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INTRODUCCION

La salud digestiva es un tema de interés actual. En los Ultimos afios se ha prestado especial
atencion a los productos funcionales derivados de ingredientes naturales. Como es el caso de
los fructanos de agave, polisacaridos de fructosa con enlaces glicosidicos que actian como
fibras solubles. Los fructanos se utilizan actualmente en numerosas formulaciones alimentarias:
leche de alpiste fortificada, inulinas como fibras dietéticas y suplementos de grasas para la

formulacion de helados lacteos, etc. (2).

En México los fructanos de agave se extraen principalmente del corazén o tallo del agave donde
se acumulan como reserva energética. Sin embargo, se asegura que la base de las hojas
contiene cantidades significantes de estos carbohidratos al estar en contacto cercano al tallo de
la planta, donde se lleva a cabo la sintesis de estos. Por ello, se promueve una alternativa de
aprovechamiento de las hojas de agave en la produccion de fructanos (3), ya que hasta ahora
se han aprovechado para la obtencién de azlcares reductores y la produccion de etanol o de
enzimas (4) (100-104).

Debido a la variacion estructural , los fructanos de agave son un ingrediente muy atractivo (5),
ya que a diferencia de los fructanos de achicoria que son lineales, los fructanos de agave
contienen principalmente fructanos ramificados y esto les permite ser metabolizados con mayor
rapidez por algunas bacterias probi6ticas (6). Estudios por Marquez et, al. 2016 demuestran que
tanto el grado de polimerizacién (DP por sus siglas en inglés) y el proceso de desmineralizacién
pueden influir en la actividad biolégica de éstos (7).

Los fructanos pueden estar formados por enlaces lineales B8 (2-1) llamados inulinas o
fructoligosacaridos (FOS), con una longitud o un grado de polimerizacion (8) menor a 10
unidades. Otro tipo de fructano que presenta estructura lineal son los levanos, contienen
enlaces B (2-6) (9). Los fructanos mixtos, son moléculas ramificadas complejas con enlaces
fructosa-fructosa del tipo 8 (2-1) y B8 (2-6) con una longitud de cadena o grado de polimerizacion
mayor de 10 unidades. Existen reportes donde se han encontrado fructanos que exceden 200
DP (10). Por otro lado, los fructanos de agave llamados “agavinas”; contienen principalmente
fructanos mixtos ramificados, pueden contener unidas en su cadena de fructosa una molécula
de glucosa interna o externa caracteristica de los neofructanos y contienen pequefias

cantidades de fructanos lineales (1).

Los fructanos ramificados han sido investigados por sus propiedades como agentes espesantes

y efectos positivos en la salud encontrando mejor respuesta como prebidticos y moduladores



de la flora bacteriana benéfica (5). Los fructanos de cadena corta han mostrado efectos en la
disminucion de ganancia de peso en modelos de obesidad a nivel pre-clinico (7). Es por esto
de suma importancia contar con una técnica que nos permita caracterizar adecuadamente los
fructanos de agave. Resaltando que para establecer correctamente las propiedades y
aplicaciones potenciales de los fructanos; debe de determinarse la distribucion de tamafio de
los azucares contenidos en la muestra de fructanos, con parametros como grado de
polimerizacién promedio en nimero y en peso (DPn y DPw respectivamente). La relacion (DPw
/ DPn) es una medida de dispersién o distribucion de peso (11) teniendo en cuenta obviamente

el grado de polimerizacién promedio (8) de los fructanos.

Se han descrito distintas técnicas para determinar el DP de fructanos. EI método mas
convencional pero no muy exacto es a través de hidrdlisis enzimatica de los azucares (5). En
esta técnica, se miden polisacaridos de fructosa y glucosa liberada. El contenido de fructanos
es una estimacion y no es posible tener un perfil de tamafios, ya que no tiene en cuenta la
distribuciéon de todas las fracciones (12). Se han utilizado métodos analiticos mas modernos,
como la cromatografia de intercambio aniénico de alto rendimiento con deteccién
amperomeétrica pulsada (HPAEC-PAD), la cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC, High
Performance Liquid Chromatography por sus siglas en inglés) y la cromatografia de exclusion
de alta precision (HP SEC, High Pressure Size Exclusion Chromatography por sus siglas en
inglés). El primero depende de interacciones dipolo, es decir por atraccion electrostatica entre
el extremo positivo de una molécula polar y el negativo de otra, dentro de las moléculas de
fructanos cargadas en la columna. HPLC cuantifica y separa fructanos a través de una columna
o fase estacionaria y una fase movil que hara pasar las moléculas a través de la columna. Tanto
HPAEC-PAD y HPLC se considera que cuentan con una buena resolucion de separacién y son
métodos confiables. Sin embargo, demandan mucho tiempo y no se tienen reactivos estandares

disponibles para evaluar DP >12 (13).

Por otro lado la cromatografia de exclusién de alta resolucién (HP SEC) es una herramienta
bastante poderosa para caracterizar polimeros, ya que nos permite tener una descripcion
completa de la distribucién del tamafio de polimeros (14). Y asi mismo, se puede calcular DPn
/Dpw para hacerla ain mas precisa. Esta técnica se enfoca en la separacion de moléculas por
su tamafio. Se hace pasar una mezcla de moléculas de distinto tamafio, a través de una columna
de filtracion en gel; aquellas moléculas con un tamafio mayor que el diametro de los poros de
las particulas, pasaran sin retardos a través de la fase estacionaria. Se podra conocer el tiempo

gue tarda cada molécula con peso desconocido en recorrer la columna de gel, a partir de
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sustancias con pesos moleculares conocidos. Asi se analiza el area bajo la curva de cada

tiempo de retencion que corresponde a distintos grados de polimerizacién de cada uno.

En este contexto, se utilizd el método de cromatografia de exclusién de tamafos de alta
resolucion (HP SEC) para determinar la distribucion de tamafios de los fructanos, en las
muestras de la base de hoja del agave. Esta informacién serd de gran interés comercial para el

desarrollo de un subproducto del agave mezcalero en los municipios del estado de Guanajuato.
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CAPITULO 1

1. PROBLEMA

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estado de Guanajuato desea obtener la denominacién de origen del mezcal, con un proyecto
integral donde se tiene como objetivo estudiar la region norte del estado para determinar la
viabilidad, factibilidad y potencialidad del agave mezcalero, la produccion de mezcal y otros
productos derivados; como es el caso de los fructanos de agave. En este Ultimo objetivo se
requiere conocer la distribucion del perfil polimérico de los fructanos contenidos en la base de
las hojas de agaves recolectados de la zona norte del estado, debido al efecto benéfico que
ejercen sobre la salud humana y que esta en funcion a su diversidad estructural. Esto mediante
el uso de técnicas analiticas de cromatografia de exclusion molecular (HP SEC) que permitiran

obtener una caracterizacion adecuada de los fructanos.

1.2 JUSTIFICACION

Determinar verazmente la distribucion de tamafios de los azlcares que conforman el agave,
especialmente los fructanos nativos es de gran importancia, ya que; en funcién de su peso
molecular, grado de polimerizacion y tipos de enlaces que los conforman variara el impacto
potencial benéfico en la salud humana. Actualmente los fructanos de agave comerciales
utilizados como fibras dietéticas estan sometidos bajo la regulacién de Norma Oficial Mexicana,
especificamente NOM-002-SAGARPA-2016: relativa a las caracteristicas de sanidad, calidad,
autenticidad y evaluacién de los fructanos de agave y la cual considera un perfil de distribucién
de pesos moleculares especificos para poder asegurar la calidad del producto y avala la
caracterizacion por cromatografia de exclusion dentro de las técnicas analiticas a utilizar para
este fin. De aqui parte la relevancia de estudiar los fructanos de distintas especies del estado
de Guanajuato, el determinar el perfil de distribucion de pesos moleculares crea un panorama
general que nos da pauta a las posibles aplicaciones alimenticias de los fructanos del estado
de Guanajuato y abre las puertas a la industria alimentaria como una rama del aprovechamiento

integral de los agaves mezcaleros del estado.
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1.3 HIPOTESIS

La cromatografia de exclusion de alta resolucion HP SEC mostrara la distribucion de
carbohidratos de fructanos obtenidos de la base de la hoja de agaves silvestres, incluyendo el
grado de polimerizacién promedio de los mismos (en nimero y peso), y el peso molecular de

los polimeros que los conforman.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar por cromatografia de exclusion la distribucion de pesos moleculares de fructanos

de agaves silvestres muestreados en municipios del estado de Guanajuato.

1.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Extraer fructanos y carbohidratos solubles de la base de la hoja de agave crudo.

2. Evaluar la distribucién de los fructanos por cromatografia de exclusién y cuantificar por

HPLC monosacaridos y polisacaridos simples.
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CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO

2.1 GUANAJUATO SUS AGAVES Y EL MEZCAL

El género Agave es un habitante tipico de climas aridos y semiaridos de América que surgi6 en
el centro de la antigua Mesoamérica lo que corresponde actualmente a los estados del centro y
sur de la republica mexicana (15, 16) por lo que es un género tipicamente endémico de México.
Se cuenta en el pais con 119 especies de agave convirtiéndolo en el mayor centro de riqueza y
diversidad. En México el agave tiene un alto impacto a nivel econémico y cultural ya que las
diferentes especies de Agave han sido utilizadas desde tiempos remotos para la elaboracion de
distintas bebidas alcohdlicas destiladas, como es el tequila y el mezcal. Actualmente la
produccién de mezcal es la actividad agroindustrial mas importante en diversos estados de
México (AGARED, 2018). El estado de Guanajuato cuenta con la presencia de especies de
Agave por ser estado fronterizo de los principales estados productores de bebidas destiladas,
Jalisco y San Luis Potosi. Destaca principalmente la siembra de plantas del género A. tequilana
y Salmiana en la region norte del estado (GOB S. G., 2016). En Guanajuato existe una
vegetacion limitada aunque la flora original esta compuesta por zacates, 6rganos, nopales y
magueyes (17), ideales para la produccién de bebidas en base a esta planta.

Reportes del Instituto Nacional de Nacional de Estadistica Geografia e Informatica (INEGI)
mencionan que el estado de Guanajuato cuenta con aproximadamente 16 mil 281 hectareas
sembradas de diferentes especies de agave, principalmente A. tequilana Weber, y de éstas el
43 por ciento, estan dentro de la zona de denominacién de origen tequila, aspecto relevante
para el mercado de exportacion. Guanajuato, Jalisco, Michoacéan, Nayarit y Tamaulipas cuentan
con denominacion de origen del tequila. Los municipios de Guanajuato con DO son: Abasolo,
Ciudad Manuel Doblado, Cueramaro, Pénjamo, Purisima del Rincéon y Romita (18). En
Guanajuato no solamente se produce tequila, actualmente en el estado la produccion de
mezcales ha cobrado participacion importante, principalmente en el municipio de San Felipe el
cual se integré en el 2001 a la denominacion de origen del mezcal, asi como el municipio de
San Luis de la Paz, ambos productores de mezcal de la regidon (Guanajuato, 2018). Se estima
que para la elaboracion del mezcal se utilizan 28 especies de Agave a nivel nacional,
principalmente Agave angustifolia Haw (maguey espadin); Agave esperrima jacobi,

Amarilidaceas (maguey de cerro, bruto o cenizo); Agave weberi cela (maguey de mezcal);
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Agave Salmiana Otto Ex Salm ssp. crassispina, sin embargo, los municipios del estado de
Guanajuato como San Luis de la Paz, es utilizado mayormente el agave del género Salmiana
(29).

FIGURA 2. 1 ESPECIES DE AGAVES UTILIZADAS PARA LA ELABORACION DE BEBIDAS ALCOHOLICAS
Y SUBPRODUCTOS. A) AGAVE TEQUILANA WEBER VAR. AZUL. B) AGAVE SALMIANA. C) AGAVE
ANGUSTIFOLIA.

2.2 PRODUCTOS DERIVADOS DEL AGAVE

La produccién de bebidas alcohdlicas destiladas o no destiladas propiamente de la planta del
agave, ha sido sin duda una de las principales aplicaciones desde tiempos ancestrales. Pero a
lo largo del tiempo se ha diversificado el aprovechamiento de ésta, en distintas aplicaciones de
la industria alimentaria utilizando los fructanos de agave, jarabes, mieles y bebidas destiladas
como el mezcal sin olvidar las no destiladas, el pulgue y aguamieles. También el
aprovechamiento de los subproductos de la industria en biocombustibles y que hoy en dia esta
bajo investigacion con un futuro prometedor (20).

2.2.1 PULQUES, AGUAMIELES Y MEZCAL. DENOMINACION DE ORIGEN Y
NORMATIVIDAD

Los productos derivados del agave en México son bastantes amplios, en cuestion de bebidas
fermentadas se encuentra el pulque (Figura 2.2 A), aunque internacionalmente no es tan
reconocida, en México es bastante popular (21). Es una bebida de origen prehispanico y
producido de manera artesanal, a base de la fermentacion del mucilago o jarabe de agave con

microorganismos autéctonos de la planta. Para la produccion del pulque, la fermentacién de
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aguamiel (Figura 2.2 B) se inicia en el maguey, continuando su proceso natural en los tinacales
(tinas de fermentacion) (22). Gracias a los altos contenidos de azlcares y presencia de distintos
tipos de microorganismos, la savia del agave se vuelve propicia para el crecimiento de bacterias

del acido lactico, productoras de dextranos, baterias productores de acido acético, etc.

Segun el SIAP, Servicio de Informaciéon Agroalimentaria y Pesquera (2013) los estados de
México que cultivan agave pulquero son: Coahuila, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Puebla, San
Luis Potosi, Tlaxcala y Veracruz. Las plantas que se usan pertenecen a las especies Agave
Salmiana y Agave atrovirens, Agave mapisaga, Agave mapisaga var. lisa, Agave angustifolia,

entre otras (22).

La miel que se obtiene de las pifias de agave no solo se utiliza para la elaboracién de bebidas
fermentadas; sino que la miel restante resultado de la hidrdlisis de los fructanos del maguey se
aprovecha para producir jarabe endulzante, el cual esta comercializado y popularizado por su
indice glucémico bajo respecto a otros jarabes naturales (23). Estos productos son obtenidos

principalmente de Agave tequilana Weber var. Azul.

Alistan Feria del Pulque Tepetlaoxtoc (2014) | Recetas prehispanicas: atole de aguamiel - Mas de México (2016) |
Almomento.Mx [Imagen en linea] [Imagen en linea] https://masdemx.com/2016/08/recetas-prehispanicas-
http://almomento.mx/alistan-feria-del-pulque- atole-de-aguamiel/

tepetlaoxtoc-2014/

FIGURA 2. 2 PULQUE Y AGUA MIEL. A) PULQUE, BEBIDA FERMENTADA ELABORADA CON AGUA
MIEL. B) AGUA MIEL ACUMULADA EN EL TALLO DEL AGAVE.

El mezcal es otra de las bebidas alcohdlica tradicionales de México y reconocida en el mundo,
producto de la fermentacion de los azlcares del jugo extraido de la pifia cocinada de diferentes
agaves como el Agave salmiana y Agave angustiofolia, Agave esperrima, Agave weberi vy
Agave potatorum (24) y otras especies de agave, siempre y cuando no sean ya utilizadas como
materia prima para otras bebidas con denominaciones de origen dentro del mismo estado. De
acuerdo a lo establecido en la NOM-070-SCFI-1994: “se considerard mezcal a aquella bebida
alcohdlica regional obtenida por destilaciéon y rectificacion de mostos preparados directa y

originalmente con los azUcares extraidos de las cabezas maduras de agave; cabe destacar que

16



para ser utilizada la planta con estos fines, debe de alcanzar una madurez de 7 a 12 afios” (25).
El proceso de elaboracién debe estar verificado bajo la norma NOM-251-SSA1-2009 titulada
“Préacticas de higiene para el proceso de alimentos, bebidas o suplementos alimenticios y se
resume en lo siguiente: recoleccién de la materia prima (pifia o tallo jimado, sin hojas), el
cocimiento de la pifia; como funcién de hidrolizar los fructanos en azucares simples y ponerlos
disponibles al consumo de microorganismos, molienda de la pifia cocida para obtener los jugos,
doble fermentacion, destilacion y rectificaciéon”. Una caracteristica de esta bebida es que su
sabor y olor los adquiere durante la coccién de la pifia, la fermentaciéon de azlcares y el

destilado. Esto es dependiente de la naturaleza del agave (25).

El mezcal como el tequila (Figura 2.3 A y B) son productos que cuentan con la determinacion
de denominacién de origen mexicano. Una denominacién de origen (DO) “es el nombre o
indicacién de un lugar geogréfico, que puede ser un pais o region determinada, que designa un
producto que por ser originario de dicha regién y por las costumbres de produccion o
trasformaciéon de sus habitantes, tiene unas caracteristicas y/o reputacion que lo hacen
diferente” (Secretaria de Economia, 2015). El mezcal fue nombrado con denominacién de origen
desde 1994, y fue aprobada (registrada en Ginebra Suiza el 09 de marzo de 1995, ante la
Organizaciéon Mundial de la Propiedad Industrial), significa la proteccion de cierto territorio para
la producciéon de dicha bebida a nivel nacional e internacional (Guanajuato G. d., 2015).
Los estados de la Republica Mexicana que actualmente cuentan con DO del mezcal son:

Oaxaca, Guerrero, Zacatecas, Durango, San Luis Potosi, Tamaulipas, Michoacan y Guanajuato.

Existe un organismo regulador para garantizar y salvaguardar esta denominacién, el CONSEJO
MEXICANO REGULADOR DE LA CALIDAD DEL MEZCAL A.C. (COMERCAM), con el
proposito de ser el Organismo Certificador del Mezcal, con base a lo establecido en la Norma
Oficial Mexicana NOM-070-SCFI-1994, Bebidas Alcohdlicas-Mezcal Especificaciones.

Por lo tanto, es de suma importancia para los nuevos productores de mezcal contar con la
certificacion oficial de sus productos auténticos 100% de agave y, avalados por la COMERCAM,

debido a la ventaja en el comercio mexicano y extranjero (Guanajuato G. d., 2015).
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Blog Oficial Experiencias Xcaret Xoximilco, Differences
Between Tequila and Mezcal (2016) [Imagen en linea]
http://blog.xoximilco.com/en/tequila-vs-mezcal/

FIGURA 2. 3 TEQUILA Y MEZCAL. A) TEQUILA
Y B) MEZCAL DONDE SE APRECIAN SUS
DIFERENCIAS FiSICAS.

2.3. FRUCTANOS DE AGAVE

Los fructooligosacaridos (FOS) y los fructanos son carbohidratos solubles que se
encuentran distribuidos principalmente durante la transicién de la planta joven a adulta, y
su principal funcidbn es actuar como reserva energética en algunas plantas mono y
dicotiledoneas; por ejemplo en ajo, cebolla, achicoria (Cichorium intybus), en especies
Dasylirion y por supuesto en plantas de Agave (1). El término de fructanos se emplea para
los oligosacéridos y polisacaridos que contienen enlaces glicosidicos con fructosas en su

estructura (13).

Los principales productos de la fotosintesis son los fructanos, que se sintetizan y almacenan en
los tallos, cuya funcion principal es el almacenamiento como reserva energética, pero también
tienen un rol relevante actuando como osmoprotectores durante temporadas de sequia (26, 27).
Los carbohidratos de reserva acumulados preferencialmente de Agave tequilana durante el
periodo de crecimiento de dos a siete afios antes de la floracion son fructanos en el tallo (28).
Sin embargo, para otras especies se ha demostrado que la sintesis, la acumulacion y el
transporte de FOS pueden tener lugar en tejidos vasculares y células de floema de hojas
maduras (29). Asi como la ramificacion de moléculas lineales (FOS) se va acentuando durante

la transicién a plantas adultas (1).

Los fructanos de Agave mas estudiados han sido en especies de A.tequilana por su alto

contenido en el tallo y ser la materia prima principal para la elaboracion de tequila (NOM-002-
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SAGARPA-2015). Ademas, por la capacidad prebiética de sus fructanos y su efecto sistémico
en la salud. Son estructuralmente diversos ya que las fructosas pueden unirse tanto a la
glucosa, como a la fructosa, a esta Ultima mediante enlaces B (2-1) y B (2-6) produciendo
moléculas ramificadas (30). En la industria alimentaria la fuente de fructanos mas utilizada hasta
el momento es la inulina o FOS lineales provenientes de la achicoria. Sin embargo, existe un
amplio potencial para los fructanos de agave ramificados los cuales son una mezcla de isémeros
de fructosa, incluyendo inulinas y agavinas, con potencial para impartir propiedades funcionales
biolégicas y tecnoldgicas de gran interés a la industria de alimentos (Agaves, 2017).

En los ultimos afios ha surgido un interés creciente en la extraccion, caracterizacion y usos de
los fructanos como un ingrediente potencial en la industria alimenticia y nutracéutica (Agaves,
2017). Por ello se requiere contar con estrategias de investigacion y transferencia tecnolégica,
gue permitan los centros de investigacion satisfacer la demanda de conocimiento y tecnificacién
a las industrias procesadoras mexicanas para cumplir correctamente a la normatividad y entrar

a un mercado competitivo nacional e internacional.

2.4 ESTRUCTURA QUIMICA

Como ya se menciond anteriormente; los fructanos del agave contienen una mezcla de unidades
de fructosa unidos mediante enlaces O-glucosidicos, en el rango de grados de polimerizacién
(8) entre 3 hasta 50 unidades de fructosa (26), ocasionalmente excediéndose hasta 200 DP
(32).

Los fructanos de agave se clasifican de acuerdo como las unidades de B-fructofuranosilo estan
enlazados: Inulinas con enlaces tipo 3 (2-1) (Figura 2.4 A). Levanos que muestran enlaces 3
(2-6) (Figura 2.4 C). Agavinas/graminanos (glucosa interna/terminal) con ambos tipos de
enlaces B (2-1) y B (2-6). Estos fructanos son altamente ramificados, ya que aproximadamente
se presenta una ramificacion cada cuatro residuos de fructosa de la cadena principal (1). Las
agavinas como los graminanos tienen en su estructura una mezcla compleja de fructanos con
diferentes DP (30). Mientras que las neoseries tienen dos enlaces lineales 3 (2-1) o B (2-6) en
las cadenas fructosilo, una unido al residuo de fructosilo de sacarosa y el otro unido al residuo

de glucosilo generando neoseries de levanina e inulina (Figura 2.4 B) (1, 32).
Reportes por Mellado-Mojica y Lépez (2012) demuestran que la diversidad estructural de los

fructanos almacenados en Agave tequilana Weber var. Azul es cambiante a lo largo de su ciclo

bioldgico en campo donde se observan cambios en los tipos de enlaces glicosidicos de acuerdo

19



a la edad de la planta y aumento en el DP conforme la planta va envejeciendo. Sugiriendo una

fuerte relacién del ciclo biol6gico de la planta y el tipo de fructano encontrado.

Los fructanos vegetales tienen gran diversidad estructural en comparacion de los producidos
por bacterias (31). Esto debido a los diferentes factores fisiolégicos de la planta o podria ser la

consecuencia de los diferentes origenes evolutivos de la biosintesis de fructanos en diferentes

familias (26).
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Tomado de: Ritsema, T., & Smeekens, S. (2003). Fructans: beneficial for plants and humans. Current
opinion in plant biology, 6(3), 223-230.

FIGURA 2. 4 ESTRUCTURAS DE LOS DIFERENTES TIPOS DE FRUCTANOS. LAS ENZIMAS DE UNIONES ESTAN INDICADAS RITSEMA Y
SMEEKENS (2003). A) INULINA TIENE UNA CADENA DE FRUCTOSILO CON ENLACES B (1-2) LINEALES. B) NEOSERIES TIPO INULINA
TIENE DOS CADENAS DE FRUCTOSILO CON ENLACES LINEALES B (1-2), UNA LIGADA AL RESIDUO FRUCTOSILO DE LA SACAROSA Y
LA OTRA UNIDA AL RESIDUO GLUCOSILO. C) LEVANO TIENE UNA CADENA DE FRUCTOSILO CON ENLACE LINEAL B (2-6) UNIDA AL
RESIDUO DE FRUCTOSILO DEL INICIADOR DE SACAROSA.
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FIGURA 2. 5 ESTRUCTURAS MOLECULARES PROPUESTA PARA LOS FRUCTANOS DEL GENERO AGAVE (GRAMINANOS Y

AGAVINAS)(1)
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2.5 TIPOS DE FRUCTANOS DE AGAVE

2.5.1 INULINAS

Los fructanos tipo inulina estan disponibles en altas cantidades en las raices de la planta
achicoria (13-20%) (33). Se encuentran en cantidades significativas en la cabeza de las plantas

de Agave tequilana y en menor abundancia en punta y base de las hojas (15).

Quimicamente, los fructanos de tipo inulina son un material poli disperso de carbohidrato lineal
gue consiste principalmente, si no exclusivamente, en enlaces de fructosil-fructosa B (2-1) (34).
Con una molécula terminal a-D-glucosa que puede estar presente pero no es necesario (9). La
longitud de cadena de la inulina varia en funcién de la estacién y del tipo de planta, por ejemplo
en achicoria la inulina tiene un DP 2 a 60 unidades con un DP promedio de 12 (9), en

comparacion con la inulina de agave con DP 25 a 34 (35).

Se sabe que la inulina cuando es ingerida pasa intacta a través del sistema digestivo, hasta que
llega al intestino grueso, donde es fermentada por bifidobacterias y lactobacilos para obtener
diversos productos metabdlicos, y su eliminacion del organismo es parcial, actuando como fibra
(36, 37). Este fenbmeno es probablemente explicado debido a la configuracion del C2
anomeérico en sus mondmeros de fructosa. Asi mismo es probable que los fructanos de tipo
inulina sean resistentes a la hidrdélisis por las enzimas digestivas humanas (a-glucosidasa,
maltasa-isomaltasa, sacarasa), que son especificas para enlaces a-glicosidicos, convirtiéndose

en prebidticos (7).

Diversos estudios in vitro y con modelos animales han demostrado los efectos benéficos en la
salud de los fructanos provenientes de agave. Al actuar como fibras, inducen efectos variables
sobre la composicion corporal, el colesterol en la sangre y las concentraciones de glucosa en
sangre (35). Asi como disminucion de metabolitos toxicos y promueven la actividad enzimatica.
También Marquez et. al (2016) y Holscher et. al (2015) demostraron un aumento significante en

el contenido de bacterias prebidticas en el sistema digestivo de ratones (2, 38).
2.5.2 GRAMINANOS

Los fructanos tipo graminano, son moléculas mixtas que tienen enlaces tanto 8 (2-1) como {8 (2-
6) con moléculas externas de glucosa (1, 5), muestran una longitud de cadena mucho mayor
con algunas ramificaciones (30). La estructura de graminanos se encuentra en fructanos
pertenecientes a plantas como el trigo y en familias que forman parte del orden Asparagales, lo

que incluye a la familia Agavacea y Dasylirion, ya que ambos contienen enlaces [-
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fructofuranosilo, ademas de los restos ramificados de fructofuranosilo (1). EI componente basico
para que los fructanos se ramifiquen es bifurcosa, una molécula ramificada con un DP 4; por lo
tanto, a partir de esta estructura, las enzimas fructofuranosil transferasas (FT) cataliza la

fructosiltransferencia durante la formacién del polimero (39).
2.5.3 NEOFRUCTANOS (AGAVINAS)

Las plantas del genero Agave no solo contienen fructanos tipo inulinas y graminanos, en el 2003
sé elucido por el grupo de Lépez, Mercedes et. al (2003) un tipo de fructano ramificado parecido
a los graminanos a los cuales clasificé como “agavinas”. Este tipo de fructano exhibe una de las
mayores complejidades estructurales pues estan constituidos de enlaces 8 (2-1) y B (2-6), con
unidades internas de glucosa (fructanos tipo neoserie), se caracterizan por una a-D-
glucopiranosa (1, 32, 40).

Graminanos y agavinas estan presentes en plantas de todas las edades, sin embargo las
proporciones fluctGan de acuerdo con la edad de la misma (30). Mancilla et. al (2006)
observaron diferencias reales en la composicién de los enlaces glicosidicos que presentan los
fructanos de Agave tequilana Weber var. azul conforme a la edad de la planta, incrementando
su grado de polimerizacién (rango de DP 6 a DP 23), la proporcion de agavinas es mayor

respecto a los fructanos tipo graminanos; asi como el nimero y frecuencia de ramificaciones.

2.6 BIOSINTESIS DE FRUCTANOS

La biosintesis de fructanos en plantas comienza con sacarosa (Sac), a la cual se agregan los
residuos de fructosa (41), mediante las enzimas fructosiltransferasas. Existen dos principales
enzimas encargadas de sintetizar fructanos: sacarosa-fructosiltransferasa (1-SST) y fructan-1-
fructosiltransferasa (1-FFT) (26). La enzima (1-SST) inicia de novo la sintesis de fructano
catalizando la transferencia de un residuo de fructosilo de una molécula de Sac a otra, dando
como resultado la formacion del trisacarido 1-kestosa (Figura 2.6) (5). A partir de 1-kestosa
muchas plantas la convierten en moléculas mas complejas de fructanos, haciendo uso de la

misma enzima.

La segunda enzima, 1-FFT transfiere residuos de fructosilo de una molécula de fructano con un
DP de < 3 a otra molécula de fructano. Las acciones de 1-SST y 1-FFT dan como resultado la

formacion de una mezcla de moléculas de fructano con diferentes longitudes de cadena (31).

Estudios de expresion genética de 1-FFT de plantas de achicoria de Jerusalem, reflejaron la

longitud de distribucion de inulinas in vivo, e indican que la actividad enzimatica de 1-FFT
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determina la longitud de inulina sintetizada (42). También observaron en estudios de
transformacion de plantas de tabaco con cDNA de la enzima 1-FFT de achicoria, que producia
moléculas con un DP mayor de hasta 20 unidades, acentuando la importancia de la actividad
de 1-FFT en funcién con la longitud de la molécula (43). Sin embargo ambas enzimas son
necesarias para la sintesis de fructanos tipo inulinas (26), y su accién conjunta da como

resultado una mezcla de fructanos con diferentes longitudes de cadenas (31).

Se requieren de otras enzimas adicionales para la sintesis de fructanos mas complejos. La
sintesis de neo-series inulina requiere fructan: fructan-6G-fructosyltransferasa (6G-FFT).
Ensayos con enzimas purificadas y clones heterélogos expresados mostraron que esta enzima
produce el trisacéarido neokestosa mediante una molécula de 1-kestosa como donador de
fructosa y transfiere la fructosa al residuo de glucosa de sacarosa a través de un enlace (2-6)
(44). 6G-FFT no solo sintetiza neo-kestosa, también es capaz de producir una gama completa
de inulina y neo series (Figura 2.6) (26).

Actualmente no se conocen con certeza los mecanismos de biosintesis de los fructanos tipo
graminanos, pero se sabe que tales fructanos complejos podrian ser producido por la accion
combinada de 1-SST, 1-FFT, sacarosa: fructan 6-fructosiltransferasa (6-SFT) y 6G-FFT(45).
Una posible via de produccion de fructanos ramificados es a partir de Sac y 1-kestosa, 6-SFT
produce bifurcosis, que también pueden alargarse mediante 1-FFT o 6-SFT, dando como
resultado levanos ramificados de tipo mixto (31). Tampoco se tiene elucidado de qué forma son
inducidas la accién de fructosiltransferasas: sin embargo, estudios de clonacién del promotor 6-
FFT en centeno indican que los responsables de activar el promotor es por induccién de luz y
sacarosa (46), también se sugiere un rol importante de proteinas quinasas y fosfatasas en la

induccién de estas enzimas (47).
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Tomado de: Vijn, I., & Smeekens, S. (1999). Fructan: more than a reserve carbohydrate?. Plant
physiology, 120(2), 351-360.

FIGURA 2. 6 ESQUEMA DE BIOSINTESIS DE FRUCTANOS DE PLANTAS (VIJIN AND SMEEKENS, 1999). A
PARTIR DE SAC, 1-SST PRODUCE 1-KESTOSA, PUEDE USAR 1-FFT RESULTANDO EN FORMACION DE INULINA.
DE SAC Y 1-KESTOSA, 6G-FFT PRODUCE NEOKESTOSA, QUE PUEDE ALARGARSE MEDIANTE 1-FFT 0 6-SFT,
LO QUE DA COMO RESULTADO NEOSERIES DE INULINA. A PARTIR DE SAC Y 1-KESTOSA, 6-SFT PRODUCE
BIFURCOSIS, QUE PUEDEN ALARGARSE MEDIANTE 1-FFT O 6-SFT, DANDO COMO RESULTADO LEVANOS
RAMIFICADOS DE TIPO MIXTO. CUANDO SOLO ESTA DISPONIBLE SAC COMO SUSTRATO, 6-SFT PRODUCE 6-
KESTOSA, QUE TAMBIEN PUEDE ALARGARSE MEDIANTE 6-SFT PARA PRODUCIR LEVANOS.

2.7 PESO MOLECULAR DE POLIMEROS

Los polimeros estan formados por las reacciones en cadena de pequefias moléculas llamadas
mondmeros. Las sustancias macromoleculares resultantes son clasificadas por la distribucion
segun su masa molar (14), la cual es una de las principales caracteristicas responsable de las
propiedades fisicas de éstos (48). Por ende, los fructanos son considerados polimeros o
polisacéridos, debido a que estan compuestos por unidades repetitivas de fructosa, cuya
longitud de cadena esta determinada por el nimero de unidades que se repiten en la cadena, a
esto se le conoce como grado de polimerizacién (DP por sus siglas en ingles). Con respecto al
tamafio de cadena, a los fructanos con un DP menor a 10 unidades se les conoce como fructo
oligosacaridos (FOS) mientras el termino fructano en general, se utiliza respecto a los
conformados con un DP mayor a 10. Por lo tanto, los fructanos con un DP mayor tienden a tener

un peso molecular mas alto y viceversa.
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La caracterizacion de un polimero requiere conocer la distribucién de pesos moleculares en la
muestra y una de las técnicas analiticas utilizadas para conocer esta distribucién es por

cromatografia de exclusion de tamafios de alta resolucién (HP SEC).

El peso molecular promedio en numero Mn ecuacién [1] describe el peso total de todas las
moléculas poliméricas que estan presentes en la muestra, dividido por el nUmero total de las
mismas. El peso molecular promedio en peso Mw ecuacion [2] se obtiene a partir del peso de
cada fraccién Mi. La importancia de este parametro radica en que permite obtener la distribucién
de pesos moleculares, tomando en cuenta que los polimeros a diferencia de los compuestos de
bajo peso molecular no tienen un peso molecular Unico. Es importante no sélo tomar en cuenta
el valor del peso molecular, sino la distribucion de los mismos. Por lo tanto, los fructanos al
estar constituidos por polimeros homogéneos, pero a la vez con distinta longitud de cadena y
diferente peso molecular, se consideran materiales polidispersos. Es por eso necesario medir
la amplitud de la distribucion de pesos moleculares, mediante el calculo del indice de
polidispersidad IP ecuacion [3] (48). Valores cercanos a 1 muestran mayor homogeneidad y por
lo tanto mejores propiedades que los lejanos a 1 (Herrera Soberanis, 2016). El grado de
polimerizacion promedio en numero DPn ecuacion [4] y grado de polimerizacién promedio en
peso DPw ecuacion [5] esta en funcion de Mn y Mw respectivamente, donde la reaccién de
polimerizacién de las moléculas de fructosa se toma en cuenta para medir estos parametros.
Una molécula de agua es liberada por cada molécula de fructosa que es afiadida a la cadena,
en consecuencia, se resta el peso molecular del agua dividido entre el peso molecular de dos

monomeros de fructosa (Herrera Soberanis, 2016).

_ X XixMi

[1] Mn W

(Mier y col., 2012)

También puede ser descritacomo Mn = Z Xi* Mi

Donde Xi es la fraccion en nimero de moléculas de tamarfio Mi. El subindice i agrupa a las

moléculas con peso molecular Mi.

[2] Mw = Z Wl * Ml donde W i= Ni X Mi, siendo Wi el peso de las

moléculas que tienen el peso molecular Mi.

26



Mw
a Mn

Mn—-18 Mw-18
[4] DPn = Tez1 [5] DPw = ezl

(Herrera Soberanis, 2016)

2.8 EFECTO BIOLOGICO Y FUNCIONAL DE LOS FRUCTANOS DE AGAVE

Los efectos benéficos de la inulina y fructanos de agave en la salud humana han sido
investigados durante los ultimos afios, debido al gran potencial que tienen como alimentos
funcionales (26). Los fructanos tipo inulina han demostrado su comportamiento como fibra
dietética al ser insolubles en el tracto digestivo debido a su configuracion quimica, pero si
fermentables por microorganismos benéficos en el colon (49), convirtiéndolos en prebidticos ya
gue permiten cambios especificos, tanto en la composicion y / o actividad en la microbiota
gastrointestinal que confiere beneficios sobre el bienestar del huésped (9). Diversas
investigaciones in vitro y en modelos animales han demostrado que los fructanos de agave son
capaces de aumentar significativamente la cantidad de bacterias benéficas, por ejemplo
Bifidobacterias y Lactobacillus que reducen la presencia de patdgenos en el intestino (2, 5, 50)
ya gue los microorganismos prebiéticos producen metabolitos extracelulares inducidos por los
fructanos de agave, mostrando un efecto antibidtico contra Clostridium ssp., Salmonella
typhimurium y Listeria monocytogenes (50).

Se tiene evidencia que existe influencia respecto al grado de polimerizacion y peso molecular
de los fructanos sobre la actividad bacteriana. Fructanos de bajo y mediano peso molecular
extraidos de Agave Salmiana y Agave tequilana revelaron un mayor crecimiento de bacterias
prebiéticas en comparaciéon con los fructanos de alto peso molecular (51), asi como la
proliferacién de ciertas cepas al ser utilizados fructanos de bajo peso molecular como fuente de
carbono (6).

Los fructanos de Agave tequilana y Agave Salmiana no solamente tienen influencia sobre la
microbiota benéfica del aparato digestivo, sino que revelaron disminucion de ganancia de peso
corporal al ser administrados fructanos con bajo DP como parte dietética en ratones (2) y mejora
en el metabolismo lipidico y la respuesta glucémica al ser suministrados fructanos con DP > 10

en los mismos modelos animales, asi como otros efectos fisiometabdlicos positivos (52). Los
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resultados de estas investigaciones mostraron que los fructanos de Agave tequilana no tienen
efectos mutagénicos o téxicos atribuidos y son seguros de ingerir, incluso a altas dosis (7).

También estan involucrados en la activacion y la diferenciacion selectiva de las células del
sistema inmune a través de interacciones con los prebidticos (8). Moreno-Vilet et.al (2013)
demostraron que hubo mayor expresion de activacion en células inmunitarias de activacion
temprana CD69, actividad proliferativa y produccion de éxido nitrico cuando se administraron

fructanos de Agave Salmiana junto con ciertos prebiéticos.

Los fructanos de agave de distintas especies, tienen entonces amplias posibilidades de
incorporacion a una amplia gama de productos alimenticios y pueden ejercer un impacto
beneficioso en la salud intestinal, prevenir enfermedades gastrointestinales como el cancer de

colon y ser auxiliares para tratamientos de pacientes obesos.

2.9 PROCESO DE OBTENCION DE FRUCTANOS

El jugo de la pifia de la planta de agave es el que mayor cantidad de fructanos contiene, Agave
Salmiana: 69%, Agave tequilana: 73% (base seca) (32) y es extraido por presién o molienda y
lixiviacion. Generalmente antes del proceso de extraccion del jugo, las pifias previamente
jimadas son desfibradas utilizando cuchillas o machetes, seguido de una desfibradora
desintegradora de discos tipo astillera para lograr mayor recuperacién de jugo (17), sin embargo
en algunos estudios someten primero las pifias a la molienda y el jugo es filtrado para separar

los sélidos y fibras (53).

Los sistemas de presion o molienda que se pueden utilizar para el agave crudo son los mismos
que para agave cocido: molinos de rodillos y prensas de tornillo, las cuales presentan
limitaciones en el caso de procesar agave crudo, debido a la dureza de las fibras que contiene.
Para el procesamiento de agave crudo se utiliza preferencialmente prensas de tornillo o en este
caso en particular, prensas hidraulicas que muestran mejores rendimientos en comparacion con
la molienda debido a que el material es obligado a fluir siendo comprimido conforme avanza
7).

La extraccion de fructanos de agave mediante lixiviacion se realiza mediante el uso de un
solvente (agua) a temperaturas entre 75y 85°C, y es una practica comun hoy en dia en el medio
industrial (17). Se utiliza desde tiempos remotos con un equipo llamado “difusor” siguiendo el

principio del lecho movil. Tales equipos operan en etapas multiples y permiten obtener la mayor
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recuperacion de fructanos de la materia prima, sin embargo, el jugo rico en fructanos que se

obtiene, debe de ser procesado por etapas de purificacion (54).

En ocasiones el tejido vegetal donde se desea obtener los fructanos es desecado vy triturado
para formar una harina, y esta posteriormente es utilizada como fuente directa de extraccion de
fructanos en una relacion adecuada de sélido: agua, en agitacion y temperaturas de 20-95°C
(15).

2.10 SECADO POR ASPERSION

Con la finalidad de tener un mejor manejo de las muestras y evitar la contaminacion con
microorganismos del jugo de agave es conveniente eliminar el exceso de agua y micro
encapsular los fructanos a través de secado por aspersion. Es uno de los métodos mas
comunes utilizados para la micro encapsulacién en la industria alimentaria, mejorando sus

caracteristicas organolépticas del producto (55).

El método en general consiste en convertir un producto que se encuentra en estado liquido

inicial a uno pulverizado. Se obtiene un soélido seco utilizando aire con altas temperaturas.

La solucion es bombeada a una presién determinada hasta la turbina de pulverizaciéon donde
es atomizada en gotas sumamente finas de varios micrones, gracias a que pasan a través de
un atomizador rotatorio y un distribuidor de aire. Primeramente el aire se mueve por un
ventilador succionado a través de un filtro, llevandolo a un sistema de calentamiento logrando
alcanzar temperaturas de entrada de 100 y 200°C (56). Después el aire caliente entra a la
camara de pulverizacién y hace contacto con la solucién. Formando particulas esféricas de
diferentes tamafios dependiendo de las caracteristicas fisicas de las moléculas a secar. La

muestra pulverizada es recogida del contenedor en la base del ciclén (Figura 2.7).

El proceso esta bajo la influencia de variables, como la temperatura; velocidad del atomizador,
flujo de aire, flujo de alimentacion, naturaleza de los alimentos y su geometria, los sélidos totales
y la concentracién en una solucion juega un papel importante en los cambios de las propiedades

de la solucion a micro encapsular (57).

Se ha reportado la optimizacion de la micro encapsulacién de fructanos de Agave tequilana
weber var. azul utilizando secado por aspersion. El maximo rendimiento, la mejor solubilidad
mejorando la higroscopicidad, actividad de agua y azucares reductores. Se encontré que la

temperatura de salida 6ptima es entre 70 y 80°C, con una velocidad de atomizacion de 20,000
y 30,000 rpm, flujo de aire de 0.2 a 0.23 m3/s (58). Por lo tanto se sabe que los FOS tipo inulina
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soporta altas temperaturas durante la micro encapsulacion, sin embargo no soportan un
tratamiento térmico en si, ya que se romperian las cadenas largas (57).
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FIGURA 2. 7 SISTEMA DE SECADO POR ASPERSION
ESCALA LABORATORIO. A=SOLUCION A SECAR
PASA A TRAVES, B=GAS ATOMIZADOR ES
ATOMIZADO, 1=GaAs DE SECADO,
2=CALENTAMIENTO DEL GAS DE SECADO,
3=ATOMIZACION DE LA SOLUCION, 4=CAMARA DE
SECADO, 5=ESPACIO ENTRE CAMARA Y CICLON,
6=CICLON, 7=GAS DE SECADO  SALE,
8=COLECTOR DE PRODUCTO.
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2.11 DETERMINACION DE AZUCARES

Determinar el contenido de azucares en el tallo y hojas de los extractos de jugo de agave, es
una tarea primordial para evaluar la calidad del agave cuando es requerido para la elaboracién
de bebidas alcohdlicas, ya que la cantidad y tipo de azlcares que contienen son esenciales
para una buena fermentacién, las levaduras y microorganismos utilizan los carbohidratos para
la obtencién de etanol y los compuestos sensoriales de tequilas y mezcales (18). Sin embargo,
también nos da indicios de la composicion de los fructanos de agave, ya que al cuantificar los
mono Y disacaridos liberados (F, S, G) por hidrélisis enzimatica o quimica podemos tener una

estimacion de la distribucién de los fructanos (11).

2.11.1 METODOS FOTO COLORIMETRICOS

La fructosa y glucosa presente en los agaves son azlcares que en la industria de alimentos es
de suma importancia cuantificar, debido a que la cantidad de alcohol obtenido depende de la
fermentacién de estos azlcares principalmente. Ademas, los azlcares pueden interactuar con
distintos compuestos de los reactivos quimicos, dando como resultado una coloracion de distinta
intensidad y que son medibles con métodos espectrofotométricos, proporcional a la

concentracion de azlcar presente.

2.11.1.1 METODO MILLER (DNS)

Los azUcares reductores son monosacaridos que poseen el grupo carbonilo intacto, y que a
través del mismo pueden reaccionar como reductores (donando electrones) con otras moléculas
gue actuardn como oxidantes (aceptando electrones). Lo que permite cuantificar la
concentracion de azucares en dilucion midiendo la cantidad de agente oxidante que es reducido.
Dentro de este grupo se encuentra principalmente la glucosa la cual se utiliza como estandar
de calibracion para medir los agentes reducidos. También son azulcares reductores la maltosa,

lactosa y celebiosa.

Segun el método de Miller (59) los azlcares reductores son capaces de reducir al acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) en presencia de calor. Cuando los azUcares reductores entran en contacto
con el DNS, este se reduce a 3-amino-5-nitrosalicilico y se produce un cambio de color que va
de amarillo hasta café (60). El cambio de coloracion puede entonces determinarse por lecturas

de densidad 6ptica, leidas por espectrofotometria a una longitud de onda de 540 nm.
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2.11.1.2 METODO REACTIVO ANTRONA

El reactivo antrona en combinacion con acido sulfarico nos permite cuantificar el contenido de
carbohidratos presentes en una muestra, por ejemplo; azlcares: hexosas, fructosa,
aldopentosas; ya sea en forma libre o en polisacaridos (como fructanos). El método es utilizado

ampliamente en la industria azucarera y alimenticia en general (18).

El acido sulflrico en contacto con el reactivo de antrona hace que los carbohidratos sean
hidrolizados a monosacaridos los cuales sufren deshidratacién convirtiéndose en furfurales o
hidroximetil furfural (61). Estos compuestos pueden condensarse en aminas aromaticas,
fenoles, entrona, etc. y producir coloracion, en el caso del jugo de agave la coloraciéon que se
experimenta al entrar en contacto el reactivo con la muestra es de color azul y la intensidad en
la condensacién va en funcidon segun la cantidad de azlcares presentes. La cuantificacion de
los azucares totales liberados se mide a través de espectrofotometro que determina la
intensidad de la luz que pasa a través de la sustancia, a una absorbancia con longitud de onda
de 620 nm.

2.11.2 METODOS CUANTITATIVOS

La cuantificaciéon enzimatica o quimica de los azlcares liberados tiene el inconveniente de
mostrar una gran desviacion estandar debido a las grandes correcciones que deben realizarse
(11), ademés de no dar una distribucién adecuada de los fructanos. Con el fin de obtener un
perfil certero de azlcares se utiliza HPLC.

2.11.2.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Una metodologia sencilla y que muestra mayor fidelidad en cuestion de cuantificar carbohidratos
es la cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) (Figura 3.9), es ampliamente utilizada
para la identificacién y cuantificacién de productos quimicos en mezclas complejas (61) en la
mayoria de industrias alimenticias, farmacéuticas y en plantas (62).

La técnica se basa en un mecanismo de separacion tipo cromatografico en columna, separando
los componentes de una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre
las sustancias analizadas y la columna cromatogréfica. EI compuesto se hace pasar por la
columna cromatografica a través de la fase estacionaria (con ciertas caracteristicas quimicas
en su superficie) mediante el bombeo de liquido o fase movil (en este caso se utiliza una mezcla
de acetonitrilo y agua) a alta presion a través de la columna. La muestra a analizar es introducida

en pequefas cantidades y sus componentes se retrasan diferencialmente dependiendo de las
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interacciones quimicas o fisicas con la fase estacionaria a medida que adelantan por la columna
(63).

Diversos estudios se han enfocado en cuantificar e identificar los carbohidratos estructurales y
no estructurales en diversas especies de agaves ya que son la materia prima para la
fermentacién de las bebidas, entre ellos se analizaron los carbohidratos en Agave Salmiana,
donde se ha identificado fructosa, glucosa, sacarosa, xilosa y maltosa en el jugo de agave crudo
tanto en pifia como en hojas (64). En el caso de Agave cocui los resultados sugieren como
azUucares presentes en la pifia cruda: fructosa y glucosa; en las hojas: arabinosa y manosa; en

la pifia cocida: xilosa, arabinosa y manosa (60).

2.12 METODOS DE CARACTERIZACION DE FRUCTANOS

Existen diversas metodologias para evaluar parametros de calidad y componentes de los
fructanos de agave comerciales, asi como técnicas analiticas con mayor complejidad para
analizar a fondo su composicién y estructura (17). Conocer el grado de polimerizacién de los
fructanos y su estructura quimica es de suma importancia para la industria ya que son
requerimientos de norma de ley demostrar su pureza y origen para poder ser comercializados.
Los métodos analiticos comunmente utilizados para la determinacion del grado de

polimerizacion de fructanos de agave son los siguientes:

2.12.1 HIDROLISIS ENZIMATICA Y HPLC

La cuantificacién de fructanos por el método enzimatico, consiste primeramente en purificar el
fructano y se hidroliza con una emulsién de inulinasas que romperan los enlaces simples, la
fructosa se cuantifica mediante técnicas convencionales. Esta técnica subestima la
cuantificacién de fructanos ramificados y complejos ya que a las inulinasas no les es posible
hidrolizar completamente este tipo de fructano y no muestra un perfil de distribucién completo,
sino la concentracion de fructano (62). Por otro lado, existe una técnica que combina filtracion y
técnicas cromatograficas para determinar la distribucion de perfil de estas moléculas. En general
consiste en conocer la concentracion inicial de sélidos solubles con un refractometro y por HPLC
la concentracion de sacarosa-glucosa-fructosa de la muestra de jugo de agave purificado y
clarificado (21). Posteriormente la muestra se filtra con una membrana para separar los

fructanos en funcion de su longitud o DP, finalmente se hidrolizan totalmente por intercambio

33



idnico y nuevamente se determina la concentracion de azlcares simples y por diferencia se

estiman los fructanos (11, 64).

2.12.2 ESPECTROMETRIA DE MASAS (MALDI -TOF)

La técnica de ionizacién suave basada en espectrometria de masas MALDI TOF (por sus siglas
en inglés Matrix-Assisted Laser Desorption/ lonization y detector de iones Time-Of-Flight)
(Figura 2.8) se ha utilizado como una herramienta eficaz para la determinacion de secuencias
de oligosacaridos tanto en plantas de ajos, achicoria y agave resultando en una buena
alternativa para la caracterizacion estructural de los carbohidratos ya que ofrece resultados
precisos con versatilidad analitica, poco tiempo de analisis, muy alta sensibilidad y acceso

directo al peso molecular (32, 65, 66).

La espectrometria de masas es una técnica analitica que permite identificar y cuantificar la masa
molecular de iones libres, lo que requiere trabajar en condiciones de alto vacio (67). En MALDI
TOF la muestra interactta en la placa de metal que la contiene, con el exceso de una sustancia
matriz que cuenta en su estructura anillos arométicos, de tal forma que se evapora
produciéndose una co-cristalizacion de muestra y matriz, asi las moléculas de la muestra
quedan incorporadas dentro de la estructura de los cristales de la matriz. Esta etapa del
procedimiento resulta esencial para conseguir una posterior desorcién/ionizacion eficiente (67,
68). Posteriormente, la placa es introducida en la cdmara de alto vacio, donde la superficie
cristalina de la muestra es expuesta a disparos de radiacion laser de longitud de onda del UV,
con lo que las moléculas organicas arométicas de la matriz obtienen energia por excitacién de
los electrones y el analito es protonado con iones H+, las moléculas cargadas son analizadas
al impactar en el detector TOF que mide el tiempo de vuelo de los iones desde que son

acelerados, por la fuente, hasta que impactan en él (68, 69).

Esta técnica analitica ha sido utilizada con éxito para determinar el tamafio molecular de los
fructanos de agave, permitiendo la caracterizacién de la masa molar dando el maximo DP, y
registro de una sefial para cada cadena presente en la muestra (2, 32). Sin embargo, muestra
desventajas si se desea obtener un cromatograma donde se incluya toda la dispersion de
tamafios de una sola muestra, ya que, se favorece la visualizacion de altos o bajos pesos
moleculares, mas no de ambos (70, 71). Ademas de la adquisicién de un aparato tan sofisticado

y de alto precio.
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FIGURA 2. 8 EQUIPO DE MALDI-TOF BRUCKER MICROFLEX.

2.12.3 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO (HPAEC-PAD)

La Cromatografia de Intercambio Anidnico de Alto Rendimiento con Detector de Pulsos
Amperométricos (también conocida como HPAEC-PAD por sus siglas en inglés), la técnica
permite la separacion de iones y moléculas polares basado en las propiedades de carga de las
moléculas. La cromatografia de intercambio anidénico retiene aniones usando grupos
funcionales cargados positivamente (72). Actualmente es de las mas utilizadas para la
separacion de fructanos en distintos vegetales con diferente DP y para determinar la longitud
de cadena de los mismos (13, 73). Ha resultado ser el método analitico oficial para la
determinacién y cuantificacion de oligo fructanos en diversos alimentos, al ser sumamente

confiable y exacto (74).
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La muestra a analizar debe de ser diluida de tal forma que las concentraciones de componentes
de FOS caigan dentro del rango de la curva de calibracién, seguido de centrifugacion vy filtrado
(75). Posteriormente se inyectan las muestras en el equipo, el cual es programado con un
gradiente de elucion determinado. Una solucion acuosa conocida como fase movil lleva la
muestra hacia a la columna de cromatografia que contiene un analito en fase estacionaria, este
es tipicamente una resina o matriz de gel que consiste en agarosa o celulosa cargada (aniones
0 cationes) en el caso de la resina de intercambio catidonico (76). Las moléculas de interés son
conservadas en la fase estacionaria y detectadas por conductividad o por absorcién de luz UV
(77). Las sefnales detectadas de cada molécula analizada, asi como de los estandares de la
curva de calibracién son traducidos en picos con amplitudes distintas que son sujetos a

comparacion (75).

Se ha demostrado la efectividad de este equipo en la separacion con picos individuales de
fructanos tipo inulina y la separacion de fructo oligosacaridos. Sin embargo, muestra debilidades
en la caracterizacion de fructanos con un DP>10, si no se tienen las condiciones correctas
programadas en el equipo. Si comparamos los tiempos de elucion de los perfiles de inulina se
puede obtener una aproximacion del DP vy polidispersidad (78). Otra inconveniencia que nos
enfrentamos en esta técnica es que podemos encontrar en los resultados desviaciones estandar

elevadas, cuando la muestra tiene alto contenido de azlcares, maltodextrinas y/o almidon (79).
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FIGURA 2. 9 EQUIPO DE CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO.

2.12.4 CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION DE ALTA RESOLUCION (HP SEC)

La cromatografia de exclusion de pesos moleculares es una de las técnicas analiticas mas
recientes empleadas para la caracterizacion de polimeros, ya que permite obtener una
distribuciéon completa de pesos moleculares de la muestra (17), mediante la construccion de
curvas de distribucion de pesos moleculares de moléculas estandares conocidas (3). HP SEC
esta basado en la exclusion de tamafios dependiendo del volumen hidrodindmico de las
moléculas. El sistema de deteccion de sefiales utiliza un detector de indice de refraccién

universal y mas comun (80).

El método también es conocido como filtracion en gel o de tamiz molecular porque contiene una
columna porosa de gel; cuyas particulas son de un material esponjoso hidratado, con un tamafio
de poro determinado (81) y es cominmente empleada para la separacién de acidos nucleicos,
proteinas y polimeros sintéticos (48), donde se han identificado pesos moleculares grandes con

DP >12 (82). SEC es una técnica poderosa para obtener el perfil completo de los polimeros de
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interés y generalmente tiene una alta precision para polimeros ramificados regulares pero

disminuye en la caracterizacion de fructanos ramificados aleatoriamente (83).

Actualmente ha cobrado relevancia como método de implementacion para determinar la
distribuciéon de tamafios en fructanos de agave comerciales (82), debido a que permite conocer
los pardametros requeridos en la Norma Oficial Mexicana relativa a los productos derivados de
los fructanos de agave; como es el grado de polimerizacion promedio en nimero y peso (Diario
Oficial de la Federacion, 2016).

2.12.4.1 MECANISMO DE LA SEPARACION

El fundamento de separacién de SEC se basa en el principio de exclusion molecular,
dependiendo del radio molecular hidrodinamico de la molécula. (84). Cuando una mezcla de
moléculas de distinto tamafio pasa a través de la columna de filtracién en gel; aquellas

moléculas con un tamafio mayor que el diametro de los poros de las particulas de gel; pasaran
sin retencion a través de la fase estacionaria en un volumen de elucion inter-particula Vg y por

lo tanto, su descenso sera mas rapido (14) En cambio aquellas moléculas de tamafio intermedio
seran capaces de penetrar en las particulas de la columna tan rdpido como su tamafio les

permite. Por otro lado, las moléculas mas pequefias, junto con las del solvente pasan por todos
los poros sin sufrir separacion y eluyen en el volumen de permeacion total V¢ (Figura 2.10),
gue representa el volumen vacio y total de la columna (85). Y el volumen disponible en los
poros Vi [6] puede ser determinado Vg — Vo , es decir el volumen total de la columna

restado al volumen vacio(82). Por lo tanto, las moléculas eluyen en este tipo de cromatografia

por orden decreciente de tamafio molecular (86).
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FIGURA 2. 10 MECANISMO DE SEPARACION DE LA CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION
MOLECULAR. METODOS CORMATOGRAFICOS EMPLEADO POR PRIMERA VEZ, MIKHAIL
TSWETT, 1906

Es posible conocer el volumen de elucion de cada compuesto V [7] esta dado por la suma del
volumen vacio y el coeficiente de particion K ,,, [8] de cada estandar utilizado en la construccion

de la curva de calibracion. Donde K, es el coeficiente de distribucion del soluto en el relleno

de gel. Tiene una relacién lineal con el logaritmo de peso molecular de los estandares, en un

rango de 180 a 5000 Da.

7] Ve =Vo+ K,,V;
Ve =V

[8] Kav - e 0 (Herrera Soberanis, 2016)
VT—VO

Antes de someter las muestras a analisis mediante SEC se deben tener en cuenta algunos

requisitos previos importantes para un buen resultado: disolucién completa, sin adsorcién en
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fase estacionaria, sin degradacion y una concentracién de inyeccién adecuada (83). La
solubilidad del polimero en soluciébn es un pre requisito para su buena separacion y
caracterizacion en SEC, ya que de esto dependera la migracion del soluto dentro de la fase

movil. Especialmente para las moléculas ramificadas, como almidén y poliolefinas (83).

2.12.4.2 FASE ESTACIONARIA

La cromatografia para llevarse a cabo se realiza en dos fases: estacionaria y movil. La fase
estacionaria es aquel solido que se encuentra fijo dentro de una columna de acero inoxidable;
compuesto de un gel semirrigido, en el caso de HP SEC y consiste en largos polimeros
hidroxilados reticulados entrecruzados que forman una red tridimensional porosa permanente y
estable, lo cual determina el recorrido que deberan hacer las moléculas que seran arrastradas
por la fase movil dentro de la columna (87). Cabe destacar que no existe interaccion quimica

del analito con la fase estacionaria ni con la movil (88).

2.12.4.3 COLUMNA HP SEC

La columna es el corazén de los procesos SEC porque determina la separacién del polimero en
sus fracciones especificas de peso molecular (89). Las columnas para SEC habitualmente son
mucho mas grandes que las utilizadas para otros tipos de cromatografia y funcionan con
velocidades de flujo relativamente bajas. Las dimensiones estandar de las columnas para SEC
son 7,8 x 300 mm, trabajan con hasta un flujo de 1 ml/min; trabajan a velocidades lineales 2-3
veces superiores que la cromatografia convencional y utilizan detector de indice de refraccion
(IR) (Technologies, Agilent).

Es posible utilizar distintos tipos de columnas para realizar una cromatografia de exclusion,
dependiendo de las biomoléculas a analizar y su fin. Las mas utilizadas para la caracterizacion
de oligosacaridos son las columnas Waters Ultrahydrogel DP de gel compatible con agua para
el analisis y separaciones preparativas de polimeros solubles en agua (Technologies, Agilent)
(Waters, 2015).

Entre los compuestos que son caracterizados con este tipo de columna estan oligébmeros y
sustancias bioldgicas tales como polisacaridos, acidos nucleicos, proteinas y péptidos. A
continuacién, se enlistan las caracteristicas que proporciona esta columna: alta resolucion, baja
adsorcion, una amplia gama de separaciones de peso molecular, estabilidad en un rango de pH
de 2 a 12 y un rango de temperatura de 10 °C a 80 °C (Waters, 2015) (90). El almacenamiento
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en corto y largo plazo de la columna no requiere buffers, el solvente utilizado debe ser

reemplazado por agua destilada y almacenar a temperatura ambiente (Waters, 2015).
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FIGURA 2. 11 COLUMNA ULTRAHYDROGEL DE
CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MARCA
WATERS. FUENTE PROPIA, CIATEJ
ZAPOPAN.,

2.12.4.4 COLUMNA GUARDA

Las columnas propias de SEC requieren de una columna guarda acompafando a la columna
de gel durante el andlisis, ya que eliminaran y / o filtrardn muchas impurezas encontradas en
muestras solubles tales como sacéridos, péptidos e hidrolizados que podrian adsorberse
irreversiblemente en la columna de Ultrahydrogel. También se utilizan de proteccion para
eliminar particulas y componentes de muestra retenidos y que a Ultima instancia afectaran la
vida de la columna (91). Sin embargo, las columnas de proteccion tienen una capacidad finita

de filtracién de impurezas (Waters, 2015).
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2.12.4.5 FASE MOVIL

Se le llama fase moévil en cromatografia a aquella que se mueve en una direccion definida.
Puede ser un liquido, un gas o un fluido supercritico, dependiendo del tipo de cromatografia
empleada. La caracteristica principal del eluyente empleado como fase movil es que debe
arrastrar los diferentes componentes, sin interaccionar con la muestra ni con la fase estacionaria
(88). Por tanto, la muestra debe ser soluble en la fase movil para evitar interferencias en los
resultados (88). En HP SEC con columnas Ultrahydrogel la fase mévil es un disolvente liquido
y son fisica y quimicamente estables en mezclas ordinarias de solventes organicos solubles en
agua. Las soluciones acuosas de metanol, etanol, acetonitrilo, &cido férmico y dimetilsulféxido

también proporcionan separaciones confiables (Waters, 2015).

A pesar de que en HP SEC la resolucion no depende exclusivamente de la naturaleza de la fase
movil, las diferentes fases madviles y sus caracteristicas pueden afectar el orden de elucion
debido a los cambios del tamafio de la molécula en disolucién (radio hidrodinamico) (92). Con
el fin de tener una buena separacion y resolucién del polimero a analizar es necesario que la
fase movil cumpla con ciertos requisitos: debe ser un buen solvente para el polimero, no
presentar soluciones de polimeros demasiados viscosas y evitar fendmenos de retencion en la
superficie de relleno de la columna (13). También se puede optimizar la separacién aumentando
o reduciendo la fuerza iénica de la fase movil; por ejemplo, ajustando el pH o con un cambio de

temperatura (Technologies, Agilent).

Los eluyentes mas comunes empleados en la cromatografia de exclusion se enlistan en la Tabla
2.1.

TABLA 2. 1. ELUYENTES MAS COMUNES EN CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION (1).

ELUYENTE uso
1,2,4 triclorobenceno Poliofelinas
Tolueno Cauchos y elastémeros
Cloroformo Siliconas, resinas epoxi
Agua Polimeros bioldgicos, gelatina, poliacrilatos

polidextranos, poliglicoles, poliacrilamida,

pulpa de papel, polisacaridos.

Ademas de la influencia que ejerce el eluyente en la separacion de las moléculas, existen otros

factores més importantes que pueden ejercer mayor fuerza en la correcta separacion de las
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mismas, por ejemplo: longitud de la columna; de acuerdo a mayor longitud aumentara el éxito
de la separacion (13), flujo; la velocidad de flujo determina el tiempo de separacion y puede
afectar significativamente la resolucion y la eficiencia. La resolucion suele ser mas alta a

velocidades de flujo mas lentas (90), entre otros aspectos a consideracion.

2.13 FRUCTANOS DE AGAVE COMO MATERIA PRIMA'Y PRODUCTOS

Recientemente ha aumentado la demanda de fructanos de agave; por ejemplo, las inulinas en
las industrias alimenticias principalmente. Les han dado utilidades como sustitutos de
endulzantes artificiales, espesantes, texturizantes, como fibra para consumo humano y animal,
etc. El campo de aplicacion de los fructanos de agave es bastante amplio no sélo para mejorar
la funcionalidad del alimento, sino como para impartir caracteristicas que mejoren la salud de
los consumidores (17). Surge el interés de la aplicacién de inulinas provenientes de diferentes
especies de agave debido a sus propiedades prebibticas, es decir compuestos que el organismo
no puede digerir, pero que tienen un efecto positivo en la composicion de la microbiota en el
tracto gastrointestinal brindando beneficios en la salud del huésped (93). Estos carbohidratos
que ya han sido estudiados ampliamente tanto en modelos animales como humanos
demostraron cumplir los requisitos de prebiéticos y actualmente en México ya existen en el
mercado diversas marcas comerciales de productos de fructanos nativos de Agave tequilana
weber var. azul que son los Unicos fructanos comercializados hasta el momento. Los principales
productos son mieles y jarabes (94); estevia con fructanos de agave, panes enriquecidos con
fructanos de Agave angustifolia (95); una gran variedad de presentaciones de fructanos de
agave en polvo para uso como fibra dietética de la marca Olifructin y una linea de batidos en
polvo de sabores, adicionados con fructanos (17). Estudios han comprobado la eficacia de
inulinas hidrolizadas como sustitutos de grasas para la elaboracién de productos lacteos,

especialmente de helados (96).

También se han evaluado fructanos con distinto DP en formulaciones de productos alimenticios
como agentes protectores de compuestos termolabiles; por ejemplo, el grupo de Rodriguez
Furlan et. al (2014) evaluaron fructanos nativos de agave con alto e intermedio DP como
agentes lipo protectores de la proteina de plasma de bovino para evitar la desnaturalizacion de
la proteina durante su proceso de secado y almacenamiento (97). Entre varios ejemplos
actuales, el campo de aplicacion de los fructanos de agaves es bastante amplio y prometedor

para las industrias alimenticias. Diversos estudios e investigaciones en México y en el mundo
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estdn en marcha para la elaboracién de nuevos productos derivados de estos prometedores
carbohidratos (98).

2.14 NORMATIVIDAD DE LOS FRUCTANOS DE AGAVE

Al ser el agave una planta de reconocimiento mundial debido a sus diversas utilidades para la
produccién de azlcares y fibras; como es el caso de los fructanos nativos de la planta,
considerados exclusivamente de agave dependiendo de su perfil 0 grado de polimerizacion, los
productores, distribuidores y comercializadores del producto han incrementado. Por ello, es
conveniente definir sus caracteristicas fisicoquimicas y contrastarlas con las de otros productos
que no provienen del agave y por ende que no cuentan con las mismas caracteristicas (Diario
Oficial de la Federacidn, 2016). Los fructanos de agave se identifican por sus caracteristicas
fisicoquimicas particulares las cuales estan sujetas a métodos de prueba, con el objetivo de
medirlas y evaluarlas a través de una Norma Oficial Mexicana; lo anterior hace posible cerciorar
la naturaleza del producto con los estandares adecuados de calidad, sanidad, inocuidad,
trazabilidad, etiquetado, etc., para asegurar no cause un riesgo a la salud de los consumidores.
Con base al proyecto de Norma Oficial Mexicana NOM-002-SAGARPA-2016, los fructanos de
agave y FOS de agave deben cumplir las especificaciones reportadas en las Tabla 2.2 y 2.3.
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TABLA 2. 2 ESPECIFICACIONES FISICOQUIMICAS DE FRUCTANOS NATIVOS DE AGAVE (BASE SECA).

PARAMETRO VALOR VALOR EXPRESADO
MINIMO MAXIMO EN UNIDADES
Humedad -- 5 %
Ph 5 7 unidades de pH
Cenizas -- 1 %
Sacarosa/ difructosa 0.3 5 %
Glucosa 1,5 6 %
Fructosa 3 9 %
Fructanos nativos de agave 85 -- %
Manitol -- 0.15 %
Otros Azucares propios del -- 0.1 %
Agave
Carbohidratos (incluyendo No No -

azucares) no propios del agave se permite se permite

Hidroximetil Furfural -- 0.7 %

Enlaces glucésidos tipo B-2,1 20 40 %
como B-2,6 (unidades de
fructosaterminal)

Enlaces glucdsidos tipo B-2,1 10 20 %
como B-2,6 (unidades de
fructosa ramificada)

PARA FOS DE AGAVE

DPw 3 a 10 50 -- %
Humedad -- 5 %
pH 5 7 unidades de pH
Cenizas -- 1 %
Sacarosa/difructosa 0.3 5 %
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Glucosa

Fructosa

Fructanos nativos de agave
Manitol
Otros azucares propios del

agave

Carbohidratos (incluyendo
azlcares) no propios del agave

Hidroximetil Furfural

(Diario Oficial de la Federacion, 2016)

15 6

3 9
70 -
-- 0.15
-- 0.1
No se No se
permite permite
-- 0.7

%

%

%

%

%

%

TABLA 2. 3 LIMITES MICROBIOLOGICOS PARA FRUCTANOS Y FOS NATIVOS DE AGAVE.

PARAMETRO

Mohos y Levadura

Recuento total de
microorganismos mesofilicos
aerobios

Coliformes fecales
E.Coli

Salmonella Ssp
Staphylococcos

(Diario Oficial de la Federacion, 2016)

LIMITES
PERMISIBLES

Méaximo 100 UFC/g

2,500 UFC/g Max.

10 UFC/g Max.
Negativo
Negativo
Negativo
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CAPITULO 3

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 AREA DE MUESTREO Y SELECCION DE AGAVES

Los municipios del estado de Guanajuato que no sé6lo desean obtener la denominacion de origen
del mezcal sino también explorar el potencial de sus agaves para la produccion de productos
derivados del agave son los siguientes: Atarjea, San Diego de la Unién, Comonfort, San Luis de
la Paz, Doctor Mora, Victoria, Santa Catarina, Dolores Hidalgo, Tierra Blanca, Ocampo,
Comonfort, San Miguel de Allende, Xichu, San Felipe (Figura 3.1).

La seleccién de las plantas de agave fue de manera aleatoria; de plantas silvestres en cada
municipio, con excepcion de San Luis de la Paz donde las muestras pertenecian a plantaciones
de agaves comerciales. En el municipio de Doctor Mora y Victoria, las plantas se seleccionaron

en una zona que se encontraba entre ambos municipios, representado como DM-V.

Se tuvo como referencia morfolégica que fueran plantas no mayores a seis afios. Sin embargo,
no se puede aseverar con exactitud la edad y especie de la planta. La muestra se recolecto
cortando partes de la base de la hoja de la planta de maguey. Posteriormente se almacenaron

en crudo a 4°C hasta su procesamiento.
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FIGURA 3. 1 ZONAS DE MUESTREO DE AGAVES EN EL ESTADO DE GUANAJUATO. NUMEROS
IDENTIFICADORES: 022 OcAMPO, 029 SAN DIEGO DE LA UNION, 033 SAN Luis DE LA PAZ, 043 VICTORIA, 013 DOCTOR MORA,
006 ATARJEA, 034 SANTA CATARINA, 040 TIERRA BLANCA, 014 DoLORES HIDALGO, 009 CoMONFORT, 030 SAN FELIPE, 045
XICHU. 003 SAN MIGUEL DE ALLENDE.

3.2 PREPARACION DE LAS MUESTRAS
3.2.1 EXTRACCION DE JUGOS CONCENTRADOS DE AGAVE CRUDO

La pifia, hojas y tallos del agave; pueden ser procesados tanto cocido como crudo, ya sea
para la extraccion de azlcares para la fermentacion, hidrélisis de fructanos u otro proceso
para realizar productos derivados. En este trabajo se utilizaron las muestras en crudo para
evitar hidrolizar o separar los fructanos con las altas temperaturas de coccion. La Figura

3.2 muestra un diagrama de la metodologia empleada en el proyecto:
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1. 2. 3.
Recepciony Extraccion de Procesamiento y
preparacion del carbohidratos analisis del jugo
material bioldgico. solubles en agua. obtenido

" Caracterizacién 5'Conservacic’)n de Anélisis de azlcares
fisicoquimica de muestras mediante por métodos
fructanos mediante secado por guimicos en muestra
HPSEC aspersion. liquida.

7. 8.
Determinacién de
azlcares mediante Anélisis de datos.
HPLC

FIGURA 3. 2 DIAGRAMA DE LA METODOLOGIA APLICADA.

Todas las muestras de diferentes tamafios fueron pesadas antes y después de remover la
corteza de la hoja con un cuchillo (Figura 3.3). Posteriormente se procedio6 a picar en cuadros
y rectangulos regulares y pequefios cada muestra por separado y limpiando los instrumentos
en cada una.

FIGURA 3. 3 MUESTRAS DE AGAVE DEL MUNICIPIO SAN LUIS DE LA PAZ CON
CORTEZA VERDE Y SIN CORTEZA. BASE DE LA HOJA DE AGAVE CRUDO. FUENTE
PROPIA.
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3.3 OBTENCION DE CARBOHIDRATOS SOLUBLES E INACTIVACION DE
ENZIMAS

Debido a que el agave presenta una estructura sumamente fibrosa y dura, el método més
viable para la extraccién de fructanos en muestras crudas, es usando maquinarias de
presion. Por lo tanto, las muestras previamente picadas fueron sometidas a presion en una
prensa hidraulica marca Carver, con una capacidad de presién de 20 toneladas (Figura 3.4
A). Recuperando el jugo concentrado en tubos de centrifuga de 50 mL y en recipientes de
500 mL, se utilizaron entre 20 y 30 mL de agua destilada para enjuagar lo sobrante dentro
de la prensa. Los jugos mostraron variaciones colorimétricas entre muestras, que iban de
marrones claros a oscuros y tonalidades blanquecinas o transparentes. El bagazo fue

desechado.

Una vez recuperado el liquido del agave, se midieron los grados Brix o la cantidad de sélidos

solubles en agua, haciendo uso de un refractometro de bolsillo marca ATAGO.

Los extractos se sometieron a congelacion de -80°C si no eran utilizados en las préximas

24 horas y descongelados a bafio Maria.

Para obtener un liquido sin presencia de sélidos, los jugos obtenidos se centrifugaron a
condiciones de 4,000 rpm, 10 minutos a 4° C. Se recolectd el sobrenadante y se repitio
centrifugacion en caso de observar particulas solidas en el liquido. Se volvieron a medir los

carbohidratos solubles después del centrifugado.
Una vez centrifugado el liquido se sometié a calentamiento con agitacion en una plancha

IKA a 800 rpm a una temperatura de 70° C, durante una hora (Figura 3.4). Con el objetivo

de inactivar enzimas que pudieran hidrolizar los fructanos o alterar sus propiedades.
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FIGURA 3. 4 PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION DE JUGOS
E INACTIVACION DE ENZIMAS. A) PRENSA DE AGAVE. B)
PLANCHA IKA CON MUESTRAS EN PROCESAMIENTO.
FUENTE PROPIA CIATEJ ZAPOPAN.

Posteriormente se repitié la centrifugacion de los extractos previamente calentados, se

recolect6 el sobrenadante y se almacenaron a -80°C hasta volverlos a utilizar.

3.4 CONTENIDO DE AZUCARES POR METODOS FOTOCOLORIMETRICOS

3.4.1 CURVA DE CALIBRACION Y ANALISIS DE AZUCARES REDUCTORES
POR EL METODO MILLER.

Se elaboré una curva patron para poder calcular la concentracion de los azlcares
reductores de nuestras muestras. Se utilizd glucosa como estandar. Primeramente, se

preparé el acido 3,5-dinitrosalicilico los reactivos se enlistan en la Tabla 3.1.
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TABLA 3. 1 SOLUCIONES Y REACTIVOS METODO DNS

REACTIVO CANTIDAD
NaOH 10 g/L
Tartrato de Nay K 200 g/L
Metabisulfito de Na 0.5¢g/L
Fenol 2g/L
Acido 3,5-dinitrosalisilico 10 g/L

Disolver 10 g/L de NaOH en 600 ml de agua.
Agregar el metabisulfito de sodio.
Agregar en agitacion y lentamente el &cido 3,5-dinitrosalisilico.

P w D P

Aforar la solucién a un litro.

La curva de calibracién se realizé con un stock de glucosa en una concentracién de 2 g/L. La
glucosa fue secada previamente en el horno a 35° C. Se pes6 exactamente 0.2 g de glucosa y
se diluy6 en 100 mL de agua destilada en un matraz aforado. De la solucién stock se hicieron

diluciones con concentraciones de 0.2-2 g/L, las cantidades se reportan en la Tabla 3.2.

TABLA 3. 2 SOLUCIONES DE GLUCOSA PARA CURVA DE CALIBRACION

DNS
mL DE GLUCOSA mL DE AGUA [GLUCOSA g/L]

0 1 0
0.2 0.8 0.4
0.4 0.6 0.8
0.6 0.4 1.2
0.8 0.2 1.6

1 0 2

Una vez hechas las diluciones se siguio el protocolo Miller (59), en la Figura 3.5 se muestra el

protocolo empleado.
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Adicionar en un tubo de
1.5 mL, 100uL de
muestra previamente

Colocar a ebulliciéon
(bafio Maria) 10 minutos

Agregar 100puL de

" reactivo y agitar en . .
centrifugada vortex varios segundos y enfriar en hielo por 5

(concentréa}ﬁi)én de 0-2 minutos

Lectura de absorbancia
en espectrofotometro Cargar 200uL en una Adicionar 800uL de agua
(Bio-Rad 680XR) a 540 microplaca, por destiladay agitar en
nm duplicado vortex
(Figura 3.6)

FIGURA 3. 5 PROTOCOLO MILLER (2), DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES.

Se promediaron las absorbancias del duplicado para cada concentracion y se realiz6 una
gréfica con regresion lineal. La cual se utiliz6 para estimar el contenido de azUcares

reductores del jugo crudo de agave.

La concentracion de los azlcares reductores totales liberados en la muestra se determind
haciendo una interpolacion con la curva patrén del azlcar utilizado, graficando la

absorbancia en funcién de la concentracion.

Una vez construida la curva patrén, las muestras de jugo de agave previamente diluidas
(2:10, 1:100 y 1:100) fueron sometidas al reactivo acido 3, 5-dinitrosalicilico (DNS) siguiendo
el protocolo (Figura 3.5). Se tomaron lecturas de la absorbancia a 540 nm en un

espectrofotdbmetro marca Bio-Rad 680 XR (Figura 3.6).
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FIGURA 3. 6 ESPECTROFOTOMETRO BI10-RAD LECTURA DE
MICROPLACA CON MUESTRA Y REACCION DNS. FUENTE: YARITZA
LoPEzZ, CIATEJ ZAPOPAN.

Ahora bien, para calcular la concentracion de azlcares en las muestras se utilizo la ecuacion

obtenida en la regresion lineal y la absorbancia dada.

3.4.2 CURVA DE CALIBRACION Y ANALISIS DE AZUCARES TOTALES

Con el mismo objetivo de cuantificar correctamente la concentracion de azucares
reductores, se construyé una curva de calibracion para el andlisis de contenido de azlicares
totales en jugo crudo de agave. En este caso se utilizé sacarosa como muestra. Se preparé
el reactivo con 200 mg de antrona en 100 ml de H2SOA4.

La curva de calibracion se realizé con un stock de sacarosa en una concentracion de 0.2
g/L. La sacarosa se sec6 previamente en el horno a 35° C. Se peso aproximadamente 0.02
g de sacarosa y se diluy6 en 100 mL de agua destilada en un matraz aforado. De la solucién
stock se hicieron diluciones con concentraciones de 0.04-0.2 g/L, las cantidades se reportan
en la Tabla 3.3.
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TABLA 3. 3 SOLUCIONES DE SACAROSA PARA
CURVA DE CALIBRACION ANTRONA.,

mL STOCK mL DE AGUA [SACAROSA

SACAROSA g/L]
0 1 0

0.2 0.8 0.04

0.4 0.6 0.08

0.6 0.4 0.12

0.8 0.2 0.16

1 0 0.2

Una vez hechas las diluciones se sigui6 el protocolo, la Figura 3.7 muestra un diagrama del

proceso:

Adicionar en un tubo de
1.5 mL 100uL de Agregar 200uL de
muestra previamente reactivo y agitar en
centrifugada vortex varios segundos
(concentracion0-0.2 g/L)

Colocar a ebullicion
(bafio Maria) 10 minutos
y enfriar en hielo por 5
minutos

Lectura de absorbancia
en espectrofotémetro

(Bio-Rad 680XR) a 620 Cargar 200uL en una
nm microplaca

(Figura 3.6)

FIGURA 3. 7 PROTOCOLO DE REACCION FOTO COLORIMETRICA, DETERMINACION DE AZUCARES
TOTALES.

Se promediaron las absorbancias del duplicado para cada concentracion y se realizd una
grafica con regresion lineal. La cual se utilizé para estimar el contenido de azlcares totales

del jugo crudo de agave.
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La concentracion de los azlcares totales liberados en la muestra se determind haciendo
una interpolacion con la curva patron del azlcar utilizado, graficando la absorbancia en

funcion de la concentracion.

Una vez construida la curva patrén, las muestras de jugo de agave previamente diluidas
(1:10 y 1:100) fueron sometidas al reactivo antrona siguiendo el protocolo (Figura 3.7). Se
tomaron lecturas de la absorbancia a 540 nm en un espectrofotometro marca Bio-Rad 680
XR (Figura 3.6).

Ahora bien, para calcular la concentracion de azlcares en las muestras se utilizo la ecuacion
obtenida en la regresion. Se multiplicé la ecuacion por la absorbancia obtenida en cada

lectura y después por el factor de dilucion de cada una.

3.5 SECADO POR ASPERSION

Posterior a la inactivacion enzimatica, todas las muestras fueron pasadas a través de un
filtro de poros angostos de 80 micras y después a través de una tela delgada sintética donde
se quedaron la mayor parte de los residuos no visibles. Antes de colocar los extractos de
jugo de agave, se estabilizd el secador con las condiciones 6ptimas segun el grupo de
trabajo en CIATEJ: presion de 0.2 MPa, velocidad de bombeo en 2, aire de 6 unidades,
temperatura de entrada de 150° C y de salida 60° C, con agua destilada estéril como
muestra, alrededor de 10 minutos.

El jugo se hizo pasar por un secador por aspersion marca Yamato modelo ADL311S (Figura
3.8 A) que cuenta con las siguientes caracteristicas: secado con temperaturas de 40 a 220°
C, con una dimension de poro de 10 a 40 micras, evaporacion 1300 mL/h, flujo de la muestra
liguida maxima 28 mL/h inyector de rocio para liquido y aire; con dimensiones 580 mm por
420 mm de radio y 1075 mm de alto. Necesita vidrieria GF300, con una fuente de poder

220V. Para su funcionamiento requiere adicionalmente aire comprimido.

Las primeras tres muestras correspondientes a los estados de Ocampo y Dolores Hidalgo
se pasaron en jugo concentrado sin dilucién alguna, pero debido al tamafio de particulas
que el aspersor puede secar y procesar, hubo un taponamiento constante; por lo que las
muestras restantes se diluyeron con agua destilada al 50%. El tiempo de secado vari6

mucho entre muestras, por el diferente volumen de cada una.
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Un polvo fino blanquecino fue pasado a través del sistema de ciclones y recolectado en el
fondo de un recipiente, donde se tomd la muestra (Figura 3.8 B). Dentro del segundo ciclén
de cristal quedaba material adherido a las paredes, por lo que la recuperaciéon no fue del
100%. Posteriormente el polvo recuperado con espatula fue guardado en tubos de
centrifuga de 50 mL y almacenado en una cdmara de desecacion con 50 % de humedad

para después ser analizado.

FIGURA 3. 8 SECADO POR ASPERSION EN EQUIPO ADL311S. A) SISTEMA
SECADO POR SPRAY CON MUESTRA. B) SISTEMA DE CICLONES Y
ALMACENAMIENTO DE MATERIAL SECADO. FUENTE PROPIA, CIATEJ

ZAPOPAN.
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3.6 ANALISIS DE DISTRIBUCION DE FRUCTANOS MEDIANTE HP-SEC

3.6.1 PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras pulverizadas se solubilizaron en agua por duplicados en matraces aforados
de 5y 10 mL, a una concentracion aproximada de 25 g/L de azUlcares/fructano. Se pesaron
aproximadamente 0.125 g de jugo pulverizado de agave dentro del matraz aforado de 5 mL
y 0.25 g en el duplicado de 10 mL (Tabla 3.4). Se afor6 cada uno con agua destilada hasta
50 10 mL, segun correspondio y se mezclo6 vigorosamente hasta diluir el polvo. La solucion
se tomo con una jeringa y se filtr6 en una membrana de polietersulfona (PES) de 0.45 pum,
filtro de jeringa con didmetro de 15 mm (Agilent, CA, USA). Y la solucién filtrada se coloco

en viales de 1.5 ml.

Las muestras con numero identificador 3.1, 3.2 ,4.4 y 6.2.2 no resultaron con buena cantidad
de polvo seco, por lo que no se realizé duplicado. Y algunas otras no se pudieron secar
correctamente por lo que se proceso el jugo de agave liquido concentrado y en dilucién con

agua destilada en proporcion 1:2.

TABLA 3. 4 TABLA 3.4. CANTIDADES DE POLVO
UTILIZADO EN DILUCIONES PARA HP SEC. SD: SIN
DILUCION, JC: JUGO CONCENTRADO, JD: JUGO DILUIDO.

MUESTRA POLVO PARA POLVO PARA
MATRAZ DE MATRAZ DE

5mL 10 mL
()] ()]
1.1 0.1222 0.2605
1.2 0.1254 0.2121
2.1 0.1226 SD
2.2 0.1297 0.2648
2.3 0.1294 0.279
3.1 0.1367 SD
3.2 0.082 SD
4.1 0.1307 0.2556
4.2 0.1309 0.2663
4.3 0.1293 0.2516
4.4 0.1215 SD
51 0.1286 0.2598
6.1.1 0.1292 0.2629
6.1.2 0.1336 0.2635
6.2.1 0.1359 0.2534
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6.2.2 0.1271 0.2607

7.1 0.1457 0.2503
7.2 0.1314 0.2435
8.1 JC JD
8.2 0.1351 0.2587
8.3 0.1253 0.2682
9 JC JD
9.2 JC JD
9.3 JC JD
10.1 JC JD
10.2 0.1329 0.2511
10.3 0.079 SD
111 0.127 0.2507
11.2 0.1265 0.2639
11.3 0.1346 0.2428
121 0.1297 0.256
12.2 JC JD
12.3 0.1269 0.2633
13 0.1299 0.2651
14 0.1265 0.257

3.6.2 EQUIPO, COLUMNA'Y CONDICIONES

Para detectar y cuantificar polisacaridos de fructosa se utilizé el sistema HP SEC. Haciendo
uso de un cromatégrafo liquido de alta resolucién marca Waters modelo €2695 (Figura 3.9)
y el detector de indice de refraccion. Como fase estacionaria se us6 una columna
Ultrahydrogel DP (7,8 mm d.i. x 300 mm, Waters, Milford, MA, EE. UU.) Con un limite de
exclusién de tamafio de 5000 Da.

El volumen de la muestra inyectada fue de 50 pL (con el inyector completamente lleno). La
fase movil se prepar6 con agua tri destilada y filtrada en una membrana de polietersulfona
(PES) de 0.45 um y se ajust6 el pH 4.5-5. Se limpio el equipo antes de instalar la columna
con acida de sodio y se purgo en seco y en liquido. Posteriormente se dejé equilibrando la

columna por aproximadamente 3 horas. Las condiciones que se utilizaron son las siguientes:

e Bomba A, 100% agua tridestilada pH= 4.5.

e Fase movil a un flujo: 0.36 mL/min

e Temperatura de la columna a 61.7° C. Estos parametros se verificaron y
programaron en el apartado del
software, al iniciar un nuevo
proyecto en “la lista de muestras”

e Temperatura del detector IR: 50° C
e Tiempo de corrida: 32 min

e Inyeccion: 20 pL
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FIGURA 3. 9 CROMATOGRAFO LiQUIDO DE ALTA RESOLUCION WATERS E2695, CIATEJ
ZAPOPAN. FUENTE PROPIA

3.6.3 CURVA DE CALIBRACION Y METODO DE INTEGRACION

Gracias al trabajo previo del grupo de Moreno Vilet (12) en CIATEJ Zapopan, se
determinaron los siguientes reactivos como estandares con diferentes pesos moleculares y
distintos DP. Bajo las condiciones optimizadas del equipo reportadas por Moreno-Vilet et. al
(2017) se registro el tiempo de retencion en la columna SEC de cada uno (Tabla 3.5) (12).
Estos datos sirvieron para la construccion de una curva de calibracion (Figura 3.10) la cual
fue utilizada para integrar el area bajo la curva descrita en el cromatograma por las muestras

de agave de los estados de Guanajuato que fueron procesadas.

Para la construccion de la curva; primeramente, se calcularon el (Kav) de cada uno de los
estandares con la ecuacion [1] el cual esta relacionado linealmente con el logaritmo del peso

molecular (Herrera Soberanis, 2016).

1] Kav=WVe—-Vo)/(Vt—Vo)

Donde Ve es el volumen de elucion para cada soluto, VO y VT son el vacio y el volumen

total de la columna, respectivamente.
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La curva se obtuvo graficando el coeficiente de particién (Kav) contra el logaritmo del peso
molecular y se evaluo su linealidad con el coeficiente de correlacion, el cual debe ser mayor
a 0.99 (Herrera Soberanis, 2016). Este parametro es generalmente utilizado en lugar del

tiempo de retencién en las curvas de calibracion porque no depende de la columna utilizada.

TABLA 3. 5.REACTIVOS ESTANDARES
Y SU TIEMPO DE RETENCION EN HP

SEC.

ESTANDAR TR
Dextran 12000 16.783
Da
Dextran 5000 18.207
Da
DP7 22.562
DP6 23.053
DP5 23.644
Nystosa 24.280
1-Kestosa 25.25
Sacaraosa 26.856
Fructosa 28.637

Herrera Soberanis 2016

0.9 -

0.8 - y =-0.4813x + 1.8615
0.7 4 R2=0.9971

0.6 -
.05 -
X0.4

0.3 -

0.2 -

0.1 A

0.0 T T T
2 2.5 3 35 4

Log MW

FIGURA 3. 10 CURVA DE CALIBRACION DE REACTIVOS ESTANDARES.
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Gracias a los parametros calculados de esta curva de calibracion fue posible estimar los
pesos moleculares promedio desconocidos de las muestras de agave del estado de
Guanajuato. En base al método implementado por Herrera Soberanis en el 2016 del grupo
Moreno Vilet, CIATEJ Zapopan.

En primer lugar, se realiz6é una tabla de integracion, donde se calcul6 el tiempo de retencion
(TR) para cada grado de polimerizacion teérico de los fructanos. (A partir de los parametros
de la ecuacién de Kav y la curva de calibracion). Para cada cromatograma obtenido de HP
SEC, se calcul6 el area bajo la curva integrando automaticamente en el equipo para el
tiempo correspondiente a cada DP. Se obtuvo el area bajo la curva en cada pico especifico
a un tiempo de retencion y se calculd el porcentaje de &rea relativo para cada grado de
polimerizacién, el cual esta directamente relacionado con la cantidad de moléculas en los
fructanos. En base a las cifras obtenidas del area de cada TR, se calcularon los parametros
de peso molecular promedio en nimero Mn [2], peso molecular promedio en peso Mw [3],
indice de polidispersidad (IP) [4], asi como el grado de polimerizacion promedio en numero
(DPn) y grado de polimerizacidon promedio en peso (DPw) [5] para cada muestra por

duplicado. Todos los datos obtenidos se vaciaron en una tabla de Excel.

Finalmente se elabord un histograma de distribucién de tamafios para cada grado de

polimerizacion.

3.7 CUANTIFICACION DE AZUCARES MEDIANTE HPLC

Se cuantificé el contenido de glucosa (G), fructosa (F) y sacarosa (S) de las muestras
previamente utilizadas vy filtradas en HP SEC. Con una concentracién de 25-30 g/L. Se
empled un equipo HPLC marca Waters modelo 2695 (Figura 3.9), usando una columna
BioRad Aminex 42-C, y agua filtrada en membranas (PES) de 0.45 pum como fase mévil. La
concentracion de azucar se obtuvo usando la ecuacion relacionada con la curva de
calibracion de estos azlcares con el area bajo la curva utilizando el detector de indice de

refraccion.
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3.7.1 COLUMNA Y CONDICIONES

Se utilizé una columna con medidas 300 x 7.8 mm la cual esta optimizada para el andlisis
de mono y disacéaridos (BioRad). El volumen de la muestra inyectada fue de 50 pL (con el
inyector completamente lleno). La fase movil se prepard con agua tri destilada y filtrada en
una membrana PES de 0.45 pum.

Se limpio el equipo antes de instalar la columna con acida de sodio y se purgo en seco y en
liquido. Posteriormente se dejo equilibrando la columna por aproximadamente 1 hora.

Las condiciones que se utilizaron fueron las siguientes: Bomba A: 100%, fase mavil agua tri
destilada. Con un flujo de presién maxima de la columna a 1,500 psi. Temperatura de
columna 65°C y del detector IR 50°C. Fase mavil a un flujo de presion 0.33 mL/min y flujo
de inyeccion: 0.33 mL/min <= 3.030 mL/min. Tiempo de inyeccién de la muestra durante 18
min.

3.7.2 CURVA DE CALIBRACION

Se construy6 una curva de calibracion de reactivos sacarosa (S), glucosa (G) y fructosa (F)
a concentraciones de 0 a 10 g/L, en el software Empower version 3 del cromatégrafo Waters.
Y se procesaron las muestras bajo la ecuacion de regresion lineal con una confianza de
0.999.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS

4. 1ESPECIES DE AGAVES IDENTIFICADAS

Las muestras fueron colectadas en nueve municipios del norte de Guanajuato, San Diego de la
Unién, Doctor Mora, Victoria, Dolores Hidalgo, Tierra Blanca y Ocampo. Se cortaron las hojas y
se tomd una parte de la base para caracterizar a los fructanos. Se encontraron agaves de
distintas especies, algunas pudieron ser identificadas. En su mayoria se encontraron Agave
salmiana ssp. crassispina (conocido como “verde”) y Agave salmiana ssp. salmiana (“cenizo”)
(Figura 4.1). Hubo mayor diversidad de agaves en el municipio de Dolores Hidalgo con
incidencia de agaves verdes, cenizos, Agave angustifolia y Agave americana. San Miguel de
Allende y San Felipe fueron mas abundantes en la presencia de agaves verdes. Por otro lado,
Santa Catarina, San Luis de la Paz y Ocampo sobresalieron en la existencia de agaves cenizos.
Se registrod recoleccion de Agave mapisaga Unicamente en el municipio de Ocampo. Muchos
agaves no fueron identificados por presentar morfolégica distinta a las morfologias conocidas,
y se colectaron muestras para un estudio posterior. Asi mismo se generd una memoria
fotografica de todas las muestras colectadas ademas se registrd la geolocalizacion de estas

(Tabla 4.1), los datos de todos los registros se muestran en la Tabla 4.2.

, N 3 o NG s P T o 0 " T "(1,« .y d i
FIGURA 4. 1 ESPECIES DE AGAVE IDENTIFICADAS EN EL MUESTREO. A) AGAVE SALMIANA SSP.
SALMIANA (CENIZO) (4) B) AGAVE SALMIANA SSP. CRASSISPINA (VERDE) C) AGAVE ANGUSTIFOLIA
(COMONFORT) D) AGAVE AMERICANA (DOCTOR MORA-VICTORIA). E) AGAVE MAPISAGA. F) AGAVE
SUBGENERO LITTAEA (SAN DIEGO DE LA UNION).
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TABLA 4. 1. MEMORIA FOTOGRAFICA DE ESPECIES DE AGAVES IDENTIFICADAS. LOS NUMEROS DE
MUESTRA SON IDENTIFICADORES DE CADA MUNICIPIO EN ORDEN DE MUESTREO. FOTOGRAFIAS
TOMADAS POR ROSA MARIA CAMACHO RUIZ Y ANTONIA GUTIERREZ MORA.

MUNICIPIO MUESTRA ESPECIE
1.1 Agave
(@] mapisaga

1.2 Ssp.
salmiana
(cenizo)

1.3 No
identificado

1.4 Ssp.
salmiana
(cenizo)
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DH

15

2.1

2.2

2.3

2.4

Ssp.
crassispina
(verde)

Agave no
identificado,
posiblemente
agave
americana.

Ssp.
salmiana
(cenizo)

Agave
angustifolia

Ssp.
crassispina
(verde)

66




SDU

DM-V

3.1

3.2

3.3

4.1

Ssp.
salmiana
(cenizo)

NI,
subgénero
littaeca

Ssp.
crassispina
(verde)

Ssp.
crassispina
(verde)
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TB

SLP

4.2

4.3

4.4

51

52

6.1

6.2

6.3

Agave
americana

Ssp.
crassispina
(verde)

NI, parecido
a marmorata

Ssp.salmiana
(cenizo)

Ssp.
crassispina
(verde)
Ssp.
salmiana
(cenizo)
Agave
angustifolia
Ssp.
crassispina
(verde)
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7.2

7.3

SC 8.1

8.2

NI

Ssp.
crassispina
(verde)

Ssp.
salmiana
(cenizo)

Ssp.
salmiana
(cenizo)

Ssp.
crassispina
(verde)
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8.3

C 9
9.2
SMA 10.1
10.2

Ssp.
salmiana
(cenizo)

Agave
angustifolia

Ssp.
salmiana
(cenizo)

Ssp.
salmiana
(cenizo)

Ssp.
crassispina
(verde)
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10.3

X 111
11.2
11.3
SF 121

Ssp.
crassispina
(verde)

Ssp.
crassispina
(verde)

NI

Ssp.
salmiana
(cenizo)

Ssp.
salmiana
(cenizo)
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12.2 Ssp.
crassispina
(verde)

12.3 Ssp.
crassispina
(verde)

\% 13 Ssp.
salmiana
(cenizo)

DM 14 Ssp.
crassispina
(verde)
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TABLA 4. 2 ESPECIES IDENTIFICADAS EN LOS DIFERENTES MUNICIPIOS.

ESPECIE MUNICIPIO MUESTRA
Agave mapisaga Ocampo 1.1
Agave salmiana ssp. Ocampo 12,14
salmiana (cenizo) Dolores Hidalgo 2.2
San Diego de la Unién 3.1
Tierra Blanca 5.1
San Luis de la Paz 6.1.1,6.1.2
Santa Catarina 8.1.8.3
San Luis de la Paz 6.4
Atarjea 7.3
Comonfort 9.2
San Miguel 10.1
Xichu 11.3
San Felipe 12.1
Victoria 13
Agave salmiana ssp. Ocampo 15
crassispina (verde) Dolores Hidalgo 2.4
San Diego de la Unién 3.3
Doctor Mora-Victoria 4.1,4.3
Santa Catarina 8.2
Atarjea 7.2
San Luis de la Paz 6.3,6.5
Tierra Blanca 5.2
Comonfort 9.3
San Miguel de Allende 10.2,10.3
Xichu 11.1
San Felipe 12.2,12.3
Doctor Mora 14
Agave angustifolia Dolores Hidalgo 2.3
San Luis de la Paz 6.2.1,6.2.2
Comonfort 9
Agave americana Dolores Hidalgo 2.1
Doctor Mora-Victoria 4.2
Agave marmorata Doctor Mora-Victoria 4.4
Agave subgénero littaeca  San Diego de la Union 3.2
No identificado Ocampo 1.3
Atarjea 7.1
Xichu 11.2

Las muestras fueron pesadas antes de la extraccion de los fructanos (Tabla 4.3), con la finalidad
de estimar el porcentaje de carbohidratos solubles en agua que era posible extraer de la base
de las hojas. El tejido recolectado fue de distintos tamafios y pesos, asi como el contenido de

jugo y agua.
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TABLA 4. 3 PESOS DE LAS MUESTRAS DE BASE DE HOJAS COLECTADAS EN MUNICIPIOS DE
GUANAJUATO. NI: NO IDENTIFICADO, SC: SIN CORTEZA.

MUNICIPIO MUESTRA ESPECIE PESO CON PESO SIN
CORTEZA (g) CORTEZA (g)
0] 1.1 Agave mapisaga 288.5 SC
1.2 Salmiana 232.4 SC
13 NI 729.8 629
1.4 Salmiana 740.3 662
15 Crassispina 485 397
DH 2.1 Agave 169.1 SC
americana
2.2 Salmiana 247.9 SC
2.3 Agave 123.8 SC
angustifolia
2.4 Crassispina 498 390
SDuU 3.1 Salmiana 190.3 186.7
3.2 Agave 143.7 109.1
subgénero littaea
3.3 Crassispina 626.3 533.8
DM-V 4.1 Crassispina 1009.8 836.8
4.2 Agave 1017.4 914.3
americana
4.3 Crassispina 387.8 SC
4.4 Agave 196.8 173.1
marmorata
B 5.1 Salmiana 543.3 491.4
5.2 Crassispina 311 241.2
SLP 6.1.1 Salmiana 3876.5 3716
6.1.2 Salmiana 446 SC
6.2.1 Agave 818.9 SC
angustifolia
6.2.2 Agave 835 SC
angustifolia
6.3 Crassispina 653 648
6.4 Salmiana 473.8 381.5
6.5 Crassispina 757 645
A 7.1 NI 2194.3 2076.8
7.2 Crassispina 1053.4 928
7.3 Salmiana 1000 866.3
SC 8.1 Salmiana 461.4 391.6
8.2 Crassispina 610 561.3
8.3 Salmiana 412.1 356
C 9 Agave 34 29.9
angustifolia
9.2 Salmiana 1147.9 1060.5
9.3 Crassispina 1265 1121.5
SMA 10.1 Salmiana 324 260.8
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10.2 Crassispina 218.4 181

10.3 Crassispina 293 224
X 11.1 Crassispina 275.4 197.2
11.2 NI 197 165.2
11.3 Salmiana 333 284.3

SF 12.1 Salmiana 1275.2 1094
12.2 Crassispina 235.2 113.3
12.3 Crassispina 518 416.3
V 13 Salmiana 516.5 414.6
DM 14 Crassispina 1065.5 772.5

O: Ocampo, DH: Dolores Hidalgo, SDU: San Diego de la Unién, DM-V: Doctor Mora-Victoria, TB: Tierra
Blanca, SLP: San Luis de la Paz, A: Atarjea, SC: Santa Catarina, C: Comonfort, SMA: San Miguel de Allende,
X: Xicha, SF: San Felipe, V: Victoria, DM: Doctor Mora.

4.2 EXTRACCION DE CARBOHIDRATOS SOLUBLES OBTENIDOS

Los carbohidratos solubles fueron extraidos de la base de las hojas cerca de la zona del tallo y
fueron cuantificados mediante un refractémetro en ° Brix. Se obtuvieron extractos con contenido
de carbohidratos entre 2 y 12 °Brix para Agave salmiana ambas subespecies. Los maximos
valores obtenidos fueron 27.8 y 12.4 °Brix correspondiente a Agave angustifolia recolectados
de un predio de producciéon de mezcal en el municipio de San Luis de la Paz y Dolores Hidalgo
respectivamente (Tabla 4.4). Y un minimo de promedio 2 °Brix, correspondientes ssp. salmiana,
Agave marmorata y Agave subgénero littaea. Entre el 0.33% y el 5.55 % del peso humedo total
de la muestra representa carbohidratos solubles (Figura 4.2). El contenido de azlicares esta
relacionado con la especie de agave, en el caso de Agave angustifolia, colectado en Dolores
Hidalgo, San Luis de la Paz y Comonfort se obtuvo un extracto con el mayor contenido de
azlcares solubles. Los resultados revelan el porcentaje minimo y maximo (0.3-2.5%) de
carbohidratos obtenidos en la subespecie de Agave salmiana (cenizo) del municipio San Luis
de la Paz, asi como un promedio de 0.77% (Figura 4.3 A). Por otro lado, Agave salmiana
subespecie Crassispina (verde) mostré en promedio mayor porcentaje de azUcares solubles
(0.91%), con un minimo de 0.33% y maximo de 3.5% (Figura 4.3 B). El agave proveniente del
municipio San Luis de la Paz, resulté tener un mayor contenido de azlcares y carbohidratos

solubles en sus jugos tanto en Agave angustifolia y Agave salmiana ambas subespecies.
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TABLA 4. 4 CANTIDADES DE JUGO LIQUIDO DE AGAVE EXTRAIDO CONCENTRACION DE
CARBOHIDRATOS SOLUBLES.

MUNICIPIO | MUESTRA ESPECIE CANTIDAD DE @ ° BRIX
JUGO
EXTRAIDO
(mL)
@) 11 Agave mapisaga 120 2.75
1.2 Salmiana 90 1.95
1.3 NI 75 4.3
1.4 Salmiana 84 3.8
15 Crassispina 63 3.6
DH 2.1 Agave americana 60 2.8
2.2 Salmiana 73 2.7
2.3 Agave angustifolia 56 12.4
2.4 Crassispina 41.5 4.4
SDU 3.1 Salmiana 63 2.3
3.2 Agave subgénero 37 2.1
littaca

3.3 Crassispina 65 5.0
DM-V 4.1 Crassispina 205 2.8
4.2 Agave americana 298 5.9
4.3 Crassispina 95 8.7

4.4 Agave marmorata 43 2
B 5.1 Salmiana 125 2.5
5.2 Crassispina 17 5.0
SLP 6.1.1 Salmiana 1,150 8.1

6.1.2 Salmiana 95 9
6.2.1  Agave angustifolia 30 15.1
6.2.2  Agave angustifolia 143 27.8
6.3 Crassispina 190 12.1
6.4 Salmiana 30 4.1
6.5 Crassispina 43 5.1
A 7.1 NI 900 3.4
7.2 Crassispina 175 2.4
7.3 Salmiana 50 5.6
SC 8.1 Salmiana 65 2.3
8.2 Crassispina 145 2.3
8.3 Salmiana 39 10.9
C 9  Agave angustifolia 30 4.4
9.2 Salmiana 61 8.2
9.3 Crassispina 125 5.9
SMA 10.1 Salmiana 18 4.7
10.2 Crassispina 44 5.3
10.3 Crassispina 44 3.7
X 111 Crassispina 33 4.2
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11.2 NI 39 14.4

11.3 Salmiana 46 3.4

SF 12.1 Salmiana 85 5.2
12.2 Crassispina 14 4.8

12.3 Crassispina 63 3.8

V 13 Salmiana 43 4.0
DM 14 Crassispina 129 8.3

O: Ocampo, DH: Dolores Hidalgo, SDU: San Diego de la Unioén, DM-V: Doctor Mora-Victoria, TB:
Tierra Blanca, SLP: San Luis de la Paz, A: Atarjea, SC: Santa Catarina, C: Comonfort, SMA: San
Miguel de Allende, X: Xich, SF: San Felipe, V: Victoria, DM: Doctor Mora, NI: no identificado.

6.00 -

2.3
5.00 - 6.2.2
9
2 4.00 - 6.3
>
S 11.2
(%]
=]
5 3.00 -
=
S 43
8 2.00 A 4.2
= 71 10.2 14
8.3 103
1.00 A1 3 25 24.1 111
‘ |131 415 24| |33I P ) .2.1 s 72, 38.18-2 101 I 11312223,
O-OO III I |I|I|I| T |I| T T |I| |I|I|I|I| T T T IIIII
DM v TB SLP A sC c X

Sitio muestreado

FIGURA 4. 2 CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS SOLUBLES EN LOS EXTRACTOS DE JUGO DE AGAVE. NUMERO
IDENTIFICADOR DE ESPECIES DE AGAVE: 1.1 AGAVE MAPISAGA. 1.2,1.4,2.2,3.1,5.1,6.1.1,6.1.2,6.4,8.1,8.3,7.3,
9.2,10.1,11.3,12.1, 13 AGAVE SALMIANA SSP. SALMIANA (CENIZ0). 1.5,2.4,3.3,4.1,4.3,5.2,6.3,6.5,7.2,9.3,10.2,
10.3,11.1, 12.2, 12.3, 14 AGAVE SALMIANA SSP. CRASSISPINA (VERDE). 2.3, 6.2.1, 6.2.2 Y 9 AGAVE ANGUSTIFOLIA.
2.1, 4.2 AGAVE AMERICANA. 4.4 AGAVE MARMORATA. 3.2 AGAVE SUBG. LITTAEA. 7.1 NO IDENTIFICADO. O:OCAMPO,
DH: DOLORES HIDALGO, SDU: SAN DIEGO DE LA UNION, DM-V: DOCTOR MORA-VICTORIA, TB: TIERRA BLANCA, SLP:
SAN LUIS DE LA PAZ, A: ATARJEA, SC: SANTA CATARINA, C: COMONFORT, SMA: SAN MIGUEL DE ALLENDE, X: XICHU,
SF: SAN FELIPE, V: VICTORIA, DM: DOCTOR MORA.
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FIGURA 4. 3 CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS SOLUBLES EN LOS EXTRACTOS DE JUGO DE
AGAVE DE LAS SUBESPECIES SALMIANA Y CRASSISPINA. O: OCcAMPO, DH: DOLORES HIDALGO,
SDU: SAN DIEGO DE LA UNION, DM-V: DOCTOR MORA-VICTORIA, TB: TIERRA BLANCA, SLP:
SAN LUIS DE LA PAZ, A: ATARJEA, SC: SANTA CATARINA, C: COMONFORT, SMA: SAN MIGUEL
DE ALLENDE, X: XICHU, SF: SAN FELIPE, V: VICTORIA, DM: DOCTOR MORA.
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4.3RENDIMIENTO Y EFICIENCA DEL SECADO POR ASPERSION

Los carbohidratos solubles fueron secados mediante secado por aspersién, se obtuvo un polvo
blanquecino fino con alto caracter higroscopico (Figura 4.4). Se obtuvieron diferentes
porcentajes de eficiencia de secado (Figura 4.5), lo que se traduce en distintas cantidades de
muestra en polvo recuperado. Estas diferencias se deben al porcentaje de carbohidratos
solubles presentes en las muestras. Se obtuvieron eficiencias relativamente altas con un
promedio de 50% y alcanzando eficiencias de hasta 80%, en el caso de Agave salmiana ssp.
crassispina (verde) correspondiente al municipio de San Luis de la Paz. También se recuperaron
distintas cantidades de polvo seco correspondiente a las muestras liquidas procesadas. La
cantidad maxima que se recolecto fue 27.8 y 15 g para angustifolia del municipio San Luis de la
Paz, lo que corresponde a aquellas muestras con mayor registro de carbohidratos solubles o
°Brix. No obstante, algunas de las muestras no fue posible secarlas por completo, esto debido
ala alta cantidad de fructosa o, por el contrario, baja concentracién de sélidos solubles. También
por factores técnicos durante el secado, por ejemplo, el humedecimiento del recipiente
circulador de muestra que la dirige hacia el recipiente colector final. En estos casos, se obtuvo
minima cantidad de polvo 0.15 g, por lo que en los analisis posteriores no tuvieron replicas y se

muestra con la abreviacion SD (sin dilucién).

FIGURA 4. 4 SISTEMA DEL SECADO POR ASPERSION DE JUGO DE AGAVE Y RECUPERACION DE
MUESTRA. A) EQUIPO DE SECADO POR ASPERSION EN USO. B) SISTEMA DE CICLONES Y RECUPERACION
DE MATERIAL SECO. C) POLVO BLANQUECINO FINO RECUPERADO DE LAS MUESTRAS DE JUGO DE
AGAVE.
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FIGURA 4. 5 PORCENTAJES DE EFICIENCIA DEL SECADO POR ASPERSION. NUMERO IDENTIFICADOR DE ESPECIES DE
AGAVE: 1.1 AGAVE MAPISAGA. 1.2,1.4,2.2,3.1,5.1,6.1.1,6.1.2,6.4,8.1,8.3,7.3,9.2,10.1, 11.3, 12.1, 13
AGAVE SALMIANA SSP. SALMIANA (CENIZO). 1.5, 2.4, 3.3,4.1,4.3,5.2,6.3, 6.5, 7.2, 9.3, 10.2, 10.3, 11.1, 12.2,
12.3, 14 AGAVE SALMIANA SSP. CRASSISPINA (VERDE). 2.3, 6.2.1, 6.2.2 Y 9 AGAVE ANGUSTIFOLIA. 2.1, 4.2 AGAVE

AMERICANA. 4.4 AGAVE MARMORATA. 3.2 AGAVE SUBG. LITTAEA. 7.1 NO IDENTIFICADO. O:

OCAMPO, DH:

DOLORES HIDALGO, SDU: SAN DIEGO DE LA UNION, DM-V: DOCTOR MORA-VICTORIA, TB: TIERRA BLANCA, SLP:
SAN LUIS DE LA PAZ, A: ATARJEA, SC: SANTA CATARINA, C: COMONFORT, SMA: SAN MIGUEL DE ALLENDE, X:
XICHU, SF: SAN FELIPE, V: VICTORIA, DM: DOCTOR MORA.

4.4CUANTIFICACION DE AZUCARES

4.4.1 AZUCARES REDUCTORES POR METODO DNS

El cambio de coloracion en la muestra de anaranjado claro a oscuro da las absorbancias

proporcionales a la concentracion de azlcares (Figura 4.6). Se realiz6 una curva con

concentraciones de glucosa conocidas. Se obtuvieron las absorbancias a una longitud de onda

de 540 nm en duplicado. Para la menor concentracion de glucosa (0.4 g/L) se obtuvo una
absorbancia promedio de 0.3185 y para la concentracion de glucosa de 2 g/L se obtuvo una
absorbancia promedio de 1.1595 (Tabla 4.5). Lo que indica que las muestras a analizar no

deben pasar las absorbancias obtenidas de la curva de calibracién para cada concentracion de

azuUcar.
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= : TABLA 4. 5 ABSORBANCIAS DE LA
= y CURVA DE CALIBRACION PARA DNS.

[GLUCOSA  ABSORBANCIA

g/L) PROMEDIO
0 0.0875
0.4 0.3185
0.8 0.606
1.2 0.789
1.6 0.98
2 1.1595

AGAVE SOMETIDAS AL PROTOCOLO MILLER.

Con los valores obtenidos se construydé una curva de calibracion que correlaciona la
concentracion de glucosa con la absorbancia. Se obtuvo la ecuacion de la pendiente de la recta
con una correlaciéon cercana a 0.99 (Figura 4.7) con esta ecuacion fue posible cuantificar los

azUcares reductores contenidos en las muestras.

1.4
1.2 e
2 ' R
B g .. y = 0.5264x + 0.1209
g R2=0.9942
506 o
) .
0.4 e
...
02 - .
°
0
0 0.5 1 1.5 2 2.5

Absorbancia a 540 nm

FIGURA 4. 7 CURVA DE CALIBRACION DE GLUCOSA PARA METODO DNS.
MIDE LAS LECTURAS DE ABSORBANCIA A 540 NM CORRESPONDIENTES A
CADA CONCENTRACION UTILIZADA.

Se obtuvieron concentraciones de azlcares reductores (ejemplo; glucosa, fructosa) bastante
fluctuantes entre municipios y especies de agaves, con cantidades que van desde 1 a 17 g/L de

azucares (Figura 4.8). La muestra de Agave salmiana (cenizo) correspondiente al municipio de
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Tierra Blanca mostré la menor cantidad de azucares a 1 g/L, seguido de la muestra con
identificador 1.2 del municipio de Ocampo perteneciente a la misma especie que la anterior. Asi
como otras muestras de ssp. crassispina y ssp. salmiana del municipio Dolores Hidalgo tuvieron
en promedio una concentracion de 4 g/L. Por otro lado, se puede observar también
concentraciones altas de azucares reductores que van de 13 a 16 g/L en las mismas especies
de agave, ssp. salmiana y ssp. crassispina con la diferencia del municipio al que corresponden,
en este caso Comonfort y San Miguel de Allende. No existe relacion conforme a la cantidad de
azlcares y especie de planta muestreada, ni diferencias notables entre muestras del mismo

municipio, sin embargo, se observa mayor tendencia de acumulacion de azlcar en especies de

Agave salmiana.
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FIGURA 4. 8 CONCENTRACION DE AZUCARES REDUCTORES POR EL METODO QUIMICO DNS. NUMERO IDENTIFICADOR
DE ESPECIES DE AGAVE: 1.1 AGAVE MAPISAGA. 1.2,1.4,2.2,3.1,5.1,6.1.1,6.1.2,6.4,8.1,8.3,7.3,9.2,10.1,11.3,
12.1, 13 AGAVE SALMIANA SSP. SALMIANA (CENIZO). 1.5, 2.4, 3.3,4.1,4.3,5.2,6.3, 6.5, 7.2, 9.3, 10.2, 10.3, 11.1,
12.2, 12.3, 14 AGAVE SALMIANA SSP. CRASSISPINA (VERDE). 2.3, 6.2.1, 6.2.2 Y 9 AGAVE ANGUSTIFOLIA. 2.1, 4.2
AGAVE AMERICANA. 4.4 AGAVE MARMORATA. 3.2 AGAVE SUBG. LITTAEA. 7.1 NO IDENTIFICADO. O: OcawmPO,
DH: DOLORES HIDALGO, SDU: SAN DIEGO DE LA UNION, DM-V: DOCTOR MORA-VICTORIA, TB: TIERRA BLANCA, SLP:
SAN LUIS DE LA PAZ, A: ATARJEA, SC: SANTA CATARINA, C: COMONFORT, SMA: SAN MIGUEL DE ALLENDE, X: XICHU,
SF: SAN FELIPE, V: VICTORIA, DM: DOCTOR MORA.
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4.4.2 AZUCARES TOTALES POR ANTRONA

El cambio de coloracion en la muestra de azul claro a oscuro nos dara las absorbancias
proporcionales a la concentracion de azlcares (Figura 4.9). Se obtuvieron absorbancias
registrando las lecturas a una longitud de onda de 620 nm en duplicado. La menor concentracion
de sacarosa (0.04) resulté con una absorbancia de 0.515 y la mayor concentracion mostrd una
absorbancia de 2.251 correspondiente a 0.2 g/L (Tabla 4.6). Lo que indica que las muestras a
analizar no deben pasar las absorbancias obtenidas de la curva de calibracion para cada

concentracion de azlcares.

TABLA 4. 6 ABSORBANCIAS DE LA
CURVA DE CALIBRACION ANTRONA.

[SACAROSA ABSORBANCIA

g/L) PROMEDIO
0 0.229
0.04 0.5155
0.08 0.666
0.12 0.905
0.16 1.105
0.2 1.2445

FIGURA 4. 9 MUESTRAS DE JUGO CRUDO DE AGAVE
SOMETIDAS A LA REACCION DE FEHLING.

De la misma manera con los valores obtenidos se construyd una curva de calibracién con la
ecuacion de la pendiente de la recta y una correlacion cercana a 0.99 lo que confirma la

concentracion mas veraz de las muestras (Figura 4.10).
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FIGURA 4. 10 CURVA DE CALIBRACION DE SACAROSA PARA METODO
ANTRONA. MIDE LAS LECTURAS DE ABSORBANCIA A 620 NM
CORRESPONDIENTES A CADA CONCENTRACION UTILIZADA.

La concentracion de azlcares totales, entre ellos moléculas de fructanos, tuvieron diferencias
notables entre municipios y especies de agaves, las concentraciones obtenidas fueron de 30 a
1,100 g/L y en promedio 286 g/L (Figura 4.11). Muestras de Agave angustifolia y Agave ssp.
crassispina de San Luis de la Paz y Doctor Mora respectivamente obtuvieron la mayor
concentracion de azlcares totales. Por otro lado, los agaves ssp. salmiana y de las otras

especies identificadas entre ellas Agave americana y Agave marmorata resultaron con

concentraciones notablemente bajas.
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FIGURA 4. 11 CONCENTRACION EN G/L DE AZUCARES TOTALES MEDIDOS POR EL METODO COLORIMETRICO ANTRONA.
NUMERO IDENTIFICADOR DE ESPECIES DE AGAVE: 1.1 AGAVE MAPISAGA. 1.2,1.4,2.2,3.1,5.1,6.1.1,6.1.2,6.4,8.1, 8.3,
7.3,9.2,10.1, 11.3, 12.1, 13 AGAVE SALMIANA SSP. SALMIANA (CENIZO). 1.5, 2.4, 3.3, 4.1,4.3, 5.2, 6.3, 6.5, 7.2, 9.3,
10.2,10.3,11.1,12.2,12.3, 14 AGAVE SALMIANA SSP. CRASSISPINA (VERDE). 2.3, 6.2.1, 6.2.2 Y 9 AGAVE ANGUSTIFOLIA.
2.1, 4.2 AGAVE AMERICANA. 4.4 AGAVE MARMORATA. 3.2 AGAVE SUBG. LITTAEA. 7.1 NO IDENTIFICADO.O: OcAMPO, DH:
DOLORES HIDALGO, SDU: SAN DIEGO DE LA UNION, DM-V: DOCTOR MORA-VICTORIA, TB: TIERRA BLANCA, SLP: SAN
Luis DE LA PAZ, A: ATARJEA, SC: SANTA CATARINA, C: COMONFORT, SMA: SAN MIGUEL DE ALLENDE, X: XICHU, SF: SAN

FELIPE, V: VICTORIA, DM: DOCTOR MORA.

4.4.3 CUANTIFICACION DE AZUCARES SIMPLES HPLC

Los azUcares simples mono y disacaridos: fructosa, sacarosa y glucosa fueron cuantificados

mediante cromatografia liquida de alta resolucién. Se obtuvieron los siguientes tiempos de

retencién para cada estandar y las ecuaciones de la curva de calibracién se muestran en la

Tabla 4.7.

TABLA 4. 7 ABSORBANCIAS DE CONCENTRACION
DE GLUCOSA.

ESTANDAR  Tr(min) = ECUACION DE

LA CURVA
Sacarosa 7.804 y=1.12x + 0.06
Glucosa 9.167 y = 1.23x + 0.06
Fructosa 11.370 y = 1.25x + 0.06
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Se obtuvieron cromatogramas con picos separados para cada estandar y buena resolucion
(Figura 4.12), con excepcion de algunas muestras que no pudieron ser detectados por el equipo
debido a factores como la contaminacion de la muestra o por el tiempo de procesamiento de
ésta. Los cromatogramas se pueden observar con la linea base fuera de los limites y picos
pertenecientes a moléculas distintas. Los resultados se calcularon y reportaron en porcentaje
base humeda, es decir, gramos de azlcar entre gramos de muestra (Tabla 4.8). Los azlicares
que se encontraron en el jugo de la base de las hojas de agave son sacarosa en menor cantidad,
seguido de glucosa y significativamente un aumento en cantidad de fructosa. El andlisis de los
datos indica que los porcentajes de azlcares obtenidos mediante HPLC corresponden a las
proporciones de azlcares presentes de manera convencional en el jugo de agave. En general,
el porcentaje de sacarosa fue 0.29-4.74%, glucosa de 0.12-34% y fructosa desde 1.89% hasta
42%. Agave ssp. salmiana y ssp. crassispina resultaron con la mayor cantidad de azUcares
presente (Tabla 4.8); contradiciendo los resultados de carbohidratos mediante técnicas
guimicas, los cuales indicaron mayor cantidad de carbohidratos en Agave angustifolia. Algunas
muestras no pudieron ser detectadas por el equipo lo que se indica en la Tabla 4.8 como ND,
probablemente a causa de contaminacion de la muestra o hasta desgaste en el relleno de la
columna utilizada, entre otros factores.

100000
A B 7 8
@ 2\
e0000 150001 © ‘JZ\\
(=] o
5 8 | 2
600001 o e~ [ 6
} ©
5 8 " § 5 3 [t I
I S .86 _8 [ |\2o M
0001 3 g ABOL @ @ I
< 3 |
g 2 & 5000 et ||
3 [C] O [ Q [l
20000] £ / [ o
o b © o [ ©
2 & 2 ! \ o
= o E ~
0002 #’I-EQ\D_EA_F_-.L N 0.004— _ / \ b

T T T T T T T T T T — L ey B s e s s B s ey B
200 400 6.00 800 10.00 1200 14.00 16.00 18) 200 400 600 800 10.00 1200 1400
Minutes o

FIGURA 4. 12 CUANTIFICACION DE SACAROSA, GLUCOSA Y FRUCTOSA MEDIANTE HPLC. A) MUESTRA
CORRESPONDIENTE AL MUNICIPIO DE DOLORES HIDALGO, AGAVE ANGUSTIFOLIA. SE OBSERVA BUENA RESOLUCION
Y SEPARACION DE AZUCARES A CUANTIFICAR. B) MUESTRA DE OCAMPO, AGAVE SALMIANA SSP. CRASSISPINA, MALA
RESOLUCION DEL CROMATOGRAMA, DETECCION DE DIFERENTES MOLECULAS EN LA CUANTIFICACION.
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TABLA 4. 8 CONCENTRACION DE AZUCARES OBTENIDOS MEDIANTE HPLC. REPORTADOS
EN PORCENTAJE EN BASE HUMEDA. ND: NO DETECTADO EN EL EQUIPO, SD: SIN

DILUCION.

MUNICIPIO

DH

SDU

DM-V

B

SLP

SC

C

ESPECIE

Agave mapisaga
Salmiana
NI
Salmiana
Crassispina

Agave americana
Salmiana
Agave angustifolia
Crassispina

Salmiana
Agave subg littaea
Crassispina

Crassispina
Agave americana
Crassispina
Agave marmorata

Salmiana
Crassispina

Salmiana
Salmiana
Agave angustifolia
Agave angustifolia
Crassispina
Salmiana
Crassispina

NI
Crassispina
Salmiana

Salmiana
Crassispina
Salmiana

Agave angustifolia
Salmiana
Crassispina

SACAROSA

(% base
himeda)

1.4+0.2
ND
16+0.1
3.7+0.1
21+01

2.7SD
4+0.2

1.8 SD
15+0.1

25+x04
16+0.1

1.1+0.1
0.3SD

GLUCOSA

(% base
himeda)

9.7+ 3.7
ND
34.3+0.1
21.9+0.2
202+1.3

26 SD
145+6.7
152+1.3

17+ 3.7

ND
27 SD
175+1.1

212
4+0.1
3+£0.3
17.4 SD

3.6+0.8
18.2+2.38

1+0.8

FRUCTOSA
(% base
himeda)

14+3.2
ND
30+0.3
17.3+0.3
292+13

29.4 SD
21.2+1.6
5+12
25+0.1

22 SD
28.7 SD
195+0.1

28.6+0.4

10.2+0.1
41+0.4
35.9SD

21522
18.6 +5.3

11+1.2
5+04
2+0.6
2+x0.1
10+£0.3
15+0.2
42+ 0.5

43 £ 11
16 +0.1
231

149 + 51
30+4
8+0.2

176
13+1
173



SMA Salmiana 3+04 26+5 25+5

Crassispina 0.5+£0.02 14 +2 9+0.02
Crassispina 2SD 20 SD 34 SD
X Crassispina 1+£03 23+3 16+0.4
NI 0.5+0.05 0.1+0.01 2+0.6
Salmiana 06+0.1 10+ 3 17+0.1
SE Salmiana 6+04 17+1 21+1
Crassispina 1+0.05 16+8 14+3
Crassispina 1+0.04 8+£2 2+£0.7
Vv Salmiana 11 +£0.7 1+£0.01 16 +0.3
DM Crassispina 0.4 SD 1+1 5+0.3

O: Ocampo, DH: Dolores Hidalgo, SDU: San Diego de la Unién, DM-V: Doctor Mora-Victoria, TB:
Tierra Blanca, SLP: San Luis de la Paz, A: Atarjea, SC: Santa Catarina, C: Comonfort, SMA: San
Miguel de Allende, X: Xichu, SF: San Felipe, V: Victoria, DM: Doctor Mora.

4.5 DISTRIBUCION DE PESOS MOLECULARES DE FRUCTANOS DE AGAVE
MEDIANTE HP SEC

Se obtuvieron los cromatogramas de los analisis de la distribucion de polisacaridos mediante
HP SEC de las muestras de carbohidratos solubles extraidos de hojas de las especies de
agaves. Se mostraron diferentes distribuciones de los polisacaridos en cada muestra
independientemente de la especie. Esto se ve reflejado en los niveles de altura y anchura de
los picos (Figura 4.13). Los cuales corresponden a un tiempo de retencién especifico segin
cada grado de polimerizacion (8) de los estandares utilizados. Segun el concepto de la
cromatografia de exclusion, las moléculas de mayor tamafio, o sea, fructanos con DP >10 son
las primeras en eluir en un tiempo menor a través de la columna. Lo que se refleja como una
acumulacién de segmentos divididos en mayor proporcidon en un tiempo de elucién 15 a 20
minutos (Figura 4.13 A y B). A diferencia de los fructanos con menor longitud de cadena, los
cuales eluyen a tiempos tardios de 20 a 25 minutos al ser retenidos en los poros de la fase

estacionaria (Figura 4.13 C). La mayoria de los carbohidratos extraidos corresponden a
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fructanos de agave, sin embargo, la presencia de mono y disacaridos es significativa.

Representados por los picos finales en los tiempos de retencion de 27 a 30 minutos.
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FIGURA 4. 13 CROMATOGRAMAS DE LA DISTRIBUCION DE CARBOHIDRATOS POR CROMATOGRAFIA DE
EXCLUSION DE FRUCTANOS EXTRAIDOS DE HOJAS DE AGAVE A) AGAVE SALMIANA CENIZO DEL MUNICIPIO
DE OCAMPO, B) AGAVE SALMIANA VERDE DEL MUNICIPIO ATARJEA, C) AGAVE AMERICANA MUESTRA
RECOLECTADA ENTRE LOS MUNICIPIOS DE DOCTOR MORA Y VICTORIA. D) AGAVE ANGUSTIFOLIA DEL
MUNICIPIO COMONFORT, E) AGAVE PERTENECIENTE AL GENERO LITTAEA, RECOLECTADO SAN DIEGO DE LA
UNION F) AGAVE NO IDENTIFICADO, RECOLECTADO EN XICHU.

Los resultados de distribucién de los pesos moleculares de los fructanos extraidos de las hojas
de los agaves se muestran en la Tabla 4.9. Se obtuvieron valores fluctuantes de peso molecular
promedio en nimero (99) y en peso (Mw) para las diferentes especies de agave (Tabla 4.14).
Agave salmiana ssp.salmiana mostré valores de Mn de 1192 a 4933 g/mol y un promedio de
2970 g/mol, ssp. crassisipna resultdé con un rango de Mn 1156 a 4568 g/mol, en promedio 3059
g/mol. En general agave ssp. salmiana (cenizo) muestra menor peso molecular que
ssp.crassispina (verde), el mismo patrén se observé en Agave angustifolia en contraste con los
fructanos de Agave americana. Y con un mayor peso molecular los fructanos de Agave

mapisaga, Agave marmorata, Agave subgénero littaea y en los agaves no identificados.
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TABLA 4.9 PARAMETROS DE LA DISTRIBUCION DE PESOS MOLECULARES DE FRUCTANOS DE AGAVES DEL NORTE DEL ESTADO
DE GUANAJUATO, EXTRAIDOS DE LA BASE DE LAS HOJAS. NI: NO IDENTIFICADO, SD: SIN DILUCION.

MUNICIPIO

@)

DH

SDU

DM-V

B

SLP

SC

ESPECIE

A.mapisaga
Salmiana
NI
Salmiana
Crassispina

A.americana
Salmiana
A.angustifolia
Crassispina

Salmiana
A. littaea
Crassispina

Crassispina

A.americana

Crassispina
A.marmorata

Salmiana
Crassispina

Salmiana
Salmiana
A.angustifolia
A.angustifolia
Crassispina
Salmiana
Crassispina

NI
Crassispina
Salmiana

Salmiana
Crassispina
Salmiana

A.angustifolia
Salmiana
Crassispina

Mn
g/mol
2214 £ 10
4398+ 262
5487+17
4842+ 53
4568+ 45

2348 SD
2078+ 23
1505+2
3933+ 52

4096 SD
5213 SD
2627 + 238

3060 + 25
1608 + 4
1156 + 22
2843 SD

1293 + 16
3551 + 50

1192 +8
2018 + 36
3974 + 221
3955 SD
1458 + 37
3152 + 261
2142 + 51

3782 £ 43
4065 + 16
3286 + 262

3043 + 166
4348 + 22
1646 + 37

1872 + 36
1902 £ 9
3002 + 534

Mw
g/mol
4577 + 33
5023+174
6547+11
628116
6432428

4879 SD
470319
2574+0.04
6074158

4765 SD
5355 SD
5533 + 282

5209 + 12
3111 +£13
2113 £ 25
4925 SD

3436 = 18
5492 + 236

2181 + 27
2647 + 74
4595 + 83
4567 SD
3278 £ 240
5848 + 123
4064 + 132

4663 + 55
4802 + 14
55562 + 229

4363 £ 273
5007 £5
2616 £ 142

3880+ 171
4448 + 81
5363 + 664

90

14+0.1
1.2+0.1
16+0.1

DP<10
(%)
68+ 1
11+1
19+1
28+1
36+1

65 SD
73+2
771
45+ 1



SMA

SF

DM

Salmiana
Crassispina
Crassispina

Crassispina
NI
Salmiana
Salmiana
Crassispina
Crassispina

Salmiana

Crassispina

4933 + 284
2862 +1
4504 SD

4226 + 12
1863 + 46
3623 + 114
2036 + 134
3175+ 50
3633 + 162
3981 + 216

1211 + 43

5868 + 286
5742 £ 51
6499 SD

6122 + 42
2571+ 101
6208 + 174
4895 + 218
5515 + 255
6017 + 138
6100 + 189

1975 + 187

36+2 1.2+0 82+1
35+1 2+x0.1 361
40 SD 1.4 SD 64 SD
38+1 14+0.1 62+1
161 14+01 50+1
38+1 1.7+0.1 50+ 2
30+1 24+01 21+2
34+2 1.7+0.1 45+ 2
37+1 1.7+0.1 50+ 2
38+1 15+0.1 57+3
12+1 16+0.1 8x1

Mn (masa molar promedio en nimero), Mw (masa molar promedio en peso), DPn (grado de polimerizacién promedio en
namero), DPw (grado de polimerizaciéon promedio en peso), P (polidispersidad), DP>10 (fructanos de cadena larga, %),
DP<10 (fructanos de cadena corta 0 FOS, %). O: Ocampo, DH: Dolores Hidalgo, SDU: San Diego de la Unién, DM-V: Doctor Mora-
Victoria, TB: Tierra Blanca, SLP: San Luis de la Paz, A: Atarjea, SC: Santa Catarina, C: Comonfort, SMA: San Miguel de Allende, X:
Xichd, SF: San Felipe, V: Victoria, DM: Doctor Mora.

TABLA 4. 10 DISTRIBUCION DE PESOS MOLECULARES PROMEDIO EN MASA Y EN NUMERO DE LOS
FRUCTANOS EXTRAIDOS DE LA BASE DE HOJAS DE AGAVES DE LAS DISTINTAS ESPECIES.

ESPECIE RANGO PROMEDIO RANGO PROMEDIO
(Mn) g/mol (Mn) g/mol (Mw) g/mol (Mw) g/mol
ssp. salmiana 1192 - 4933 2970 2181 - 6281 4683
(cenizo)
Ssp. crassispina 1156 - 4568 3059 1975 - 6499 5195
(verde)
A. angustifolia 1505 - 3974 2827 2574 - 4595 3904
A. americana 1608, 2348 1978 3111, 4879 3995
A. mapisaga 2214 2214 4577 4577
A. marmorata 2843 2843 4925 4925
A. subgénero 5213 5213 5355 5355
littaea
NI 1863 - 5487 3711 2571 - 6547 4594

Mn (masa molar promedio en nimero), Mw (masa molar promedio en peso).
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El peso molecular promedio en ndmero (99) esta asociado a las concentraciones molares
mientras que el peso molecular promedio en peso (Mw) a la concentracién de la masa. Por lo
tanto, Mn y Mw tienden a ser idénticos cuando el material es monodisperso (Polidespersidad=
1.0) es decir, que no muestra variacion en sus pesos moleculares. Fendmeno que no se observo
en la mayoria de las muestras. Mostrando generalmente valores arriba de 1.0 indicando una
distribucién amplia o dispersa de los pesos moleculares de los polimeros. Se obtuvieron valores
de polidispersidad de 1.03 a 2.66.

El grado de polimerizacion promedio (8) es otra forma practica de resumir el tamafio de la
cadena de los polimeros. Sin embargo, el DP no toma en cuenta la distribucion de las diferentes
fracciones, por lo tanto, es recomendable incluir ambos pardmetros de peso molecular en
ndmero y peso. El andlisis de distribucién de tamafios de los fructanos revela que el grado de
polimerizacion promedio en nimero (DPn) en Agave salmiana (ambas) es de 7 a 30, en
promedio 19. El grado de polimerizacion promedio en peso (DPw) de 12 a 40, con un promedio
de 30. (Tabla 4.11). Las demas especies de agaves mostraron de 16 a 40 DPw, desde Agave

angustifolia y muestras no identificadas.

TABLA 4. 11 GRADO DE POLIMERIZACION PROMEDIO EN PESO Y NUMERO DE LOS FRUCTANOS DE
AGAVES EXTRAIDOS DE LA BASE DE LAS HOJAS DE LAS DISTINTAS ESPECIES.

ESPECIE RANGO PROMEDIO RANGO PROMEDIO
(DPN) (DPN) (DPw) (DPw)
ssp. salmiana 13-30 18 13-39 29
(cenizo)
Ssp. crassispina 7-28 19 12 - 40 31
(verde)
A. angustifolia 9-24 17 16 - 28 24
A. americana 10,14 12 19, 30 25
A. mapisaga 14 14 28 28
A. marmorata 17 17 30 30
A. subgénero 32 32 33 33
littaea
NI 11 - 34 23 16 - 40 28

DPn (grado de polimerizacion promedio en niumero), DPw (grado de polimerizacion promedio en

peso).
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Por otro lado, el contenido de fructanos de cadena larga (DP>10) o corta (DP<10) fue distinto
entre municipios y especie de agave. Los resultados indican que los fructanos de Agave
salmiana ssp. salmiana (cenizo) son en su mayoria de cadena corta; destacando por arriba del
60% en los municipios de Dolores Hidalgo, Tierra Blanca, San Luis de la Paz, Santa Catarina y
San Felipe (Figura 4.14 A). Sin embargo, fructanos de cadena larga también tuvieron
incidencia, notablemente en las muestras recolectadas en el municipio de Ocampo, San Diego
de la Union y San Miguel de Allende. Por otro lado, Agave salmiana ssp. crassispina (verde)
mostré mayor porcentaje de fructanos con DP>10, sobresaliendo en gran medida aquellas que
fueron recolectadas en Ocampo, Santa Catarina, Atarjea, San Miguel de Allende y Xichu (Figura
4.14 C).

En general, el contenido de menor grado de polimerizacién de fructanos fue mayor en Agave
salmiana ssp. salmiana (57%) que en Agave salmiana ssp. crassispina (47%) (Figura4.14 By
D).
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FIGURA 4. 14 DISTRIBUCION GRAFICA DE MOLECULAS DE ACUERDO CON EL GRADO DE POLIMERIZACION EN SUBESPECIES DE
AGAVE SALMIANA. A), C) PORCENTAJE DE DP POR MUESTRA Y MUNICIPIO MUESTREADO, EN AGAVE SALMIANA SSP. SALMIANA
Y AGAVE SALMIANA SSP. CRASSISPINA, RESPECTIVAMENTE. B), D) PROPORCION GENERAL DE DP DE FRUCTANOS DE AGAVE
DE MENOR Y MAYOR GRADO DE DP EN AGAVE SALMIANA SSP. SALMIANA Y AGAVE SALMIANA SSP. CRASSISPINA,

RESPECTIVAMENTE. O: OcamPO, DH: DOLORES HIDALGO, SDU: SAN DIEGO DE LA UNION, DM-V: DOCTOR MORA-VICTORIA, TB: TIERRA
BLANCA, SLP: SAN Luis DE LA PAz, A: ATARJEA, SC: SANTA CATARINA, C: COMONFORT, SMA: SAN MIGUEL DE ALLENDE, X: XICHU, SF:
SAN FELIPE, V: VICTORIA, DM: DOCTOR MORA.

Con respecto a las especies de Agave americana, Agave marmorata, Agave mapisaga y una
muestra de Agave angustifolia, se encontraron mayormente fructanos de cadena corta en un
porcentaje de 55-80% (Figura 4.15), con excepcion de un Agave angustifolia del municipio de
San Luis de la Paz, junto con el agave subgénero littaea y dos muestras no identificadas de

Atarjea y Ocampo que resultaron en porcentajes altos de fructanos de cadena larga.
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A pesar de que se encuentran diferencias visibles en los porcentajes de DP en las especies
muestreadas, se puede encontrar un patrén de similitud en DP, en funcién al agrupamiento de
municipios muestreados. Los municipios de Ocampo, San Diego de la Union, Atarjea y Santa
Catarina se agrupan en mayor porcentaje de fructanos de cadena larga, en el otro grupo se
encuentran Dolores Hidalgo, Doctor Mora-Victoria, San Luis de la Paz y Comonfort con
fructanos en su mayoria con un DP<10 (Tabla 4.9).

Las diferencias encontradas podrian deberse a la madurez de los agaves muestreados. Esta
claro que el agave joven tiene una distribucion de peso  molecular
con tamafios de cadena mas bajos, donde los FOS representan el 33-50% de los fructanos y
los agaves maduros solo tienen 10-20% de FOS (40).
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FIGURA 4. 15 DISTRIBUCION GRAFICA DEL GRADO DE POLIMERIZACION EN LAS ESPECIES DE
AGAVES. O: OcAMPO, DH: DoOLORES HIDALGO, SDU: SAN DIEGO DE LA UNION, SLP: SAN Luis DE LA PAz,
A: ATARJEA, C: COMONFORT, SMA: SAN MIGUEL DE ALLENDE, X: XICHU, DM-V: DOCTOR MORA-VICTORIA.
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La Figura 4.16 muestra los histogramas generados a partir del andlisis de cada muestra, donde
se puede observar la distribucién de tamafios de los fructanos y los porcentajes de abundancia
relativa en funcion del DP. Las muestras de fructanos muestran grados diferentes DP no
homogéneos, lo que corresponde a los %DP, en contraste con fructanos de agaves comerciales,

los cuales forman una distribucion tipo campana gaussiana.
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CAPITULO 5

5. DISCUSION

Actualmente el estado de Guanajuato cuenta ya con la denominacién de origen (DO) del
mezcal en los municipios de San Luis de la Paz y San Felipe (100). Sin embargo, se busca
sumar a 11 municipios mas: Atarjea, San Diego de la Unién, Comonfort, Doctor Mora, Santa
Catarina, Dolores Hidalgo, Tierra Blanca, Xicha, Ocampo vy Victoria

(http://www.conacytprensa.mx/index.php/ciencia/economia/17904-denominacion-origen-

mezcal-guanajuato). Se espera también el aprovechamiento de los agaves de esta zona

para la explotacién de otros recursos derivados; como jarabes, mieles y fructanos. Debido
a que se ha observado un gran potencial en cuanto a la diversidad de agaves silvestres y
de plantaciones al colindar con San Luis Potosi, uno de los principales productores de
mezcal en el pais. En los municipios del norte del estado de Guanajuato destaca la
presencia de agaves silvestres y de plantaciones, principalmente Agave salmiana ssp.
salmiana, Agave salmiana ssp.crassispina, siendo la especie de hoja ancha mas distribuida
en México y uno de los dos agaves mas utilizados para la produccién de aguamiel y pulque,
asi como para fibras (101). También se observo incidencia de Agave angustifolia tanto en
plantaciones como de manera silvestre, esta especie de agave es comunmente utilizada
para la elaboracion del mezcal en el estado (102), sus hojas a diferencia de las de ssp.
salmiana son delgadas. No existen actualmente estudios especificos de la distribucion del
agave en Guanajuato, no obstante, se puede mencionar presencia de otras especies, en
Ocampo Agave mapisaga, en Doctor Mora y Dolores Hidalgo se encontraron plantas de

Agave marmorata y Agave americana.

En la elaboracion del mezcal se emplea solamente el tallo o pifia de la planta, resultando
las hojas un residuo de la industria. Diversos estudios se han enfocado en el procesamiento
para la obtencién de fibras y a recuperar los azlicares de este desecho, (103) para diversas
aplicaciones. Entre ellas, la produccion de bio combustible (4), sustrato para procesos de
fermentacion alternativos (104) y enzimas hidroliticas (105). Sin embargo, los azlcares
poliméricos (fructanos) sintetizados tanto en el tallo como en las hojas tienen efectos
funcionales a la salud digestiva en humanos (106) y pueden ser utilizado como prebidticos.
La extraccién y caracterizacion de fructanos de las hojas del agave ha cobrado importancia
sobre todo en Agave tequilana (107) y Agave salmiana (64). Como se mencion6

anteriormente, municipios del estado de Guanajuato desean incluirse en la DO del mezcal

97


http://www.conacytprensa.mx/index.php/ciencia/economia/17904-denominacion-origen-mezcal-guanajuato
http://www.conacytprensa.mx/index.php/ciencia/economia/17904-denominacion-origen-mezcal-guanajuato

por lo que se espera un aumento del residuo de la planta e interés por explotar los agaves
de la region para una posible produccion de fructanos. Por lo qué se estan estudiando
opciones para un aprovechamiento integral del cultivo. Se encontraron diferencias notables
en los carbohidratos solubles de hojas en los agaves, con rangos de 0.32% ssp.salmiana a
5.6% Agave angustifolia (San Luis de la Paz y Dolores Hidalgo respectivamente), las
diferencias muestran relacién con el sitio de muestreo. Se ha determinado el contenido de
fructanos en hojas de Agave durangensis, mostrando 8.9% de carbohidratos solubles (105),
siendo significativamente mayor a nuestros resultados 5.6% en Agave angustifolia. Estudios
anteriores han demostrado la influencia que ejercen las condiciones climaticas, los
nutrientes del suelo, el cambio en las estaciones, las lluvias y variedad de la planta, en la
composicion y acumulacion de carbohidratos en la misma (40, 108, 109). A pesar de que se
recolectaron especies de Agave salmiana en su mayoria, las condiciones climaticas de cada
sitio muestreado son distintas, por lo que el contenido de carbohidratos tiende a ser
fluctuante, ademds de la influencia de las edades de la planta en el desarrollo y acumulacién
de azucares. En Ocampo, el clima es predominantemente semi seco y semi arido, con una
temperatura media de 17°C y la mas alta de 40°C. San Felipe presenta contrastes
montafiosos y planicies, colinda al oeste con Ocampo y cuenta con un clima semiseco, pero
en comparacion con Ocampo las temperaturas maximas no superan los 25°C. Asi como
San Luis de la Paz, el cual tiene un clima similar a Ocampo semi seco, con temperaturas
anuales de 16°C y una méxima de 20°C. Por otro lado, Atarjea se localiza en la Sierra Gorda
de Guanajuato y presenta microclimas, de tropical-calido himedo y templado semi calido

(GOB). Esto por nombrar algunos ejemplos.

Investigaciones recientes argumentan que el contenido de fructanos y azucares en los
tejidos del agave, disminuye segun la distancia al tallo. Es decir, la mayor concentracion de
azucares se encuentran en el tallo (16 a 28%) o en la base cercana al mismo (1) y menor
en las hojas (3.3 a 16.1%) (110). Se ha evaluado en otros estudios el contenido de fructanos
en la base de las hojas en diversas especies de agave; ssp. salmiana 86.4 g/L, ssp.
crassispina 53.9 g/L y Americana 39.8 g/L (111). Asimismo, se ha analizado ampliamente
el contenido de azucares en el jugo extraido de la base de las hojas, especialmente en
plantas de Agave tequilana. Hojas secas y trituradas de esta especie identifican a la fructosa
en grandes cantidades, seguido por glucosa como azicar monomeérico principal, y en
menores cantidades galactosa, manosa y arabinosa (104). Por otro lado, en especies como
Agave salmiana, se identificaron los carbohidratos no estructurales presentes en el jugo
crudo extraido del tallo de la planta mediante HPLC y observaron valores altos en contenido

de fructosa, glucosa, xilosa, maltosa y sacarosa en orden decreciente (112). A pesar de que
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estos andlisis se realizaron en jugos obtenidos de tallos, la informacion es comparable
respecto al contenido de azUcares simples en el jugo derivado de la base de las hojas de
los agaves muestreados en el presente trabajo. La cromatografia liquida de alta resolucién
muestra una cantidad mayor respecto a fructosa y significativamente menor en glucosa y
sacarosa, en la mayoria de los agaves. En general el jugo crudo obtenido de las hojas del
agave; se espera tenga menor contenido de azlcares, en comparacion al tejido de pifia u
hojas cocidas. Ya que los agaves contienen carbohidratos complejos que se degradan por
la acidez del jugo y principalmente a la hidrélisis acida que experimentan los polisacaridos

durante la coccion, la cual libera otros azlcares simples (113, 114).

Diversos estudios han evaluado las concentraciones de azUcares reductores en jugos
crudos de Agave ssp. crassispina el cual cuenta con 22.8 g/L, Agave americana con una
concentracion de 19.7 g/L, las concentraciones mas altas se encontraron en Agave ssp.
salmiana 26.1 g/L (111). Dichas investigaciones son consistentes con los resultados del
presente trabajo, donde Agave ssp. crassispina y ssp. salmiana revelan tener las
concentraciones mas altas de azlcares reductores, en comparacion con los agaves de las
otras especies. Sin embargo, muestras de Agave angustifolia del municipio San Luis de la
Paz, mostraron la mayor cantidad de carbohidratos totales presentes en su jugo 1.142 kg/L,
esto era de esperarse en consecuencia que la recoleccién de estos agaves fueron de

plantaciones comerciales empleadas en la elaboracién del mezcal en el municipio.

Las hojas, producto de los residuos de la industria tequilera, han sido sometidas a procesos
de secado convencionales con el fin de obtener un producto en polvo para su venta como
fructanos (116), asi como para el aprovechamiento de sus carbohidratos en otras
aplicaciones biotecnoldgicas (4). Uno de los métodos efectivos de pulverizacion de liquidos
es mediante secado por aspersion. En este proyecto se obtuvieron porcentajes
relativamente altos de eficiencia de secado en los fructanos extraidos de hojas de Agave
salmiana con un promedio del 50%, obteniendo incluso el 80% en algunas muestras. Y
desde 30 a 50% en las otras especies. No obstante, otras muestras no fue posible secarlas.
Debido a que probablemente la eficiencia de secado de los fructanos de agave podria estar
relacionada con el contenido de fructosa y los sélidos solubles totales en la muestra. Los
estudios sobre el secado de fructanos de Agave salmiana han demostrado que la
eliminaciéon de mono y disacaridos por nanofiltracion mejora la pureza y el proceso de
secado por pulverizacion (99). Incluso se podria mejorar el rendimiento haciendo cambios
en las condiciones operacionales del equipo; en temperatura de salida (198°C), velocidad
de atomizacién (30,000rpm) y flujo de aire (720 m3h-1) (58).
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Se sabe que las propiedades de los fructanos dependen de su grado de polimerizacion, hay
reportes donde se informa que los fructooligosacaridos tipo inulina (DP <10) y los fructanos
levemente polimerizados ejercen efectos mas pronunciados para la composicién microbiana
del colon (117, 118). Los fructanos de agave con DP comparable resultaron ser efectivos
como prebidticos, estuvieron mas disponibles a la fermentacién bacteriana por la solubilidad
de su estructura (6). Por otro lado, se ha informado que fructanos de agave de cadena larga
disminuyen los triglicéridos en modelos animales (2), siendo una posible alternativa de
tratamiento para pacientes obesos. Los fructanos de cadena larga también han resultado
exitosos sustitos de grasas en panaderia (119). Los fructanos extraidos de las hojas de
Agave salmiana muestran diversidad del DP promedio oscilando de 7 a 30 y DPn promedio
de 19, Agave angustifolia de 9-24, DPn promedio 17, Agave americana con dos muestras
de 10 y 14 DP. Agave marmorata de 17, Agave subgénero littaca 32 y agaves no
identificados de 11-34, DPn promedio 23. Esta diversidad podria atribuirse a la composicion
del suelo y al clima de los lugares de muestreo, ademas de la edad de los agaves, aunque
se estim@ fueran agaves de seis afios, no se sabe con certeza la edad de los agaves
silvestres. Se ha informado anteriormente que los agaves jévenes tienen fructanos de menor
grado de polimerizacién, mientras que los agaves maduros tienden a acumular fructanos de
mayor grado de polimerizacion; ademas de la ramificacién de los fructanos de agave

aumenta con la edad (30, 40).

Un estudio realizado con agave ssp. crassispina del estado de Guanajuato, afirma que sus
fructanos estan compuestos por bajo, intermedio y alto DP (51).Nuestros resultados revelan
que en ssp.crassispina 53% son fructanos de cadena intermedia, en un rango de 7-28 y un
promedio de grado de polimerizacion de 19. El mismo estudio menciona que a diferencia de
ssp. crassispina, ssp. salmiana del estado de Guanajuato sus fructanos son nativos de
agave (51), es decir de 8 a 12 DP, lo que confirma nuestros datos: la proporcién de DP <10
es ligeramente mayor (57%) que los DP>10 (43%). Incluyendo Agave angustifolia, Agave

americana, Agave sub. littaea y varios agaves no identificados.

Se hizo una comparacion entre fructanos extraidos de hojas de Agave salmiana y fructanos
comerciales. Los fructanos comerciales mostraron una mayor proporcion de alto peso
molecular; por otro lado, hojas de Agave salmiana mostraron una proporcién casi igual de
fructanos de bajo y alto peso molecular, incluso algunas muestras tenian mas del 90% de
bajo peso molecular. Existen reportes donde se observd que Agave tequilana sintetiza
fructanos de bajo peso molecular en las hojas, luego estos se transportan al tallo y se

transforman en fructanos de alto peso molecular (107).
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CAPITULO 6

6. CONCLUSIONES

Se demostrd la viabilidad técnica para obtener fructanos de agaves silvestres del estado de
Guanajuato, principalmente de hojas de Agave salmiana. Los carbohidratos solubles en agua
se recuperaron de la base de las hojas cerca del tallo, los fructanos representan el 1.23% del
peso de las hojas en base hiumeda. Los fructanos extraidos fueron susceptibles de ser secados,
alcanzando eficiencias de secado del 50% o incluso mayores. Adicionalmente se determind la
distribucion del peso molecular de los fructanos extraidos de las hojas. Se encontré una gran
diversidad en la distribucion del peso molecular, pero en general, las hojas de Agave salmiana
ambas subespecies contienen una baja proporcion de fructanos de alto peso molecular, en
comparacion con los fructanos comerciales de agave. Los resultados del analisis de pesos
moleculares de Agave salmiana, confirman una Mn promedio de 3014.5 g/mol y una P promedio
de 1.7. Los fructanos de Agave ssp. salmiana muestran mayor proporcién de fructanos de bajo
peso molecular con un porcentaje de 57%, en contraste con los fructanos de Agave ssp.
crassisipina los cuales evidencian una proporcién de 53% correspondiente a fructanos de
cadena larga. No obstante, el DPn promedio de ambas subespecies es igual a 19, siendo mayor
que la de los fructanos comerciales (DPn=16). Los resultados revelan a esta especie de agave

como una fuente potencial de extraccion tanto de fructanos de cadena larga y corta.

La Norma Oficial Mexicana NOM-002-SAGARPA-2016, establece tres tipos de carbohidratos
provenientes del agave en base a la proporcién de fructanos segin su longitud de cadena; los
fructanos nativos de agave, los cuales pueden tener cualquier porcentaje de fructanos largos y
cortos, siempre y cuando la suma de ambos sea por lo menos de 85%. Los FOS, que presentan
por lo menos un 50% de fructanos con un DP menor a 10. Por ultimo, los fructanos de alto peso
molecular que deben tener mayoritariamente 75% de cadena larga, es decir de DP mayores a
10. Aproximadamente 43% y 58% de los fructanos de Agave salmiana ssp. salmiana y ssp.
crassispina respectivamente, corresponden a la clasificacion segun la Norma Oficial a fructanos
nativos de agave, 30% y 37% fue posible clasificarlos como FOS, finalmente el 11% y 18%

corresponden a fructanos de alto peso molecular (Tabla 6.1).
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TABLA 6. 1 CLASIFICACION DE FRUCTANOS AGAVE SALMIANA SEGUN LA NORMA OFICIAL MEXICANA
NOM-002-SAGARPA-2016. FAPM: FRUCTANOS DE ALTO PESO MOLECULAR, FN: FRUCTANOS

NATIVOS DE AGAVE, FOS: FRUCTOOLIGOSACARIDOS.

Mn

g/mol

4398
4842
2078
4096
1293
1192
2018
3152
3286
3043
1646

1902
4933
3623
2036
3981

DPn

27
30
13
25

12
19
20
19
10

12
30
22
12
24

ssp. salmiana

P

1.14
1.30
2.26
1.16
2.66
1.83
131
1.86
1.70
1.43
1.59

2.34
1.19
1.71
2.41
1.53

DP>

10
(%)
88
72
29
88
10
9
55
45
45
62
24

20
82
50
21
57

DP<
10
(%)
11
28
73
12
90
91
49
55
55
38
76

80
18
50
79
44

Clasificacion

FAPM

FN
FOS

FAPM

FOS
FOS
FN
FN
FN
FN
FOS

FOS

FAPM

FN
FOS
FN

Mn

g/mol

4568
3933
2627
3060
1156
3551
4064
2142
4065
4348
3002

2862
4504
4226
3175
3633
1211

DPn

28
24
16
19

22

13
25
27
18

18
28
26
19
22

ssp. crassispina

P

1.41
1.54
2.11
1.71
1.83
1.55
2.25
1.90
1.18
1.15
1.79

2.01
1.44
1.45
1.74
1.66
1.63

DP>

10
(%)
64
55
32
48
8
58
17
43
84
86
43

36
64
62
45
50
8

DP<

10

(%)
36
45
68
54
92
42
83
58
16
17
58

65
38
39
55
50
92

Clasificacion

FN
FN
FOS
FN
FOS
FN
FOS
FN
FAPM
FAPM
FN

FOS
FN
FB
FN
FN

FOS

Los fructanos extraidos de las hojas de Agave salmiana tienen el potencial para ser explotadas

como ingrediente en formulaciones alimentarias 0 como suplementos alimentarios. Sin

embargo, se requiere explorar la viabilidad comercial y evaluar una posible produccién de

fructanos a mayor escala mediante una prueba piloto donde se analizard el rendimiento de

produccion, tiempo, recursos y se evaluara estrategias para la obtencion de los carbohidratos,

con la finalidad de obtener una proyeccion del desarrollo de una industria, donde sea viable el

aprovechamiento de las hojas de los agaves mezcaleros del estado de Guanajuato para la

produccion y comercializacion de fructanos de agave.
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