

La metodologia desarrollada fue aceptable ya que ademas de cumplir con
los pardmetros establecidos de la validacion, es adecuada para la extraccion y
cuantificacion de muestras con diferente composicion.
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Capitulo 1

INTRODUCCION

Hoy en dia uno de los grandes problemas de salud publica que afecta a México
son las enfermedades gastrointestinales debido a un manejo inadecuado de los

alimentos, asi como por algunos trastornos en la alimentacioén.

En afios recientes se ha incrementado el interés por la relacion entre la
microflora intestinal y sus beneficios a la salud. Este interés se ha desarrollado
a partir del conocimiento de los microorganismos en el colon donde predomina
la flora benéfica, no patdgena y saludable, la cual protege al cuerpo de manera

natural desarrollando resistencia contra las bacterias patdégenas.

La inulina posee un impacto positivo en la resistencia natural de nuestro cuerpo,
ya que contribuye a tener un transito intestinal regular y suave, mejora la
absorcioén en el cuerpo de importantes nutrimentos como calcio e incluso podria

reducir el riesgo de cancer intestinal y mantiene un sistema digestivo saludable.

La inulina y los FOS son hidratos de carbono que al ser hidrolizados por la
inulinasa (enzimas presentes en algunas bacterias) liberan ademas de fructosa,
glucosa en un 5 a 6%. Este monosacarido se encuentra en los extremos de la
cadena, estos FOS son producidos por una gran variedad de especies de
origen vegetal. Se concentran o almacenan en el tejido fino de plantas,
generalmente en raices y rizomas en donde se encuentran mayores

concentraciones.
~~ 1 ~~



INTRODUCCION

En el organismo humano, la inulina y los FOS no son degradados por las
enzimas habituales del tracto digestivo, y por consecuencia no hay absorcién en
el intestino delgado lo que genera una estimulacion selectiva en la flora
intestinal benéfica, produciendo un efecto prebidtico, un ejemplo de ello son las
bifidobacterias. Un efecto prebibtico significa que se alimenta y estimula
selectivamente el crecimiento de la propia flora intestinal “buena”, mediante la

ingesta de inulina en la dieta.

Ademas de los beneficios a la salud aportan beneficios tecnoldgicos,
nutricionales y facilmente pueden ser incorporados a una gran gama de

productos alimenticios.

La inulina y los FOS son obtenidos generalmente de la raiz de achicoria y
también se encuentran presentes en alimentos de origen vegetal como: ajo,

cebolla, trigo e incluso platano.

Investigaciones recientes han demostrado la presencia de inulina y FOS en
diferentes géneros de agave debido a sus adaptaciones morfoldgicas y
fisioldgicas para sobrevivir, asi mismo en plantas bulbosas donde son utilizados

como fuente de reserva energética.

Una de las necesidades actuales es ampliar el conocimiento acerca de la
utilizacién de especies vegetales alimenticias producidas en el pais, esto traeria
como consecuencia un incremento en la demanda de cultivos mexicanos y a su
vez mejoraria el mercado y generaria mayores inquietudes para el

aprovechamiento de los recursos vegetales y sus subproductos, con el fin de
~ 2 ~



INTRODUCCION

ser utilizados en la industria como aditivos o bien, para disminuir las
enfermedades gastrointestinales proporcionando una mejor calidad de vida al

ser humano.

Las plantas bulbosas poseen un gran impacto en la dieta mexicana, debido a:
su alto consumo, facil adquisicién y su gran aceptabilidad sensorial. Por otro
lado el agave ha sido utilizado por la industria tequilera generando gran
cantidad de desecho (pencas de agave). Es por ello que otras industrias se han

alentado a encontrar usos alternativos.

Por esta razon se propone una metodologia para la extraccion y cuantificacion
de inulina y FOS en este tipo de vegetales, basada en la metodologia de fibra

dietética total y cromatografia liquida de alta resolucién.
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Capitulo 2

OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Determinar la composicion proximal y el contenido de inulina y
fructooligosacaridos de 13 especies vegetales para su posible

aprovechamiento en la industria alimentaria.

2.2 Objetivos especificos

Conocer la composicion proximal de las trece especies de origen vegetal

de acuerdo a la metodologia establecida por el AOAC.

Seleccionar una metodologia para la extraccion de inulina y FOS en

diferentes especies de origen vegetal.

Establecer y validar las condiciones cromatograficas para la
cuantificacion de inulina y FOS, empleando una columna de exclusion

molecular y un detector de indice de refraccion.

Aplicar tanto el método de extraccion como el método cromatografico

para la cuantificacion de inulina y FOS en las muestras en estudio.
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Capitulo 3

ANTECEDENTES

En la actualidad el uso de alimentos que promueven beneficios a la salud y
reduccion de riesgos de enfermedades se han vuelto muy populares en la
poblacién, incluso aquellos con alto contenido de inulina y fructooligosacaridos
(FOS), ya que poseen propiedades anticancerigenas, un bajo valor cal6rico y la

estimulacion del crecimiento de la flora benéfica en el colon.® 2

Los estudios enfocados en nutricion y salud humana han estudiado los
beneficios de la inulina y FOS en personas con trastornos alimentarios con el fin
de reducir los riesgos de céancer; aumento de la absorcion de diferentes
minerales; disminucion de colesterol, triglicéridos, y fosfolipidos en sangre;
reduccion de riesgos de diabetes y obesidad e inhibicion de diarrea provocada
por bacterias patdogenas, debido que al ser fermentados por la flora intestinal
disminuyen el pH provocando la reduccion del crecimiento de la flora patégena

aunado al incremento de la flora benéfica.>*

Se ha reportado que para tener un efecto significativo se debe consumir al
menos 8 g/dia de FOS totales °, sin embargo, un consumo mayor a 40 g/dia

FOS totales provoca diarrea. °
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La inulina fue descubierta por el cientifico aleman Rose en 1804, en un extracto

3.1 Origen e historia de la inulina

de agua después de hervir las raices de Inula helenium. En 1818, Thomson, un

cientifico britanico, le confirié el nombre actual .’

La inulina pertenece a los hidratos de carbono de origen natural conocidos
como oligosacaridos no digeribles (NDO, por sus siglas en inglés) y se sintetiza
naturalmente en las plantas. Después de la celulosa y el almiddn, estos son los
hidratos de carbono mas abundantes encontrados en la naturaleza.® Se ha
estimado que un tercio de la vegetacion total en la tierra contiene fructanos. La
inulina ha sido consumida por los humanos desde tiempos remotos, en diversas

plantas comestibles y frutas.

La inulina se encuentra soluble en agua y se almacena en las raices o en los
rizomas de las plantas que lo contienen y, en el caso particular del agave, en el
tallo, actia como osmoregulador. Al cambiarse el grado de polimerizacion (DP)
de la molécula en la vacuola, la planta puede modificar facilmente el potencial
osmotico de sus células sin afectar la cantidad total de moléculas de hidratos de
carbono. La hidrdlisis interna de la inulina (GF,) por endoinulinasas, baja el DP
de las moléculas permitiendo a las plantas su osmoregulacion, para su
sobrevivencia en periodos de invierno en regiones moderadamente frias y con

sequia.’
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Histéricamente varios alimentos que contienen inulina, especialmente la

achicoria (Cichorium intybus), la dalia (Dahlia pinnata Cav), la alcachofa de
Jerusalén (Helianthus tuberosus) y el yacon (Smallanthus sonchifolius), han
sido usados como alimento principal o como cosechas de sustento. > Por
ejemplo la raiz de achicoria en Europa Occidental ha sido cultivada en gran
escala desde el Siglo XVI, utilizandose inmadura, e incluso con raiz para el
consumo humano. Después de la segunda guerra mundial, poblaciones de
Inglaterra y Alemania asaron la raiz de achicoria para utilizarla como
complemento o sustituto de granos de café y desde entonces las variedades de
achicoria han sido usadas en Europa y Norteamérica para impartir el color
adicional, el cuerpo y la accién sedativa del café o como sustituto del mismo. *2
Aproximadamente una taza de café de achicoria puede contener 3 g de

inulina.™®
3.2 Estructura quimica de la inulina y FOS.

La inulina es un polimero lineal de D-fructosa unidas por enlaces glucosidicos
B(2—1) y una D-glucosa terminal unida al polimero por un enlace o (1—2).**
Debido a estos enlaces glucosidicos la inulina y sus subgrupos no son digeridos

por las enzimas humanas.™
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En la Figura 1 se muestra la estructura quimica general de la inulina, FOS y

oligofructanos.

CH,OH

HO

HOCH , 0

o] n (2-60)
HOCH ,  ©

CH,OH

HO

Figura 1. Estructura quimica general de la inulina, FOS y oligofructanos 1

Por sus propiedades quimicas son considerados como fibra dietética porque se
encuentran dentro de la definicion empleada por la AOAC la cual la define

como: “remanentes de células de las plantas resistentes a la hidrolisis por las

enzimas que actGan en la alimentacién humana”.'” *®

Los FOS vy los oligofructanos son subgrupos de la inulina que poseen un grado
de polimerizacion diferente. El grado de polimerizacion (GP) depende del

namero de unidades de fructosa presentes en la cadena.
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En la Tabla 1 se muestran los diferentes grados de polimerizacion de los

diversos fructooligosacaridos.

Tabla1™ Comparacion entre los diversos fuctooligosacaridos

Origen Inulina Oligofructosa FOS
Extraccion a partir hidrélisis transfuctosilacién
de vegetal enzimatica de la de la sacarosa
(achicoria) Inulina
- 2-9 -
Rango GP 2-60 2-4
.12 (23 4-5 -
Gp prom 10-12 23 3-7
Lineal (1-2 % Lineal Lineal

Estructura quimica N
q ramificacion)

La linealidad o ramificacién de los fructanos depende en gran medida de su
origen vegetal o microbiano y suelen definirse en términos de grado de
polimerizacion promedio (GPpom), Siendo la inulina el compuesto con el mayor
rango y promedio. Los FOS vy los oligofructanos son muy similares, pero con
diferencias estructurales asociadas a sus formas de obtencién (hidrdlisis
enzimatica de inulina para los oligofructanos y transfructosilacién de sacarosa
para los FOS). Las diferencias estructurales entre ellos condicionan sus
caracteristicas fisicas y quimicas, y las propiedades que determinan su uso

como aditivo. 1:1°
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En la Gréfica 1 se muestra la distribucién porcentual de los FOS presentes en la

naturaleza de acuerdo a su grado de polimerizacion.

Distribucion por tamaino de cadena

Porcentaje %

2-4  °5-9 "10-14 "15-19 "20-24 "25-29 °30-34 "35-39 '40-44 45+

Grado de polimerizacion

Grafica 1. Distribucién porcentual de FOS de acuerdo al grado de polimerizacién.”
3.3 Fuentes e identificacion de la inulinay FOS

La inulina y los fructooligosacaridos (FOS) son hidratos de carbono de

almacenamiento que estan presentes en mas de 36 000 plantas en diferentes

concentraciones.

La fuente industrial mas comun es la achicoria, que posee aproximadamente 15

a 20 % de inulinay 5 a 10 % de FOS y cuando se reduce la humedad puede

llegar hasta un 80 %.
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En la Tabla 2 se muestra el contenido porcentual de inulina en algunas

especies de origen vegetal, en base seca.

Tabla 2. Contenido aproximado de inulina en plantas comestibles 16

Especie vegetal Inulina (g/100g base seca)
Pataca (Helianthus tuberosus) 89
Achicoria (Cichorium intybus) 79
Raiz de dalia (Dahlia spp.) 59
Cebolla (Allium cepa L.) 48
Ajoporro (Allium porrum L.) 37
Ajo (Alluim sativum) 29
Yacon (Smallanthus sonchifolius) 27
Agave (Agavacea) 25
Esparrago (Asparragus officinalis L.) 4
Cambur (Musa cavendishii) 2
Centeno (Secale cereale) 1

3.4 Inulina como prebidtico

Los prebidticos son ingredientes alimentarios que no son digeridos ni en el
estdmago ni en el intestino delgado debido a que la hidrélisis acida es limitada y
no hay hidrolisis enzimatica, por ende no son absorbidos y llegan intactos al
colon donde estimulan selectivamente el crecimiento de bacterias benéficas
para la salud, como se muestra en la Figura 2. La inulina y los FOS son
prebidticos utilizados actualmente como ingredientes en la alimentacion. Los
productos originados durante su metabolismo aumentan la presiéon osmatica del
contenido intestinal lo que da lugar a una mayor motilidad aumentando la

frecuencia de las deposiciones. %

Las propiedades fisicoquimicas y biolégicas de la inulina y los FOS son
similares a los de la fibra dietética y son de suma importancia en la salud

humana. El aumento de las defensas se debe a las capacidades
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inmunomodulatorias de las bacterias lacticas que crecen a expensas de los

fructanos, es decir esta implicito en la accién simbidtica. Debido a su proceso
fermentativo, ellos pueden afectar el epitelio intestinal favoreciendo el desarrollo
de la mucosa y aumentando la resistencia a las enfermedades intestinales por
un mecanismo de barrera, donde los FOS y las bifidobacterias inhiben el
crecimiento de bacterias dafiinas, estimula los componentes del sistema

inmune, ayuda a la absorcion de ciertos iones y a la sintesis de la vitamina B.

CAVIDAD ORAL
No se hidroliza

Muy limitada hidrélisis acida
No hay hidrélisis enzimatica
No se absorbe

INTESTINO DELGADO

No hay hidrélisis enzimatica
| No se absorbe

o se fermenta

HECES
No se excreta

COLON
Fermentacion anaerébica completa
La inulina no se absorbe

Los AGV son utilizados por la flora benéfica

Figura 2. Metabolismo de la inulina a través del tracto digestivozz.
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3.5 Microbiota Intestinal.

La poblacién microbiana del tracto gastrointestinal del ser humano constituye un
ecosistema altamente complejo que incluye numerosos tipos de
microorganismos. La microbiota de un individuo cualquiera esta4 formada por
mas de 400 especies diferentes de bacterias. Algunas poseen efectos
patdbgenos y por consecuencia la produccion de toxinas y carcinogénicos,
mientras que otras son consideradas promotoras de la salud entre éstas se

encuentran los Lactobacillus y Bifidobacterium.

En la Figura 3 se muestran los beneficios de los lactobacilos y bifidobacterias.

eActlan como inmunomoduladores, absorben
procarcinogénicos, promueven el ataque a
células.

eInhiben el crecimiento
de bacterias dafiinas y

eDisminuyen los niveles de
colesterol y triglicéridos.
levaduras. BIFIDOBACTERIAS *Reducen las intolerancias y
LACTOBACILOS alergias a los alimentos.
*Restablecen la flora intestinal

. - . normal.
*Mejoran la absorcidon de minerales.

*Reducen las toxinas en el higado.

*Producen nutrientes, vitaminas del grupo B,
4cido félico y enzimas digestivas.

Figura 3. Beneficios de lactobacilos y bifidobacterias®

Normalmente ambos tipos se encuentran en equilibrio e intervienen
directamente en la digestion de alimentos y por lo tanto, en la obtencion de

energia.

~ 13 ~
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En los individuos sanos este ecosistema es relativamente estable. Sin embargo,

esta relacionado en forma estrecha con el medio ambiente y puede variar a lo
largo del tiempo. Esta situacion es influida por varios factores que incluyen la
edad, el tipo de alimentacion, el uso de medicamentos (especialmente los

antibioticos), y el estado de salud, asi como el estrés. ’

La Figura 4 muestra la evolucion de la microbiota intestinal con la edad del ser

humano desde el nacimiento hasta la vejez.

Evolucion de la microbiota intestinal con la edad

12 -
Bacteroides,

Eubacterium,
Peptococcae
10
= Escherichia coli,
Streptococcus

I8 Lactobacillus

Bifidobacterium

B Clostridium
perfringens

Log de recuento de bacterias fecales

nacimiento destete madurez vejez

Figura.4 Evolucion de la microflora intestinal con le edad 2
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3.6 Propiedades promotoras de la salud de un agente prebidtico (inulina'y

FOS)
3.6.1 Absorcion de minerales y sintesis de vitaminas

Los beneficios a la salud son atribuidos a la flora intestinal benéfica que inhibe
el crecimiento de bacterias dafiinas, estimula los componentes del sistema
inmune y ayuda a la absorcion de ciertos iones como calcio y magnesio y a la

sintesis de las vitaminas B1, B, Bs y B1o, 4cido nicotinico y &cido félico. **
3.6.2 Proteccion contra infecciones intestinales

Algunos estudios relacionados con nutricion y salud humana indican que tanto
la inulina como los FOS al ser ingeridos se fermentan en su totalidad por la
microflora habitual del colon aumentando la poblacion y la produccion de CO, y
H,. La energia se deriva en gran parte al resultado de la produccion de lactato y
acidos grasos de cadena corta (SCFA’s, por sus siglas en inglés) como: acido
acético, acido propibénico y acido butirico. Debido a la fermentacion la microflora
disminuye el pH intestinal afectando el epitelio, favoreciendo el desarrollo de la
mucosa y aumentando la resistencia a las enfermedades intestinales por un

mecanismo de barrera.

3.6.3 Otros beneficios

Recientemente se ha mostrado el papel de los SCFA’s generados durante la
fermentacion de inulina y FOS en la reduccion de los niveles de colesterol. La

proporcion de acetato/propionato es de vital importancia ya que el acetato se

~ 15 ~
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conoce como un precursor del colesterol, donde se ha encontrado que los

propianatos son inhibidores de la sintesis del colesterol hepatico. La proporcién
de acetato/propionato resulta de la fermentacion de inulina y favorece la

disminucién del colesterol. %

3.7 Tecnologia de produccioén.

La produccion industrial de la inulina y sus derivados se obtiene generalmente
de la raiz de la achicoria. Alternativamente, los FOS se pueden sintetizar a
partir de la sacarosa, la cual es sometida a transfructosilacion por accion de la

enzima B-fructofuranosidasa.

Existen productos comerciales como el Raftiline (inulina) y el Raftilose
(oligofructosa) que son fibras dietéticas solubles que se usan ampliamente en
aplicaciones de bebidas lacteas y alimentos debido a que poseen un sabor

neutro, mejoran la textura, sensacion y estabilidad.

En la Figura 5 se muestra el proceso de obtencion industrial de la inulina y sus

derivados.
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Figura 5. Procesos de obtencién industrial de la inulinay derivados *°
Raices de achicoria
lavadas y rebanadas

Extraccion por difusion Secado de la pulpa Al"g?}?{fgl'on
en agua caliente resultante

Hidrélisis enzimatica
parcial

Purificacion por carbonatacion acidica Precipitado Uso en suelos
Carbonatado rico en para agricultura

péptidos y coloides

Inulina base o cruda Remocién de la fraccion
de bajo GP (< 10) por separacion fisica

Refinacién: demineralizacién por resinas de intercambio iénico y
Decoloracion con carbén activado

Purificacion :
por filtracion estéril

Evaporacion y secado: por aspersion

Oligofructosa Inulina estandar Inulina HP

Ofia[)?:’fcfoesa GP: 29 GP: 260 GP: 10-60
9 GP prom: 4-5 GP prom: 10-12 GP prom: 25
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A nivel industrial, la inulina se presenta como un polvo blanco, sin olor, con

sabor neutral y sin efecto residual, pero la oligofructosa ademéas de su
presentacion en polvo se consigue como jarabe viscoso (75% de soélidos
totales), ambos incoloros. La inulina nativa, a diferencia de la inulina HP (high
performance) o de alta pureza, contiene azucares libres (glucosa, fructosa,
sacarosa), lo que le confiere cierto dulzor (10% del dulzor de la sacarosa). La
inulina HP presenta menor solubilidad que la inulina nativa, debido a la escasez
de azucares libres (0,5 g de inulina HP/ 100 mL de agua). Entre otros productos
derivados de la inulina esta la carboximetilinulina (CMI), un compuesto obtenido
por carboxilacién de la inulina, usado para reducir la formacién y crecimiento de
incrustaciones en las paredes de las tuberias, contenedores, camaras de

reaccién o separacion .

En la Tabla 3.2 se muestran las diferencias fisicoquimicas entre estos tres

polimeros.

Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas de la inulina, “inulina de alto desempefio” (HP) y

oligofructosa. ®

Caracterigtica Irulina Irulina HP Cligofructosa

Egtructura quimica GFa(2=n=60) GFe(10=n=EB00) GFa+Fb2=n=7")
GP prom 12 258 4
Materia seca (gM 00g) as as =)
Purezs (981 00g) a2 995 95
Axicares (af00g) =] 0s 5
pH Sa? S5a¥ Sa’¥
Cenizas (g 00g) =02 =02 =02
Metales pesados (gM 00g s=cos) =02 =02 =02
Apatiencia polvo blanoo pokvao blanco polvo blanco o jarabe vscoso
Sabor rieLtral nieutrs maderscam erte dulce
Dulzor % (ws sacarosa=100%) 10 nincunc
Solubilidad en agus & 25°C L) 120 258 =750
“iscosidad  enagua 5% plp
zolacuosat a 10°C fmPas) 18 24 =10
Fundonalidad en alimentos Sudituto de grasa  Sudituto de graza Sustituto de sdcar

. . Con agentes Con agertes )
Sinergismo elifcantss elificartes Con educorantes intensos

® 3= unidades de gucoesa, F=unidades de fructosa
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La inulina y los FOS son ampliamente utilizados en productos alimenticios

3.8 Usos alimentarios de la inulina.

actlan como: espesantes, emulsificantes, gelificantes, sustitutos de azlcares y
grasas, humectantes, depresores del punto de congelacion, etc. En la industria
farmacéutica se emplean como excipientes, aditivos, agentes tecnoldgicos o
coadyuvantes; en la industria de la alimentacion animal, y se esta considerando
Su uso como constituyente de los empaques, por su caracter de material

bioactivo. 1 2¢

Se sabe que la inulina y los FOS son usados para aumentar la cantidad de fibra
a los alimentos, ya que el sabor que aportan es casi nulo y no afectan la

viscosidad.

La inulina tiene propiedades similares a las del almidén, mientras que los FOS
presentan un 30% del dulzor de la sacarosa. La inulina mejora la aceptabilidad
de yogures elaborados con leche descremada (bajos en grasa), ya que imparte
una mayor cremosidad, también actla como agente espesante debido a que
retiene el agua y estabiliza geles. La capacidad de formar gel es determinante
en su uso como sustituto de grasas en productos lacteos, untables, aderezos,
salsas y otros productos en los que las propiedades funcionales que otorgan las
grasas son indispensables para lograr los efectos sensoriales deseados por los
consumidores. Mejora la estabilidad de emulsiones y espumas, por lo que se
usa como estabilizante en diversos productos alimenticios (helados, salsas,

untables, postres cremosos, etc.). Se ha observado una sinergia entre la inulina
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y otros agentes gelantes como la gelatina, alginatos, carraginatos, gomas y

maltodextrinas. Con respecto a la oligofructosa y los FOS, tienen mayor
solubilidad y dulzor, asi como un efecto sinérgico con edulcorantes como el

acesulfame-K y el aspartame. '

En la elaboracion de panes de trigo la adicion de inulina sustituye la grasa
vegetal, ya que no modifica las caracteristicas reologicas de la masa antes de
hornear ni la calidad sensorial del producto terminado. Su uso en la formulacién
de pastas da como resultado productos con propiedades sensoriales sin
diferencias significativas de aquellas elaboradas con sdlo trigo. Se han logrado
formulaciones a base de chocolate, barras energéticas y cereales extruidos con

un desempeiio similar o incluso mejorado en sabor, color y textura.

Un punto importante que debe tomarse en cuenta al emplear la inulina y los
FOS, es que a pH menores de 4, los enlaces tipo 3 de las unidades de fructosa,
se hidrolizan con la consecuente formacién de fructosa. Por esta razon, estos

compuestos no pueden ser usados en alimentos con pH muy &cido.?®

En la Tabla 4 ?® se muestran las propiedades funcionales de la inulina y los

sistemas alimentarios en que se aplican.
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Tabla 4. Propiedades funcionales de la inulina.

Aplicacion Funcionalidad
Cuerpoy palatabilidad, capacidad de formar gel,
Froductos lacteos emulsificantes, sustituto de azdcares v grasas,

sinergismo con edulcorantes

Textura, depresion en el punto de congelacidn,
Productos congelados  sustituto de azdcares y grasas, Sinergismo con
edulcorantes
Estabilidad de emulsidn, textura ¥ capacidad de ser
untada, sustituto de grasas
Froductos horneados  Disminucion de aw, sustitutos de azdcares
Cereales de desavuno  Crujencia, capacidad de expansidn
Freparacion con frtas Cuerpoy palatabilidad, capacidad de farmar gel,
{ho dcidas) estahilidad de emulsion, sustituto de azdcaresy

Froductos urtables

Aderezos en ensaladas Cuerpoy palatabilidad, sustituto de grasas

Froductos carnic os Textura, estabilidad de emulsidn, sustituto de grasas
Zhocolate Sustituto de azldcares, humectante

3.9 Método alternativo para extraccion y cuantificacion de inulina y

FOS.

Estudios recientes * proponen alternativas para la determinacion especifica de

inulina en diferentes matrices obteniendo altos rendimientos.

Una de estas alternativas es la hidrélisis enzimatica seguida por una
cromatografia de intercambio anidnico. Basada en las propiedades de las

enzimas, carga y tamafio molecular de los hidratos de carbono.

Se propuso una metodologia basada en la determinacion de FDT establecida
en el AOAC, considerando el fundamento antes mencionado. Esta nos permitio
eliminar interferencias provocadas por la naturaleza de las muestras y
posteriormente cuantificar la inulina y los FOS en cromatografia de intercambio

aniénico acoplado a un detector de indice de refraccion.
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3.10 Particularidades de la metodologia propuesta y de las especies

vegetales empleadas.

A continuacién se mencionan las propiedades de las especies vegetales,
enzimas, y equipo empleado en el método alternativo de extraccion y

cuantificacion de inulina'y FOS, asi como las caracteristicas de validacion.
3.10.1 Especies vegetales.
3.10.1 1 Aspectos generales de los bulbos *°

Los bulbos, son érganos subterraneos de almacenamiento de nutrimentos. Las
plantas que poseen este tipo de estructuras se denominan colectivamente

plantas bulbosas.

El bulbo esta formado por el engrosamiento de la base de las hojas y consta de

5 partes principales (ver Figura 6):

El disco basal, que corresponde a la parte inferior del bulbo desde donde

crecen las raices.

e Las escamas carnosas, que son el érgano de almacenamiento principal,

ya que en sus tejidos es donde se acumulan los nutrimentos.

e La tunica, es una capa que rodea a las escamas y las protege de la

desecacion.

e El vastago, que consiste en una yema floral y otras yemas en desarrollo.
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e Yemas laterales, las que durante el periodo de crecimiento daran origen

a nuevos bulbos, denominados bulbillos.

tinica

o flores y
4 hojas
e : J
s T inmaduras
; %
(Y
\_‘. ¥

™ F ( -
iﬂ"'ﬂ o - ‘ hofﬂs
asal ! escaladas

Figura. 6 Esquema general de la estructura de un bulbo®.

3.10.1.2 Clasificacion de los bulbos

Los bulbos se clasifican en dos tipos:

e Tunicados, en los que sus bases estan rodeadas por capas

superpuestas, como la cebolla.
e Escamosos, en los que dichas bases estan imbricadas (como las tejas

de un tejado) y son mas carnosas como la alcachofa.

Ambas clases producen bulbillos que sirven para la reproduccion de las plantas,

una vez gque han alcanzado el tamafio suficiente.
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3.10.1.3 Caracteristicas particulares de cebolla y cebollina blanca

) ord et

o R

(a) Allium cepa (b) Allium scaposum

Figura 7 Especies de cebolla

FAMILIA: Lilidceas
GENERO: Allium

NOMBRE CIENTIFICO: Allium cepa y Allium scaposum (Figura 7

respectivamente)

NOMBRE COMUN: Cebolla y cebollina blanca

HABITAT: Son bulbos de climas templados, aunque en las primeras fases de
cultivo toleran temperaturas bajo cero, para la formacién y maduracién del
bulbo, pero requieren temperaturas mas altas y dias largos, cumpliéndose en
primavera para las variedades precoces o de dia corto, y en verano-otofio para

las tardias o de dia largo, la temperatura 6ptima de cultivo es de 15°-23 °C.

Prefieren suelos sueltos, sanos, profundos, ricos en materia organica, de
consistencia media y no calcareos. En terrenos pedregosos, poco profundos,
mal labrados y en los arenosos pobres, los bulbos no se desarrollan bien y

adquieren un sabor fuerte, el pH ideal debe ser ligeramente acido.
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En suelos poco fértiles se producen cebollas que se conservan mejor, pero su

desarrollo es menor.

DESCRIPCION: Las plantas de las cebollas poseen un bulbo formado por
numerosas capas gruesas y carnosas al interior, que realizan las funciones de
reserva de sustancias nutritivas necesarias para la alimentacion de los brotes y
estan recubiertas de membranas secas, delgadas y transparentes, que son

base de las hojas.

Las capas de las cebollas tienen el papel de 6rganos de reserva para las hojas
que salen de ellas y que son las que realizan la fotosintesis y hacen crecer la

planta.
USO: Alimentacién humana.

3.10.1.4 Caracteristicas particulares de la jicama ** _ )
FAMILIA: Fabaceae !
GENERO: Pachyrhizus

NOMBRE CIENTIFICO: Pachyrhizus erosus

NOMBRE COMUN: Jicama, yacon o habo mexicano

HABITAT: Originaria de México y Centroamérica, cultivada especialmente por

su tubérculo comestible. Crece en lugares donde el agua y sol son moderados.
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DESCRIPCION: La planta es una enredadera que crece 4 a 5 m. El tubérculo
puede tener hasta 30 cm de didmetro. El exterior de éste es amarillo, mientras
gue su interior es blanco cremoso, con una textura quebradiza que se asemeja

a la de una papa cruda o una pera. El sabor es dulce y almidonado.

El periodo de cosecha comprende los meses de octubre a marzo, siendo los

puntos con mayor produccion entre diciembre y febrero.
USO: Alimentacion humana.
3.10.1.5 AGAVES ** %

El género Agave esta compuesto por plantas suculentas pertenecientes a una
extensa familia botanica del mismo nombre: Agavaceae. Se les conoce con el
nombre comun de agave, pita, maguey, cabuya, 6 mezcal. Es originario de
México, aunque actualmente se distribuyen desde el sur de Estados Unidos
hasta el norte de Venezuela. Se reconocen mas de 200 especies
pertenecientes a este género con una gran diversidad en cuanto a formas

tamanos, colores y estrategias de vida.

En la figura 8 se muestra la anatomia general de los agaves.
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ANATOMIA DEL AGAVE

COGOLLOD
— o
MERISTENO

ESPINA ——p
AFICAL

ESPINAS
LATERALES

FISTEMA

REDICULAR

Figura 8. Anatomia del agave.
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3.10.1.6 Clasificacion y caracteristicas de los agaves

Agave filifera.

FAMILIA: Agavaceae

GENERO: Littaea

GRUPO: Filiferae

NOMBRE(S) COMUN(ES): Maguey, Cabuya, Cabuyo

HABITAT: Agave

Aguascalientes)

localizado

principalmente

Figura 9. Agave filifera

México (Hidalgo vy

DESCRIPCION: Planta madura con grupos largos de rosetas verdes vy

filamentos gruesos. Posee hojas lanceoladas de 15-30 x 2-4 cm, gruesas Yy

convexas en la parte superior y de la mitad de la base forma una lamina, el color
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de las hojas es blanco con brotes impresos; las espinas van de 1-2 cm de largo,

grisaceas, planas en la parte superior y redondeadas en la parte inferior.

La Influoresencia se da en la punta, afilada de 2-2.5 m de alto, la floracién es
densa con largos caudales recubiertos con bracteas en la parte superior del eje;
las flores van de 30-35 mm largo, rojizas, sobre todo germinadas, existe una
ascendente curvatura en pediceles densamente pequeios; el ovario mide de 13-
15mm de largo, fusiforme, angular, con un cuello y un tubo surcado; el tubo va
de 5-6 mm de profundidad, 8 mm de par en par en forma de embudo; los
filamentos van de 30-35 mm de largo, delgados y rojizos; las anteras miden de 7-

12 mm largo, rojizas, regulares y céntricas. (Figura 10).

USOS: Son fuente de tequila, pulque destilado y bebidas fermentadas. Los tallos
de la espiga de flotacion se utilizan para cuerdas y fibras. También se emplean

para rocallas, macetas y jardineras. Muy apreciado por su aspecto decorativo.

FiguralO. llustracién de Agave filifera
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Agave lechuguilla.

FAMILIA: Agavacea

GENERQO: Littaea

GRUPO: Marginatae Figura 11 Agave lechuguiia
NOMBRE(S) COMUN(ES): Lechuguilla

HABITAT: Agave localizado principalmente en los desiertos de Chihuahua y
Sonora, casi siempre sobre piedra caliza, crece en suelos rocosos a altitudes

de entre 900 y 2100 m (3000 y 7000 pies).

DESCRIPCION: La planta florece una vez antes de morir, el néctar es un gran

nutrimento en la dieta de insectos, murciélagos y algunas aves.

Las hojas son fuertes y rigidas, con puntas endurecidas y muy afiladas,
poseen un color verde palido o amarillento, la extensién es erecta, la punta
concava y la base convexa, forman grupos densos de rosetas pequefias de
30-50 x 40-60 cm, con flores amarillas o rojizas de 25-50 x 2.5-4 cm, los
dientes de las hojas son tipicamente desviados van de 2-5 mm largo, cafés o
ligeramente grisaceas; las espinas son gruesas de 1.5- 4 cm de largo; el pico
va de 2.5-3.5 m alto; las flores son cortamente pediceladas en dos o tres y
raramente largas (2-15 cm).Las flores crecen en ascension lateral; posee

flores de 30-45 mm largo, amarillas frecuentemente tefiidas de rojo o purpura;
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los ovarios van de 15-22 mm, largos, fusiforme; el tubo mide de 2.5-4 mm de

largo, bajo y abierto; los filamentos van de 25-40 mm de largo (Figura 12).

HABITAT. Tiene uno de los mas extensos rangos, es abundante desde el

sureste de Nuevo México y suroeste de Texas por el Desierto de Chihuahua al

Estado de México e Hidalgo.

USOS: Los nativos habitantes de esas regiones utilizan las fibras de las hojas
suculentas para confeccionar cuerdas y tapetes (comunmente llamado “ixtle”) y

una fibra dura conocida con el nombre comercial “fibra Tampico”.

El agua almacenada en esta planta es rica en sales y minerales, a menudo es
vendida en México como una bebida deportiva, sin embargo la planta en si

misma es venenosa para el ganado, cabras y ovejas.

Figura 12 Agave lechuguilla. Hoja, flor, racimo y capsulas
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Agave victoriae-reginae.

FAMILIA: Agavacea

GENERQO: Littaea

GRUPO: Marginatae

Figura 13 Agave victoria-reqginae

NOMBRE(S) COMUN(ES): Agave de la reina Victoria, Noha, Pintillo

HABITAT. Desierto de Chihuahua

DESCRIPCION: La planta es pequefia, compacta, suculenta (capacidad de
soportar largos periodos de sequia) o cespitosa, plantas muy variables. Las
hojas son cortas, verdes con conspicuos blancos, 15-20 (-25) x 4-6 cm, lineal-
oval, redondeada en el apice, rigida, densamente plana a concava en la parte
superior, redondeada y abundantemente abultada; usualmente desdentada; las
espinas terminales van del.5-3 cm de largo, triangulares cénicas, muy amplias
en la base, con surcos en la parte superior y redondeado en la parte inferior.
Las hojas de A. victoriae-reginae varian en su tamafio dependiendo de sus

subgrupos como se observa en la Figura 14.

El pico de inflorescencia va de 3-58 m alto, erecto, florescencia abundante,
situada en la parte superior de la mitad del eje; las flores, se encuentra en
pares o triadas cortas; los pedicelos van de 40-46 mm largo, con colores

variados; los estambres frecuentemente estan tefiidos con rojo o purpura; los
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ovarios miden de 18-24 mm largo, densamente fusiformes, con cuello pequerio;
el tubo es bajo y extenso que va de 3 x 8-10mm; los filamentos van de 45-50
mm largo, insertados en el borde del tubo; la capsula es ovoide de 17-20 x 10-
13 mm, redondeado en la base y las semillas de 3-5 x 2.5-3.5 mm son

hemisféricas.

USOS: Excelente como planta de ornamento por su poco desarrollo y gran

elegancia (imagen poliédrica).

joalill -

Figura 14. Serie de hojas de Agave victorie-reginae

Agave celsii.

FAMILIA: Agavaceas

GENERO: Littaeca

GRUPO: Polycephalae

Figura 15 Agave celsii

DESCRIPCION: Planta perenne con ramificaciones auxiliares y floraciones,
formando largos grupos de suaves y suculentas rosetas, liboremente sembradas.
La hoja de 30-60 x 7-13 cm es oval, ovoide o espatulada, forma curva en la
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parte ascendente, céncava en la parte superior y convexa en la parte inferior,

densamente carnosa, el color va de verde a gris. Posee pequefios espacios de
dientes cerrados de 1-3 mm largo, frecuentemente bicuspides, algunas veces
con crestas ciliadas, blanquecinas a café rojizo; las espinas son débiles,

aciculares de 1-2 cm de largo de color pardusco.

El pico de inflorescencia va de 1.5-2.5 m de alto, floraciébn densa, conversion
lenta en frutas; las flores son carnosas de 40-60 mm largo, el color fuera de la
flor es de un toque verde, amarillo a rojizo y dentro de ella el color va de
lavanda a purpura, incluyendo pistilos y filamentos; los ovarios van de 13-20
mm largo; los filamentos de 40-60 mm de largo, estan insertado en el apice del
tubo que es de color variable; las capsulas son carnosas, cafés de 18-25 x 9x12
mm; las semillas de 4x3 mm a 3x2 mm son hemisféricas con un margen

completamente desarrollado (Figura 16).

HABITAT. Se localiza en la region de la “Huasteca” en Nuevo Ledn y al este de

San Luis Potosi hasta “Jalaca” en Hidalgo.
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Agave cupreata.

FAMILIA: Agavacea

GENERO: Agave

GRUPO: Crenatae

&

Figura 17, agave cupreata

NOMBRE(S) COMUN(ES): Maguey de mezcal

HABITAT: Se encuentra extensamente dispersa en cuencas de montafia como
el Rio Balsas en Michoacan y Guerrero a gran altitud, entre 1.500 y 2.000
metros (4.900 a 6.600 pies). Resiste grandes calores, sequias y fuertes heladas

en invierno.

DESCRIPCION: La planta posee una sola roseta de tamafio medio, verde
brillante; las hojas son lanceoladas u ovaladas de 40-80 x 18-20 cm,
fuertemente angostas en la base y densamente carnosas, planas a levemente
concavas en la parte superior; los dientes son dimorficos, fuertemente
aplanados, rectos o curvos, grisaceos y el tamafio del largo varia; las espinas
van de 3-5 cm de largo, delgadas, sinuosas, de café claro a grisaceas,
ampliamente acanaladas en la parte superior, con bordes agudos en dientes

superiores.

Las flores son difusivas con un color naranja-amarillo de 55-60 mm de largo,
con pedicelos obscuros; el ovario va de 30-35 mm largo, verde olivo, fusiforme

con 3 cuellos dobles estrechos y acanalados; el tubo va de 6-7 mm de ancho y
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de 14-15 mm de amplio con forma de embudo, lleno de protuberancias; los
filamentos de 35-40 mm largo se encuentran insertado a la mitad del tubo en la

parte superior de la base. (Figura 18).

USOS: Produccion de mezcal.

Figura 18 .Agave cupreata dibujo de Gentry 22553 (izquierda) y Gentry 22554. Colectado cerca de

Tzitzio, Michoacéan, 15 Dic. 1967

Agave potatorum.

FAMILIA: Agavacea

GENERO: Agave

Figura 79, Agave polatorim

GRUPO: Hiemiflorae
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NOMBRE(S) COMUN(ES): “Papalometl” (Nahuatl), Maguey de mezcal,

Maguey mezcalero, Tobala.

DESCRIPCION: Planta polimérfica con rosetas pequefias, compacta o abierta,
generalmente posee de 50-80 hojas; las hojas van de blancas a verdosas, con
una medida de 25-40 x 9-18 cm de largo, oval a lanceoladas, planas, angostas
hacia la base, suaves, carnosas pero algo rigidas; los dientes son prominentes
de 5-10 mm de largo con una distancia de 1-3 cm, la base es poco amplia; las
espinas generalmente de 3-4.5 cm de largo, amplias en la base, agudamente
acentuadas, ampliamente acanaladas a planas en la parte superior, son rigidas
hasta aproximarse al diente superior poseen un color que va de castafio a café

grisaceo.

La inflorescencia va de 3-6 m de alto, con flores racimosas o paniculares con
pedunculos laterales; las flores son polimérficas, de verde claro a amarillentas,
frecuentemente con un tifio rojo o purpura en los brotes; el ovario va de 25-50
mm largo, generalmente con cuello liso; el tubo de 10-17 mm cilindrico o forma
de embudo y acanalado; los filamentos son pequefios de 35-50 mm largo,
amplios en la parte inferior, algunas veces presentan color y un pistilo largo; las
capsulas son largas de 4-5.5 x 2 cm y ovoides; las semillas de 6-7 x 5-6 mm,

negras y brillosas. (Figura 20).

HABITAT: El rango de A. potatorum se localiza en montafias semi-aridas de
Puebla y Oaxaca entre 1,240 y 2,300 m de elevacién, donde esta asociado a

cuestas herbosas con remanentes de vegetacion de pinos y robles.
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USOS: Se emplea en rocallas, macetas, y zonas ajardinadas con bajo

mantenimiento, obtencidon de mezcal y también es elaborada la bebida

destilada denominada “Bacanora” en el estado de Sonora.
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Figura 20. Agave potatorum. Hoja, flor y capsula

Agave angustifolia.

FAMILIA: Agavacea

GENERO: Agave

GRUPO: Rigidae

Figura 21. Agave angustifolia

NOMBRE(S) COMUN(ES): Espadin, Marginata,

DESCRIPCION: Las rosetas son suculentas; las hojas generalmente de 60-120

x 3.5-10 cm, lineales a lanceoladas, rigidas, fibrosas, ascendentes a
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horizontales, de color verde claro, concavas en la parte superior y convexas en

la parte inferior, angostas y espesas hacia la base, algunas veces ligeramente
cartilaginosas; los dientes son pequefios, generalmente de 2-5 mm de largo
con un espacio reducido entre ellos, comunmente café rojizo o café obscuro;
las espinas son variables de 1.5-3.5 cm de largo, cénicas y poseen un color

café obscuro; la panicula va de 3-5 m de alto.

Las flores van de verde a amarillo de 50-65 mm de largo, cilindricas y angulares
con cuello corto y ligeramente acanaladas; los filamentos de 35-45 mm largo
son delgados y se encuentran insertados en la parte media del tubo; las
antenas son amarillas de 20-30 mm de largo; las capsulas son ampliamente
ovoides, largas de 3 x 5 cm y con un color café obscuro; las semillas son largas

y van de 9-12 x 7-8 mm. (Figura 22).

HABITAT: Posee un rango amplio de distribucion en Norteamérica. Es una
planta de tierra caliente que va de Costa Rica pasando por las costas pacificas

hasta Tamaulipas.

USOS: Produccién de fibra y mezcal.

Figura 22 Agave angustifolia. Hojas, flor y semillas
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Agave Tequilana.

FAMILIA: Agavacea
GENERO: Agave

GRUPO: Rigidae - : LRy
Figura 23. Agave tequifana

NOMBRE(S) COMUN(ES): Pita, maguey, cabuya, mezcal

DESCRIPCION: Planta suculenta de 1.2-1.8 m de alto; las hojas van de 90-120
X 8-12 cm son lanceoladas, fibrosas, rigidas, cdncavas, angostas y espesas
hacia la base; los dientes generalmente son de un tamafio regular de 3-6 mm
largo y son de color café claro a café obscuro, estan apartados entre ellos de 1-
2 cm, son acanalados en la parte superior y amplios en la base; la panicula va
de 5-6 m de alto; las flores de 68-75 mm de largo en pequefios pedicelos de 3-
8 mm de largo; los filamentos van de 45-50 mm de largo doblados hacia el

pistilo, se encuentran insertados de 5-7 mm por encima de la base del tubo.

HABITAT: A. tequilana crece en cuestas semi-aridas del oeste y sur de la
region de Tequila que se situa a lo largo del camino de Colula a Tecolotlan,

Jalisco.

Sdélo la variedad Azul es la que da origen al Tequila. El agave Tequilana Weber
se encuentra en cinco estados de la Republica como Jalisco, Michoacan,
Nayarit, Guanajuato y Tamaulipas y solamente en estos lugares se puede

utilizar la materia prima para la elaboracién del tequila.
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USOS: Produccién de tequila.
Agave Salmiana.
FAMILIA: Agavacea

GENERO: Agave

GRUPO: Salmianae Figura 24. Agave salmiana

NOMBRE(S) COMUN(ES): Maguey pulquero, manso o de montafia

DESCRIPCION: La planta va de una medida media a larga, forma rosetas
masivas de 1.5-2m de alto; las hojas van de 100-200 x 20-35 cm son
ampliamente lineales y lanceoladas, de color verde a grisaceo, convexas en la
base y cbéncavas en la parte superior; los dientes de 5-10 mm de largo
separados entre si de 3-5 cm, de color café a café grisaceo; las espinas son
largas de 5-10 cm, de color café obscuro, acanaladas en la punta; las flores
van de 80-110 mm de largo, amarillas en la parte superior y con un ovario
verde; los ovario van de 50-60 mm de largo, delgados, cilindricos con un cuello
estrecho; el tubo es largo de 21-24 mm de profundidad; los filamentos de 55-70
mm de largo insertado en la parte superior de la mitad del tubo; la capsula de
5.5-7 x 2-2.2 cm de color café; las semillas poseen un color negruzco y van de

8-9 x 6-7 mm de largo.

HABITAT: A. salmiana es nativa de montafias de México central y existen
numerosos formas de cultivo salvaje. Generalmente se desarrolla en
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elevaciones de 1,230-2,460 m, con una precipitacion con promedio anual de

15-36 pulgadas (360-1,000 mm), el 70-80% de lluvia cae durante Mayo y

Octubre.

USOS: Produccioén de pulque, alimento de ganado lechero, algunas veces se

utiliza para proteger propiedades formando cercas y como ornamento.

De la cuticula de la penca puede obtenerse una hoja que es empleada para

envolver alimentos.

Agave convallis.

FAMILIA: Agavacea

GENERO: Agave Figura 25 Agave convallis

DESCRIPCION: Planta suculenta, estd compuesta por grandes hojas
carnosas dispuestas en una roseta. El agave florece solo una vez después de
15 a 20 afos de vida y muere. La inflorescencia se produce en verano por la

aparicion de un tallo de varios metros de alto.

HABITAT: Se localiza en algunas regiones de México, como son: Hidalgo,

Oaxaca y Puebla a una latitud de 1800 a 2400 m.
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3.10.2 Enzimas 3

3.10.2.1 a-amilasa

La amilasa, es una hidrolasa que tiene la funcién de digerir el glucégeno y el
almidon para formar azulcares simples, se produce principalmente en las
glandulas salivares (sobre todo en las glandulas parétidas) y en el pancreas. Su

funcion optima es a pH 7.

La digestion del almiddn, principalmente fuente de hidratos de carbono en la
dieta humana, comienza en la boca. La saliva contiene a-amilasa, que hidroliza
al azar todos los enlaces a (1— 4) glucosidicos del almidon, excepto los mas
externos y los proximos a las ramificaciones. Cuando los alimentos
completamente masticados llegan al estdmago, en donde la acidez inactiva a la
a-amilasa, la longitud media de la cadena de almidon es reducido de varios
millares a menos de ocho unidades de glucosa. La digestion del almidon
continta en el intestino delgado, bajo la influencia de la a-amilasa pancreética,
que es semejante a la enzima salivar. Esta enzima degrada el almidén a una
mezcla del disacarido maltosa, que contienen glucosa con uniones a (1— 4) y
oligosacaridos conocidos como dextrinas, que contienen las ramificaciones a
(1— 6). Estos oligosacaridos son hidrolizados para rendir sus componentes
monosacaridos por enzimas especificas contenidas en los microvilli de la

membrana de la mucosa intestinal.
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En la Figura 26 se muestra la estructura tridimensional de la a-amilasa

contenida en la saliva humana.

Figura 26. a-amilasa de saliva humana

3.10.2.2 Proteasa

Las proteasas (peptidasas) son enzimas que rompen los enlaces peptidicos de
las proteinas. Usan una molécula de agua para hacerlo y por lo tanto se

clasifican como hidrolasas.

Las proteasas se encuentran naturalmente en organismos vivos, donde se usan
para la digestion molecular y la reduccién de proteinas no deseadas. Las
proteasas pueden romper ya sea enlaces peptidicos especificos (protedlisis
limitada), dependiendo de la secuencia de aminoacidos de la proteina, o

pueden reducir un péptido completo a aminoacidos. (protedlisis ilimitada).

Su origen puede ser fungico (Aspergillus oryzae), bacteriano (Bacillus,

Streptococcus) y vegetal (Canica papaya L: Papaina).
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Su actividad comprende un margen de pH de 3 hasta 9 y alcanza un éptimo

entre 40y 70 °C.

Existen también las proteasas pancreaticas (tripsina, quimotripsina, elastasa y
carboxipeptidasa) que se sintetizan en el pancreas y se segrega a través del
conducto pancreatico al duodeno del intestino delgado, en respuesta a una
sefial hormonal generada cuando el alimento sale del estbmago. Sin embargo,
no se sintetizan en su forma activa, puesto que una bateria de potentes
proteasas libres en el pancreas causaria una digestién del tejido pancreatico.
En su lugar, se elaboran en forma de moléculas ligeramente mas grandes,

cataliticamente inactivas, denominadas zimogenos.

Los zimbégenos deben romperse proteoliticamente en el intestino para producir
las enzimas activas. Estas enzimas se degradan tras haber cumplido sus fines,
por lo que no ponen en peligro el tejido intestinal, que también esta de alguna

manera, protegido por su superficie glucosilada.

3.10.2.3 Amiloglucosidasa

Los polisacaridos se mantienen juntos por enlaces glucosidicos (unién de un
carbono anomérico al oxigeno acetédlico) entre unidades de monosacéridos
vecinos. La hidrolisis de los enlaces glucosidicos es catalizada por enzimas
conocidas con el nombre de glucosidasas que se diferencian en especificidad
segun la identidad de la configuracion anomérica del glucésido pero que, con

frecuencia, son insensibles a la identidad del resto alcohdlico.
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El almidon esta formado por la fraccion amilasa de cadena recta de moléculas

de glucosa unidas por enlaces glucosidicos a-(1,4); en tanto que la fraccion
amilopectina, ademas de la cadena recta, presenta ramificaciones con enlaces

glucosidicos 1, 6.

La amiloglucosidasa, también llamada glucoamilasa, tiene la capacidad de
hidrolizar tanto los enlaces glucosidicos a-(1,4) como los a-(1,6); su accién
prolongada puede causar la ruptura total del almidon. Esta enzima se obtiene
de un hongo, Aspergillus rhizopus, y actia sobre las dextrinas produciendo

glucosa, por lo que se emplea en la fabricacion de los jarabes de glucosa.
3.10 3.1 Equipo *>%
3.10.3.1 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia liquida (LC) es el nombre generalmente usado para describir
un procedimiento cromatografico en que la fase moévil es un liquido. El gran
poder de la LC reside en la combinacién de un amplio intervalo de posibles
propiedades para la fase movil, junto con la eleccibn de numerosos tipos de
fases estacionarias, significativamente diferentes, asi como una amplia variedad

de detectores.

Es importante entender que la separacion por LC no se produce por un unico
tipo de interaccién entre los analitos y la fase estacionaria, siempre hay otras
interacciones ademas de la empleada, pero la predominante nos indicara el tipo

de cromatografia.
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Las interacciones fase estacionaria-analito que se presentan en la columna

empleada en esta investigacion son: exclusion molecular e intercambio ionico.

3.10.3.2 Cromatografia de exclusion molecular

Una columna de exclusién molecular es un método por el cual las moléculas se
separan en solucién segun su peso molecular, o especificamente segun su
radio de Stokes. Es una técnica utilizada para separar eficientemente azlcares
con diferente pesos moleculares. En este tipo de cromatografia las moléculas
excluidas se mueven continuamente junto con el eluyente, en tanto que
aquellas que por su tamafo pueden ingresar a la fase estacionaria son
retenidas en funcién de sus tamafios. Por lo tanto, las primeras moléculas que
eluyen son las excluidas, y luego, en orden de tamafo decreciente, las

moléculas no excluidas.

3.10.3.3 Cromatografia de intercambio i6nico

Los materiales de la fase estacionaria contienen zonas cargadas que se
denominan resinas de intercambio i6nico. La razén por la que se denominan
resinas de intercambio i6nico se debe a que el balance iénico global siempre
contienen el mismo numero de cargas positivas y negativas; es decir, que son
eléctricamente neutras. Por lo tanto, los iones de la resina estan siempre unidos

con algun i6n de la fase movil cuya carga sea la contraria a la de la resina.

Es decir, el ion inicialmente unido a un determinado sitio solo puede dejarlo

cuando se intercambie con otro.
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Los iones positivos (cationes) se intercambian en la fase estacionaria formada

por polimeros con enlaces cruzados con cargas negativas fijas. Se denominan

resinas de intercambio catidnico.

3.10.3.4 Detector de indice de refraccion

La deteccion por los cambios en el indice de refraccion (IR) depende de las
propiedades refractantes del liquido (reflexién de la luz). El IR de la luz cambia
al variar el IR del eluyente en presencia de los solutos. Los detectores IR son

universales: la presencia de cualquier soluto produce una respuesta.

3.10.4 Definicién de validacion ¥.

Un método analitico se define como la secuencia de actividades que se deben
cumplir para llevar acabo el andlisis de un componente especifico (analito) en
una muestra. La validacibn es proporcionar la informacién necesaria para
comprobar que un método cumple con el objetivo para el que fue disefiado, es
decir, es la evidencia documentada, de los estudios de laboratorio, de que un
método satisface con seguridad los requisitos para su aplicacién analitica,

permitiendo la obtencién de resultados confiables y cercanos al valor real.

La evidencia documentada de la validez de un método se expresa por medio de
la evaluacion de distintos parametros; precision/adecuabilidad del sistema,
linealidad del sistema, especificidad, exactitud y repetibilidad, linealidad del
método, precision del método (intermedia o tolerancia interdia/analista) en

funcién de las caracteristicas del andlisis. Cada parametro debe cumplir con
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ciertos criterios de aceptacion para considerar que la metodologia es vélida

(cada uno de los parametros anteriores se detalla en el Anexo B seccion 3).

Los métodos que aparecen en la literatura oficial reconocida (Farmacopea de
los Estados Unidos Mexicanos, métodos oficiales de analisis de la AOAC, etc.)
se consideran validos y s6lo debe cumplirse con una etapa de adecuacion,
verificando que los resultados obtenidos cumplan con los criterios de

aceptacion.
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METODOLOGIA

4.1 Diagrama general.

El proyecto consta de un analisis quimico proximal para la caracterizaciéon de

las muestras, la metodologia de extraccién propuesta esta basada en el método

de FDT y la cuantificacién se realizé por HPLC.

Recoleccién de material
hiolégico

Acondicionamiento de las muestras:
Secado en estufa con aireacion (50°C).
Molienda (diametro 0.5 mm)

l

[—
Anélisis Quimico
Proximal
(AOAC 17,38, 39)

* Humedad 934.01
+ Cenizas 942.05
* Protefna 976.05

* Grasa 920.39

L ——

Det.ermm'ac!o.n de Extraccion de inulina
fibra dietética

total 962.09 (AOAC)

Validacion del
método

B
Cuantificacion de inulina por HPLC
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4.2 Diagrama de extraccién y cuantificacién de inulina y FOS 72940

Muestra 0.5 g

25 mL de buffer de fosfatos (pH 6.0)
+ 50 pL de a-amilasa, incubar en bafio
de agua hirviendo/15 min.

Enfriar y
ajustar pH 7.5+ 0.2

Afadir 100 uL proteasa (25mg/mL),
incubar 60°C/30 min

Enfriar y
ajustar pH 4.3+ 0.3

Afadir 50 pL amiloglucosidasa,
incubar 60°C/30 min

Tomar 2 mL de

muestra y pasar

por filtro (0.45 pm Nylon)

Recibir filtrado en viales (0.5 mL)

&
<

|| Elaborar curva patrén
(| de inulina y FOS (0.2 — 2 mg/mL)

Andlisis en HPLC, inyeccion
de muestra de 100 yL

Cuantificacion porcentual
de inulina y FOS en muestras
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4.3 Material biol6gico empleado

Agaves Bulbos
Agave lechuguilla Allium cepa
A. convallis Allium scaposum
A. angustifolia Pachyrhizus erosus
A. potatorum
A.cupreata
A. filifera
A. tequilana

A. victoriae-reginae
A. salmiana
A. celsii

Para el analisis se emplearon 10 variedades de pencas de agave maduras,
comunmente utilizadas y/o desechadas en la industria. Se obtuvieron del Jardin
Botanico de la UNAM, el cual presenta un suelo rico en minerales y otros
nutrimentos. Las muestras fueron proporcionadas y clasificadas por el Dr.
Abisai Garcia. La edad de las pencas oscilaba entre 7 y 10 afios, fueron

seleccionadas de manera aleatoria y recolectadas de forma tradicional.

s SENPREE =
Figura 27. Jardin Bo

tanico, UNAM
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Los bulbos (Cebolla blanca, cebollina blanca y jicama) empleados en la
determinacion fueron obtenidos del mercado sobre ruedas debido a su

accesible adquisicion.
4.4 Acondicionamiento de las muestras

Los agaves y bulbos poseen una gran cantidad de agua en su estructura lo cual
los hace perecederos, fue necesario aplicar un tratamiento previo de secado a
una temperatura no mayor de 55°C en estufa con aireacién y una posterior
molienda para facilitar la manipulacion y la realizacion de las determinaciones

de cada muestra.

Los materiales, reactivos y procedimiento del acondicionamiento se describen

detalladamente en el anexo B seccion 1.

4.5 Andlisis Quimico Proximal

942.05 976.05 920.39

La determinacién de humedad®*®, cenizas®*%, proteina y grasa
fueron realizadas de acuerdo al AOAC y los hidratos de carbono se obtuvieron

por diferencia.

La determinaciéon de FDT se realizo de acuerdo al método publicado en la 162
edicion, volumen I, seccion 45.4.0, método 985.29 AOAC 1995, modificado por

Almanzan & Zhou, 1994. La metodologia se muestra en el anexo B seccién 2.
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4.6 Metodologia establecida para la extraccidén y cuantificacion de inulina

y FOS
4.6.1 Extraccion de inulinay FOS

La metodologia esta basada en el analisis de FDT*%° establecido por el AOAC
siguiéndose la seccion de hidrdlisis enzimatica, donde se emplearon las
siguientes enzimas: a-amilasa, proteasa y amiloglucosidasa. La finalidad de
dicha hidrdlisis fue eliminar posibles interferencias (proteinas, almidén e
hidratos de carbono de bajo peso molecular) que modificaran o afectaran el
andlisis de las muestras, asi como la cuantificacion de los analitos. Una vez
realizada la extraccion se analizaron por HPLC con el fin de realizar un analisis
cualitativo para comprobar la presencia de inulina y FOS y basado en esto

realizar un analisis cuantitativo posterior.

Las ventajas de esta metodologia fueron comparadas con metodologias de
extraccion previamente propuestas en donde se modificaron tiempo y
temperatura, disolventes (etanol, acetonitrilo, acetona y agua), técnicas de

filtracion, ultrafiltracion, tiempos y “g” de centrifugacion.
4.6.1.1 Material y reactivos

e Enzimas a-amilasa, proteasa y amiloglucosidasa (Kit Total Dietary Fiber

Assay (SIGMA TDF-100A)).
¢ Inulina de achicoria. Sigma #079F7105.

e Oligofructanos.
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4 6.1.2 Procedimiento

Hidrolisis enzimatica

Se realizé de acuerdo al analisis de FDT (seccion de hidrdlisis enzimatica hasta

hidrdlisis con amiloglucosidasa).

4.6.2 Cuantificaciéon de inulinay FOS

Se probaron diferentes proporciones de la fase movil, temperatura de la
columna, flujo de elucién. Aunado a esto se probd una cuantificacion realizando
una hidrdlisis con invertasa e inulinasa seguida de un método colorimétrico
basado en la cuantificacion indirecta de hidratos de carbono (Fenol- Sulfuro

Somogyi-Nelson, Cisteina-Carbazol y GOD-POD).

Las metodologias previas no fueron las adecuadas debido a que seguian
existiendo interferencias de macronutrientes, condiciones no adecuadas para

las enzimas, pérdida del analito y consumo excesivo de reactivos.

Por lo que se optd por una cuantificacion basada en las propiedades de carga y
tamafio molecular de los hidratos de carbono. De acuerdo a lo anterior, se
propuso una separacion cromatografica de exclusion molecular empleando una
columna de intercambio anionico acoplado a un detector de indice de

refraccion.
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4.6.2.1 Material y reactivos
Inulina de achicoria. Sigma, NO. de catalogo: #079F7105.
Filtros de nylon de 0.45 um Millex.

Membranas de Filtracién para agua desionizada tipo GN 0.20um y para

H>O:ACN tipo GV 0.22um.
Aparato de filtracion de disolventes Millipore.
Agua desionizada previamente filtrada.
ACN grado HPLC previamente filtrado.
4.6.2.2 Condiciones de trabajo
Equipo: HPLC, Alliance®, Waters 2695 Separation module.
Detector: IR, Waters 2410. sensibilidad 4, polaridad (+), unidades mV.
Temperatura de trabajo: Detector 35°C (interna), Columna 65°C + 5°C.
Volumen de inyeccion: 100 L
Fase movil: agua:acetonitrilo (95:5)

Columna*: Tipo SP0810, contraién Pb®*, modo de separaciéon SEC+ LE
(Stands for ligand exchange), tamafio 8x300 mm, limite de exclusion

1000, Numero de platos por columna = 11,000, disolvente H,O.

Flujo de inyeccion de la fase maovil: 0.7 mL/min.
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4.6.2.3 Procedimiento

Preparacion de la fase movil

Lavar material previamente con HNO3 al 5% y enjuagar con agua desionizada**

En un matraz volumétrico de 1000 mL, adicionar 50 mL de acetonitrilo** y llevar

hasta el aforo con agua desionizada** y mezclar.

La mezcla se filtra utilizando una membrana de 0.22 ym tipo GV.

Verter la fase en el recipiente que corresponda a la fase mévil del HPLC.

Acondicionamiento de columna

Se program6 un tiempo de 30 min. con 100% de H,O:ACN de fase mdvil. Se
acondicion6 en un tiempo de 40 minutos, llegando a las condiciones de trabajo

especificadas (0.7 mL/min y 65°C).

Al llegar a las condiciones de trabajo y/o al recambio de fase, el detector de IR
debe ser purgado y ajustado a cero para eliminar el ruido en los cromatogramas
gue pudiese ser provocado por un ligero cambio en las concentraciones de la

fase movil

Lavado de columna

Este se realiz6 después de cada 25 muestras inyectadas para eluir compuestos
existentes en la fase estacionaria afectando el tiempo de retencion de los

analitos.
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Se programo un tiempo de 120 min. con una composicion de fase movil de
50% de H,O y 50% de ACN, disminuyendo el flujo y la temperatura
gradualmente hasta llegar a un flujo de 0.1 mL/min y una temperatura de

columna de 20 °C*** .
Estandares

Se realizé un estandar de inulina, FOS, glucosa y fructosa (grado analitico) para
conocer el tiempo de retencién (tr) en la columna empleada para poder
caracterizar cada pico en el cromatograma y posteriormente compararlos con la

muestra.
Curva de calibracioén de inulinay FOS
Preparacion de solucion Stock.

Se pes6d 50 mg de inulina y 50 mg de FOS, se disolvi6 en 10 mL de agua

desionizada caliente y se llevé a un volumen de 25 mL.

A partir de la solucidon stock se realizaron las disoluciones correspondientes

para obtener concentraciones de 0.2 — 2 mg /mL.**
Andlisis de muestra en el HPLC

Del extracto obtenido en la hidrdlisis se tomaron dos mL de la muestra ya
tratada y se pasaron por filtros de Nylon de 0.45 um, recibiendo el filtrado a

partir de la tercera gota en viales para HPLC.
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Se colocaron los viales en el equipo inyectandose 100 uL de la muestra por
triplicado, utilizando una temperatura de columna de 65°C, un flujo de 0.7

mL/min, una fase moévil de H,O:ACN 95:5.

Nota

* Después de un uso frecuente de la columna es apropiado calcular el nimero de platos tedricos para verificar su
eficiencia (fase movil H,O, flujo de 1mL/min, temperatura de columna 80°C, muestra 1% de glicerol y vol. De

inyeccion 5 uL).
** | os reactivos deben ser previamente filtrados con el tipo de membrana correspondiente.

*** A temperaturas altas, la columna no debe de permanecer sin flujo.

4.7 Célculos

Una vez obtenidos los cromatogramas de la curva patron se integraron los picos
empleando el software Empower 2.0 para obtener las areas de respuesta y

poder determinar la concentracion de inulina y FOS en las muestras

El valor interpolado en la curva patrén esta dado en mg de inulina y FOS
totales/mL. Para el calculo se considero el aforo, el peso de la muestra y se

expreso en gramos de FOS totales/100g de muestra.
Area=[ Img/mL
Area = area del pico de interés

[ ] mg/mL = concentracion obtenida a partir de la ecuacion de regresion lineal

19 /mlr%* 25mL

% Inulina y FOS totales= 100
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% .Inulina y FOS totales = g de inulina y FOS/ 100g de la muestra seca

[ ] g/mL = concentracién obtenida a partir de la ecuacion de regresion lineal
25 mL = aforo empleado

m = g de la muestra

Validacion de la metodologia propuesta

La validacion del método propuesto se realizé para verificar su eficiencia
tomando en cuenta los siguientes parametros: precision/adecuabilidad del
sistema, linealidad del sistema, especificidad, exactitud y repetibilidad,
linealidad del método, precision del método (intermedia o tolerancia

interdia/analista) en funcidn de las caracteristicas del analisis.

Los parametros se describen en el anexo B seccion 3.
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Capitulo 5
RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Composicion proximal

Se realiz6 la composicion proximal de las trece especies de origen vegetal
estudiadas con el objeto de obtener un perfil general y conocer la proporcion de

macronutrientes en las muestras.
Bulbos

Los bulbos comestibles poseen gran cantidad de hidratos de carbono que son

empleados como reserva de energia y durante su desarrollo.

En la Tabla 5 se observa que los tres bulbos usados estos poseen un
porcentaje de humedad variado, siendo Alliun cepa y Pachyrizus erosus las que

contiene un porcentaje mayor.

En cuanto a la proteina cruda y cenizas se encontraron contenidos bajos en las
tres especies que se debe a la naturaleza de las muestras por ser 6rganos de
almacenamiento de hidratos de carbono lo cual influye en la proporcién de los

macronutrientes.

La cantidad de extracto etéreo (grasa) es muy bajo como se esperaba debido a
gue este macronutriente es utilizado casi en su totalidad al inicio de su ciclo de

vida.
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Debido a la estructura fisica de los bulbos comestibles se encuentra una gran
concentracion de hidratos de carbono (celulosa, almidon, maltodextrinas, etc.),
la cual se ve reflejado en la Tabla 5 donde se observa que éste es el

componente mayoritario.

Tabla No.5 Andlisis proximal de las muestras (bulbos)®

Base Seca
Nombre cientifico (9/100 g muestra)
Humedad Proteina cruda Extracto etéreo Cenizas  Fibra dietética Carbohidratos®
total (%)°
Allium cepa 92,22+0,12 12,36 0,36 0,66+ 0,02 4661001 1044001 71,88
Allium scaposum 87,950,025 10,53+0,03 0,7910,02 6,42+0,35 56647 76,6
Pachyrhizus erosus 92,050,002 6,70,02 0,460,013 3,5510,02 29.05:0.01 60,24

@ Valor promedio £ desviacion estandar de las determinaciones realizadas por triplicado (n=3)
®FDT en substitucin de Fibra cruda
© Dato obtenido por diferencia, de acuerdo al esquema Weede.

Agaves

Las agavaceas crecen en zonas aridas y/o en zonas donde el fendmeno pluvial
es escaso, por ende almacenan gran cantidad de agua para su sobrevivencia.
En la Tabla 6 se observa un contenido de humedad alto en las pencas de las 10

especies estudiadas, que va de 76 — 96% dependiendo de la especie.

En cuanto a la proteina y extracto etéreo el contenido es bajo por ser
estructuras de soporte que se componen en gran medida de hidratos de

carbono complejos.

De las especies de pencas analizadas, la mayoria posee un porcentaje de
cenizas bajo. Sin embargo A. angustifolia y A. salmiana tienen un contenido

relativamente alto en comparacion a las 8 especies restantes.
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Los agaves poseen un alto contenido de hidratos de carbono y gran parte de
ellos se acumulan en tallos y en las bases de las hojas como se observa en la

tabla 6, donde van de un rango de 33 — 60% en base seca.

Tabla No.6 Analisis proximal de las muestras (pencas de agave)®

Base Seca
Nombre cientifico (9/100 g muestra)
Humedad Proteina cruda Extracto etéreo Cenizas  Fibra dietética  Hidratos de
carbono*
total (%)°
Agave lechuguilla 76,2110,17 2,37+0,07 0,43+0,01 6,99+014 3246+091 57,75
A. convallis 89,88 £0,07 152+0,02 0,47+0,21 556+0,06 59,06¢0,70 33,39
A. angustifolia 92,37 £0,05 2,15+0,07 039+014 10,19+0,26 54,13+0,89 33,14
A. potatorum 90,69 + 0,01 1,88+0,07 0,61+0,11 292+0,07 34221056 60,37
A.cupreata 88,33+ 0,01 3,03+0,05 0,50 0,27 572+0.09 3051+0,83 60,24
A filifera 86,34 £ 0,01 1,67+0,02 0,45+0,11 7851039 4168+091 48,35
A. tequilana 92,07+0,14 2,39+0,02 0,45+0,24 6,29+0,11 4812+0,80 42,75
A. victoriae-reginae 87,71+0,07 1,27+0,07 0,43+0,87 6,43+0,02 36,12+0,73 55,75
A. salmiana 93,02 +0,37 2,54+0,03 087+0,03 19,05+044 4411+0,73 33,43
A. celsii 96,12 £ 0,04 2,89+0,03 0,78+0,08 6,82+0,07 3727+0,70 52,24

2Valor promedio + desviacion estandar de las determinaciones realizadas por triplicado (n=3)
° EDT en substitucién de Fibra cruda

“ Dato obtenido por diferencia, de acuerdo al esquema Weede.
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5.2 Parametros de validacion de la metodologia propuesta

Tabla No. 7. Parametros de validacion de la metodologia propuesta.

Parametros de validacion
Parametro de desempefio
(contenido/potencia/valoracién)

Criterio de aceptacion  Valores experimentales obtenidos

Presicion del sistema cvs15% c.v=0.99 %

Adecuabilidad del sistema cv<s20% cv=145%

r220.98, IC(31) no debe

Linealidad del sistema ) _ r2=0.998, IC(31)= 0.648 - 1.134
incluir cero
La respuesta del método
Especificidad unicamente debe ser debido aceptable
al analito
Exactitud/Repetibilidad IC (u) =98-102% c.v<2% IC (u) = 98.363 - 101.08 c.v = 1.2%

. . , Porcentaje de recobro: IC
Linealidad del método J 86% +1.01cv=117%
(u) =98-102% c.v < 2%

Precision del método o precision
c.v<2% cv=17%
intermedia
IC = intervalo de confianza para la pendiente

u = intervalo de confianza para la media poblacional del porcentaje de recobro

Para la mayoria de los casos, se cumple con los criterios de aceptacion a
excepcion del porcentaje de recobro que tiene un valor promedio de 86% como
se muestra en la Tabla No 7, esto puede atribuirse al tipo de oligofuctanos
presentes en el estandar, ya que dependiendo del grado de polimerizacion (GP)
las cadenas cortas se perdian durante el proceso, sin embargo los valores
obtenidos para la exactitud y repetibilidad entran en el criterio de aceptacion, lo

gue hace aceptable la metodologia propuesta.

La precisibn del método es adecuada porque ademas de cumplir con los

parametros establecidos para la validaciéon de un método cromatografico se
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logro eliminar las interferencias provocadas por la complejidad y la variabilidad

de las matrices logrando identificar el pico de inulina y FOS para cada muestra.

Las ventajas ofrecidas por la metodologia propuesta ademas de criterios de
validacion confiables son: un tiempo de analisis relativamente corto, debido a
que el tiempo de retencién del analito de interés es menor a 20 minutos, esto
ayuda a que la extraccién y cuantificacion se realicen el mismo dia ya que en
algunos casos la inulina y los FOS precipitaban junto con otros compuestos
debido al almacenamiento a bajas temperaturas, aunque podia solucionarse
con la resuspension en agua caliente sin embargo, no se solubilizaba en su

totalidad provocando una subestimacion.

Los materiales son de facil acceso, ademas de que la composicion de la fase

movil no invierte gran cantidad de disolventes orgénicos.

Los parametros de validacion poseen coeficientes de variacion bajos, lo que da
la facilidad de extrapolar la metodologia a otros analistas sin un incremento

significativo en éstos, es decir seguir dentro del rango de aceptacion.
5.3 Composicion de FDT

El analisis de FDT se realizd en sustitucion a la fibra cruda, debido a que la
primera semeja las condiciones del proceso de digestion en el ser humano
porque se utilizan enzimas que estan presentes en el tracto digestivo lo que

permite simular el proceso de digestion debido a la selectividad de las enzimas,
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mientras que la fibra cruda utiliza condiciones severas provocando una

sobreestimacion de fibra.

Se sabe que la inulina y los FOS forman parte de la FDT, sin embargo en
algunos vegetales se demostré que estos oligofructanos no estan presentes en
el contenido de macronutrientes. Como se observa en los datos que a

continuacion se muestran.
Los datos presentados en las siguientes tablas estan expresados en base seca.
Bulbos

En el caso de Allium scaposum se observa un contenido bajo de FDT y en
Pachyrhizuz erosus el contenido es alto; sin embargo a pesar de las diferencias
de concentracion de FDT entre las tres muestras, se puede observar presencia

de inulina'y FOS en Allium cepa y en Allium scaposum.

Tabla No. 8 Determinacion de fibra dietética total y presencia de inulinay FOS®,

Base seca Inulinay FOS

e Fibra
Nombre Cientifico .
dietética total
(%) (cualitativamente)
Allium cepa 10.44 + 0.01 +
Allium scaposum 5.66 £ 4.7 +
Pachyrhizus erosus 29.05+0.01 -

® Valor promedio * desviacién estandar de la determinacién realizada por cuadruplicado (n=4)

Nota: Para la identificacion de los analitos se tomé en cuenta sélo un pico, debido a que los tr de inulina y FOS son

similares.
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Agaves

En la Tabla No.8 Se observa que las pencas de agaves tienen gran contenido
de FDT tal como se esperaba ya que la mayoria son utlizadas para la

obtencion de fibra y elaboracion de productos derivados de ésta.

Se esperaria que hubiese una relacion entre FDT, inulina y FOS, ya que al ser
hidratos de carbono complejos estos siempre deben formar parte de la fibra, sin
embargo se observar que en algunos casos la relacion FDT y presencia de
inulina y FOS no se cumple, es decir el hecho de que un material de origen
vegetal contenga una concentracion alta de FDT no implica que exista

presencia de inulinay FOS como se nuestra en la tabla numero 9.

Tabla No.9 Determinacion de fibra dietética total y presencia de inulinay FOS?,

Base seca Inulinay FOS

Nombre Cientifico dietélffligzotal
(%) (cualitativamente)

Agave lechuguilla 32,46 £ 0,91 +
A. convallis 59,06 + 0,70 +
A. angustifolia 54,13 £ 0,89 -
A. potatorum 34,22 £ 0,56 -
A.cupreata 30,51 +£0,83 +
A. filifera 41,68 £ 0,91 -
A. tequilana 48,12 + 0,80 -
A. victoriae-reginae 36,12 £ 0,73 +
A. salmiana 44,11 + 0,73 +
A. celsii 37,27 £ 0,70 +

? Valor promedio * desviacion estandar de la determinacién realizada por cuadruplicado (n=4)
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5.4 Contenido cuantitativo de inulinay FOS

Se analiz6 un estandar de inulina y uno de FOS, se observé que los tr eran
similares y por ende la separacion de los picos no se logro, por lo que se realizo

una mezcla tomando un solo pico de referencia.

Los tiempos de retencion obtenidos para la inulina y FOS, glucosa y fructosa se

muestran en la Tabla No. 10

Tabla No.10 Tiempos de retencidn de los estandares.

Analito tr (min)
Inulina y FOS 6.884

Glucosa 12.370

Fructosa 17.294

Los tr de los estandares obtenidos se deben al tipo de columna empleada
(exclusion molecular e intercambio aniénico); es decir primero eluyen la inulina
y los FOS por ser hidratos de carbono de alto peso molecular seguidos de los
monosacaridos glucosa y fructosa. Estos tiempos nos permiten identificar los

picos de interés presentes en las muestras tratadas.
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5.4.1 Curva patron

Para la curva patron se realizé una mezcla de inulina y FOS (50:50) y sus

respectivas areas se observan en la Tabla No.11.

Tabla No.11. Concentraciones de la curva patrén

Inulina y FOS (mg/mL) Area
0.2 115001.50
0.4 236079.33
0.6 289066.67
1 584726.00
1.5 1070623.33
2 1409398.33

Grafica No. 2. Curva patrén de inulinay FOS

La curva patron no muestra una gran dispersion entre los puntos obtenidos y al
realizar la regresion lineal se obtuvo un coeficiente de correlacion de 0.9885 lo

gue indica aceptabilidad para su uso.
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5.4.2 Andlisis cuantitativo de inulina y FOS en las muestras

De las trece muestras analizadas nueve de ellas contienen inulina y FOS en

proporciones variadas, las cuales se muestran en la Tabla No. 12.

Tabla No.12. Contenido porcentual de inulina'y FOS.

Contenido porcentual de Inulinay FOS?

. Inulina” y FOS
Nombre Cientifico (%) Base Seca
Allium cepa (cebolla blanca) 31.14 +4.77

Allium scaposum (cebollina blanca) 26.08 + 0.17

Agave lechuguilla 1.45+2.11
A.cupreata 1.24 + 0.004
A. convallis 1.16 £ 0.01
A. celsii 1.13+2.95
A. salmiana 0.62 £ 2.39
A. victoriae-reginae 0.57 £ 0.99
Pachyrhizus erosus (jicama) 0.49 £ 0.01

2 Los datos estan expresados en base seca (n=3)
Nota. Ver cromatogramas en Anexo A.

Los cromatogramas de las muestras presentan picos anchos debido a la
naturaleza de inulina y FOS presentes en cada matriz; es decir debido a la
variabilidad de las muestras, estas contienen oligofructanos con diferentes
grados de polimerizacion lo que genera tiempos de retencion diferentes. Estas
cadenas pueden eluir antes o después del estandar de inulina y FOS

generando picos anchos.
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La muestra con un contenido mayor de inulina y FOS es Allium cepa (31.14%
base seca), el cual al tomar en cuenta el 86% de recobro es similar a la

concentracion reportada en la literatura (48% base seca).

Allium cepa y Allium scaposum poseen una concentracion mayor al de la
alcachofa (14-19% base seca) *° la cual fue utilizada como pardmetro de
comparacion debido a que es una de las plantas que mas se emplea para la

extraccion industrial de inulina y FOS.

Se ha reportado que la pifia de agave contiene una gran concentracion de
inulina y FOS (16-25% base seca) *° lo cual nos hacia suponer que en las
pencas de agave se encontraria un porcentaje alto. Sin embargo, el bajo
contenido puede atribuirse a que las pencas eran maduras, o que nos hace
suponer que la inulina y los FOS por ser hidratos de carbono de reserva
pudieron haber sido utilizados durante su desarrollo, ademas de que las pencas
son estructuras de soporte y no de reserva como es el caso de la pifia de
agave, en cuanto a las variedades de especies analizadas, se observa que el
contenido de inulina y FOS oscila alrededor del 1%, este es un contenido bajo
comparado con la referencia, sin embargo debido a que el porcentaje anual de
pencas desechadas es muy alto (80 Kg de pencas/cosecha) se puede obtener
una cantidad significativa de inulina y FOS extraidos que pueden ser empleados

en diferentes productos.
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CONCLUSIONES

Capitulo 6

CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos planteados y el trabajo experimental realizado se

concluye.

En la caracterizacién de los macronutrientes en las plantas bulbosas el
contenido de humedad es alto, Allium cepa es la que posee un alto
porcentaje de proteina (12.36%) en base seca (BS), mientras que Allium
scaposum presenta el mayor contenido de hidratos de carbono con un
valor promedio de 76.6 % y el valor mas alto de FDT lo tiene Pachyrhizus

erosus con un valor de 29.05%, ambos en base seca.

En la caracterizacion de las pencas de agave el contenido de humedad
se encuentra entre un intervalo de 76-96 %. Los hidratos de carbono son
altos (33-60 % en BS) y la FDT se encuentra en un intervalo de 30-59 %
en BS, siendo A.conavallis la del mayor porcentaje, mientras que el resto

de los macrocomponentes se encuentran en baja concentracion.

Del total de muestras analizadas cualitativamente para inulina y FOS se
encontré que: Allium cepa, Allium scaposum, Pachyrhizus erosus, A.
lechuguilla, A. convallis, A.cupreata, A. victorea-reginae, A. salmiana y A.

celsii los contienen.
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En cuanto al andlisis cuantitativo de inulina y FOS, las muestras
vegetales que poseen el mayor contenido son Allium cepa (31.14% en

BS) y Allium scaposum (26.08% en BS).

En las pencas de agave el contenido de inulina y FOS oscila entre 1%
siendo este un valor bajo, comparado con la concentracion reportada en

la pifia de agave (16-25% en BS). *°

No existe relacion entre la concentracién de inulina y FOS/FDT, ya que

un alto contenido de FDT no asegura la presencia de inulina y FOS.

La metodologia propuesta es aceptable a pesar de tener un porcentaje
de recobro de 86% (inferior al criterio de aceptaciéon) debido a que es

exacta y reproducible.

La ventaja de la metodologia propuesta es la reduccion de la cantidad
empleada de muestra ya que la cuantificacion de inulina y FOS se realiza

a partir del extracto obtenido en el analisis de FDT.
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Capitulo 7

Recomendaciones

Debido a la eficiencia de la metodologia, puede emplearse para el analisis de
otras muestras sin importar la variabilidad en su composicion en especial en

matrices alimenticias.

Por la escasa concentracion encontrada de inulina y FOS en las pencas de
agave, podria utilizarse la pifia de agave para la extraccion y cuantificacion de
inulina y FOS utilizando la metodologia propuesta, ya que se reporta en la

literatura gran concentracion de oligofructanos en esta matriz.

La cebolla puede ser una nueva fuente de extraccion de inulina y FOS debido a

su alto contenido y por su facil adquisicion.
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Cromatogramas

Estandares
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ANEXO A
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ANEXO A

Alcachofa (Cynara scolymus)
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Muestra tr (min) Area (prom)
Cynara scolymus 5.163 313639.66
Allium cepa 5.541 4454836.00
Cebolla (Allium cepa)
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ANEXO A

Cebollina (allium scaposum)

bl BOF AT

Muestra tr (min) Area (prom)
Allium scaposum 5.547 4433867.00
A. lechuguilla 5.832 195231.66

Agave lechuguilla
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Agave cupreata
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Muestra tr (min) Area (prom)
A. cupreata 5.816 164057.33
A. convallis 5.777 152936.33

Agave convallis

Imasliey y FOS - B.767
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Agave celsii

g
:
i

ANEXO A

Muestra tr (min) Area (prom)
A. celsii 6.323 148647.25
A. salmiana 6.688 76638.00
Agave salmiana
, 1
£
|
g - — =R
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ANEXO A

Agave victoriae - reginae
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F____FFF"F I —— = X
| e
Muestra tr (min) Area (prom)
A. victoriae-reginae 5.833 69176.40
Pachyrizus erosus 6.270 57615.00

Jicama (Pachyrhizus erosus)
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ANEXO B

ANEXO B

Secci6on 1

Acondicionamiento del material biolégico

Material y reactivos

-Estufa con temperatura controlada y aireacion Lab-line Imperial 3.

-Balanza analitica y/o granataria.

-Molino de cuchillas de acero inoxidable Thomas-While Modelo 4.

Procedimiento

e Se pesoO la muestra en balanza granataria.

e Se coloco la muestra en la estufa de temperatura controlada (50-55°C) y una
adecuada aireacion y se dejo ahi toda la noche para que se evaporara la

mayor cantidad de agua posible.

e Una vez seca la muestra, se procedio a pesarla en la balanza granataria y
posteriormente se molieron los trozos secos en un molino de acero
inoxidable haciendo pasar la muestra molida por una malla de 0.5 mm para
obtener una harina la cual se homogenizé y se almacend en recipientes de

plastico a temperatura ambiente en un lugar fresco y seco.
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Seccioén 2

Analisis Quimico Proximal

976.05 920.39

La determinacion de humedad®*°!, proteina®®?, grasa y cenizas®¥?°

fueron realizadas de acuerdo al AOAC. 1"3°
Determinacion de Fibra Dietética Total (FDT)

El interés por el consumo de fibra, ha sido relacionado a la ausencia de fibra en
la dieta con las enfermedades cronicas como son: estrefliimiento, diverticlitis y
cancer de colon. La fibra dietética induce efectos fisiolégicos que dependen de
las propiedades fisicas y quimicas de sus componentes individuales, estos
efectos inducen el aumento de la masa fecal, el descenso de los niveles de
colesterol del plasma. De ahi la importancia de reconocer a la fibra como
componente principal de la dieta y de su nutricibn en diversas matrices

alimentarias.
Fundamento

En este ensayo se midi6 el contenido de fibra dietética de los alimentos usando
una combinacion de meétodos enzimaticos y gravimetritos. Las muestras de
alimentos secas y libres de grasa fueron gelatinizadas con a-amilasa estable al
calor, posteriormente fueron digeridas enzimaticamente con proteasas y
amiloglucosidasa para eliminar la proteina y almidon presente en la muestra.
Para precipitar la fibra dietética soluble se adicion6 etanol. Los residuos
obtenidos se filtraron y lavaron con etanol y acetona. Después de secarlos, los

~ 86 ~



ANEXO B

residuos se pesaron. En la mitad de las muestras se midio la proteina y las

otras fueron calcinadas a cenizas. La fibra dietética se obtuvo restando al peso

del residuo, el peso de la proteina y el de las cenizas.

Material/Reactivos

e Kit Total Dietary Fiber Assay (SIGMA TDF-100A). Contiene reactivos

para realizar 200 determinaciones.

1.

2.

3.

4.

o-amilasa, estable al calor (10mL); (Sigma A 3306).
Proteasa de Bacillus licheniformis (500mg); (Sigma P 3910).
Amiloglucosidasa de Asperguillus Niger (509); (Sigma A 9913).

Celita ™, lavada con acido (50g) ; (Sigma C 8656).

e Kit Total Dietary Fiber Assay Control (SIGMA TDF-C10). Cada frasco

contiene reactivos para aproximadamente 10 analisis.

1.

2.

5.

6.

Arabinogalactana (1g); (Sigma A 9788).
Caseina (59); (Sigma 7906).

B-Glucano (1g); (Sigma G 7391).
Pectina (19); (Sigma P 7536).

Almidén de maiz (10g); (Sigma S 2388).

Almidén de trigo (109); (Sigma S 1514).

e Eter de petréleo, reactivo analitico.

e Alcohol etilico, reactivo analitico.

e Acetona, reactivo ASC.

e Fosfato de sodio dibasico anhidro, reactivo analitico.
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Fosfato de sodio monobasico anhidro, reactivo analitico.
Hidréxido de sodio, 1.0 N.

Acido clorhidrico, 1.0 N.

Material/Equipo

Crisol Gooch: Porosidad #2 (grueso 40-60 micrones).

Fuente de vacio. Con trampa para prevenir la contaminacion en caso de
que se pase liquido.

Horno a 105°C o un horno con vacio a 70°C.

Desecador.

Mufla THERMOLYNE, mod. 1500.

Bafio de agua hirviendo.

Bafio de agua a temperatura constante (60°C) que proporcione agitaciéon
a los vasos de digestion durante la hidrdlisis enzimética.

Vasos de precipitados KIMAX de: 100, 400 y 600 mL de forma alta.
Balanza analitica capaz de pesar hasta 0.1mg.

Potenciémetro: Estandarizado a pH 4.0y pH 7.0.

Matraces kitasato de 1000 mL.

Alargadera de hule para crisol Gooch.

Barras magnéticas 22x8 mm.

Pipeta automética de 50-200 pL.

Termometro (-10 a 100°C).
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Procedimiento

Se usé un blanco de cada muestra a lo largo de todo el procedimiento para
corregir cualquier contribucion de los reactivos. A las muestras y blancos que se
les determiné el contenido de fibra dietética se les realizé un cuadriplicado para

tener duplicados de proteina y cenizas.

Preparacion de los crisoles

Se lavaron los crisoles, se secaron, se remojaron y se volvieron a enjuagar con
agua y se secaron, posteriormente se colocaron en la mufla a 450°C hasta peso
constante. Se agregé 0.5g de Celita a cada crisol y se colocaron en la estufa a
130°C hasta obtener un peso constante (una hora o0 mas), este peso se registré
como “Celita + Peso del crisol o P;” y se conservaron en el desecador hasta

utilizarlos.

Preparacion de las muestras

Primero se sec6 y molié con una malla de 0.3-0.5 mm y se desengraso la

muestra.

Determinacion de fibra dietética

Hidrélisis enzimética

Se pes6 un cuadriplicado de la muestra de 0.5g de cada material por analizar y
se coloco6 en un vaso de precipitado de 100 mL de forma alta y se registraron

los pesos.
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Se agregd, a cada vaso 25 mL de amortiguador de fosfatos pH 6.0, 0.05 mL de

a-amilasa (Clave A 3306) a cada vaso y se mezclé muy bien, se cubrié cada
vaso con papel aluminio y se colocd en un bafio de agua hirviendo agitando
suavemente los vasos a intervalos de 5 minutos posteriormente se incub6 por

15 minutos después de que la temperatura de los vasos alcanzé los 95°C.

Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se ajusto el pH de las soluciones a 7.5
+ 0.2 agregando hidroxido de sodio 0.275 N a cada vaso. Inmediatamente se
prepard una solucion de proteasa (Clave P 3910) de 25 mg/mL en amortiguador
de fosfatos pH 6.0 y se pipete6 0.1 mL (2.5 mg de proteasa) dentro de cada

vaso.

Se cubri6é cada vaso con papel aluminio y se colocd en un bafio de agua con
agitacién continua a 60°C, para incubar por 30 minutos después de que la

temperatura en las soluciones alcanz6 los 60°C.

Se enfriaron las soluciones a temperatura ambiente y se ajusté nuevamente el
pH de las soluciones a un pH de 4.0-4.6 agregando HCI 0.325N a cada vaso e
inmediatamente se agreg6 0.05 mL de amiloglucosidasa (Clave A 9913) a cada
vaso. Los vasos se cubrieron con papel aluminio nuevamente y se pusieron en
un bafio de agua con agitacion continua a 60°C para ser incubados por 30

minutos después de que la temperatura en las soluciones alcanzo los 60°C.

Posteriormente se dejaron enfriar los vasos y se trasvasaron cuantitativamente

las muestras a un matraz con la ayuda de 125 mL de etanol al 95% a cada vaso
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y se dejo reposar durante toda la noche a temperatura ambiente para permitir la

precipitacion completa.

Filtracion

Se montd un sistema de filtracion al vacio para cada crisol Gooch.
Humedeciendo y redistribuyendo la cama de Celita en cada crisol usando etanol
al 78%, se aplico succién suave para atraer la Celita al filtro y formar una
superficie lisa, manteniendo la succion suave se pasé cuantitativamente el

precipitado y suspensién de cada uno de los vasos a sus respectivos crisoles.

Se lavo el residuo con tres porciones de 10 mL de etanol al 78%, dos porciones

de etanol al 95% y dos porciones de 5 mL de acetona.

Posteriormente se secaron los crisoles durante la noche en una estufa con aire
a 105°C, después se enfriaron en un desecador y se pesaron hasta que el peso
se mantuvo constante, este peso se registro como “Residuo + Celita + Peso del

crisol” o P».

Determinacién de proteina

Con ayuda de una espatula se saco el residuo + Celita de cada crisol, se peso,
molié en un mortero y se peso de ese polvo por duplicado 100 mg para hacer la
determinacion de proteina y con éste dato se calculo el contenido de proteina
en el residuo de cada crisol junto con los dos blancos por medio del método de

Kjeldahl, como se especifica en el procedimiento del AOAC>.

Nota: Se usé el factor de 6.25 para convertir el nitrégeno medido en el andlisis.
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Calculos

Contenido de proteina

(Vm—Vb) *meq* NHCL .
m

%N = 100

%P =%N *F

Donde:

% N = porcentaje de nitrégeno (g N/100g de muestra).

% P = porcentaje de proteina (g de proteina/100g de polvo).

Vm = volumen de HCI gastado en la titulacion de la muestra.

Vb = volumen en HCI gastado en la titulacién del blanco.

Meq = miliequivalentes del N (peso molecular/1000 = 0.014).

Nhcr = normalidad de la solucion valorada de HCI.

m = g de la muestra utilizada en la determinacion.

F = factor de conversion a proteina 6.25.

_ (R+Celita) *%P

P 100

Donde:

P = g de proteina en el crisol.

~ 902 ~



ANEXO B

(R + Celita) = g de residuo + celita del crisol.

% P = porcentaje de proteina (g proteina / 100g de polvo).

Determinacién de cenizas

De los dos crisoles restantes de las muestras y de los blancos, se calciné el
residuo a 450°C hasta peso constante y se registré este peso como “cenizas +

Celita + peso del crisol” o Ps.
Célculos

Contenido de fibra dietética total

%FDT = %*100

B = R blanco — P blanco — C blanco.

Donde:

FDT = fibra dietética total.

R = peso del residuo que corresponde a la definicién de P, — P (mg).
P = peso de proteina en el crisol (mg).

C = peso de cenizas en el crisol (mg) o (P3-P>).

pm = peso de la muestra (mg).
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Resultados

De los valores del % de FDT de cada uno de los cuadriplicados se reporto el

promedio + desviacion estandar y coeficiente de variacion de cada muestra.

Diagrama general para la determinacion de fibra dietética total.

Preparacion de reactivos Preparacion de crisoles Preparacion de la muestra

Hidrdlisis enzimatica (realizar por cuadruplicado)

Filtracion de las muestra

Determinacién de proteina Determinacion de cenizas
(utilizar sélo dos crisoles) (utilizar los dos crisoles restantes
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Secciéon3
Validacion del método analitico
Linealidad

La linealidad es la proporcionalidad que existe entre la concentracion de un
analito y la respuesta (directa u obtenida por medio de transformaciones
matematicas definidas) que genera. Se utiliza el modelo de la ecuaciéon de la
linea recta (Y= mx +b) para su evaluacion. También se evalla el intervalo

dentro del cual se cumple dicha proporcionalidad.

Existe la posibilidad de que la proporcionalidad buscada no sea descrita por un
modelo lineal. Pueden utilizarse otros modelos matematicos que permitan
obtener la proporcionalidad entre la respuesta generada y la concentracion de
un analito dado, siempre que sean cubiertos los requisitos especificos para el

modelo encontrado.

La linealidad del sistema es la proporcionalidad del andlisis de estandares de
referencia en el sistema de cuantificacion. Permite obtener curvas de
calibracion que relacionan la respuesta que genera el analito (Y) en una
metodologia dada, con la concentracion de soluciones estandar del analito (x).
Las curvas de calibracidén se preparan con al menos 5 niveles de concentracion

del estandar, cada nivel, al menos por triplicado.

La ecuacion que describe la tendencia se obtiene por el método de cuadrados

minimos, donde se obtiene el coeficiente de determinacion (r?), pendiente (m) y
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ordenada al origen (b); ademas se estima el intervalo de confianza de la

pendiente. El coeficiente de determinacion debe ser mayor a 0.98 para
considerar adecuado el modelo lineal; el intervalo de confianza para la
ordenada al origen, si éste incluye el cero, se considera que es adecuado
analizar muestras comparando su respuesta contra la respuesta generada por
un estandar en un solo nivel de concentracion, es decir, sin necesidad de una

curva de calibracion para cada andlisis.

La linealidad del método es el comportamiento entre la concentracion del
compuesto de interés, en la muestra, y la respuesta obtenida, descrito mediante
la ecuacion de la linea recta. En este punto debe abarcar la metodologia
involucrada en la preparacion de la muestra, dentro de un intervalo dinamico de
trabajo y después de haber preparado la muestra de modo conveniente para el

analisis. Se utilizan al menos tres niveles de concentracion.

Existen dos formas de evaluar la linealidad del método:

Cuando se conoce la totalidad de los componentes de la matriz donde se
encuentra el analito, se prepara un placebo y se adiciona, en tres niveles de

concentracion, el analito a cuantificar, el analisis se hace por triplicado.

Cuando no se conocen los componentes de la matriz, se utiliza la muestra
misma como matriz; sin adicionar y adicionado tres niveles mas de
concentracion, cada uno por triplicado. En cada nivel, se mantiene constante la
cantidad de muestra utilizada, con la finalidad de restar este resultado de las

muestras adicionadas. Cuando no es posible adicionar de manera directa el
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analito a la muestra, la adiciébn se hace en alguna de las primeras etapas del

método, para lograr asegurar que las etapas posteriores no dan lugar a

resultados incorrectos.

Los niveles de adiciéon se realizan considerando que los resultados obtenidos
estaran dentro del intervalo de linealidad del sistema. Se utiliza como referencia
la misma sustancia adicionada. La metodologia de la cuantificacién debe ser

realizada por el mismo analista y bajo las mismas condiciones.

En ambos casos, se reporta la cantidad recuperada (Y) en funcién de la
cantidad adicionada (x). También se utiliza el método de cuadrados minimos
para calcular la pendiente (m), ordenada al origen (b) y el coeficiente de
determinacién (r? ). Se estiman también, los intervalos de confianza para la
pendiente y la ordenada al origen, ademés del coeficiente de variacion de la
regresion. El coeficiente de determinacion debe ser mayor a 0.98 para
considerar que el modelo lineal es adecuado; el intervalo de confianza de la
pendiente debe incluir el cero. Si no ocurre asi, es posible utilizar los modelos
obtenidos para encontrar factores de ajuste que permitan llevar los valores

encontrados en el analisis de muestras al valor real.
Exactitud

Se define como la concordancia entre un valor obtenido, empleando el método,

y el valor de referencia. Se expresa de dos maneras:
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A. Se conocen los componentes de la muestra y es posible preparar un

placebo analitico.

B. No se conocen los componentes de la muestra.

Se determina la cantidad recuperada del analito y se expresa como el
porcentaje de recobro del andlisis de muestras o placebos adicionados
(cantidad cuantificada / cantidad adicionada x 100). El intervalo de confianza del
promedio de recobro debe incluir el 100 % o, el promedio aritmético, de al
menos seis determinaciones, de la recuperacion debe estar incluido dentro de

un intervalo dado en funcién del tipo de analisis que se realiza.

Si el método lo permite y se cuenta con justificacion para ello, se pueden utilizar
factores de correccion cuando no se alcance el 100 % de recobro utilizando el

meétodo que se esta validando.

Cuando se hace la evaluacion de la linealidad del método, puede determinarse
simultaneamente la exactitud del método, pues en la evaluacion de cada nivel

de concentracion adicionado, se determina la cantidad de muestra recuperada.

Precision

Es el grado de concordancia entre ensayos individuales cuando el método se
aplica repetidamente a mudltiples alicuotas de una muestra a referencia
homogéneos. Se expresa matematicamente como la desviacion estandar
relativa (RSD) o coeficiente de variacion (%C.V): (desviacion estandar muestral

/ media aritmética) x 100.
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Este punto incluye la precisién y adecuabilidad del sistema y la precision del

método.

La evaluaciéon de adecuabilidad permite encontrar el error en el andlisis debido
Unicamente al equipo. Se examina seis veces una sola muestra, empleando las

mismas condiciones en el analisis.

La precision del sistema se determina a partir del andlisis de una solucién a un

solo nivel de concentracién, por sextuplicado.

La precisiobn del método (o precision intermedia) se obtiene del andlisis por
triplicado de una muestra homogénea o sustancia de referencia en dos dias

diferentes y por dos analistas diferentes.

Repetibilidad / Reproducibilidad.

La repetibilidad es la precision expresada como la concordancia entre las
determinaciones independientes, aplicando el método desarrollado, realizadas
bajo las mismas condiciones (muestra, analista, tiempo, aparato, condiciones,
etc.). La reproducibilidad también se refiere a precision, pero expresada en
términos de determinaciones independientes, realizadas en condiciones
diferentes (analista, laboratorio, equipo, etc.), analizando una misma muestra.
La desviacién estandar relativa es la forma de evaluar la reproducibilidad y

repetibilidad.
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