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RESUMEN GENERAL

FRUCTOOLIGOSACARIDOS Y CALIDAD NUTRACEUTICA DE JARABE DE
Agave salmiana OBTENIDO A BAJAS PRESIONES

El método de obtencién del jarabe de aguamiel (JA) y la especie de la que se
obtiene el aguamiel (AM) influyen principalmente en el perfil de carbohidratos y
en compuestos con propiedades nutracéuticas. La evaporacién al vacio puede
tener menor efecto sobre el deterioro de los compuestos bioactivos del AM. Por
otro lado, no se ha dilucidado si hay influencia de los cultivares de una misma
especie en la calidad nutracéutica del AM y el JA. El objetivo de la presente
investigacion fue determinar la calidad nutracéutica y presencia de
fructooligosacéaridos (FOS) del JA obtenido por evaporacion a baja presion del
AM de cinco cultivares de A. salmiana. Se aplico un analisis de covarianza bajo
un disefio en bloques completos al azar con cinco repeticiones, el factor de
bloqueo fue los dias de recoleccion del AM, los tratamientos fueron los cultivares
Cimarron, Penca Larga, Xamini, Manso y Negro de A. salmiana. Las covariables
evaluadas fueron el pH y los soélidos solubles totales (SST) y la unidad
experimental: 400 mL de AM de cada cultivar para analisis y 400 mL para obtener
los JA. El indice de oscurecimiento (I0), compuestos fendlicos solubles totales
(CFT), actividad antioxidante (ABTS y FRAP), saponinas, azucares reductores
directos (ARD), azucares totales (AT), azUcares solubles totales (AST) y
contenido de inulina se midieron en AM y JA vy, se identificaron FOS por
cromatografia en capa fina en ambos. Los JA presentaron en promedio 3730 uM
ET 100g™ de actividad antioxidante (ABTS), 144.5 mg EAG 100g™* de CFT, 15.5
% de ARD, 26 % de inulina y se observo la presencia de 1-kestosa. Los jarabes
de los cv. Manso y Penca Larga tuvieron mayor contenido de saponinas y pH.
Los JA de los cultivares de A. salmiana obtenidos tienen alta calidad nutracéutica.

Palabras clave: cromatografia, cultivares, inulina, sabia, saponinas.

Tesis de Maestria en Ciencias en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria, Posgrado en
Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria, Universidad Autnoma Chapingo

Autor: Maricela Rojo Burgos

Director de Tesis: José Joel Enrique Corrales Garcia



GENERAL ABSTRACT

FRUCTOOLIGOSACCHARIDES AND NUTRACEUTICAL QUALITY OF Agave
Salmiana SYRUP OBTAINED AT LOW PRESSURE

The method of obtaining aguamiel syrup (JA) and the species from which the
aguamiel (AM) is obtained have a mainly influence on the carbohydrate profile
and on compounds with nutraceutic properties. Vacuum evaporation may have
less effect on of deterioration of the bioactive compounds in the AM. On other
hand, it has not been elucidated whether there is an influence of cultivars of the
same species on the nutraceutical quality of AM and JA. The objective of the
present investigation was to determinate the nutraceutical quality and
fructooligosaccharides (FOS) presence of JA obtained by evaporation at low
pressure from the AM of five cultivars of A. salmiana. Analysis of covariance was
applied under a randomized complete block design with five replications, the
blocking factor was the days of AM collection, the treatments were Cimarron,
Penca Larga, Xamini, Manso and Negro cultivars of A. salmiana. The covariates
were pH and total soluble solids (TSS) and the experimental unit was 400 mL of
AM of each cultivar for analysis and 400 mL to obtain the JA. The browning index
(BI), total soluble phenolic compounds (TPC), antioxidant activity (ABTS and
FRAP), saponins, direct reducing sugars (DRS), total sugars (TS), total soluble
sugars (TSA) and inulin content were evaluated in AM and JA, and FOS were
identified by thin layer chromatography. The content of JA had an average of 3730
uM TE 1009 of antioxidant activity (ABTS), 144.5 mg EAG 100g* of TPC, 15.5%
of DRS, 26% of inulin and 1-kestose was identified. The syrup of cv. Manso and
Penca Larga had higher saponin content and pH. The JA of A. salmiana cultivars
obtained have high nutraceutical quality.

Key words: Chromatography, cultivars, inulin, sap, saponins.

Master of Science Thesis in Agroalimentary Science and Technology, Graduate Program
in Agroalimentary Science and Technology, Universidad Autonoma Chapingo

Author: Maricela Rojo Burgos

Advisor: José Joel Enrigue Corrales Garcia
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1 INTRODUCCION GENERAL

Los multiples usos y produccion en gran parte del territorio mexicano de las
especies endémicas de Agave muestran su indiscutible importancia desde
épocas prehispanicas hasta la actualidad. Al menos el 75 % de las especies que
componen el género Agave se encuentran en México por lo que es considerado
el centro de origen del maguey. Este género pertenece a la subfamilia
Agavoideae, familia Asparagaceae (Vazquez-Elorza et al., 2017).

El agave para bebidas destiladas predomina en el territorio mexicano con casi
130 mil hectareas cultivadas mientras que el maguey pulquero y para otros usos
tiene una superficie sembrada de poco menos de 12 mil hectareas segun el
Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2020). Se denominan
magueyes pulqueros principalmente a A. americana, A. atrovirens, A. ferox, A.

mapisaga, y A. salmiana (Ortiz-Basurto et al., 2008).

La especie pulquera mas importante en México es A. salmiana, la cual es
endémica y presenta gran variabilidad morfologica segun el ambiente en que se
desarrolla (Figueredo-Urbina, Alvarez-Rios, Garcia-Montes. & Octavio-Aguilar,
2021). Los estados de Hidalgo, Tlaxcala, Puebla y el Estado de México son los
principales productores de maguey pulquero (SIAP, 2020). Algunos de los
cultivares de A. salmiana mas usados en Hidalgo para la obtencion de aguamiel
(AM) son Chalquefio, Cimarrén, Penca Larga, Penca Ancha, Manso y Xamini,
mientras que en el Estado de México se usa el Manso, Ayoteco, Negro y Verde
(Alvarez-Rios, Figueredo-Urbina & Casas, 2020).

El AM es el principal producto que se obtiene del maguey pulquero, ha sido
descrito como un liquido de color ambar traslicido, con olor sutilmente herbal y
pH neutro cuando esta recién cosechado (Guzman-Pedraza & Contreras-
Esquivel, 2018).

11



Se compone principalmente de azucares y se considera una bebida con
propiedades probidticas por su contenido de microorganismos autéctonos.
Investigaciones recientes sefialan a este producto como fuente de nutracéuticos
0 compuestos bioactivos al contener compuestos fendlicos, saponinas,
fructooligosacaridos y fructanos que han mostrado efectos benéficos en la salud
(Santos-Zea, Leal Diaz, Cortes-Ceballos & Gutiérrez-Uribe, 2012; Villarreal-
Morales et al., 2019).

Derivado del AM se obtiene la “miel agave”, también llamada néctar de maguey,
concentrado de aguamiel o jarabe de aguamiel (JA) que se obtiene al evaporarlo
casi al 90 %, por métodos convencionales, es decir, a presion atmosférica en una
olla abierta o cazo a temperaturas de ebullicion. La concentracion del AM hasta
el 10 % del volumen inicial supone una concentracion proporcional de todos los
nutrientes que se encuentran en este, sin embargo, no se ha corroborado dicha

proporcion (Santos-Zea et al., 2012).

Los diferentes cultivares de A. salmiana hasta ahora se han usado
indistintamente en la obtencidn de jarabe de aguamiel por evaporacion
convencional, sin embargo, no se ha determinado si estos influyen en la

composicion del producto final.

Por otro lado, el jarabe de A. tequilana Weber se elabora hidrolizando los
fructanos de las pifias de agave, ya sea por hidrdlisis enzimatica o hidrélisis
acido-térmica (Gonzéalez-Montemayor et al., 2020). Este producto se exporta a
otros paises y se conoce también como jarabe de agave de alta fructosa (JAF).
El jarabe de A. salmiana o A. tequilana Weber contiene componentes
antioxidantes, fructanos y saponinas que muestran beneficios como bajo indice
glucémico, prebidtico, antioxidante y anticancerigeno (Michel-Cuello, Gallegos-

Fonseca, Maldonado-Cervantes & Aguilar-Rivera, 2015; Santos-Zea et al., 2015).

Mantener o realzar estas propiedades nutracéuticas en el JA debe ser una
prioridad en las agroindustrias proveedoras de este producto. La evaporacion al

vacio o a bajas presiones se ha propuesto como una alternativa al método

12



convencional de evaporacibn que ayuda a preservar propiedades fisicas,
quimicas y nutracéuticas en alimentos concentrados como los jarabes (Asghar et
al., 2020; Yunos, Sulaiman, Yusuf & Ghazali 2017). Por lo tanto, obtener JA por
evaporacion a bajas presiones supone mayor conservacion de los compuestos

considerados nutracéuticos del AM.

Las investigaciones revelan que las diferencias en el método de obtencion y en
la especie de agave utilizada pueden influir en las propiedades del producto final
(Asghar et al.,, 2020; Hernandez-Ramos, Garcia-Mateos, Ybarra-Moncada &
Colinas-Leo6n, 2020). Sin embargo, cuando se modifican los procedimientos
tradicionales de obtencion del jarabe es necesario conocer las caracteristicas y

propiedades del producto final.

El objetivo general de la presente investigacion fue evaluar la calidad nutracéutica
y el contenido de fructooligosacaridos en el jarabe obtenido por evaporacion a

baja presion del aguamiel de cinco cultivares de A. salmiana.

Como hipotesis de investigacion se planted que la evaporacion en las
condiciones de presion y temperatura usadas mantiene las propiedades
nutracéuticas del AM en el JA 'y que estas propiedades dependen del cultivar de

A. salmiana que se utilice.

Este documento se divide en cuatro capitulos, el primero corresponde a la
introduccién general. En el segundo capitulo se presenta una revision
bibliografica sobre el AM y JA para contextualizar la investigacion. El Capitulo 3
y Capitulo 4 corresponden a los resultados de la investigacion, presentados en
forma de articulos cientificos. El Capitulo 3 presenta los resultados del efecto de
la evaporacion a baja presion en los compuestos nutracéuticos del AM y del JAy
la influencia de los cultivares de A. salmiana en el producto final. ElI Capitulo 4
presenta el efecto de la baja presion en el contenido de fructooligosacaridos,
inulina, azucares reductores y azUcares totales, asi como el efecto de los

cultivares de A. salmiana en el JA.
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2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia del Agave en México
2.1.1 Diversidad del maguey

El género Agave es el mas grande y diverso de los 43 géneros que componen a
la familia Asparagaceae, a esta familia pertenecen 497 especies, de acuerdo con
lo reportado por CONABIO (2021), que se distribuyen desde el sur de Estados
Unidos hasta Colombia, Venezuela y Las Islas del Caribe. En México se
encuentra la mayor riqueza y diversidad de estas especies ya que aqui se
encuentran 163 especies endémicas de agave, por ello se considera el centro de

origen del maguey (Figueredo-Urbina et al., 2021).

2.1.2 Usos del maguey

Los usos y productos tan variados que se derivan del agave indican la gran
importancia que ha tenido esta planta desde la antigiiedad. Los espafioles
llamaron al agave “arbol de las maravillas” por los diversos usos que tenia en la
vida y cultura de los mesoamericanos, de lo cual hay vestigios, incluso se
especula que el uso del maguey fue antes que del maiz (Garcia-Castro, 2014;

Vazquez-Elorza et al., 2017).

Muchos de los usos antiguos del agave prevalecen hasta la actualidad como su
uso comestible (botones florales), la extraccion de fibras para la elaboracion de
utensilios y textiles, su uso como forraje y combustible, asi como la extraccion de
aguamiel (AM) y la elaboracibn de miel y bebidas, ya sea destiladas o
fermentadas, las cuales constituyen una rama muy importante de la economia en

México por las agroindustrias que generan (Garcia-Mendoza et al., 2017).



Otros usos de caracter ambiental, ecoldgico y agrondmico también demuestran
su multifuncionalidad y valor cultural actual como su uso para la retencion,
proteccion y regeneracion del suelo, cerco vivo y material de construccion
(Figueredo-Urbina et al., 2021). Garcia-Castro (2014) presenta los beneficios del
maguey en el México antiguo, clasificandolos en ocho categorias, ademas de los

beneficios coloniales y modernos, como se resume en la Figura 1.

Aguamiel, pulque, aguamiel cocido o vino |

- [ Penca asada, endulzantes, vinagre, gusanos |
|
|
|

—{ Vestido ‘ Mantas, huipiles, calzado |
—i Medicina Heridas, mordeduras, pulques especiales |

| Cordeles y sogas

- -

Instrumentos generales ‘ [ Recipientes
Mesoamérica }- \ Punzdn, clavos, agujas

— ‘ . Madero para techos, vigas
|

Materiales para vivienda

Tejas, canal

N I I I

Combustible ‘ | Tallo y pencas como lefia |
>
::JD Agricola ‘ | Cercado, borde de terraza |
© -
E i Divinidades asociadas ‘ Mayahuel, Ometpchtll, Tezcatzonc.atl,
[} Patecatl, Tomiyauh, Napatecutli
g Fibra para papel
= Epoca colonial Mezcal y Tequila |

Legia |
Jabén

Epoca moderna

Papel mixiote

|
Alcohol carburante
|
Penca para barbacoa

Figura 1. Clasificacion de los usos y beneficios del agave en México.
Fuente: Garcia-Castro, 2014.

Debido a la importancia actual de los agaves, se han generado nuevas
investigaciones de los usos de esta planta, asi como de los desechos que se
generan en las agroindustrias procesadoras de bebidas alcohdlicas, por ejemplo,
la obtencion de polisacaridos como los fructanos o inulina, la obtencion de

biocombustibles, biogas y bioplasticos (Vazquez-Elorza et al., 2017).



Por otra parte, el maguey sigue siendo muy importante para la salud humana ya
gue con el avance de la ciencia y la tecnologia se han descubierto fitoquimicos
de importancia nutricional en sus hojas, flores o pifias. Su actividad antioxidante,
sus propiedades antiparasitarias, antibacterianas, antidiabéticas,
antiinflamatorias e incluso su actividad anticancerigena derivadas de los
compuestos fendlicos, saponinas, fructanos, inulina, entre otros compuestos,
indican que es una buena fuente de compuestos bioactivos o nutracéuticos
(Santos-Zea et al., 2012).

2.1.3 Produccidon de Agave en México

La produccion de maguey en México también refleja la importancia de esta planta
como cultivo pues en 19 de los 32 estados de nuestro pais se cultiva ya sea
agave tequilero, mezcalero, pulguero o maguey para usos mas especificos. El
agave para bebidas destiladas es el principal cultivo con mas de 129 mil ha
sembradas a nivel nacional y un valor de la produccion de mas de 33 mil millones
de pesos segun la base de datos del Servicio de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP, 2020). Del maguey para otros usos el SIAP (2020) reporta una
superficie sembrada de 11,462 ha con un valor de la produccion de mas de 900

millones de pesos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Superficie, produccion y valor de la produccion de los principales tipos
de maguey sembrados en México.

Superficie (ha) Valor
Produccion
Produccion (miles de

Sembrada Cosechada

Tipo de maguey (udm) pesos)
Maguey penca (t) 1,117 1,117 13,444 68,268
Maguey pulquero
(miles de L) 7,421 2,658 167,223 820,400
Maguey forrajero (t) 2,901 2,670 31,404 12,459
Maguey mixiotero
® 23 0 0 0
Total 11,462 6,445 212,071 901,127

udm: unidad de medida, indicados en el tipo de maguey. Fuente: SIAP, 2020.
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Respecto a los estados productores de agave, Jalisco es predominante en la
produccion con una superficie sembrada de 73 mil ha de agave tequilero y
aproximadamente 900 ha de agave mezcalero, seguido de Guanajuato, Nayarit
y Oaxaca, como se observa en Figura 2, mientras que el principal estado
productor del maguey pulquero es Hidalgo (SIAP, 2020).

80 73.93
70
60
50
40

30

Superficie sembrada (miles de ha)

20 15.96
12.04 1055
10 I 5.31 I 5.80
1.73 I 0.81 1.55 1.05
0 0 o QO & > N (g 5 2
N N N & o P & & o'\\Q’b &
g & N &8 N o Q S 8 &
S ) <3 v
Estados

Figura 2. Superficie sembrada de agaves en México.
Fuente: SIAP, 2020.

Las especies de agaves pulqueros se pueden encontrar en ambientes adversos
de zonas éaridas o semiaridas en estados como Coahuila, Durango y San Luis
Potosi, pero principalmente se encuentra en el Estado de México, Hidalgo,

Puebla y Tlaxcala (Cuadro 2 y Figura 2).

El maguey pulquero también es importante en México, aunque la superficie
sembrada es menor comparada con la de agave tequilero. De este maguey se
puede obtener diversos productos como forraje, pencas para la barbacoa y
biopeliculas para mixiotes. De la produccion de agave para otros usos, segun los
datos del SIAP (2020) el maguey pulquero es el méas representativo, con 65 %

de la superficie sembrada con maguey (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Superficie, produccién y valor de la produccién de maguey en México
segun su uso.

Superficie (ha) Valor
Produccion

Tipo de Produccién (miles de

maguey/Entidad Sembrada Cosechada (udm) pesos)
Maguey penca (t) 1,117 1,117 13,444 68,268
Hidalgo 1,117 1,117 13,444 68,268
Maguey pulquero

(miles de L) 7,421 2,658 167,223 820,400
Guanajuato 7 5 122 533
Guerrero 1 1 6 22
Hidalgo 4,858 1,374 111,683 637,663
México 504 260 4,596 17,371
Michoacan 3 0 0 0
Puebla 984 340 11,103 50,642
Querétaro 259 0 0 0
San Luis Potosi 42 42 893 1,172
Tlaxcala 648 524 37,397 105,437
Veracruz 115 112 1,422 7,562
Maguey forrajero (t) 2,901 2,670 31,404 12,459
Coahuila 2,046 2,046 11,869 6,677
Querétaro 231 0 0 0
San Luis Potosi 624 624 19,535 5,782
Maguey mixiotero (t) 23 0 0 0
Hidalgo 23 0 0 0
Total 11,462 6,445 212,071 901,127

udm: unidades de medida, indicados en el tipo de maguey. Fuente: SIAP, 2020.

2.1.4 Agaves pulqueros

Las especies de agave que se distinguen por su produccién y extraccion de AM
y que se conocen como magueyes pulqueros son el A. americana, A. atrovirens,
A. ferox, A. mapisaga y A. salmiana, se denominan asi porque el principal uso

del AM es la elaboracién de pulque (Ortiz-Basurto et al., 2008).

Vazquez-Garcia et al. (2016) sefialan que los agaves pulqueros ademas de

multifuncionales son polifacéticos, es decir, sus diversos usos son determinados
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por la inventiva de los pobladores para cubrir sus necesidades y por la etapa de
vida en que se encuentre la planta. Definen siete categorias en las que clasifican
mas de 20 usos que los habitantes de las comunidades de Nanacamilpa, Tlaxcala
y Cardonal, Hidalgo le dan a este cultivo. Las siete categorias se enlistan a

continuacion.

1. Alimento: incluye bebidas, comidas, condimento o ingrediente, miel, medio
de coccién e insumo gastronémico.

2. Doméstico: incluye utensilios, enseres, combustible, fertilizantes

ornamentales, limpieza y abrasivos.

Tejido y vestuario: insumos para artesanias a partir de hilos o ixtle.

Salud y belleza: segun sus beneficios medicinales y cosméticos.

Construccion: material para pequefas edificaciones o cercos.

Agricolas: para regeneracion y proteccion del suelo.

N o o ke

Forraje y suplemento: para aves de corral.

En el estado de Hidalgo hay cultivares tradicionales de magueyes pulqueros que
los productores mantienen y cultivan con el fin de salvaguardar su patrimonio
cultural. Las especies de A. mapisaga y A. salmiana son las mas usadas para la
extraccion de AM, tanto en cultivos extensivos como en las parcelas de pequefios

productores (Figueredo-Urbina et al., 2021).

2.1.5 Cultivares de A. salmiana

El A. salmiana es la especie pulquera por excelencia con mayor variacion
morfoldgica debido a los diversos ambientes en los que crece, asi como de las
practicas de manejo y motivos culturales de los productores para mantener la
diversidad de su cultivo, por lo que tiene menor grado de domesticacién que el

A. mapisaga (Figueredo-Urbina et al., 2021).

Figueredo-Urbina et al. (2021) han definido caracteristicas morfolégicas y
analizado la diversidad genética de doce cultivares de agave pulquero en el
estado de Hidalgo. Dichos autores indican que A. salmiana var. salmiana, es una

de las preferidas para la produccién de AM.
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A continuacion, se da una breve descripcion de los cultivares de interés para el
presente estudio retomando las caracteristicas dadas por este autor y
complementando con lo reportado por Alvarez-Rios et al. (2020).

Manso: uno de los cultivares mas
valorados por su alta produccion de AM,
también se conoce como maguey ‘manso
de zoqui’ 0 ‘maguey fino’, produce mas de
4 L diarios durante mas de 5 meses. La
planta tiene una altura de 2 a 2.5 m, la

calidad de la savia es considerada como

e

muy buena por los productores (Figura 3). Fgur 3. Mauey cv Manso

inmaduro.
A R

Y.

Xamini:  taxonOmicamente se ha
identificado como A. salmiana ssp.
crassispina es nativa de Valle del
Mezquital y el cultivar mas comun en el
estado de Hidalgo para la obtencion de
AM. Es de tamafio medio, se caracteriza

por sus dientes o espinas laterales en

forma de gancho, se cosecha en menor  ¢iq,ra 4. Extraccion de aguamiel del
tiempo (de 6 a 8 afios) y produce AM maguey cv. Xamini.

mas dulce y menos viscosa que otros

cultivares (Figura 4).

Penca Larga: conocido asi por la forma
de sus hojas largas, delgadas y de color
grisaceo, produce AM mas dulce que el

maguey ‘Corriente’ y aunque no se

i 2 E g ‘/ st e
cultiva se tolera o se trasplanta en los . . ‘
Figura 5. Maguey cv. Penca Larga
cultivos de los productores. Su altura inmaduro.
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alcanza los 2.5 m, en promedio se
obtienen 3 L de AM por dia, la cual es
considerada de buena calidad por los
productores (Figura 5).

Negro: se caracteriza por su tamafio
grande (2-2.5 m) y produccién de AM
calificada de muy buena calidad segun los
productores. Este maguey se usa como

: lindero de parcelas y produce hasta 3 L de

Figura 6. Maguey cv. Negro ensu  AM por dia (Figura 6).
ultimo mes de produccion.

Cimarrén: también llamado ‘Corriente’, es
facil de trasplantar y produce muchos
hijuelos, se suele usar como valla, por
sus raices fuertes que retiene el suelo,
produce poco AM (2 L por dia) la cual se
percibe como de menor calidad por su
L e S i menor dulzor. Tiene una altura de 1.5 a
Figura . Mégue cv. Cimarrén 2.5 m (Figura 7).
inmaduro.

Es importante sefalar que cada cultivar tiene un nombre y morfologia diferente
en cada region en que se desarrolla, debido a la combinacion de condiciones
ambientales y el proceso selectivo que hacen los propios productores para

propagarlas (Alvarez-Rios et al., 2020).
2.2 El aguamiel (AM)

2.2.1 Definiciones y normatividad

El AM es la savia o reservorio de azUcares que el maguey necesita para efectuar
su etapa de reproduccion de manera natural, para hacer uso de esta savia dulce
es necesario esperar alrededor de 10 afios a que el maguey madure y evitar que
aparezca el vastago floral. EI AM puede ser consumida en fresco, usarse en la
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elaboracion del pulque, pan de pulque o para la obtencién de néctar, miel o jarabe

de maguey (Leal-Diaz et al., 2015).

Guzméan-Pedraza and Contreras-Esquivel (2018) reportan que el AM es un
liquido traslucido que puede llegar a tener coloracién &mbar y tiene un ligero olor
herbal cuando es recién cosechado.

De acuerdo con la Norma Mexicana NMX-V-022-1972 el AM es un liquido
trasllcido, color ambar, de olor y sabor caracteristico que se aprecian mediante
catado y se usa principalmente como sustrato fermentable para elaborar pulque.
El AM se clasifica en dos tipos, en la Figura 8 se muestran las especificaciones.

pH: 6.6-7.5
Densidad (°Bé): 5-7

indice de refraccion a 20 °C: 59-100

Soélidos totales (g 100 mL1): 13-17

AzUcares reductores totales (glucosa en
g 100 mL1): 8-12

AzUcares reductores directos (glucosa en
g 100 mL1): 2-3

Gomas (glucosa en g 100 mL1): 2-6
Proteinas (mg 100 mL-1): 300-600
Cenizas (mg 100 mL1): 300-430

Acidez (como acido lactico en mg 100
mL1): 0.9-1.03

pH: 24.5
Densidad (°Bé): 24.5
indice de refraccion a 20 °C: 227
Solidos totales (g 100 mL1): 27

AzUcares reductores totales (glucosa en
g 100 mL1): 26

AzUcares reductores directos (glucosa en
g 100 mL1): <3

Gomas (glucosa en g 100 mL1): 20.2
Proteinas (mg 100 mL1): 2100
Cenizas (mg 100 mL1): 2180

Acidez (como acido lactico en mg 100
mL1):<4.0

Figura 8. Clasificacion de aguamiel segun la NMX-V-022-1972.
2.2.2 Produccion y extraccion de aguamiel

El AM es el producto mas representativo del maguey para otros usos. En 2020
se reportaron mas de 167 millones de litros de AM (SIAP, 2020) obtenido de los

estados de Hidalgo, Tlaxcala, Puebla y el Estado de México principalmente
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(Cuadro 2). Del estado de Hidalgo, los municipios de Zempoala, Cardonal y San
Agustin de Tlaxcala son los principales productores de AM. El proceso general
de extraccién de AM que siguen los productores de estos municipios se presenta

en la Figura 9.

Una vez que el maguey ha llegado a su madurez, el proceso de obtencion de AM
consiste en la extraccion de la yema apical floral, cominmente llamado capado
del maguey, posteriormente se deja un tiempo de cicatrizacion o afiejado del
maguey y después se pica el centro del maguey para formar una cavidad donde
se almacenara el AM que se extraera y finalmente se estimulara la produccién de
AM mediante el raspado de la cavidad (NMX-V-022-1972).

Proceso de extraccion de aguamiel
de Agave salmiana

1 2 3 4 5
MADURACION EXTRACCION PERIODO DE FORMACION EXTRACCION
DEL MAGUEY DE LA YEMA CICATRIZACION DE LA DE AGUAMIEL

APICAL FLORAL CAVIDAD
2 - ’ El aguamiel se
Se identifican las Corte de las Tiempo de Manualmente se succ?o -
plantas que han hojas centrales anejamientou picaelmaguey para  cocote (Lagenaria
alcanzado la del maguey oreado de la palnta. formar una cavidad siceraria) o
madurez, cuando  desde la base, el Sedejade 1a4 de 20a30cmde instrumentos
las puntas de las vastago meses para que se diametro, enlaque  adaptados. Se raspan
hojas centrales se incipiente es acumule el se almacenara el los bordes de la
abren, proceso cortado aguamiel y pueda aguamiel. El cavidad para evitar la
que llevade 6a 10 para evitar la extraerse mediante periodo de cicatrizaciony
anos, segun el tipo floracion el raspado produccion es de estimular la
de maguey 6 meves produccion de

aguamiel

Figura 9. Etapas del proceso de extraccion de aguamiel.
Fuente: Reyes-Agulero et al. (2020) y NMX-V-022-1972.
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La extraccion del AM comunmente se realiza dos veces al dia y por cada maguey
se pueden extraer hasta 1000 L durante un periodo de 4 a 6 meses (Santos-Zea
et al., 2012). Al inicio se obtiene menos de medio litro de AM por dia y poco a
poco aumenta la produccién de 4 a 6 L por dia en los primeros 2 meses y
posteriormente vuelve a disminuir la produccién a menos de medio litro por dia

hasta la muerte del maguey (Ortiz-Basurto et al., 2008).

2.2.3 Caracteristicas y beneficios del aguamiel

El pH del AM recién cosechado es neutro, pero conforme pasan los dias su pH
desciende, debido a la fermentacion causada por los microorganismos que
contiene (Guzman-Pedraza & Contreras-Esquivel, 2018). Los solidos solubles
totales (SST) comunmente se usan como un parametro de calidad. Esta
propiedad oscila de 9 a 14 °Bx segun la edad del maguey y la época del afio en
gue se recolecte, siendo mayor en tiempo de sequia (Ortiz-Basurto et al., 2008).

Principalmente contiene azlcares: fructosa, glucosa y sacarosa, ademas de
proteinas, aminoacidos libres, vitaminas y minerales. Destaca su contenido de
fructooligosacéaridos (FOS) y su contenido mineral donde sobresale el calcio,
hierro y zinc (Ortiz-Basurto et al., 2008; Santos-Zea et al., 2012; Tovar-Robles et
al., 2011).

El AM es reconocido también por sus propiedades probidticas debido a las
bacterias acido lacticas (BAL) y levaduras que contiene. Ademas, posee
bacterias productoras de etanol, productoras de polisacaridos y levaduras del
género Clavispora, que son las principales responsables del proceso de
fermentacion (Enriquez-Salazar et al., 2017). Es importante resaltar que en la
elaboracién de pulque se desea el proceso de fermentacidon, mientras que en el
JA se debe evitar ya que puede afectar las caracteristicas de calidad del producto

final.

El AM se ha distinguido como fuente de compuestos bioactivos y nutracéuticos,

destacando sus propiedades como prebidtico y probiético, ademas de que podria
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tener beneficios anticancerigenos, antiinflamatorios, antihipocolesterolémicos y

contra la obesidad (Tovar-Robles et al., 2011; Villarreal-Morales et al., 2019).

2.3 Jarabe de agave

Uno de los subproductos del AM es el jarabe de aguamiel (JA) obtenido al
evaporar aproximadamente el 90 % del agua que contiene el AM (Santos-Zea et
al., 2012). Actualmente este producto se elabora y comercializa a nivel local y

regional.

Por otro lado, el jarabe de agave de alta fructosa (JAF) es un producto que se ha
industrializado y es comercializado a nivel internacional por lo que se ha puesto
atencion en su regularizacion a través de normas mexicanas (ahora Estandares),
aunque solo se destina el 10 % de la cosecha de agave a la produccion de JAF
y el resto es para la produccion de bebidas como el tequila y el mezcal (Willems
& Low, 2012).

2.3.1 Definiciones y normatividad

La Norma Oficial Mexicana NOM-003-SAGARPA-2016, relativa a las
caracteristicas de sanidad, calidad agroalimentaria, autenticidad, etiquetado y
evaluacion de la conformidad del jarabe de agave, lo define como una solucion
acuosa de consistencia viscosa, purificada, con alta concentracion de

carbohidratos, que se caracteriza por tener sabor dulce.

La Norma Mexicana NMX-FF-110-SCFI-2008 Productos alimenticios- Jarabe de
Agave- Especificaciones y Métodos de Prueba, de forma similar, define al JAF
como la sustancia dulce natural producida por hidrélisis a partir de los
oligosacaridos del agave. También en esta Norma se define al JAF parcialmente
hidrolizado como un producto diferente al jarabe 100 % de agave en el que el
contenido de fructosa es menor a 80 % como resultado de la hidroélisis parcial, el
contenido de inulina (oligofructosa) de agave debe ser proporcional a la fructosa

existente y ausente de maltosa, rafinosa y todos aquellos azlUcares que no se
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encuentran en la especie de agave utilizada. El pH de estos productos debe ser
de 4 a6.

Los fructanos se definen en la NOM-002-SAGARPA-2016 como los polisacéridos
constituidos de unidades de fructosa con o sin una unidad de glucosa terminal o
interna unidas por enlaces glucosidicos tipo p-2,1 y B-2,6. Especificamente los
fructanos de agave son de estructura ramificada con o sin glucosa terminal o
interna con enlaces glucosidicos tipo B-2,1 y B-2,6, provenientes de las plantas
de la familia de las agavaceas.

En las normas citadas no se especifica una especie de agave para obtener el
jarabe, sin embargo, en la practica se utilizan pifias de A. tequilana Weber
principalmente para obtenerlo, a diferencia del JA que es el producto obtenido
del proceso de evaporacion de AM de especies de maguey pulquero como A.
salmiana, hasta obtener el 10 % del volumen inicial. Investigadores sugieren un
etiquetado y normas especificas para este producto debido a las grandes
diferencias que presenta tanto fisicas, quimicas y nutricionales como en el
método de elaboracion respecto del JAF proveniente del agave azul (Santos-Zea
et al., 2012; Santos-Zea, Rosas-Pérez, Leal-Diaz, & Gutiérrez-Uribe, 2016).

2.3.2 Produccion de jarabe de A. salmiana

Willems and Low (2012) describen el proceso de obtencion de jarabe de agave a
partir de A. salmiana indicando que se lleva a cabo un proceso de hidrdlisis
natural por el incremento de la temperatura a aproximadamente 80 °C. Durante
la hidrdlisis las enzimas glucosidicas en el jugo (inulinasa y B-fructosidasa)
convierten la inulina y los fructanos en monosacaridos libres, principalmente
fructosa. Después de la hidrolisis el jugo se filtra y se somete a la evaporacion al
vacio a aproximadamente 90 °C para eliminar el agua y desnaturalizar enzimas

con actividades glucosidicas, obteniendo asi el jarabe.

Santos-Zea et al. (2012, 2015, 2016), asi como Leal-Diaz et al. (2016) han usado
el término de “concentrado de aguamiel” para referirse al jarabe de A. salmiana

y diferenciarlo del jarabe de A. tequilana. En el proceso tradicional de obtencion
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del concentrado de aguamiel o JA no se usa la hidrélisis quimica ni enzimética y
el proceso semiindustrializado se enfoca en la reducciébn de tiempos y
temperaturas con evaporadores al vacio de efecto simple (Gonzéalez-Montemayor
et al., 2020; Hernandez-Ramos et al., 2020).

2.3.3 Composicion del jarabe de aguamiel

En las ultimas décadas el JA ha tenido un gran impulso por sus beneficios para
la salud debido a su accién prebidtica, a su vez derivada de los FOS que contiene.
Puede ser un sustituto del azlicar para la poblacién diabética, ya que contiene un
bajo indice glucémico (Lépez et al., 2017; Willems & Low, 2012).

Caracteristicas fisicas y quimicas del jarabe de agave

Conocer las caracteristicas fisicas y quimicas de un jarabe de agave permiten
validar su calidad, detectar practicas fraudulentas e inferir su impacto a la salud.
Se han encontrado perfiles diferenciables entre el jarabe elaborado con agave
azul y con maguey pulquero, asi como de otros tipos de jarabes y miel (Mellado-
Mojica & Lopez, 2013; Willems & Low, 2012).

En un estudio realizado por Mellado-Mojica and Lopez (2013), el contenido de
glucosa, fructosa, sacarosa y de FOS, el contenido de SST y el pH permitieron la
caracterizacion de 29 muestras de jarabe de agave, jarabe de maiz, jarabe de
cafiay miel de abeja. Las muestras de jarabe de A. tequilana se diferenciaron por
su abundancia de fructosa, escases de glucosa y presencia de FOS y otros
oligosacaridos encontrados; presentaron menor contenido de SST (76.4 °Bx) y
pH promedio de 4. La relacién fructosa/glucosa usada para determinar el dulzor
en edulcorantes fue mayor a 5, mientras que en los otros edulcorantes fue < 1.
La miel de abeja present6é el mayor contenido de SST (82 °Bx) y el menor pH
(3.72).

Willems and Low (2012), al evaluar la composicion quimica de 19 jarabes de A.
salmiana y A. tequilana, determinaron el rango de SST de las muestras de 74.6

a 77.4 °Bx, encontraron valores de pH en un rango de 4.18 a 5.5, valores
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permitidos en las normas mexicanas. Observaron aumento de pH al eliminar el
agua del AM, atribuyéndolo a la conversion de los &cidos organicos en

compuestos del sabor y a la contaminacién microbiana.

La acidez total se encontré en un rango de 3.82 a 10.82 meq kg, esta variacion
se atribuy6 a la fuente del néctar y su origen geogréfico. Por ultimo, emplearon
el método de HPAE-PAE (High performance anion Exchange liquid
chromatography with pulsed amperometric detection) y la CGC-FID (Capillary gas
chromatography with flame ionization detection) para el perfil de oligosacéaridos
indicando que son métodos rapidos y faciles para detectar adulteraciones en los
JAF (Willems & Low, 2012).

Respecto al color encontraron un rango amplio de variacion desde el color ambar
claro al ambar obscuro, por lo que Mellado-Mojica and Lopez (2013) no lo
consideran como un parametro diferenciador de los diferentes tipos de jarabe,
ademas depende del proceso de elaboracion del jarabe de agave al igual que los

oligosacaridos que pueden contener.

Moreno-Vilet et al. (2019) encontraron en muestras de A. salmiana y A. atrovirens
del estado de Hidalgo, que el pH es la caracteristica mas variable en el AM, pero
la mas estable en el JA. Los SST en el JA estuvieron en un rango de 67 a 72 °Bx

mientras que en el AM tuvieron valores de 10.1 a 17.4 °Bx.

Respecto al perfil de carbohidratos se encontraron grandes diferencias y las
atribuyeron a los cultivares de las que se obtuvieron las muestras de AM (Manso,
Penca Larga y Ayoteco) pero recomiendan realizar mas estudios que confirmen
estos resultados, también indicaron que la proporcion de glucosa, fructosa y
sacarosa pueden afectar la calidad nutricional y sensorial de los jarabes (Moreno-
Vilet et al., 2019).

En el cuadro 3 se resumen los parametros fisicos y quimicos reportados para
jarabe de agave obtenido por la evaporacion del AM o por la hidrélisis de pifias

de agave.
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Cuadro 3. Caracteristicas fisicas y quimicas de jarabe de aguamiel y jarabe de
agave de alta fructosa.

Parametro Jarabe de Jarabe de A. Jarabe de A.
aguamiel tequilana salmiana
Acidez titulable 0.03f 0.03f
(% &cido citrico)
pH 4.4-5.0¢8 3.66-5.23¢ 3.66-5.23¢
4.69-5.02f 4.18-5.59 4.8-5.09
SST (°Bx) 67-72¢ 65-79.5¢ 65-79.5¢
64.3-75.5¢ 74.6-77.49 74.69-75.759
73.1-76.1f
Glucosa (mg g?) 291P 1.88-186.7° 1.88-186.7°¢
139-199¢ <1509 <2509
Fructosa (mg g?) 265P 24.1-689¢ ~288-317¢
124-207¢ >8009 >7009
Sacarosa (mg gt) 444° <8.82¢ 288-317°¢
138-417¢ <109 <109
FOS 1-kestosa, 1-kestosa,
inulotriosa, 6- inulotriosa, 6-
kestosa, kestosa,
neokestosa,l1- neokestosa,l1-
nistosa‘ nistosa‘
Color Café oscuro® Transparente- Ambar claro-ambar
ambar claro® oscuro9
Humedad (%) 17-24.82 19-27¢ 19-27¢

Viscosidad (Pa*s)  2.05-15.982

Fuentes: 2Hernandez-Ramos et al., 2020, ° Leal-Diaz et al., 2016, ¢ Mellado-Mojica & Lépez, 2013,
dMoreno-Vilet et al., 2019, ¢ Santos-Zea et al., 2015, f Santos-Zea et al., 2016, 9 Willems and Low,
2012.

El tiempo de almacenamiento de un jarabe aparentemente podria afectar sus
propiedades fisicas y quimicas, sin embargo, Santos-Zea et al. (2015) mostraron
gue después de 20 semanas de almacenamiento no hay diferencias significativas
en caracteristicas como la actividad del agua (aw), materia seca, pH, SST y el

pardeamiento, no obstante, si afecta otras propiedades nutricionales del JA.
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En resumen, las caracteristicas fisicas y quimicas del JA permiten diferenciar y
definir la calidad del producto y a su vez éstas dependen de la especie o cultivar,
region de origen y método de elaboracién.

2.4 Nutracéuticos del aguamiel y jarabe de aguamiel

Santini et al. (2018) definen a los nutracéuticos como fitocomplejos o metabolitos
secundarios, segun sea su origen, que se concentran y se administran en forma
farmacéutica y que son capaces de proporcionar beneficios para la salud,

incluyendo la prevencion o el tratamiento de una enfermedad.

Aunque en la definicion anterior, al igual que otros autores, denotan la
presentacion de los nutracéuticos en forma de farmacos como capsulas, pastillas
o comprimidos, también es comun sefialar a un producto alimenticio como fuente
de nutracéuticos como en el caso del AM y JA pues se ha dado a conocer que
son fuente de antioxidantes, FOS, inulina, saponinas y otros fitoquimicos de
importancia para la salud humana (Leal-Diaz et al., 2016; Santos-Zea et al., 2012;
Santos-Zea et al.,, 2015; Santos-Zea et al., 2016; Tovar-Robles et al., 2011,
Willems & Low, 2012).

2.4.1 Antioxidantes

La defensa del cuerpo humano contra el dafio oxidativo esta dada por las
enzimas primarias como superoxido dismutasa, catalasa y peroxidasa que
convierten al radical superéxido en peroxido de hidrogeno y posteriormente lo
descomponen en agua y oxigeno molecular. Otros antioxidantes enddgenos
como el glutatiéon, las vitaminas A, C y E, o quelantes de iones metalicos
neutralizan a los radicales libres (RL) al donar electrones convirtiéendose asi
mismos en radicales menos reactivos que seran facilmente neutralizados por
antioxidantes del mismo tipo. Ademas, los antioxidantes endégenos son parte del
sistema de reparacion de las biomoléculas dafiadas, compuesto por enzimas
como glutation reductasa y metionina sulfoxido reductasa (Gebicki & Nauser,
2021; Santos-Sanchez, Salas-Coronado, Villanueva-Cafiongo & Hernandez-
Carlos, 2019).
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Sin embargo, las condiciones de la vida cotidiana actual como la radiacion,
contaminacion, farmacos y otros agentes abidticos aumentan el dafio en el ser
humano y pueden desencadenar un estado de estrés oxidativo. El estrés
oxidativo esta asociado a la formacion excesiva de RL, los cuales son moléculas
0 atomos que tienen uno o mas electrones desapareados, los mas reactivos,
como el hidroxilo, peroxilo, alcoxilo, tiilo, fenoxilo y semiquinona, oxidan
facilmente a la mayoria de las moléculas, lo cual puede generar alteraciones
permanentes en la funcién vital de moléculas criticas como el ADN, proteinas o
lipidos, constituyendo el primer paso para el desarrollo de enfermedades (Gebicki
& Nauser, 2021).

La Figura 10 reporta los tipos de antioxidantes que pueden intervenir en el

cuerpo, clasificados de acuerdo con su actividad y estructura quimica.
ANTIOXIDANTES

ENDOGENOS EXOGENOS

No Enzimaticos

No Enzimaticos

Enzimaticos

Enzimas primarias  Enzimas secundarias Carotenoides Minerales
Catalasa Glutation reductasa B-Caroteno Sc;lenio
superoxido Glutation-6-fosfato- L“Cc[).gﬁplo ne
ii = = N utelne
‘G‘?U[‘;‘édé?d deshidrogenasa Zeaxantina
peroxidasa Compuestos Vvitaminas y
I organosulfurados derivados
Mgt Alquil sulfato C (Acido ascérbico)
Antocianidinas \ndolas E (Tocoferoles)
Cofactores Compuestos (l_'iamcmaa K
) Pelargonidina
Coenzima Q10 organosulfurados 8 Polifenoles
Glutatién Isoflavonas Estilbenos
Genisteina \ [ ) / Resveratrol
Vitaminas y Compuestos nitrogenado Flavonas === Flavonoides No flavonoides
derivados no protelcos Chrysin / I
Retinol o vitamina A Acido Urico Flavonoles ; . Lignanos
" Acidos fendlicos . "
Quercetina Matairesinol
Kaempferol /\ Lariciresinol
Flavanonas Flavan-3-oles Acido hidroxicindmico Acido hidroxibenzoico
S Catequina . X
Hesperidina _Adido fertlico Acido galico

Acido P-cumarico

Acido elagico

Figura 10. Clasificacion de los antioxidantes que actian en el cuerpo humanao.
Fuente: Kaur, Kaur & Kaur, 2018.

La defensa de los antioxidantes endégenos en el cuerpo humano es insuficiente
en un estado de estrés oxidativo, por lo que se necesitan antioxidantes

adicionales que persistan en los tejidos y sean facilmente administrados con la
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dieta. Los antioxidantes exdgenos son compuestos que detienen la cadena
transferencia de electrones suscitada por los RL evitando que se propague el
dafno. El papel principal de estos antioxidantes no es eliminar los RL sino reducir
los niveles excesivos para que puedan ser neutralizados (Gebicki & Nauser,
2021).

Los antioxidantes dietéticos tienen un papel importante en la prevencién de
enfermedades como el cancer, enfermedades cardiovasculares, trastornos
neurodegenerativos y en los Ultimos afios también se han relacionado con el

control y prevencion de enfermedades infecciosas (Kaur et al., 2018).

Los métodos in vitro que existen para determinar la capacidad o actividad
antioxidante de los alimentos se pueden dividir en dos tipos segun el modo de
accion de los antioxidantes: ensayos basados en la transferencia de atomos de
hidrégeno (HAT) y ensayos de transferencia de un electron (SET). Los primeros
miden la capacidad de un antioxidante para extinguir o anular los radicales libres
mediante la donacion de atomos de H. Los segundos miden la capacidad de un
antioxidante en la reduccion de un oxidante que cambia de color cuando se
reduce y ese cambio de color a una determinada longitud de onda se correlaciona
con la concentracion de antioxidantes en la muestra. El ensayo que mide la
capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC) es un ejemplo de los
ensayos HAT y el poder antioxidante férrico reductor (FRAP) es un ejemplo de
los SET (Moharram & Youssef, 2014).

Los métodos ABTS, DPPH, FRAP y ORAC han mostrado resultados
comparables en la medicion de la actividad antioxidante medida en extractos
metandlicos de frutas y se correlacionan con el contenido de acido ascorbico y
fenoles totales y dentro de estos el FRAP se recomienda como una técnica mas
apropiada por su alta reproducibilidad, sencillez y rapidez para realizarse en

extractos de frutas (Moharram & Youssef, 2014).
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2.4.2 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos estdn ampliamente distribuidos en los alimentos de
origen vegetal. Su presencia en los alimentos tiene varios efectos que van desde
su relaciébn con caracteristicas sensoriales como los sabores amargos y
astringentes, el color, ya que son responsables de pigmentos amarillos, naranjas,
rojos y azules, el sabor, olor y hasta su estabilidad oxidativa o vida util

(Hogervorst-Cveji¢, Atanackovi¢-KrstonoSi¢, Bursa¢ & Milji¢, 2017).

De forma general se pueden dividir en dos grupos, los flavonoides y no
flavonoides. En el primer grupo se encuentran los polifenoles que contienen dos
anillos aromaticos unidos por un puente de tres carbonos, son los mas comunes
y presentes en la dieta humana. En el segundo grupo se encuentran compuestos
de estructura quimica mas simple que los flavonoides o de estructura mas
compleja y alto peso molecular como los acidos fendlicos, estilbenos, cumarinas,
lignanos y taninos (Figura 10) (Hogervorst-Cveji¢ et al., 2017; Shahidi &
Ambigaipalan, 2015).

Los polifenoles y muchos de sus metabolitos secundarios son potentes
antioxidantes eficaces que protegen a las células y tejidos del cuerpo, como lo
muestran recientes trabajos experimentales, de los que Gebicki and Nauser
(2021) concluyen que: (1) la reaccion del polifenol con los radicales es muy
rapida, lo que reduce su potencial dafino, (2) la pérdida de grupos fendlicos no
disminuye la capacidad antioxidante de los polifenoles y, (3) las defensas
antioxidantes incluyen tanto a los polifenoles como a sus metabolitos aromaticos,

presentes in vivo en concentraciones de micro moles (uM).

Los compuestos fendlicos tienen capacidad quelante con iones metalicos como
hierro y cobre, inhibiendo la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad por lo
gue se disminuye el riesgo de padecer enfermedades neurodegenerativas y
diferentes tipos de cancer, también tienen actividad vasorrelajante y antialérgica
(Santos-Sanchez et al., 2019).
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Uno de los métodos ampliamente usados para la determinacion de los
compuestos fendlicos totales es el método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu
propuesto por Singleton and Rossy (1965) el cual se ha usado en extractos
derivados de plantas, alimentos y bebidas (Lamuela-Raventds, 2017). Sin
embargo, para determinaciones mas precisas sobre el contenido de flavonoides
o compuestos fendlicos especificos es necesario acudir a otros métodos como la
cromatografia de gas (GC) y la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)
(Moharram & Youssef, 2014).

2.4.3 Saponinas

Las saponinas son producidas principalmente por las plantas como metabolitos
secundarios que las protegen contra microorganismos patdgenos, insectos o
mamiferos fitbfagos, pero también se pueden encontrar en estrellas, esponjas y
pepinos de mar y hasta en secreciones de insectos (Moghimipour & Handali,
2015).

Las saponinas consisten en la unidon de una fraccion de azucar (hidrofilica) con
una aglicona o genina (hidrofobica). Dependiendo el tipo de sapogenina se
pueden clasificar en tres clases principales: a) saponinas triterpenoides, b)
saponinas esteroides y c) saponinas alcaloides. La saponina con una sola
fraccion de azlucar unidos al nucleo de la aglicona se denomina
monodesmosidica o didesmosidica si hay dos fracciones de azucar unidas a la
aglicona (El Aziz, Ashour & Melad, 2019).

Las saponinas terpenoides se encuentran en plantas dicotiledéneas mientras que
las saponinas esteroides se presentan en las monocotiledoneas, como es el caso
de las plantas del género Agave, de las que Sidana, Singh and Sharma (2016)
reportan 141 saponinas esteroidales extraidas de hojas, flores, rizomas y callo
de las plantas. Sin embargo, en el AM y jarabe de aguamiel de A. salmiana, se
han detectado saponinas esteroidales principalmente, derivadas de la

kammogenina, manogenina, gentrogenina, y hecogenina (Leal-Diaz et al., 2016).
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Las saponinas encontradas tienen multiples bioactividades como actividad
hemolitica, citotéxica, antiinflamatoria, gastroprotectora, actividad
antimicrobiana, antiviral y antifangica, actividad hipocolesterolémica, con
propiedades antioxidantes (Leal-Diaz et al., 2016; Santos-Zea et al., 2016;
Sidana et al., 2016).

Los métodos usados para la identificacion y cuantificacién de saponinas son la
cromatografia en capa fina (CCF), HPLC, la cromatografia a contracorriente de
alta velocidad (HSCCC) y en casos donde se desconocen las saponinas
contenidas en las plantas se usa la resonancia magnética nuclear (RMN) y el
infrarrojo  por transformacion de Fourier (FTIR). Sin embargo, la
espectrofotometria es un método mas sencillo y practico para medir la cantidad

de saponinas que hay en un alimento (Moghimipour & Handali, 2015).

2.4.4 Fructanos

Los fructanos incluyen a los polimeros de fructosa que se encuentran en diversos
organos de las plantas, segun la especie y su etapa de desarrollo, como
carbohidratos de reserva (Matros, Peukert, Lahnstein, Seiffert & Burton, 2019),
asimismo las condiciones ambientales, determinan el tipo y cantidad de fructanos
en los tejidos vegetales (Ahmed & Rashid, 2017). Los fructanos de agave son
definidos por Espinosa-Andrews, Urias-Silvas and Morales-Hernandez (2021)
como carbohidratos fotosintetizados usados por la planta como sustancia
osmoprotectora en condiciones de sequia y como reserva de energia para llevar

a cabo procesos metabdlicos.

Quimicamente los fructanos estan formados por residuos repetidos de fructosa
unidos a una unidad de sacarosa y se clasifican segun la posicion de la fraccion
de sacarosa, el tipo de enlace entre los residuos de fructosa y la longitud de la
cadena (Matros et al., 2019).

Los tipos de fructanos mayormente reportados son: a) fructanos lineales tipo
inulina con enlaces B(2,1) fructosil-fructosa, b) fructanos lineales tipo levan con

enlaces B(2,6) fructosil-fructosa, c) fructanos de tipo graminano que contiene
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unidades con enlaces ((2,1) y B(2,6) fructosil-fructosa y d) fructanos neoseries
con una unidad interna de glucosa que puede contener unidades adicionales de
B(2,1) fructosil-fructosa (inulina-neoseries), de B(2,6) fructosil-fructosa (levan-
neoseries) o de ambos tipos (agavinas) (Matros et al., 2019; Tezgel, Kirtel, Van
den Ende & Toksoy-Oner, 2020).

Por su longitud de cadena o residuos de fructosa se puede dividir en oligémeros
de fructosa o FOS, con grado de polimerizacién (DP) de 3 a 10, y polimeros de
fructanos, con DP mayor a 10 y hasta cientos de residuos o mondémeros de
fructosa (Matros et al., 2019). El DP en los fructanos es muy importante ya que
de ello dependen sus propiedades funcionales y sus multiples aplicaciones en la

industria alimentaria (Sosa-Herrera & Delgado-Reyes, 2017).

Algunos de los beneficios para la salud de los fructanos de agave reportados son
su efecto prebidtico, control del sobrepeso, obesidad y los desordenes
metabdlicos asociados, mayor absorcion de minerales como el calcio y el
magnesio y efecto quimioprotector e inmunomodulatorio. Las aplicaciones de los
fructanos en el sector alimentario mas comunes son edulcorantes,
remplazadores de grasa, fibra, modificadores de viscosidad y textura y
portadores en microencapsulacion (Espinosa-Andrews et al., 2021; Sosa-Herrera
& Delgado-Reyes, 2017).

Inulina

Este tipo de fructanos se compone de oligo y polisacaridos que contienen
unidades lineales de fructosil-fructosa con enlaces B (2,1) y este tipo de
configuracion B hace que sea resistente a la hidrolisis por lo que se denomina
carbohidrato no digerible o fibra dietética (Ahmed & Rashid, 2017; Apolinario et
al., 2014).

Las especies que mas se han investigado por su alto contenido de inulina son
Helianthus tuberosus, Chichorium intybus, Dalia pinnata, Polymnia sonchifolia y
recientemente algunas especies de agave (A. tequilana, A. atrovirens, A.

sisalana). A nivel industrial la inulina se obtiene a partir de las dos primeras,
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conocidas como alcachofa de Jerusalén y achicoria, cuyo proceso de extraccion
se basa en la difusién en agua caliente de la inulina, pues su solubilidad aumenta
con la temperatura (Ahmed & Rashid, 2017; Apolinério et al., 2014).

La inulina tiene multiples aplicaciones tecnoldgicas, las cuales estan relacionados
con su DP, por ejemplo, inulina con un DP bajo se utiliza en productos lacteos,
postres congelados y productos horneados, productos dietéticos y chocolate
como reemplazo del azlcar, mientras que inulinas de cadena larga son
ligeramente solubles y pueden usarse como sustituto de grasa o modificador de
textura (Ahmed & Rashid, 2017; Sosa-Herrera & Delgado-Reyes, 2017).

Ademas de los beneficios a la salud enlistados anteriormente para los fructanos,
la inulina regula el funcionamiento del intestino y puede aliviar el estrefiimiento,
aumenta la resistencia contra bacterias patdbgenas como E. coli, Campylobacter
jejuni, Salmonella enteritidis o Clostridium perfringens, reduce la inflamacién
asociada con colitis ulcerosa y participa en la regulacion de hormonas

relacionadas con el apetito y la saciedad (Ahmed & Rashid, 2017).

Fructooligosacaridos (FOS)

Se trata de fructanos u oligdmeros de fructosa (DP<10) con enlaces glucosidicos
B (2,1) fructosil-fructosa, es decir, son oligosacaridos de tipo inulina. Tienen baja
intensidad de dulzor y se consideran fibras dietéticas solubles (Kumar et al.,
2018).

Aunque existen fuentes naturales de FOS, la demanda actual exige su
produccion o extraccion, por lo que comercialmente los FOS se producen a partir
de sacarosa o inulina con la aplicacibn de enzimas microbianas. Los FOS
comunmente producidos son 1-kestosa, nistosa y 1-B-fructofuranosil nistosa

(Bali, Panesar, Bera & Panesar, 2015).

Los FOS son ampliamente usados en la industria de alimentos como ingredientes
funcionales. La base de su funcionalidad fisiolégica es su indigestabilidad en el

intestino delgado y su fermentabilidad en el colon que genera acidos grasos de
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cadena corta los cuales juegan un papel muy importante en procesos de
inflamacion, cancer de colon, el metabolismo energético, la nutricion y la salud
en general (Chen, Li & Chen, 2016).

Otros efectos benéficos de los FOS estudiados son su efecto prebiotico,
activacion del sistema inmune, reduccién de la morbilidad y la duracion de
diarreas infecciosas y asociadas a los antibiéticos, alivio de los sintomas del
sindrome de intestino irritable y de la enfermedad inflamatoria intestinal,
reduccion del riesgo de enfermedades cardiovasculares, coronarias y cancer de

colon, entre otros (Chen et al., 2016; Kumar et al., 2018).

Los meétodos para la cuantificacion de inulina y fructooligosacaridos son
cromatograficos como el método cromatografico de intercambio idnico descrito
en el método 997.08 de la AOAC (Horwitz, 2000), la cromatografia de intercambio
anionico de alto rendimiento (HPAEC-PAD), CG a alta temperatura u otros de
cromatografia liquida y CCF (Steegmans, lliaens & Hoebregs, 2004). Otros
meétodos propuestos por su sencillez y menor costo son el enzimatico y el
espectrofotométrico, en el primero se usa un kit comercial para la determinacion
cuantitativa de inulina y oligosacaridos desarrollado por Megazyme, y un ejemplo
del segundo esta descrito por Anan’ina, Andreeva, Mycots and Oganesyan
(2009).

2.5 Melanoidinas

Las melanoidinas se forman a consecuencia de un tratamiento térmico aplicado
en diferentes alimentos que contienen polisacaridos y proteinas o aminoacidos
libres como en el café, productos de panaderia, miel y muchos otros alimentos
procesados de modo que en la dieta diaria se consume aproximadamente 10 a

12 g de estos compuestos (Tagliazucchi & Bellesia, 2015).

Aunque aun no se ha elucidado completamente la estructura de las melanoidinas
se sabe que son compuestos de alto peso molecular de color marrén, que
contienen nitrégeno y compuestos de carga anionica, son producto de la ultima

etapa de las reacciones de Maillard. Brudzynski and Miotto (2011) definen a las
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melanoidinas de la miel como polimeros multicomponentes formados por
complejos de proteinas, polifenoles y oligosacaridos y sefalan que la actividad
antioxidante de las melanoidinas esta directamente relacionada con los

polifenoles.

Estos compuestos se han asociado a muchos efectos benéficos para la salud,
principalmente por su actividad antioxidante, pero también se ha asociado con la
actividad antimicrobiana, antiinflamatoria, anticancerigena, antihipertensiva,
anticariogena y prebiética (Delgado-Andrade & Fogliano, 2018; Mesias &
Delgado-Andrade, 2017; Tagliazucchi & Bellesia, 2015).

Se ha demostrado que las melanoidinas se comportan de forma similar a la fibra
dietética, ya que no se digiere en el intestino superior sino que se metabolizan
parcialmente en el intestino inferior, manteniendo un entorno reductor en su paso
por el intestino grueso y moldeando favorablemente la microbiota del intestino,
ademas de su fuerte capacidad antioxidante que puede contrarrestar el estrés
oxidativo generado durante la digestion, por lo que pueden jugar un papel
importante en la prevencion de canceres en el tracto gastrointestinal (Delgado-
Andrade & Fogliano, 2018; Tagliazucchi & Bellesia, 2015).

Para la cuantificacion de estos compuestos existen diferentes métodos, de las
mas usadas son las técnicas espectrofotométricas a través del llamado indice de
oscurecimiento o formacion de pigmentos marrones por su alta correlacion de
estos compuestos con los pigmentos de color marron que se desarrollan como

resultado de la reaccion de Maillard (Chandra, Kumar & Tripathi, 2018).

2.6 Evaporacion a bajas presiones

La evaporacion es la eliminacion parcial del agua contenida en alimentos liquidos
para reducir su peso y por lo tanto reducir los costos de almacenamiento y
transporte, ademas de conservar los alimentos al reducir la actividad del agua y
aumentar el contenido de solidos. Cuando se realiza en condiciones de vacio se

pueden preservar cualidades nutricionales y sensoriales (Bonciu, 2017).
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En el procesamiento de frutas, vegetales y granos, los tratamientos térmicos
pueden aumentar o disminuir significativamente los antioxidantes fendlicos,
dependiendo el tiempo y la temperatura del calentamiento. La aplicacion de altas
presiones combinadas con un tratamiento térmico por un largo tiempo disminuye
la actividad antioxidante en jugos y purés. Por otro lado, la aplicacion de
procesamientos no térmicos también genera pérdidas de fitoquimicos
importantes encontrados en las frutas y vegetales, aunque en menor grado que
las pérdidas observadas en muestras no tratadas o tratadas con métodos
convencionales (Nayak, Liu & Tang, 2015).

La evaporacion es la operacion unitaria clave para obtener un concentrado de
AM o JA con las caracteristicas que distinguen a este producto. Comunmente es
un proceso térmico que promueve la hidrolisis térmica de los fructanos
contenidos en el AM, sin embargo, se sabe que en esta etapa también se afecta
la calidad nutrimental del JA ya que se pierden vitaminas hidrosolubles como la
vitamina C, asi como otros compuestos bioactivos y se forman compuestos
indeseables como HMF. Sin embargo, también se ha demostrado la correlacion
del contenido de melanoidinas o indice de oscurecimiento con el contenido de
antioxidantes en miel y JA lo cual es promovido por las altas temperaturas usadas
en la evaporacion convencional del AM o de la miel (oscurecimiento no
enzimatico o reccion de Maillard) (Hernandez-Ramos et al., 2020; Turkmen, Sari,

Poyrazoglu & Velioglu, 2006).

La evaporaciéon a bajas presiones o en condiciones de vacio es un proceso u
operacion no térmico que ayuda a preservar caracteristicas fisicas, nutrimentales

y nutracéuticas en alimentos concentrados (Kusgu & Bulantekin, 2021).

A continuacién, se exponen algunos estudios sobre el efecto de diferentes
métodos de procesamiento en las caracteristicas de productos como el jarabe de
coco, jarabe de palma de azucar, mermelada de azufaifa (Ziziphus jujuba Miller)

y jarabe de agave.
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En el jarabe de coco se encontré que al evaporar la savia a 60 °C y una presion
de vacio de 250 mbar, el tiempo de procesamiento fue menor comparado con la
evaporacion tradicional y la evaporacién en microondas. Ademas, la energia
requerida fue significativamente menor respecto a los otros métodos, se obtuvo
un jarabe mas claro y mayor cantidad de monosacéridos (fructosa y glucosa) que

disacaridos (sacarosa) (Asghar et al., 2020).

En jarabe de palma de azucar (Arenga pinnata) elaborado mediante evaporacion
al vacio se observo que el contenido de azlcares totales, acidez total y la
intensidad en el oscurecimiento del jarabe fueron significativamente mas bajas
gue en la evaporacion abierta y la liofilizacién, y al considerar la capacidad
antioxidante por el método DPPH y de fosfo-molibdeno el jarabe de palma de
azucar presento6 los valores mas altos por lo que los autores indican que este
método preserva la actividad antioxidante en el jarabe e instan a realizar mas
estudios (Yunos et al., 2017).

Se compar6 la mermelada de azufaifo (Ziziphus jujuba miller) elaborada por el
método tradicional (olla abierta) con la obtenida por evaporaciéon al vacio. Se
encontré que la evaporacion al vacio preservo mejor los compuestos fendlicos,
la vitamina C, los azucares totales y algunos minerales, ademas se encontré

menor concentracion de HMF (Kuscu & Bulantekin, 2021).

Gonzalez-Montemayor et al. (2020) observaron que la temperatura afecté en el
contenido de sacarosa, color, pH y el HMF en jarabes obtenidos por evaporacion
del AM de A. salmiana y A. atrovirens. El contenido de sacarosa fue mayor a 70
°C que a 80, 90 y 95 °C. Se obtuvo jarabe mas oscuro a menor temperatura
debido a que el proceso de evaporacion del AM se mantuvo por mas tiempo para
alcanzar 65 °Bx. El pH de los jarabes fue mas bajo a mayor temperatura de
evaporacion. El contenido de HMF, compuesto indeseable en la miel y los
jarabes, fue mayor a 95 °C. No se encontro diferencia en el contenido de cenizas,

humedad ni proteina.
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Por lo tanto, la evaporacion a bajas presiones es un método de conservacion
viable en alimentos que permite obtener productos que conservan mejor sus
caracteristicas fisicoquimicas, su calidad nutricional y los compuestos bioactivos

o funcionales que contengan.
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3 CALIDAD NUTRACEUTICA DE JARABE DE AGUAMIEL

OBTENIDO DE CINCO CULTIVARES DE Agave salmiana

NUTRACEUTIC QUALITY OF AGAVE SYRUP OBTAINED FROM FIVE
CULTIVARS OF Agave salmiana

3.1 Resumen

La especie de Agave influye en la calidad del aguamiel (AM), pero no se ha
confirmado si los cultivares de una misma especie la afectan; la composicion del
AM también es afectada por el procesamiento aplicado para obtener el jarabe de
AM (JA), por lo que el objetivo de la presente investigacion fue evaluar la calidad
nutracéutica del AM de cinco cultivares de A. salmiana y del JA obtenido por
evaporacion a baja presion. Se aplico un andlisis de covarianza bajo un disefo
en bloques completos al azar, donde el factor de bloqueo fueron los dias de
recoleccion del AM, los tratamientos fueron los cultivares Cimarrén, Penca Larga,
Xamini, Manso y Negro de A. salmiana, las covariables fueron el pH y los sélidos
solubles totales (SST) y la unidad experimental fue 400 mL de AM de cada
cultivar, con cinco repeticiones. La humedad, contenido de compuestos fendlicos
solubles totales (CFT), indice de oscurecimiento (I0), saponinas y actividad
antioxidante (AA) (ABTS y FRAP), se midieron en AM y JA. El contenido de CFT
fue de 20.9 mg EAG 100g* en AM y 144.54 mg EAG 100g* en JA, en promedio
de los cinco cultivares. Los JA de los cv. Cimarrén y Negro presentaron IO mas
bajo (177 UA en promedio). Los JA de los cv. Manso y Penca Larga tuvieron
mayor contenido de saponinas (13095 y 12309 mg ED 1009, respectivamente)
gue los demas cultivares (DMS, p<0.05), sin embargo, exceden el limite de pH
establecido por los Estandares Mexicanos. El AM presentd en promedio 515 uM
ET 100g*y el JA3730 uM ET 100g™* de AA por ABTS. El AM y el JA obtenido de
los cinco cultivares de A. salmiana pueden considerarse fuente de nutracéuticos
o alimentos funcionales por su AA 'y fitoquimicos evaluados.

Palabras clave: actividad antioxidante, compuestos fendlicos, saponinas, baja
presion.
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3.2 Abstract

The species of Agave influences on the quality of the aguamiel (AM), but it has
not confirmed whether cultivars of the same species affect it; the composition of
the AM is also affected by the processing applied to obtain the AM syrup (JA), so
the objective of this research was to evaluate the nutraceutical quality of the AM
of five cultivars of A. salmiana and the JA obtained by evaporation at low pressure.
An analysis of covariance was applied under a randomized complete block
design, the blocking factor was the days of harvesting the AM, the treatments
were Cimarron, Manso, Negro, Penca Larga y Xamini cultivars of A. salmiana,
the covariates were pH and total soluble solids (TSS), and the experimental unit
were 400 mL of AM of each cultivar, with five replicates. The humidity, total soluble
phenolic compounds content (TPC), browning index (BI), saponins and
antioxidant activity (AA) were measured in AM and JA. The JA obtained had yields
greater than 10%. The TPC content in AM was 20.9 mg GAE 100g? and in JA
was 144.54 mg GAE 100g* on average of the five cultivars. The JA of cv.
Cimarron and Negro had the lowest Bl (177 AU on average). The JA of cv. Manso
and Penca Larga had higher saponin content (13095 and 12309 mg DE 100g™?,
respectively) than the other cultivars (DMS, p<0.05), however, they exceed the
pH limit established by Mexican Standards. The AM of five cultivars presented on
average 515 uM TE 100g* and JA 3730 uM TE 100g* of AA per ABTS. The AM
and JA obtained from the five A. salmiana cultivars can be considered a source
of nutraceuticals or functional foods due to their AA and phytochemicals
evaluated.

Key words: antioxidant activity, phenolic compounds, saponins, low pressure.
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3.3 Introduccioén

El aguamiel (AM) es la savia dulce obtenida de agaves pulqueros como Agave
americana, A. atrovierens, A. ferox, A. mapisaga y A. salmiana (Ortiz-Basurto et
al., 2008). Se caracteriza como un liquido traslicido color &mbar y olor
caracteristico que se usa principalmente como sustrato fermentable en la
elaboracion de pulque segun la NMX-V-022-1972. Ha sido consumido y utilizado
desde tiempos precolombinos con fines ceremoniales, alimenticios y medicinales
(Santos-Zea et al., 2012; Tovar-Robles et al., 2011; Villarreal-Morales et al.,
2019).

En los ultimos afios han surgido nuevas investigaciones en el AM que sefalan su
potencial microbioldgico y nutracéutico, asi como su aplicacion biotecnologica y
en bioprocesos (Blas-Yafiez & Thome-Ortiz, 2021; Villarreal-Morales et al., 2019).
Sin embargo, son pocos los estudios que determinan la composicion quimica y

nutracéutica del AM.

Uno de los estudios mas conocidos sobre AM fue realizado con A. mapisaga
donde Ortiz-Basurto et al. (2008) indicaron que los principales componentes del
AM son los azucares (75 % en base seca), pero ademas contiene proteinas (3
%), aminoacidos libres (0.3 %) esenciales que incluyen a cuatro aminoacidos
neurotransmisores, minerales y cenizas (3 %). Esta composicion fue estable
durante el tiempo de produccién de las plantas, por lo que su uso en la industria

puede estandarizarse y recomiendan fomentar su cultivo en zonas aridas.

Al comparar la actividad antioxidante del AM (1096.8 umol ET L) con otras
bebidas, se hallo el doble de la capacidad antioxidante que en el pulque (567.2
umol ET L) y mas del triple respecto al jugo comercial de naranja con extracto
de nopal (311.6 umol ET L*). Asimismo, se encontrd el doble del contenido de
compuestos fendlicos en AM (904.8 umol EAG L) respecto a dichas bebidas

(Tovar-Robles et al., 2011).
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Romero-Lépez et al. (2015) caracterizaron al AM de A. atrovirens y evaluaron la
produccién de acidos grasos de cadena corta en la fermentacion in vitro de FOS.
Reportaron contenido de cenizas, proteinas, glucosa y fructosa similares a Ortiz-
Basurto et al. (2008) y mayor contenido de sacarosa (12.9 %) y FOS (15.5 %). El
contenido de saponinas en el AM fue de 1.17 %, de fenoles totales de 3.02 umol
EAG g (en AM liofilizada) y la capacidad antioxidante obtenida por el método
DPPH y ABTS-+ fue de 8.72 y 8.88 umol ET g, respectivamente. Concluyen que
esta bebida puede tener efecto hipocolesterolemiante y antiulcerosa por el
contenido de FOS, azlcares reductores y compuestos fendlicos. Un afio después
Romero-Lépez et al. (2016) probaron el efecto antiinflamatorio y de prevencién
de Ulceras gastricas del AM de A. atrovirens e indicaron que con una dosis 200
mg de FOS kg se tiene un efecto gastroprotector similar al farmaco cominmente
empleado para el tratamiento de la gastritis. Los autores sefialan que este efecto
estd asociado a las saponinas y a los FOS, debido a la estimulacién de la
produccion de mucosa gastrica y al incremento de la produccion de mucina en la

mucosa intestinal y gastrica.

En cuanto al potencial microbiologico del AM, Enriquez-Salazar et al. (2017)
estudiaron los microrganismos del AM de A. salmiana y A. atrovirens en las
diferentes estaciones del afio mediante secuenciacidon genética. En total
identificaron 49 microorganismos, con mayor diversidad en el invierno y en el
verano. También analizaron el perfil quimico, observando mayor acidez en
primavera para ambas especies, mayor contenido de SST en primavera para A.
salmiana y en invierno para A. atrovirens y el mismo comportamiento en el
contenido de proteinas, azucares totales y sacarosa; en el caso de la fructosa,
fue mayor para ambas especies en primavera. Las temperaturas en invierno y
primavera son 6ptimas para la captacion de CO> en estas plantas por lo que se
asocia con los mayores contenidos de SST y proteinas y en el caso de los
azucares el mayor contenido en estas épocas del afio corresponde a la hidrolisis
interna de los fructanos en las plantas para facilitar procesos de osmorregulacion

en ambientes extremos.
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La caracterizacion del jarabe de aguamiel (JA) de A. salmiana realizada por
Santos-Zea et al. (2015) revel6 que tiene SST y pH similares al jarabe de agave
de alta fructosa (JAF) obtenido por hidrélisis de los fructanos de A. tequilana. El
contenido de humedad fue de 25.2 a 32.6 %, el de fructosa fue inferior a 21%, el
de glucosa fue menor a 20% y el de sacarosa de hasta 41%. El rango de fenoles
totales fue 0.56 a 1.14 mg EAG gy capacidad antioxidante de 12.7 a 18.9 pmol
ET g!. Se cuantificaron saponinas en un rango de 78 a 97.3 ug EP g1, y se
correlacionaron negativamente con el indice de oscurecimiento. Después de 20
semanas de almacenamiento observaron cambios significativos en el indice de

oscurecimiento.

Otro estudio reciente sobre el valor nutricional de JA de A. salmiana y A.
mapisaga obtenidos mediante tres métodos dio a conocer que A. salmiana era
mas apto para la elaboracion de JA que A. mapisaga, por su contenido alto en
azucares reductores y su valor nutricional. Los SST estuvieron en un rango de
73.5a84.9 °Bx, el pH de 5.26 a 5.78. El JA de A. salmiana tuvo mayor contenido
de hierro, mientras que el de A. mapisaga fue mas alto en sodio. El contenido de
melanoidinas fue mayor en los JA de A. mapisaga por el método convencional al
igual que la actividad antioxidante. El contenido de compuestos fendlicos totales
fue menor en los JA obtenidos por los métodos de liofilizacién y evaporacion a
bajas presiones de JA de A. salmiana pero tuvieron mayor contenido de acido

ascorbico (Hernandez-Ramos et al., 2020).

De acuerdo con las investigaciones anteriores, el método de obtencién del jarabe
y la especie influyen en las caracteristicas finales del JA. Sin embargo, no se ha
determinado si hay influencia también de los cultivares de una misma especie en
el valor nutricional del AM y por lo tanto de JA. Por lo que el objetivo de esta
investigacion fue evaluar la calidad nutracéutica del AM de cinco cultivares de A.

salmiana y del JA obtenido por evaporacion a baja presion.

53



3.4 Materiales y métodos

3.4.1 Obtencion de aguamiel

Durante cinco dias se obtuvo AM de los cv. Cimarrén, Penca Larga y Xamini de
la comunidad de Durango Daboxtha, municipio de Cardonal, Hidalgo
(20°32°29.1”N, 99°04°24.1”W) y las cv. Manso y Negro de la localidad de Belem,
municipio de Otumba, Estado de México (19°37°42.7”N, 98°47°33.4”W). Cada dia
se recolectd 1 L de AM de cada cultivar y se trasladé en hieleras, a temperaturas
de refrigeracion, hasta el laboratorio donde se distribuyé en botellas de PET de
medio litro y se congel6 a -18 °C hasta su procesamiento y analisis.

3.4.2 Obtencidén de jarabe de aguamiel

Los JA se obtuvieron por evaporacion a presion reducida y baja temperatura en
un rotaevaporador Laborta 4003 Control (Heidolpph, Germany). Se procesaron
400 mL de AM de cada uno de los cinco dias de recoleccion. La presion de
evaporacion se programo en 73 £ 3 mbar y al final del proceso disminuyo hasta
59 + 2 mbar. La temperatura de evaporacion se inicié en 19 = 2 °C y se programo
a 40+ 3°C, después de 5 min se alcanzo la temperatura programada y al finalizar
el proceso disminuy6 a 35 * 2 °C. La temperatura del bafio de agua se inici6 en
60 °C y después de 5 min se mantuvo entre 70-75 °C hasta terminar el proceso.
La velocidad de giro del matraz de evaporacion se mantuvo de 200-250 rpm
después de 5 min de iniciar el proceso y el tiempo del proceso de evaporacion

fue de 30 min.

El pHy los SST se midieron antes de congelar el AM y después de descongelarla

para hacer el JA.
3.4.3 Analisis fisico-quimicos
pH

El pH se midi6 con un potencidmetro digital pH55 (Milwaukee, Spain),
sumergiéndolo en 15 mL de AM. En el caso del JA se pes6 1 g de muestra 'y se

diluyé en 10 mL de agua destilada y en seguida se midié el pH, de acuerdo con
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el Codigo Federal de Regulaciones 21CFR114.90 publicado por U.S. Food and
Drug Administration (2020).

Solidos solubles totales (SST)

Los SST del AM se determinaron utilizando un refractémetro manual con escala
de 0 a 32 °Bx (Erma, Tokyo, Japan), y los del JA, con un refractbmetro manual
N-3E (ATAGO, Japan) de 58-90 %, segun el método refractométrico de la AOAC
(940.38) (Horwitz, 2000).

Humedad

El porcentaje de humedad se cuantificO por el método de la AOAC 969.38
(Horwitz, 2000). Se colocaron 2 g de muestra de AM y 1 g en el caso de JA, en
cajas Petri a peso constante y se secaron en una estufa (ED 23, Binder, U.S.A)
a 60 °C hasta llegar a peso constante.

3.4.4 Analisis nutracéuticos
Preparacion de extractos

Se prepararon extractos con metanol al 80 %, para la determinacion de
compuestos fendlicos solubles totales y actividad antioxidante, obteniendo una
concentracion en AM del 0.3 g mL* y una concentracion de JA de 0.01 g mLty
se mantuvieron en refrigeracion por 24 h, luego se centrifugaron por 5 min a 4000

rpm y se aforaron con el disolvente.

Compuestos fendlicos solubles totales (CFT)

Para cuantificar los CFT se siguié el método Folin-Ciocalteu descrito por
Singleton and Rossi (1965) con algunas modificaciones. Se midié la absorbancia
a 765 nm con espectrofotometro (Genesys 10s, Thermo Scientific, U.S.A). Se
hizo una curva estandar con acido galico (Sigma-Aldrich G7384, U.S.A) (0 a 0.2
mgq) Y los resultados se expresaron en mg equivalentes de acido galico por 100

g de AM fresco o de JA en peso fresco, segln el caso (mg EAG 100g™* p.f).
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indice de oscurecimiento (10)

La formacion de pigmentos marrones o melanoidinas se cuantificO segun la
metodologia de Turkmen et al. (2006). Se tom6 1 mL de AM y se diluy6é en 5 mL
de agua destilada, en el caso de JA se pesaron 500 mg y se diluyeron en 5 mL
de agua destilada utilizando un vortex; las soluciones se ajustaron a 4 °Bx y se
centrifugaron durante 10 min a 10 000 g. Se midi6 la absorbancia de los extractos
a una longitud de onda de 420 nm utilizando espectrofotometro (Genesys 10s,
Thermo Scientific, U.S.A).

Saponinas

Las saponinas se determinaron segun la metodologia propuesta por Hiai et al.
(1976) con algunas modificaciones. Se obtuvieron extractos de AM y JA con agua
destilada (concentracion de 0.008 g mL-1). La absorbancia se midié en un
espectrofotometro (Genesys 10s, Thermo Scientific, U.S.A) a 544 nm. La curva
de calibracion estandar se hizo con diosgenina, (3B-hidroxi-5-espirosteno)
(Sigma-Aldrich D1634, U.S.A) a concentraciones de 0 a 1.7 mg mL* (R=0.987) y
los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de diosgenina por 100

g de AM fresco o de JA en peso fresco (mg ED 100g* p.f), segun el caso.

Actividad antioxidante
Método ABTS

Se midié la actividad antioxidante del AM y JA obtenido segun la metodologia
propuesta por Miller and Rice-Evans (1996) con algunas modificaciones, por
medio de la captacién del radical acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico (ABTSe+). Los extractos con ABTSe«+ se incubaron en oscuridad por 30
min y en seguida se midi6 la absorbancia a 734 nm en espectrofotometro
(Genesys 10s, Thermo Scientific, U.S.A). Se hizo una curva estandar con (+)-6-
Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico (Trolox) (0.25 a 2.5 mM).
Los resultados se expresaron en micro moles equivalentes de Trolox por 100 g

de AM fresco o de JA en peso fresco (uM ET 100g p.f), segln el caso.
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Método FRAP

El poder antioxidante férrico reductor (FRAP) se determiné segun lo descrito por
Benzie and Strain (1996) con algunas modificaciones. Se mezclaron 100 pL de
extracto (de AM o de JA segun fuera el caso) y 300 puL de agua destilada, se
incubaron a 37 °C y posteriormente se agregaron 3000 pL de FRAP (C2H2NaOo,
TPTZ y FeCls en una proporcion 10:1:1), manteniéndose durante 10 min y en
seguida se midi6 la absorbancia a 593 nm en espectrofotometro (Genesys 10s,
Thermo Scientific, U.S.A). Se us6 Trolox para la curva de calibracion (0-1.35 mM)
y los resultados se expresaron en micro moles equivalentes de Trolox por 100 g

de AM fresco o de JA en peso fresco, segun el caso (uM ET 100g p.f).

3.4.5 Planeacion experimental

Se aplico un anélisis de covarianza bajo un disefio en bloques completos al azar

cuyo modelo lineal esta representado por la Ecuacion (3):
Y =u+Bi + T+ vXj + ¢ Ecuacion (3)

Donde:

Yjj= valor de la variable respuesta obtenido en el j-ésimo tratamiento ubicado en
el i-ésimo bloque.

u= efecto medio general.

Bi= efecto del i-ésimo bloque.

Ti= efecto del j-ésimo tratamiento.

y = coeficiente de covarianza.

Xij= valor de la covariable obtenido en el j-ésimo tratamiento ubicado en el i-ésimo
bloque.

ej= término de error aleatorio, con distribucion normal, independientes, media O

y varianza &2.

En el siguiente cuadro (Cuadro 4) se detallan los componentes del modelo y del
disefio experimental. Se hizo el analisis de covarianza por separado para AM y

JA. Los valores promedio de las mediciones de SST y pH, antes y después de
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descongelar el AM, se tomaron como covariables para su respectivo analisis, en
el caso de JA, las covariables se midieron el mismo dia que se obtuvieron los

jarabes.

Cuadro 4. Disefo de tratamientos.

Tratamientos Covariables Variables respuesta Bloques
Cultivares de A. pH Humedad (%) Dias de
salmiana: SST Actividad antioxidante por recoleccion
Cimarrén ABTS de AM
Manso Actividad antioxidante por
Negro FRAP
Penca Larga CFT
Xamini 10

Saponinas

La unidad experimental fueron 400 mL de AM para su analisis y 400 mL de AM
para la obtencion de JA y su posterior analisis. Se hicieron cinco repeticiones. Se
aplicé la diferencia minima significativa (DMS) a una p<0.05. Todos los andalisis
estadisticos se hicieron con el programa de SAS® version 9.4 (Fernandez-

Escobar, Trapero y Dominguez-Jiménez, 2018).
3.5 Resultados y discusion

3.5.1 Parametros fisicoquimicos de aguamiel y jarabe

Los datos obtenidos de las caracteristicas de pH, SST y Humedad (%) del AM y
el JA se presentan en el Cuadro 5, donde se observa que no hubo diferencia
entre el efecto de los tratamientos sobre estas variables respuesta. La media
general en pH fue = 5.9, en SST =12.9 °Bx y Humedad = 86.6 % para AM. En el
caso de JA se obtuvo pH = 6.4, SST = 78.7 °Bx y Humedad = 13.6 %.

Potencial de Hidrégeno. EI AM mostro valores de pH con una amplitud de 5.14
a7.16 yJAde5.16 a 8.64. Para el caso del AM los valores se encontraron dentro
de lo permitido por la NMX-V-022-1972 (de 4.5 a 7.5), mientras que en el caso
de JA se obtuvieron dos jarabes fuera de la NMX-FF-110-SCFI-2008 (pH de 4 a
6), los cuales corresponden a los cv. Manso y Penca Larga. Este parametro indica

la calidad y el manejo del AM (Romero-Lépez et al., 2015). Asimismo, Moreno-
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Vilet et al. (2019) encontraron alta variabilidad en el pH de las muestras de AM
evaluadas (4.2-7.2) y concluyeron que no se atribuye a las diferentes especies ni
diferentes cultivares. El incremento de pH en los jarabes con respecto al AM se
ha atribuido a la conversion de los &cidos organicos en compuestos de sabor,
una mayor concentracion de carbonatos minerales en el jarabe o a la carga
microbiana presente en el jarabe (Willems & Low, 2012). En en JA obtenido a
presion atmosférica, se ha reportado abundancia de los géneros de
Acinetobacter, Burkhorderia, Enterobacter, Escherchia-Sihigella vy
Stenotrophomonas, ademas de las BAL (Figueroa et al., 2021). Por lo que es
necesaria la caracterizacion microbiologica de los jarabes obtenidos para

descartar peligros biologicos o falta de inocuidad.

Cuadro 5. Caracteristicas fisicoquimicas de aguamiel y jarabe de A. salmiana
proveniente de cinco cultivares (valores reportados en peso fresco).

Cultivar pH SST (° Bx) Humedad (%)
Aguamiel
Cimarrén 5.60 + 0.09? 13.40 + 0.58% 86.36 + 0.25?
Manso 6.44 +0.17° 12.82 +0.22% 87.01 £ 0.242
Negro 5.54 £0.112 13.12 + 0.41% 86.59 + 0.242
Penca larga 6.38 £ 0.16° 11.26 £ 0.142 86.40 £ 0.272
Xamini 5.52 £ 0.032 13.72 £ 0.43" 86.80 + 0.25?
Media general 5.90 £0.11 12.86 £ 0.36 86.63 + 0.25
Jarabe de aguamiel

Cimarrén 5.96 +0.16% 77.60 + 0.63%° 15.46 + 0.76?
Manso 6.96 + 0.19%° 76.88 £ 0.28? 12.96 + 0.812
Negro 5.86 £0.112 80.00 £ 0.72°¢ 13.76 £ 0.772
Penca larga 7.31 £ 0.26° 79.56 + 0.72" 12.87 £ 0.75?
Xamini 5.75 £ 0.062 79.32 + 0.52% 13.00 £ 0.742
Media general 6.37 £0.16 78.67 + 0.57 13.60 £ 0.77

Los valores corresponden a la media + error estandar de cinco repeticiones. Medias con diferente
letra en la columna, tanto en aguamiel como en jarabe, son diferentes (DMS, p<0.05).

SST. El promedio de valores de SST en AM y en JA cumplen con los estandares

mexicanos antes mencionados y son equiparables a los reportados por Enriquez-
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Salazar et al. (2017) para AM en primavera y por Willems and Low (2012) y
Herndndez-Ramos et al. (2020) para JA.

Humedad. El andlisis de covarianza indico que no hay diferencia significativa
entre los tratamientos (cultivares). Santos-Zea et al. (2015) reportd un rango de
humedad mayor (26-32 %) en JA obtenidos por evaporacion de AM a presién
atmosférica. La humedad es un pardmetro importante de calidad en JA ya que
los valores bajos inducen al proceso de cristalizacion de los azlUcares durante el
almacenamiento, por el contrario, si es alta, permiten la proliferacion de

microorganismos (Hernandez-Ramos et al., 2020).

3.5.2 Calidad nutracéutica en aguamiel y jarabe

Compuestos fendlicos solubles totales (CFT). No se encontré diferencia
significativa entre los cultivares para el contenido de los CFT de AM ni de JA
(Cuadro 6), mostrando valores promedio de 20.9 mg EAG 100g'y 144.5 mg EAG

100g?, respectivamente.

El contenido de CFT en AM es mayor que en el agua de coco verde y maduro
(46 y 69 mg EAG L respectivamente) (Arzeta-Rios, Guerra-Ramirez, Reyes-
Trejo, Ybarra-Moncada & Zuleta-Prada, 2020) y similar con los resultados
obtenidos por Tovar-Robles et al. (2011) (15.38 mg EAG 100mL™?) y Hernandez-
Ramos (2014) (21.5-50 mg EAG 100mL?) en AM de A. salmiana. En este Ultimo
estudio se hall6 diferencia significativa entre las especies y cultivares de los
agaves analizados, atribuyéndolo a factores genéticos, ademas se observd
correlacién positiva entre el contenido de calcio, proteinas y el pH del AM con el
contenido de CFT y una correlacién negativa con el angulo de tono (Hue). Sin
embargo, se confirmd la correlacion entre el pH y los CFT en el JA (r=0.64,
p<0.0001).
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Cuadro 6. Compuestos fendlicos totales, indice de oscurecimiento y saponinas
en aguamiel y jarabe de cinco cultivares de A. salmiana (valores reportados en
peso fresco).

Cultivar (mg EE\GFT1009'1) 10 (UA) (mzaé)gnllg?)zfl)
Aguamiel
Cimarrén 21.50 + 1.562 0.102 £ 0.022 2330.87 £ 310.872
Manso 20.11 £ 1.672 0.137 £0.022 2191.95 + 310.872
Negro 19.71 + 1.582 0.123 £ 0.022 2810.35 = 310.872
Penca larga 22.55+1.632 0.174 £ 0.022 1927.36 + 310.872
Xamini 20.47 £ 1.582 0.140 £ 0.022 2194.85 + 310.872
g"eend;f‘al 20.87+1.60  0.135 % 0.02 2291.08 + 310.87
Jarabe de aguamiel

Cimarrén 166.65 + 16.142 0.130 £ 0.042 10169.41 + 459.22
Manso 134.00 + 16.672 0.310 + 0.04° 13094.98 + 474.2°
Negro 148.18 + 16.412  0.224 +0.04 2 10878.28 + 466.82°
Penca larga 133.36 + 18.132 0.288 + 0.04° 12309.38 + 515.6"°
Xamini 140.50 + 16.762 0.241 + 0.04° 10691.06 + 476.82°
gl\]/leendei?al 144.54 + 16.82 0.239+£0.04 11428.62 £ 478.5

Los valores corresponden a la media * error estandar de cinco repeticiones. Medias con diferente
letra por columna, tanto para aguamiel como en jarabe, son diferentes (DMS, p<0.05). mg EAG
100g* miligramos equivalentes de acido galico en 100 g de AM o JA, segln corresponda. UA
unidades de absorbancia, mg ED 100g* miligramos equivalentes de diosgenina en 100 g de AM
0 JA, segun corresponda.

En jarabes comerciales de A. salmiana se han reportado contenidos de CFT de
116.5 a 253.3 mg EAG 100g¥, los cuales son altos en comparacién con los
encontrados en jarabes de A. tequilana, miel y otros endulzantes naturales
(Velazquez-Rios et al., 2019). Santos-Zea et al. (2015) reportaron un valor
maximo de 114 mg EAG 100g™ en base seca de CFT en JA, el cual es menor a
los reportados en este estudio. Hernandez et al. (2020), reporté un promedio de
136.7 mg EAG 100g™ en el jarabe de A. salmiana obtenido a bajas presiones
equiparable a este trabajo (144.54 mgEAG100g™ p.f.).
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indice de oscurecimiento (10). Los cultivares no tuvieron efecto significativo
sobre la manifestacion del 10 en AM con un promedio general de 0.135 UA
(Cuadro 6). En contraste, en el JA el efecto de los tratamientos resulto
significativo (p<0.05), sin observar influencia de las covariables.

El oscurecimiento detectado puede deberse a un oscurecimiento enzimatico
ocurrido en el AM durante el almacenamiento, como ocurre en frutas y jugo de
frutas por efecto de la activacion de la polifenol oxidasa. Asimismo, se ha
demostrado que el contacto de esta enzima con los compuestos fendlicos genera
reacciones de oscurecimiento (Marszatek et al., 2018). Por lo tanto, los pigmentos
detectados a 420 nm en AM no son melanoidinas sino quinonas o melaninas

formadas por los procesos enzimaticos (Apodaca-Pérez et al., 2016).

En el JA, el cv. Cimarron mostro el efecto mas bajo de los cinco cultivares en el
IO, en tanto que los cv. Manso, Penca Larga y Xamini mostraron el efecto mas
alto y significativamente iguales, con una media de 0.28 UA. Este IO indica el
contenido de melanoidinas que también pudo influir en la actividad antioxidante
de los JA (Tagliazucchi & Bellesia, 2015).

La presencia de melanoidinas se ha reportado en JA correlacionandola con la
actividad antioxidante y se ha puesto en evidencia la dependencia entre la
formacion de estos compuestos y las temperaturas o el tratamiento térmico
utilizado (Hernandez-Ramos et al., 2020; Santos-Zea et al., 2015; Turkmen et al.,
2006).

Hernandez-Ramos et al. (2020) reportaron valores de 0.922 y de 1.050 UA en los
jarabes obtenidos a presidn reducida de A. salmiana y A. mapisaga,
respectivamente, correlacionandolos con los compuestos fendlicos. Las
temperaturas del procesamiento fueron de 55 a 58 °C, mientras que los jarabes

obtenidos a 90-95 °C a presion atmosférica alcanzaron valores de 2.4y 1.8 UA.

Los resultados obtenidos en el JA del presente estudio son consistentes con los

previamente citados, puesto que se obtuvieron valores bajos del 10 (0.238 UA en
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promedio de los cinco cultivares). En la presente investigacion las temperaturas
de evaporacion aplicadas para obtener el JA fueron menores de 44 °C lo que

influy6 en la baja formacion de melanoidinas.

Saponinas. Los cultivares no tuvieron efecto significativo sobre la manifestacion
de saponinas en AM, el promedio general fue 2291 mg ED 1009 (Cuadro 6). La
cantidad de saponinas encontrada en el AM fue mayor que la reportada por
Romero-Lopez et al. (2015) en A. atrovirens (1170 mg ED 100g7); la especie y
su grado de domesticacion, el origen geogréafico y la edad de la planta son
factores que podrian afectar el contenido de saponinas y explicar estas
diferencias en el AM (Figueredo, Casas, Martinez-Diaz, Santos-Zea & Gutiérrez-
Uribe, 2018). En la presente investigacion, en el JA el efecto de los tratamientos
resultd significativo (p<0.05), ademas se observo el efecto de la covariable pH
(p=0.004) sobre el contenido de saponinas. Los cultivares Manso y Penca Larga
presentaron un efecto superior a los demas tratamientos (p<0.05) sobre el

contenido de saponinas en JA (Cuadro 6).

Figueredo et al. (2018) sugieren que el contenido de saponinas se relaciona con
la produccion de azucares debido a que la hidrolisis de saponinas produce
sapogeninas y azucares, por lo tanto, después de la hidrélisis se deberia
presentar mayor contenido de azucares y menor contenido saponinas, sin
embargo, el pH puede afectar el proceso de hidrdlisis. Lo cual puede explicar el

mayor contenido de saponinas solo en los jarabes de mayor pH.

Santos-Zea et al. (2015) obtuvieron de 3.5 a 7.5 veces mas saponinas en JA que
en el AM de A. salmiana en estado inmaduro estudiado por Leal-Diaz et al.
(2015). No obstante, ambos autores cuantificaron el contenido de saponinas por
HPLC. Estos autores también indicaron que el contenido de saponinas en JA no
se altero significativamente después de 20 semanas de almacenamiento, lo que
sugiere que tanto el AM como el JA pueden ser fuente de obtencion de este

fitoquimico con propiedades nutracéuticas a nivel industrial.
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Actividad antioxidante. La actividad antioxidante medida por el ABTS++ fue
influida por el efecto de la covariable pH tanto del AM (p=0.0009) como del JA
(p=0.008), mientras que por el método FRAP el efecto del pH solo se observo en
el JA (p=0.02).

El Cuadro 7 informa que en JA el efecto de los cultivares fue igual para ABTS y
FRAP, en tanto que en AM si hubo diferencias entre los cultivares en la variable

respuesta FRAP.

Cuadro 7.Actividad antioxidante en aguamiel y jarabe de cinco cultivares de A.
salmiana (valores reportados en peso fresco).

) ABTS FRAP
Cultivar (uM ET 100gY) (uM ET 100gY)
Aguamiel
Cimarrén 414.89 + 21.702 63.42 + 7.32%
Manso 469.60 + 23.212 47.65 £ 7.322
Negro 456.48 + 22.002 65.42 + 7.32%
Penca larga 479.36 + 22.782 85.24 +7.32°
Xamini 446.23 + 22.10°2 66.18 + 7.32%
Media general 453.32 + 22.36 65.58 + 7.32
Jarabe de aguamiel

Cimarrén 3584.34 + 320.72 594.78 + 52.322
Manso 4299.80 + 331.22 516.46 + 54.042
Negro 3913.33 £ 325.92 616.54 + 53.182
Penca larga 3007.44 + 360.12 581.73 £ 58.752
Xamini 3844.56 + 332.92 582.19 + 54.322
Media general 3729.89 + 334.2 578.34 + 54.52

Los valores corresponden a la media + error estandar de cinco repeticiones. Medias con diferente
letra por columna, tanto para aguamiel como en jarabe, son diferentes (DMS, p<0.05).
uM ET 100g* micro moles equivalentes de Trolox en 100 g de AM o JA, seglin corresponda.

La actividad antioxidante por ABTS muestra valores de 28 % al 40 % mayores en

JA que en AM en peso seco (valores no reportados). Esta tendencia fue
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consistente en el método FRAP mostrando una concentracion de antioxidantes
en JA del 28% hasta 78% mas que en AM.

En el ensayo FRAP se encontraron diferencias significativas en el AM de los cv.
Manso y Penca Larga, este Ultimo tuvo mayor poder reductor, pero no se observo
ninguna diferencia entre los JA. La pérdida de la actividad antioxidante en el JA
de Penca Larga, que se observa en el Cuadro 7, medida por el ensayo FRAP,
podria ser causada por el procesamiento recibido que afecté principalmente a los
CFT y al a la vitamina C del AM en este cultivar, principales componentes con
actividad antioxidante (Chagua-Rodriguez, Malpartida-Yapias & Ruiz-Rodriguez,
2020).

El uso de dos métodos o mas para medir antioxidantes y comparar muestras en
este caso de AM y JA permite identificar variaciones en la respuesta por los
diferentes modos de accion de los antioxidantes. El método ABTS se caracteriza
por permitir la desactivacion del radical por el mecanismo de la transferencia de
electrones (Moharram & Youssef, 2014); es aplicable en medios lipidicos y
acuosos y el radical es estable en un amplio rango de pH (loannou, Chaaban,
Slimane & Ghoul, 2015). El método FRAP solo mide las reacciones que siguen
el mecanismo de transferencia de electrones por ello debe usarse en paralelo
con otros métodos, la reaccion de reduccion se da en condiciones acidas.
Asimismo, los diferentes tiempos de incubacidén para que se lleven a cabo las
reacciones y el solvente utilizado en el extracto pueden explicar las diferencias

entre los métodos utilizados (loannou, Chaaban, Slimane & Ghoul, 2015).

En general se observan valores mayores de ABTS que de FRAP, lo que indica
gue el AM y el JA tienen méas actividad antirradical que actividad reductora

(Alvarez, Pastoriza, Alonso-Olalla, Delgado-Andrade and Rufian-Henares, 2014).

Comparando los resultados obtenidos con otros estudios, el AM de los cinco
cultivares estudiados tiene de 8 a 10 veces mas actividad antioxidante que el
agua de coco en estado verde y maduro (422.3 uM ET L'y 549.1 uM ET L7,

respectivamente) reportada por Arzeta-Rios et al. (2020) quienes utilizaron el
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método ABTS; esta comparacion es importante porque el agua de coco presenta
caracteristicas similares al AM en cuanto a su corta vida de anaquel por el
proceso de fermentacién, su uso como endulzante natural al transformarla en

jarabe y su valor nutricional (Asghar et al., 2020).

Tovar-Robles et al. (2011) obtuvo 1096.8 uM ET L en AM de A. salmiana por el
método DPPH. De forma similar, Hernandez-Ramos (2014) obtuvo valores de
815 a 2576.3 uM ET L con el mismo método. Mannozzi et al. (2019, 2020)
reportaron diferencias entre los métodos DPPH y ABTS, con valores mayores
con ABTS, sefialando que podria deberse a la mayor sensibilidad del método
DPPH para la deteccion de algunos compuestos flavonoides, mientras que el
ABTS lo es para captadores de radicales como la vitamina C.

En torno al JA, Hernandez-Ramos et al. (2020) reportaron actividad antioxidante
de 573 uM ET 100g*y 419 uM ET 100g* en JA de A. salmiana y A. mapisaga
respectivamente, obtenidos por evaporacion a bajas presiones. Dichos autores
también midieron el contenido de flavonoides (0.57 mg EQ 100g'y 1.16 mg EQ
100g* de jarabe de A. salmiana y A. mapisaga, respectivamente) y de acido
ascorbico (171.6 mg EAA 100gty 108.4 mg EAA 1009 de jarabe de A. salmiana
y A. mapisaga, respectivamente) encontrando cantidades superiores de acido

ascorbico.

3.6 Conclusién

El pH de los jarabes de los cv. Cimarrén, Negro y Xamini se encontraron dentro
de los limites permitidos por la NMX-FF-110-SCFI-2008, mientras que las de
Penca Larga y Manso los superan. Estos dos ultimos cultivares también
presentaron el mayor contenido de saponinas y junto con el cv. Xamini
presentaron mayor indice de oscurecimiento, mientras que los cv. Cimarrén y

Negro presentaron el menor efecto sobre el indice de oscurecimiento.

Los cultivares de A. salmiana influyeron en el indice de oscurecimiento y el

contenido de saponinas de los jarabes obtenidos. No se encontré diferencia
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significativa en el contenido de compuestos fendlicos totales de los jarabes

obtenidos de los cinco cultivares.

El aguamiel y el jarabe de los cultivares de A. salmiana evaluados tienen actividad
antioxidante, compuestos fendlicos y saponinas en cantidades suficientes para

ser fuente de nutracéuticos y considerarse alimentos funcionales.
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4 FRUCTOOLIGOSACARIDOS DE AGUAMIEL Y JARABE

OBTENIDO DE CINCO CULTIVARES DE Agave salmiana

FRUCTOOLYGOSACCHARIDES OF AGUAMIEL AND SYRUP OBTAINED
FROM FIVE CULTIVARS OF Agave salmiana

4.1 Resumen

El perfil de carbohidratos permite diferenciar entre jarabe industrializado obtenido
de agaves azules o de agaves pulqueros e indica su calidad y autenticidad. Por
otro lado, el procesamiento a bajas presiones y los cultivares de una misma
especie podrian afectar el perfil de carbohidratos del aguamiel (AM) y por tanto
del jarabe de aguamiel (JA). El objetivo de esta investigacion fue conocer el
contenido de carbohidratos en el AM y en el JA obtenido a baja presion, de cinco
cultivares de A. salmiana, para identificar perfiles diferenciales y su calidad
nutricional. Se hizo un analisis de covarianza bajo un disefio en bloques
completos al azar, las covariables fueron el pH y los solidos solubles totales
(SST), los bloques los dias de recoleccion del AM, los tratamientos los cultivares
de A. salmiana (Cimarrén, Penca Larga, Xamini, Manso y Negro) y la unidad
experimental 400 mL de AM de cada cultivar para analisis y 400 mL para obtener
los JA. Tanto en AM como en JA, se cuantificaron azucares reductores directos
(ARD), azucares totales (AT), sacarosa, azucares solubles totales (AST) y
contenido de inulina; los FOS se determinaron por cromatografia en capa fina
(CCF). El AM de los cv. Cimarrén y Negro tuvo mayor contenido de ARD y el de
Penca Larga y Xamini presentaron menor contenido de azucares totales respecto
a los otros cultivares. EI AM de los cinco cultivares tuvo en promedio 1.8 % de
sacarosa y 5.4 % de inulina. En los JA se obtuvo 15 % de ARD, 26 % de inulina
y 23 % de sacarosa en promedio y se observo la presencia de 1-kestosa. Se
encontrd bajo contenido de azucares totales en los JA obtenidos. La presencia
de FOS e inulina evidencio la calidad nutricional de los AM y JA obtenidos de los
cinco cultivares.

Palabras clave: Agave salmiana, azucares reductores, 1-kestosa, inulina, baja
presion.
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4.2 Abstract

The carbohydrate profile allows differentiation between industrialized syrup
obtained from blue agaves or pulque agaves and indicates their quality and
authenticity. On the other hand, the processing at low pressure and the cultivars
of the same species could affect the carbohydrate profile in aguamiel (AM) and
therefore of the aguamiel syrup (JA). The objective of this research was to know
the carbohydrate content in the AM and JA obtained at low pressure, from five
cultivars of A. salmiana, to identify differential profiles and their nutritional quality.
An analysis of covariance was performed under a randomized complete blocks
design, the covariates were pH and total soluble solids (TSS), the blocks were the
days of AM collection, the treatments were the A. salmiana cultivars (Cimarron,
Manso, Negro, Penca Larga y Xamini) and the experimental unit was 400 mL of
AM of each cultivar for analysis and 400 mL to obtain the JA. In both, AM and JA,
direct reducing sugars (DRS), total reducing sugars (TRS), sucrose, total soluble
sugars (TS) and inulin content were quantified; FOS were determined by thin layer
chromatography. The AM of cv. Cimarron and Negro had higher DRS content and
that of Penca Larga and Xamini presented lower total sugars content with respect
to the other cultivars. The AM of the five cultivars had an average of 1.8% sucrose
and 5.4% inulin. In JA, 15% TRS, 26% inulin and 23% sucrose were obtained on
average and the presence of 1-kestose was observed. Low content of total sugars
was found in the JA obtained. The presence of FOOS and inulin evidenced the
nutritional quality of AM and JA obtained from the five cultivars.

Key words: 1-Kestose, inulin, reducing sugars, low pressure.
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4.3 Introduccidén

Los carbohidratos de las plantas de agave son utilizados para su desarrollo
vegetativo en los primeros 5 afios, después se acumulan en el tallo y una vez
alcanzada la madurez de la planta, los fructanos hidrolizados y los carbohidratos
solubles se consignan para la formacion y aparicion de la estructura floral, evento
con alta demanda energética, después de la cual las plantas mueren. El
metabolismo de los fructanos en agaves se ha relacionado con su tolerancia a la
sequia, dandole una ventaja de desarrollo a la planta en condiciones climéticas

adversas (Espinosa-Andrews et al., 2021; Lopez & Mancilla-Margalli, 2007).

Los fructanos son el principal componente de los carbohidratos contenidos en los
agaves, representando mas del 60 % de los carbohidratos solubles en agua
(Lopez et al.,, 2017). El agave junto a la achicoria y la alcachofa Jerusalén
constituyen los tres principales cultivos usados industrialmente para la obtencién

de inulina (Sosa-Herrera & Delgado-Reyes, 2017).

El valor de los agaves se estima en funcidén de los fructanos y contenido de
azucares reductores almacenados en su tallo o pifia; sin embargo, esto depende
de factores abioticos como el clima, suelo, y la altitud a la que se encuentran las

plantas, asi como de la especie (Loépez & Mancilla-Margalli, 2007).

Los fructanos son polimeros con grado de polimerizacion de mas de 10 hasta
260, mientras que los FOS son compuestos de bajo grado de polimerizacion de
la fructosa (DP<10) (Benkeblia, 2013). La inulina es un ejemplo de fructano y 1-
kestosa, nistosa y 1-fructofuranosilnistosa son FOS comdnmente encontrados en

las especies de agave (Lépez et al., 2017).

Los fructanos y FOS son considerados fibras solubles y prebiéticos ademas de
tener otros usos en la industria de alimentos como edulcorantes, modificadores
de textura o sustitutos de grasa. El aguamiel (AM) y el concentrado de aguamiel
o jarabe de aguamiel (JA) constituyen una fuente natural de FOS vy fructanos,
compuestos que les atribuyen importantes beneficios para la salud humana
(Lépez et al., 2017; Sosa-Herrera & Delgado-Reyes, 2017).
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Willems and Low, 2012 sefialan que el perfil de oligosacéridos depende del
método de procesamiento del jarabe. Dichos autores encontraron un rango de
SST de 74.6 a 77.5 °Bx, en 19 muestras de jarabe de agave analizadas, el rango
de pH fue de 4.18 a 6.0, el contenido de fructosa estuvo entre 71.9 %y 92.1 %,

seguido de la glucosa con rango de 4.73 % a 15.06 %.

Mufiz-Marquez et al. (2015) observaron cambios en el perfil de azlcares del AM
de A. salmiana sometida a 121 °C por 15 minutos. El tratamiento térmico influy6
en el contenido de azucares reductores observandose un aumento de estos con
el tratamiento (47.25 g L' y 3233 g L' en AM con y sin tratamiento,
respectivamente). Asimismo, el contenido de sacarosa en el AM no tratada fue

de 1.66 g L' y aumenté a 41.39 g L' en AM con tratamiento térmico.

Por otra parte, Gonzalez-Montemayor et al. (2020) analizaron el efecto de la
temperatura en JA de A. salmiana y A. atrovirens, los principales efectos
observados fueron cambios en color. A menor temperatura se encontraron los JA
mas obscuros debido al mayor tiempo de procesamiento que permitid la
formacion de los productos de la reaccion de Maillard. A temperatura de 95 °C,
se encontr6 el mayor contenido de 5-Hidroximetilfurfural (HMF), haciendo
evidente el efecto indeseable del tratamiento térmico. En cuanto al perfil de
carbohidratos, la glucosa, fructosa y sacarosa fueron los principales, pero
también encontraron FOS, aunque en menor proporcion que lo reportado en AM.
A menor temperatura (70 °C) se observo mayor cantidad de sacarosa y menor

contenido de 1-fructofuranosilnistosa en los JA obtenidos.

El objetivo de este trabajo fue conocer el contenido de carbohidratos en el AM y
en el JA de cinco cultivares de A. salmiana para identificar perfiles diferenciales

con potencial para su aprovechamiento agroindustrial y su calidad nutricional.
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4.4 Materiales y métodos

4.4.1 Obtencién de aguamiel

Durante cinco dias se recolectd 1 L de AM de los cultivares Cimarron, Penca
Larga y Xamini en la comunidad Durango Daboxtha, Cardonal, Hidalgo
(20°32°29.1”N, 99°04°24.1”W); y en la comunidad de Belem, Otumba, Estado de
México (19°37°42.7”N, 98°47°33.4”W), se recolectdé AM de los cv. Manso y Negro.
Las muestras se mantuvieron en hielo para su traslado al laboratorio a
temperaturas de refrigeracion, donde se midi6é el pH y los SST, posteriormente
se dividieron en botellas de PET de 500 mL y se congelaron a -18 °C hasta su

procesamiento en JA y posterior analisis.

4.4.2 Obtencion de jarabe de aguamiel

Para obtener el JA se descongel6 medio litro de AM a temperatura ambiente, se
midieron pH y SST y se colocaron 400 mL en un rotaevaporador Laborta 4003
Control (Heidolpph, Germany) para su evaporacion. La presion de evaporacion
se programo en 73 + 3 mbar, pero al finalizar el proceso disminuyé hasta 59 + 2
mbar. La temperatura para el proceso de evaporacion se programo en 40 + 3 °C
la cual se alcanz6 después de 5 min de iniciar el proceso y al finalizar el proceso
disminuy6 hasta 35 + 2 °C. La temperatura en el bafio de agua al inicio del
proceso fue de 60 °C y durante el proceso se mantuvo de 70 a 75 °C hasta
finalizar. El matraz de evaporacion se mantuvo girando después de los primeros
5 min de 200 a 250 rpm hasta finalizar el proceso. El tiempo del proceso de

evaporacion fue de 28 + 2 min.

4.4.3 Azucares reductores directos (ARD)

Los ARD se determinaron segun la metodologia de Lane-Eynon con la
modificacion de Soxhlet (AOAC 923.09) (Horwitz, 2000). Se diluyeron 10 mL para
el caso de AMy 2 g en el de JA en 50 mL de agua destilada y se clarificaron con
50 mL de crema de alumbre; la mezcla se dejo en reposo por 18 h a temperatura

ambiente y posteriormente se filtré con papel filtro y se aforé a 100 mL. El filtrado
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se colocé en una bureta de 25 mL para la titulacién por triplicado con la solucion
de Fehling.

4.4.4 Azucares totales (AT)

Los AT se midieron por el método de Lane-Eynon con la modificacion de Soxhlet
(AOAC 923.09) (Horwitz, 2000). La hidrdlisis acida de 50 mL del extracto de AM
o JA clarificado se hizo con acido clorhidrico concentrado (36.5-38 %) a 65 °C
por 15 min, neutralizando inmediatamente con NaOH al 40 %. La titulacion se
hizo por triplicado. El contenido de sacarosa se calcul6 por diferencia de ART y
ARD.

4.45 Azucares solubles totales (AST)

Los AST se determinaron por el método de antrona descrito por Witham, Blaydes
and Devlin (1971) con algunas modificaciones. Se obtuvieron extractos de AM
(concentraciéon de 0.04 mL mL?) y de JA (concentraciéon de 0.005 g mL™?) con
etanol al 70 %. Los extractos se mantuvieron en bafio de agua por 2 min a
temperatura de ebullicion, posteriormente se enfriaron, filtraron y aforaron con
etanol acuoso para mantener la misma concentracion. Se evaporé 1 mL de los
extractos en bafio de agua a punto de ebullicion, el residuo se diluyé con agua
destilada y se afor6 a 50 mL. Se mezclé 0.5 mL de la dilucion con 1 mL de agua
destilada en tubos de ensayo y con una bureta se afiadieron 3 mL de antrona
(Merck 1.01468.0010, USA) al 4 % en &cido sulfarico, manteniendo los tubos en
agua fria por 5 min. Los tubos se agitaron con un vortex y se pusieron a ebullicion
por 3 min en bafio de agua, inmediatamente se pasaron a un bafio de agua fria
para bajar su temperatura y medir la absorbancia (A= 620 nm) a temperatura
ambiente en espectrofotometro UV-Vis DR 5000 (HACH, Germany). La
concentracion de azucares se estimd con una curva patréon de fructosa (Merck
k38435307 840, Germany) (0-100 ug mL™?). Los andlisis se hicieron por

duplicado, expresando los datos como % de fructosa.
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4.4.6 Inulina

La inulina se cuantificé segun el método descrito por Anan’ina et al. (2009) con
algunas modificaciones. Se prepararon extractos de AM y de JA con agua
destilada (concentraciéon de 0.01 g mL* y 0.001 g mL™%, respectivamente). Los
extractos se mantuvieron en bafio de agua a 85 °C por 30 min. Se afor6 1 mL de
los extractos con HCL (5 % v/v) a 25 mL en matraces de aforo. Los matraces se
mantuvieron en bafio de agua caliente (85 °C) por 2.5 h, posteriormente se
enfriaron a temperatura ambiente (~22 °C), se volvieron a aforar con HCL (5 %)
y se midi6 la densidad éptica a 285 nm con un espectrofotometro (Genesys 10s,
Thermo Scientific, USA). El contenido de inulina se calculé como % de fructosa
con la siguiente ecuacion:

X = D+100+25 Ecuacion (4)

298+xm=1

Donde X es el contenido de inulina en %, D es la densidad éptica a 285 nm, 298
es el indice especifico de absorcion del producto de transformacion de la fructosa

tras la hidrdlisis acida y m es el peso de la muestra en gramos.

4.4.7 Fructooligosacaridos (FOS)

Se usO el método de cromatografia en capa fina (CCF) para la determinacion
cualitativa de los FOS en AM y JA de acuerdo con Lingyun et al. (2007). Se coloco
1 uL de extracto acuoso de AM, JA y estandares analiticos de D-glucosa (Sigma-
Aldrich 47249, USA), sacarosa (Sigma-Aldrich PHR1001, USA), 1-kestosa
(Sigma-Aldrich 72555, USA), nistosa (Sigma-Aldrich 56218, USA), D-Fructosa
grado HPLC (Sigma 47739, USA) e inulina de achicoria (Sigma 12255, USA) en
una cromatoplaca de gel de silice con soporte de aluminio (Merck 1.05554.0001,
Germany). La placa se colocé en una camara de elucion por 12 h, el eluyente fue
una mezcla de n-butanol-isopropanol-acido  acético-agua  (7:5:4:2).
Posteriormente, la placa se rocié con el revelador de anilina - difenilamina - &cido
fosforico - acetona (1:1:5:50) y se calentd a 85 °C por 10 min para visualizar los

azucares.
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4.4.8 Planeacion experimental

Se aplicé un analisis de covarianza bajo a un disefio en bloques completos al
azar (Fernandez-Escobar, Trapero-Casas y Dominguez-Jiménez, 2018), los
tratamientos fueron los cultivares de A. salmiana Cimarron, Manso, Negro, Penca
Larga y Xamini, las covariables fueron pHy SST y el factor de bloqueo fueron los

dias de recoleccion.
El modelo lineal del disefio es: Y;; = u+ B; + T; + vX;; + e;;

Donde:

Yjj= valor de la variable respuesta obtenido en el j-ésimo tratamiento ubicado en
el i-ésimo bloque.

u= efecto medio general.

Bi= efecto del i-ésimo bloque.

T= efecto del j-ésimo tratamiento.

y = coeficiente de covarianza.

Xij=valor de la covariable obtenido en el j-ésimo tratamiento ubicado en el i-ésimo
bloque.

ej= término de error aleatorio, con distribucion normal, independientes, media 0

y varianza &2.

Las variables respuesta medidas fueron el contenido de ARD, ART, AST,
sacarosa e inulina y la unidad experimental fue de 400 mL para los analisis en
AM y 400 mL de AM para la obtencion del JA, de cada cultivar. Se aplico la
diferencia minima significativa (DMS) a p<0.05. Todos los andlisis estadisticos se
hicieron con el programa de SAS® version 9.4 (Fernandez-Escobar, Trapero-

Casas y Dominguez-Jiménez, 2018).
4.5 Resultados y discusion

4.5.1 Azucares reductores directos (ARD)

El Cuadro 8 muestra los resultados obtenidos de los aztucares en AM y JA. Los

cultivares analizados mostraron diferencias significativas en el contenido de ARD
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del AM (p<0.05). Se observa que el efecto de los cv. Cimarrén y Negro sobre
contenido de ARD fue igual, sin embargo, el AM del cv. Cimarrdn registro valores
significativamente superiores a los cv. Manso, Penca Larga y Xamini, los cuales
tuvieron las concentraciones mas bajas, esto puede ser debido a la influencia de
las covariables de pH y SST que fueron significativas (p<0.05), ademés de que
las condiciones abibticas influyeron en las diferencias encontradas (Lopez &
Mancilla-Margalli, 2007; Mufiiz-Marquez et al., 2015).

Mufiiz-Méarquez et al. (2015) reportaron valores de 3.23y 4.73 % de ARD en AM
de A. salmiana no tratada y tratada térmicamente respectivamente. Por su parte,
Hernandez-Ramos (2014) obtuvo un rango de 0.8 a 7.6 % en el AM de A.
salmiana recolectada de diferentes sitios; estos datos son equiparables a los
obtenidos en el presente estudio. Hernandez-Ramos (2014) también encontro
diferencias significativas entre los cultivares respecto a los ARD y ART del AM y
atribuyo esta diferencia al tiempo que los productores dejan entre la etapa del

corte de la yema apical floral del maguey y la primera extraccion del AM.

Enriquez-Salazar et al. (2017) también indican que la edad del maguey y la época
0 estacion del afio en que se colecte el AM influyen en el contenido de estos

azucares.

Bautista y Arias (2008) reportan ARD en A. americana de 0.97 %, empleando el
método volumétrico, valor inferior al obtenido para A. salmiana en este estudio.
Por el contrario, Chagua-Rodriguez et al. (2020) reportaron 11.4 % de azUcares
reductores en AM de A. americana, determinados espectrofotométricamente, lo
cual es superior a los resultados de este estudio en A. salmiana. Es probable que
el método usado para la cuantificacion de estos azlcares haya influido en estas

diferencias.

No se observo ninguna diferencia en los ARD de los JA, registrando un contenido
medio de 15.4 %.
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El contenido de ARD en el JA tuvo menor proporcion en comparacion con la
sacarosa, la cual aumento de 8.6 a 23.8 veces en el JA, Saputro, Van de Walle
and Dewettinck (2019) indican que usando la evaporacion al vacio se puede
reducir la inversiéon de la sacarosa y consecuentemente se presentan mayores
cantidades de sacarosa que de azucares reductores en el jarabe de palma de

azucar, lo cual también se observoé en el JA.

Cuadro 8. Contenido de azUcares reductores, totales y sacarosa en aguamiel y
jarabe de cinco cultivares de A.salmiana (valores en peso fresco).

Cultivar ARD (%) *ART (%) Sacarosa (%) "AST (%)
Aguamiel
Cimarron  4.96+0378  6.49+056® 146+058° 7.12+0.56
Manso 3.13+0.37° 565+0.56% 2.40+0.58" 5.90+ 0.56%
Negro 428+037%  6.69+0.56% 2.39+058° 6.25+0.56%
Penca Larga 3.12 + 0.37¢ 4.15+0.56° 0.99+0.58 4.17 +0.56°
Xamini 3.37+0.37  493+0.56" 1.49+0.58 558+ 0.56%¢
gl\gre](ejlr; 377+037  558+056 174+058  5.80+0.56
Jarabe de aguamiel

Cimarron 21.94+30%  5029+25° 2693+4.0% 37.6%215
Manso 1250 +3.0°  40.87+25° 26.95+4.09 43.1+2.15
Negro 1830 +£3.0°  40.04+25° 2070+4.08 49.8+2.15
Pencalarga  9.45+3.0°  34.00+25 2333+4.0% 44.7+215%
Xamini 1470+3.0°  30.77+25° 1528+4.09 48.1+2.15%
g“gﬁ:'rzl 1536+3.0  39.19+25 2264+4.0 44.67+2.15

Los valores corresponden a la media * error estandar de cinco repeticiones. Medias con diferente
letra en columna tanto para aguamiel como jarabe, son diferentes (DMS, p< 0.05). * Método Lane-
Eynon con la modificacion de Soxhlet.  Método de antrona.

Hernandez-Ramos et al. (2020) reportaron una mayor proporcion de ARD
respecto a la sacarosa en JA de A. salmiana y una proporcion inversa en JA de
A. mapisaga. El contenido de ARD en el JA para ambas especies fue mayor, a lo

reportado en este estudio, debido principalmente a las condiciones del proceso
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de obtencién de los JA que derivd en la mayor proporcion de sacarosa que

azucares reductores en el JA (Saputro et al., 2019).

Por otro lado, las altas temperaturas por tiempos cortos favorecen a la formacién
de ARD por la presencia de inulinasa e invertasa que degradan a los oligobmeros
presentes sin formar dimeros (Gonzalez-Montemayor et al., 2020). Sin embargo,
Mufiz-Marquez et al. (2015) observaron en AM de A. salmiana, tratada
térmicamente a 121 °C por 15 min, el aumento de la sacarosa en mas de veinte
veces. Los autores sefialan que la hidrdlisis de oligobmeros y polimeros presentes
en el aguamiel esta relacionada con este aumento de sacarosa. Mellado-Mojica
and Lopez (2015) también identificaron mayor proporcion de sacarosa respecto

a los ARD al comparar endulzantes naturales.

El contenido de sacarosa en AM y JA no fue significativamente diferente (p<0.05)
entre los cultivares (Cuadro 8). El promedio de sacarosa en AM fue de 1.74 % y
en JA fue de 22.6 %.

4.5.2 Azucares totales (AT)

Los cultivares tuvieron un efecto significativo en el contenido de azUcares totales
por el método de Lane-Eynon (AT). En la determinacion de azlcares totales por
este método, se encontré que el AM de los cv. Cimarrén y Negro registraron el
mayor contenido de azlcares y Manso, Penca Larga y Xamini el menor contenido
(Cuadro 8).

En AM el contenido de AT fue bajo en comparacion con lo reportado por Bautista
y Arias (2008) (9.1 %) y Hernandez-Ramos (2014) (8.4 a 11.9 %), quienes usaron

este mismo método.

En JA, el cv. Cimarron registro el contenido mas alto de AT y los cv. Penca Larga
y Xamini el menor contenido. Hernandez-Ramos et al. (2020) reportaron mayor
contenido de AT que los obtenidos en este estudio, en jarabes obtenidos a baja
presion (157 mbar, 55-58 °C). Registrando un promedio de 54 % en jarabes de

A. salmiana y 69 % en jarabes de A. mapisaga.
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Las diferencias encontradas en los JA no se deben solo a los cultivares, sino que
hay otros factores que influyen en el perfil de carbohidratos, como las condiciones
del procesamiento térmico (pH y temperatura) o el método de produccion
(Gonzalez-Montemayor et al., 2020), asi como la especie y otros factores
abidticos.

4.5.3 Azucares solubles totales (AST)

Los cultivares tuvieron un efecto sobre el contenido de azlcares totales por el
método de antrona (AST). EI AM del cv Cimarrén presenté un contenido de
azucares totales significativamente mayor al cv. Penca Larga. Mufiiz-Méarquez et
al. (2015) reportaron un contenido de azucares totales por este mismo método
de 10.3 % en AM de A. salmiana, el cual es mayor al obtenido en este estudio.
El origen geografico o factores abioticos diferentes pueden explicar estas
diferencias (L6pez- Mancilla-Margalli, 2007).

Se encontr6 que los JA cv. Negro, Penca Larga y Xamini fueron

significativamente superiores a los de Cimarron y Manso en el contenido de AST.

El método de antrona (AST) en general permitié la cuantificacion de mas
azlcares que el método de Lane-Eynon (AT), excepto para el JA del cv.
Cimarron, el cual se caracterizd por el menor contenido de solidos solubles
totales (SST) respecto a los otros jarabes (valores no reportados), este factor

pudo haber influido también en el menor contenido de AST.

En el caso del JA, la hidrdlisis de los carbohidratos complejos que contiene el AM
depende de la acidez, la temperatura y el tiempo del procesamiento. Si la
temperatura en el procesamiento es baja, como ocurri6 en este caso, los
polisacaridos no se degradan o se degradan poco y si es muy alta ocurre la
caramelizacion, el contenido de azucares totales sera bajo en cualquier caso
(Chagua-Rodriguez et al., 2020).
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45.4 Inulina

El efecto de los cultivares estudiados no resultd significativo sobre el contenido
de inulina, tanto en AM como en JA con un contenido promedio de 5.42 %y 25.99
%, respectivamente (Cuadro 9). EIl contenido de inulina fue afectado por la
covariable de SST en el AM (p=0.027), los SST se correlacionaron con el
contenido de inulina del AM, sin embargo, esta correlacion fue baja (r=0.411). En

el JA las covariables no tuvieron ninguna influencia.

Cuadro 9. Contenido de inulina en aguamiel y jarabe obtenido de cinco cultivares
de A. salmiana (valores en peso fresco).

Cultivar Inulina (%)
Aguamiel Cimarron 5.97 £ 0.62
Manso 491+0.62
Negro 6.08 +2.32
Penca Larga 5.28 +0.42
Xamini 448 £1.22
Media general 5.42 +1.02
Jarabe de Cimarron 26.33 £ 2.62
aguamiel Manso 20.87 + 2.62
Negro 26.95 + 2.62
Penca Larga 23.40 + 2.62
Xamini 32.40 £ 2.62
Media general 25.99+2.6

Los valores corresponden a la media * error estandar de cinco repeticiones. Medias con diferente
letra en columna tanto para aguamiel como jarabe, son diferentes (DMS, p< 0.05).

La investigacion sobre inulina de agave se ha enfocado a la extraccion,
producciéon o uso de este fructano; esto también fue observado por Godinez-
Hernandez, Aguirre-Rivera, Juéarez-Flores, Ortiz-Pérez and Becerra-Jiménez
(2016). Estos autores cuantificaron los fructanos (inulina) del tallo de A. salmiana
por HPLC y los compararon con otras fuentes de inulina encontrando mayor

contenido de fructanos (20.4-21.8 % en peso fresco) en comparacion con
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Helianthus tuberosus y Cichorium intybus (16-20 % y 15-20 %, respectivamente).
En peso seco, el contenido de fructanos del A. salmiana fue de 75.8-82.9 %,
cantidad mayor a la reportada para C. intybus (70 %) y A. angustifolia subsp.
tequilana (60 %), por lo que A. salmiana es una buena fuente de fructanos y

puede usarse a nivel industrial.

Ramirez-Higuera (2010) encontré un contenido de inulina en AM de A. salmiana
de 15.68 g L por HPLC, este valor es inferior al obtenido por el método
espectrofotométrico utilizado en este estudio, las diferencias pueden ser debidas
principalmente al método utilizado y al origen geogréfico del agave (Lopez &
Mancilla-Margalli, 2007). Rivera-Espejel et al. (2019) que usaron el mismo
método espectrofotométrico en raices de dalias silvestres, obtuvieron valores de
inulina de 55 a 72.25 % en peso seco, mientras que en este estudio fueron de
34.82-46.09 % en AM, 24.54-36.94 % en JA en peso seco.

La media general de inulina en peso seco del JA fue de 30.12 % mientras que en
AM fue de 41.11%, lo cual indica que durante el proceso de obtencion del JA,
bajo las condiciones descritas en la metodologia, hubo hidrdlisis de la inulina que
dio lugar a la formacion de sacarosa como lo indicaron Mufiz-Marquez et al.,
2015.

455 Fructooligosacaridos

En la Figura 11 se presentan los azucares identificados en el AM y en JA de los
cinco cultivares de A. salmiana por CCF. Las muestras de JA estaban mas
diluidas que las muestras de AM por lo que en la figura se observan perfiles mas

tenues indicando las menores cantidades de azulcares en la muestra.

La CCF revel6 que el AM contenia glucosa, fructosa y sacarosa como principales
azlcares, pero también tenian 1-kestosa, nistosa e inulina. En el Cuadro 10 se
presentan los factores de retencién (FR) de los azUcares en AM y en el Cuadro
11 los FR del JA.
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Las muestras de AM tuvieron mayor contenido de fructosa que de glucosa
excepto en el AM del cv. Negro que parece tener mayor contenido de glucosa
gue los demas, segun la tonalidad de los colores y el tamafio de las marcas.

Inu Bru Glu Kes Nys Sac AMC AMM AMN AMPL AMX SAC JAM JAN JAPL UAX
Estandares Aguamiel Jarabes

Figura 11. Cromatografia en capa fina de fructooligosacaridos, inulina 'y aztcares
en aguamiel y jarabes. Inu: inulina, Fru: Fructosa, Glu: glucosa, Kes: 1-kestosa,
Nys: nistosa, Sac: sacarosa, AMC: AM cv Cimarréon, AMM: AM cv. Manso, AMN:
AM cv Negro, AMPL: AM cv. Penca Larga, AMX: AM cv Xamini, JAC: JA cv.
Cimarron, JAM: JA cv. Manso, JAN: JA cv. Negro, JAPL: JA cv Penca Larga,
JAX: JA cv. Xamini.

Cuadro 10. Factores de retencion de azucares identificados en aguamiel por
CCF.

Factores de retencion de estandares Factores de retencion en
muestras de AM

Abreviacion Carbohidrato DP FR AMC AMM AMN AMPL AMX

Fru Fructosa 1 0.47 0.46 0.47 0.47 0.47 047

Glu Glucosa 1 0.47 0.45 047 0.47 047 0.47

Sac Sacarosa 2 0.43 0.41 0.43 042 0.43 0.42

Kes 1-Kestosa 3 0.37 0.36 0.37 0.36 0.37 0.37

Nys Nistosa 4 0.35 0.36 0.35 0.35

Inu Inulina >10 O 0 0 0 0 0
Otro ni ni 0.31 0.31 0.32 0.31

DP: grado de polimerizacion, AMC: AM del cv. Cimarron, AMM: AM del cv. Manso, AMN: AM del
cv. Negro, AMPL: AM del cv. Penca Larga, AMX: AM del cv. Xamini, ni: no identificado.
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También se observé menor contenido de sacarosa en el AM de Penca Larga, sin
embargo, esta diferencia no fue significativa de acuerdo con los datos
cuantitativos presentados en el Cuadro 8.

El AM del cv. Manso tuvo menor contenido de 1-kestosa. No se encontrd nistosa
en el AM de Penca Larga ni de Xamini, pero parece haber indicios de este FOS
en el AM de los cv. Manso, Negro y Penca Larga. Otro FOS, no identificado por
falta de estandar, se hizo presente en FR de 0.30-0.32 en todos los AM, el cual
podria ser 1-fructofuranosilnistosa, que como han reportado Enriquez-Salazar et
al. (2017) se encuentra en AM colectada en primavera. Los autores también
indicaron la presencia de nistosa en AM colectada en invierno. Peralta-Garcia,
Gonzalez-Mufioz, Rodriguez-Alegria, Sanchez-Flores and Lopez Munguia
(2020) encontraron que el perfil de FOS en el AM cambia entre plantas

dependiendo su fase de produccion.

Peralta-Garcia et al. (2020) indican que los FOS son liberados del tallo o cajete
mediante el raspado, por lo que hay una cantidad considerable de fructanos en
este material que se desecha dos veces al dia. Los FOS se diluyen en el AM cuyo
componente principal es la sacarosa (al inicio del ciclo de produccion del
maguey); también encontraron que nuevos FOS son sintetizados por bacterias
del género Leuconostoc y Zymomonas presentes en el AM inmediatamente
después del raspado, las cuales tienen gran influencia en el proceso de
fermentacion. Para este estudio el AM se recolecto en el mes de marzo, de
magueyes con 2 y 3 meses de produccién, por lo que se observé bajo contenido

de sacarosa en el AM (Cuadro 8).

En todos los JA se encontr6 1-kestosa (Figura 11 y Cuadro 11) pero no se detectd

inulina por la mayor dilucion de la muestra, sin embargo, si se cuantifico.

Por el tamario, intensidad y color de las marcas en la CCF se observé que el JA
del cv. Manso tuvo mayor proporcion de sacarosa que de fructosa. El JA del cv.

Negro tuvo mayor contenido de azucares totales seguido del JA de Cimarrén. Los
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jarabes de Penca Larga y Xamini tuvieron un perfil muy similar como también se

observé en el Cuadro 8 con los resultados de AT y AST.

Cuadro 11. Factores de retencién de los azucares identificados en jarabe de
aguamiel por CCF.

Factores de retencion de estandares Factores de retencion en
muestras de JA
Abreviacion Carbohidrato DP FR JAC JAM JAN JAPL JAX

Fru Fructosa 1 0.47 047 0.47 0.47 046 0.46
Glu Glucosa 1 0.47 0.47 0.47 046 0.46
Sac Sacarosa 2 043 043 043 043 043 043
Kes 1-Kestosa 3 0.37 0.37 0.38 0.37 0.37 0.37
Nys Nistosa 4 0.35

Inu Inulina >10 O 0 0

FR: factor de retencion, DP: grado de polimerizacién, JAC: JA del cv. Cimarron, JAM: JA del cv.
Manso, JAN: JA del cv. Negro, JAPL: JA del cv. Penca larga, JAX: JA del cv. Xamini.

Los FOS e inulina detectados en el AM y en JA son de gran importancia
nutricional, ya que estan reconocidos como ingredientes funcionales por su
funcidn prebidtica y otros beneficios para la salud (Sosa-Herrera & Delgado-
Reyes, 2017; Peralta-Garcia, et al., 2020).

4.6 Conclusion

Los cultivares influyeron en el perfil de carbohidratos del aguamiel recolectado.
El aguamiel de los cultivares Cimarron y Negro tuvieron mayor contenido de
azlcares reductores directos, respecto a las demas cultivares. Los aguamieles
de los cv. Penca Larga y Xamini presentaron menor contenido de azucares

totales.

La calidad nutricional del aguamiel se evidencio por la presencia de los FOS 1-
kestosa y nistosa, del fructano inulina, asi como de los azucares reductores

fructosa y glucosa.

Todos los aguamieles obtenidos tuvieron mayor proporcion de ARD que
sacarosa, mientras que en los jarabes se observo mayor proporcion de sacarosa.
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Los jarabes obtenidos a baja presion y temperatura tuvieron bajo contenido de
azucares totales respecto a lo reportado en jarabes obtenidos por otros métodos
de evaporacion. Sin embargo, las cantidades de inulina obtenidas y la presencia

del FOS 1-kestosa evidencian su calidad nutricional.
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5 CONCLUSIONES GENRALES

Los cultivares de A. salmiana tuvieron efecto sobre el indice de oscurecimiento,
contenido de saponinas, azucares reductores totales y azucares solubles totales
de los jarabes obtenidos a baja presion y temperatura. EI pH como covariable
influy6é significativamente en los compuestos fendlicos totales, la actividad
antioxidante (ABTS y FRAP) y las saponinas, por otro lado, los solidos solubles
totales tuvieron efecto significativo en la humedad de los jarabes.

El jarabe del cv. Cimarron presentd el menor indice de oscurecimiento, menor
contenido de saponinas y azucares solubles totales. EI mayor indice de
oscurecimiento se presento en los jarabes de los cv. Manso, Penca Larga y
Xamini. El jarabe del cv. Negro presento el contenido mas alto de azucares
solubles totales. El jarabe del cv. Manso tuvo el mayor contenido de saponinas
junto con el cv. Penca Larga, sin embargo, presentaron pH mayor al maximo

permitido en el estandar mexicano de jarabe de agave.

Los jarabes de aguamiel obtenidos presentaron alta actividad antioxidante con
promedio de 3730 uM ET 100gY, alto contenido de saponinas (11,429 mg ED
100g?), el contenido de compuestos fendlicos totales en promedio de los cinco
cultivares fue de 144.5 mg EAG 100g*, con 26 % de inulina. Se caracterizaron
por su bajo contenido de azUcares totales con mayor proporcion de sacarosa que
de azucares reductores y bajo indice de oscurecimiento. Asimismo, se observo
la presencia de 1-kestosa en todos los jarabes, fructooligosacarido de

importancia nutricional e ingrediente comun de los alimentos funcionales.

El proceso de evaporacién a baja presion del aguamiel de los cultivares Cimarrén,
Manso, Negro, Penca Larga y Xamini permitié la obtencién de jarabes con la
preservacion de fitoquimicos de caracter funcional de los aguamieles que revelan

la alta calidad nutracéutica de los jarabes.
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