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RESUMEN

Los fructanos son oligédmeros o polimeros de fructosa unidos por enlaces glucosidicos (fructosa,
glucosa y sacarosa), que se producen como los hidratos de carbono de reserva en varias
especies de familias de plantas, principalmente en Liliaceae, Amaryllidaceae, Poaceae,
Solanaceae, Asteraceae y Agavaceae. En la actualidad, se profundiza en estudios de
carbohidratos en esta ultima familia, por la gran importancia econémica que tiene en México.
Maguey, es el nombre comun aplicado a las especies del género Agave. Este género comprende
alrededor de 200 especies de las cuales la mayor parte se encuentra en México, territorio
considerado como su centro de origen y domesticacion. Agave salmiana Otto ex Salm-Dick
crece de manera silvestre en el altiplano potosino-zacatecano y es recolectada principalmente
para la elaboracion de mezcal. El objetivo de este trabajo fue comparar diferentes métodos
usados para extraccion de polisacdridos, y de esta manera proponer el o los mas métodos
indicados para fructanos de A. salmiana, tomando como base el rendimiento y la pureza del
producto obtenido. La técnica analitica utilizada fue cromatografia en capa fina, para identificar
la pureza de las extracciones realizadas por cada metodologia, el método de Fehling—Soxhlet
para la deteccion de azlcares reductores debido a hidrdlisis accidental y la cuantificacion del
rendimiento relativo. Con base al analisis estadistico (a=0.05), se encontraron diferencias
significativas en el rendimiento medio obtenido con los diferentes métodos utilizados; el
Método 4 produjo significativamente mayor rendimiento que el registrado en los otros
métodos de extraccidn (17.58%). De acuerdo con el analisis cromatografico, y con base a los
valores de Rf (relacion de frentes o factor de retardo) de los extractos obtenidos con los
diferentes métodos evaluados, se puede afirmar que con todos los métodos se obtuvieron
fructanos con un grado de polimerizacidon similar a los fructanos comerciales de A. angustifolia
ssp. tequilana, ademds de otros fructooligosacaridos de menor peso molecular, cuya presencia

es normal durante su proceso de sintesis.

Palabras claves: fructanos, hidratos de carbono de reserva, A. salmiana.



1. Introduccion

1.1. Fructanos

Aproximadamente un 45% del total de especies de plantas superiores agrupadas en 10 familias,
presentan fructanos como su reserva principal de carbohidratos, los cuales normalmente son
almacenados en hojas, tallos o raices, particularmente si estos érganos estan especializados en
almacenamiento como ocurre en bulbos, tubérculos y rizomas (Hendry, 1993). Los fructanos

también son producidos por algas, bacterias y hongos.

Debido a que los fructanos son el equivalente metabdlico del almidén, se ha tratado de
establecer su funcion fisioldgica. En muchas especies, particularmente asterdceas v liliaceas, los
fructanos son la principal reserva de carbohidratos. En otras familias, como las poaceas vy
boraginaceas, es el carbohidrato principal presente durante las etapas tempranas de

crecimiento.

La diferencia mas evidente entre el almiddn y los fructanos es su solubilidad. Los fructanos se
encuentran en las vacuolas y son solubles, mientras que el almidén esta en los plastidios y es
insoluble. La funcion natural de los fructanos, ademas de carbohidrato de reserva, esta
vinculada con la regulacién de la absorcidn y retencién de agua, y con el crecimiento al generar

mayor tolerancia a bajas temperaturas (Hendry, 1993).

En las plantas, la sintesis de fructanos involucra al menos dos enzimas. La primera cataliza la
producciodn de glucosa-fructosa-fructosa, trisacarido al que se le pueden afiadir mds residuos de
fructosa mediante una o mds enzimas adicionales. Las vacuolas son los Unicos compartimentos
celulares donde las plantas realizan la sintesis de fructanos, ya que sdlo en ellas se encuentran

las enzimas necesarias.



Tanto el organismo (plantas, hongos o bacterias) como la forma de produccién tienen gran

influencia sobre la estructura, el grado de polimerizacién (GP) y la pureza del fructano final.

1.1.1. Estructura. Los fructanos son fructosil polimeros consistentes en cadenas lineales
de D-fructosas (aunque se pueden observar diferentes grados de ramificacién segiun su
complejidad), unidas por un enlace B-(2->1), y usualmente tienen una molécula de D-glucosa
terminal, unida a una fructosa por un enlace a-(2->1) (Delaquis y Mazza, 1998; Hogarth et al.,

2000; Perrin et al., 2001).

La definicién anterior no estd limitada Unicamente por el peso molecular, ya que incluye
moléculas con grado de polimerizacién menor que 10 monémeros, como el dimero inolubiosa
(Suzuki y Chatterton, 1996; ANZFA, 1995). Generalmente en la naturaleza el grado de
polimerizacién varia entre 2 y 70 unidades, pero la cifra mas comun de polimerizacion es 10
unidades (Perrin et al, 2001). Las moléculas de fructanos también pueden presentar
mondémeros de glucosa en su estructura; en estos casos, pueden ser considerados los
complejos resultantes de la combinacidon y polimerizacion de tres azlcares: 1-cetosa (1-
cetotriosa), nitosa (1,1-cetotetrosa), y la 1-B-fructofuranosilnitosa (Wang y Park, 1997; Hogarth
et al.,, 2000; Otero, 2003). Existe también una cuarta estructura, un pentafructano, aun sin
caracterizarse (Wang y Park, 1997). La estructura quimica de los fructanos es tal que los hace
solubles en agua, lo cual tiene importantes implicaciones en la dinamica celular de las plantas,

asi como en la industria alimentaria.

1.1.2. Clasificacion. Los fructanos se clasifican de acuerdo con las unidades estructurales

gue conforman su molécula, en los tipos siguientes:

Inulina: son oligo/polimeros de D-fructosas unidas por enlaces  (2->1), con una molécula de D-
glucosa terminal. La inulina se encuentra presente en especies de la familia Asteraceae,
particularmente en Chichorium intybus (Kolida y Gibson, 2007). Franck y De Leenheer (2005)

describen la inulina como una mezcla de oligédmeros y polimeros, cuyo GP puede alcanzar hasta



70 unidades de fructosa mas una glucosa terminal. La inulina en las plantas por lo general
contiene hasta 10% de mono y disacaridos (principalmente fructosa y sacarosa), ademas de una
serie de oligosacdridos, entre los cuales los fructooligosacaridos (FOS) constituyen hasta el 30%
(Niness, 1999).

Levanos: son producidos por monocotiledéneas, su estructura es lineal, presentan uniones de
glucosa y fructosa B (2->6) o incluso B (2->1). Estos fructanos generalmente son de cadena
relativamente corta. Se encuentran en algunos zacates como Dactylis glomerata (Suzuki y
Chatterton, 1996).

Graminanos: presentan enlaces tanto B (2->1) como B (2->6) fructofuranosil y una molécula de
glucosa terminal; son sintetizados por algunos cereales como Hordeum vulgare y Triticum
aestivum.

Inulina_neoserie: son cadenas lineales de fructosas unidas mediante enlaces B (2->1) en los

carbonos 1 y 6 de la glucosa de una molécula de sacarosa; se encuentran principalmente en
Allium cepa (Alliaceae) y Asparagus officinalis (Liliaceae) (Suzuki y Chatterton, 1996; Mancilla y
Lépez, 2006).

Levano neoserie: son polimeros con enlaces tipo B(2->6) unidos a la glucosa de una molécula

de sacarosa; fueron aislados de Avena sativa.
Agavinas: presentan enlaces tanto B (2->1) como B (2-6) fructofuranosil y una molécula de
glucosa interna; son sintetizados por varias especies de Agave (Vijn y Smeekens, 1999; Van

Laere y Van den Ende, 2002; Lopez et al., 2003).

1.1.3. Principales fuentes. Hasta 36,000 especies diferentes de plantas contienen entre
sus carbohidratos de reserva a diversos tipos de oligofructanos (Niness, 1999), pero sélo en
unas pocas de ellas el contenido de fructanos puede llegar a constituir hasta el 24% de la masa

cruda (Utha State University, 2003).

Los fructanos se encuentran presentes en cantidad significativa en algunos alimentos como: ajo
(Allium sativum L.), cebolla (Allium cepa L.) (Niness, 1999; Deis, 2001), cebada (Hordeum

distichum, H. tetrastichum, y H. hexastichum), cacahuate (Arachis hypogaea L.), jitomate



(Lycopersicon esculentum Mill), esparrago (Asparagus officinalis L.), puerro (Allium porrum L.)
(Flickinger y Fahey, 2002), y hasta en las bananas (Musa sp.) (Andnimo, 1994; ANZFA, 2001;
Pujato, 2002). En estos alimentos los fructanos aportan valores energéticos entre 1y 1.5 kcal/g

(Anénimo, 1994).

Las principales familias de plantas con fructanos en su composicion son Liliaceae,
Amaryllidaceae, Poaceae, Solanaceae, Asteraceae (Marquina y Santos, 2003) y Agavaceae. Sin
embargo, son muy pocas las especies de las que de manera industrial rentable se pueden

producir y extraer fructanos comerciales.

No obstante, si de cantidades se trata, las principales fuentes de oligofructanos mas conocidas
son la achicoria (Cichorium intybus), alcachofa (Cynara scolymus), pataca, aguaturma o
tupinambo (Helianthus tuberosus), alcachofa globo (Cynara cardunculus), yacén (Smallanthus
sonchifolius) y dalia (Dahlia pinnata Cav.) (Fletcher, 1999; Hellwege et al., 2000; Flickinger y
Fahey, 2002; Deis, 2001; Lépez et al., 2005).

1.1.4. Fructanos comerciales. Los fructanos mas ampliamente estudiados y de mayor
uso industrial son la inulina, la oligofructosa y los fructooligosacaridos (Biedrzycka y Bielecka,
2004), caracterizados por sus enlaces de tipo B-(2->1) entre las unidades de fructosa, con
grado de polimerizacion entre 2 y 60 unidades (Biedrzycka y Bielecka, 2004), y considerados
como carbohidratos de cadena corta (Englyst y Hudson, 1996), o de bajo nivel de

polimerizacién (Roberfroid, 2000).

La inulina proveniente de la achicoria destaca hasta el momento como la mejor opciéon en
cuanto a cantidad y calidad (Coussement, 1999; Niness, 1999). Generalmente en la achicoria
sus fructanos son de muy bajo peso molecular y bajo grado de polimerizaciéon (Hellwege et al.,

2000).



1.1.5. Propiedades fisicoquimicas y aplicaciones. El peso molecular de los fructanos es
muy variable, pues depende principalmente de la fuente, pero en términos generales oscila

entre 1,000 y 4,500 Da (Losso y Hakai, 1997).

Los enlaces B (2->1) caracteristicos de los fructanos son los responsables de que sean
indigestibles, como si lo seria cualquier carbohidrato tipico; por ello tienen bajo valor caldrico y
funcion nutricional equivalente a fibra alimentaria (Niness, 1999). Asi, la naturaleza de estos
enlaces tiene importantes implicaciones bioquimicas asociadas con su marcada resistencia a la

digestion, cuando son consumidos por seres humanos (Perrin et al., 2001).

A diferencia del almidén mayoritariamente insoluble, los fructanos son totalmente solubles; en
estado sdlido puro suelen presentar formas cristalinas (Suzuki y Chatterton, 1996), son
higroscopicos y dificiles de mantener en forma liofilizada, a no ser que se empleen atmésferas
modificadas (Deis, 2001; Yun, 2003). Estos cristales pueden tener puntos de fusién entre 199°C
y 200°C cuando se trata de fructanos de bajo grado de polimerizacion (Yun, 2003). Son muy
solubles en etanol al 80%, especialmente con temperaturas alrededor de 80°C (Hellwege et al.,
2000). Su capacidad de ser hidrosolubles otorga a los fructanos propiedades humectantes
cuando se emplean como aditivos en la industria de alimentos, asi como la capacidad de formar

geles cremosos cuando se calientan en medios acuosos (Pujato, 2002).

La viscosidad de las disoluciones de fructanos es generalmente mds alta que la de los demas

carbohidratos a la misma concentracidn, y suelen ser de mayor estabilidad térmica (Yun, 2003).

Los fructanos poseen un sabor neutral y ligeramente dulce. Asi, por ejemplo, los fructanos de
mas bajo peso molecular pueden tener una dulzura del 10% de la sacarosa, asi como rotaciones
Opticas especificas de +28.5 (Yun, 2003). Como cualquier polisacdrido, los fructanos son
facilmente hidrolizados por la accién térmica, o de acidos, o enzimas; asi, la oligofructosa
comercial comunmente se obtiene por medio de una hidrélisis parcial de la inulina cruda

(Pujato, 2002).
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Los fructanos suelen ser muy estables en los valores de pH encontrados en la mayoria de los
alimentos (cuatro a siete), asi como bajo refrigeraciéon (Yun, 2003). Los oligofructanos son
incoloros e inodoros y son estables hasta temperaturas cercanas a los 140 °C (Suzuki y
Chatterton, 1996). Algunas fracciones de oligofructanos pueden tener capacidades reductoras

(De Gennaro et al., 2000).

En dependencia de su origen (vegetal o microbiano), los fructanos pueden ser lineales,
ramificados o ciclicos, y suelen agruparse de acuerdo con su grado de polimerizacidon promedio
(GPprom) y grado de polimerizacién maxima (GPmax). En los de origen vegetal el GPmax no
excede de 200, y en los de origen bacteriano puede ser tan alto como 100,000 (Roberfroid,
2004). La inulina, la oligofructuosa y los FOS presentan una estructura polimérica
predominantemente lineal. Los fructanos poseen un valor caldrico bajo y funcionalidad

nutricional como fibra alimentaria, debido a sus enlaces quimicos.

Dentro de la industria alimentaria los fructanos son utilizados como aditivos en panificacion,
heladeria e industria lactea, ya que proveen un moderado sabor dulce, textura y sabor similar al
de las grasas, pero con la ventaja de contener entre una sexta y una novena parte de las

calorias de éstas.

La propiedad mas ampliamente estudiada de los fructanos es su accidn prebidtica (Roberfroid,
2007), esto es, su capacidad selectiva de estimular el predominio de un grupo de bacterias en el
colon (bifidobacterias y lactobacilos), con la consecuente disminucidon de otras especies que

pueden ser perjudiciales (E. coli y Clostridium spp.) (Gibson, 1999; Renddn et al., 2011).

En la actualidad, la presencia de ciertas cantidades de inulina o sus derivados en la formulacidn
de un producto alimentario es suficiente para que dicho producto pueda ser considerado como

III

“alimento funcional” (Roberfroid, 2007). Un alimento funcional es aquel que contiene un

componente con actividad selectiva favorable o un efecto fisioldgico adicional a su valor
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nutricional (Silveira et al., 2003). El efecto positivo en la salud se refiere a una mejoria de las

funciones del organismo o la disminucidn del riesgo de una enfermedad (Aswell, 2004).

Otras propiedades benéficas para la salud atribuidas a los fructanos son: promocién de la flora
intestinal deseable, refuerzo de las funciones inmunoldgicas (ante cancer o tumores), aumento
de la biodisponibilidad de minerales (como el calcio), prevenciéon de enfermedades
cardiovasculares y diabetes, y mejora del metabolismo de las grasas y de la reaccién glicémica

(Franck, 2006; Davila, 2012).

1.2. Generalidades sobre Agave salmiana

Maguey es el nombre comun aplicado a las especies del género Agave (familia Agavaceae,
endémica de América). El género comprende alrededor de 200 especies, de las cuales la mayor
parte se encuentra en México, territorio considerado como su centro de origen y domesticacion
(Gentry, 1982; Garcia-Mendoza, 1998; Garcia M., 2007; Eguiarte y Souza, 2007). Las especies
mexicanas de maguey pueden encontrarse desde el nivel del mar hasta los 3,400 m de altitud, y

son especialmente abundantes en las comunidades vegetales xerofiticas (Garcia M., 2007).

Vestigios arqueoldgicos de mas que 10,000 afos muestran que la primera forma de
aprovechamiento del maguey fue como alimento (agua y azUcares); y seguramente se inicio
por primera vez al observar que atraia a los animales en la vegetacidon donde sobresalian los
quiotes durante la floracién, comenzando a cortarlos y consumirlos chupados por su jugo sin
saponinas, para luego descubrir que los quiotes asados resultaban ser mas dulces (Garcia-
Mendoza, 1998; Aguirre et al., 2001; Aguirre R., 2009). Posiblemente después se cocieron las
cabezas de maguey (tallo y bases de penca), eliminando con ello la escasez estacional de
alimento. El siguiente paso en la utilizaciéon del maguey fue posiblemente extraer el jugo
azucarado de las cabezas cocidas (mezcal) macerandolas o exprimiéndolas, el cual al
fermentarse espontaneamente dio lugar a la bebida alcohdlica fermentada que indistintamente

se le llamdé mezcal (Aguirre et al., 2001; Aguirre R., 2009). Pero no fue sino hasta la introduccion
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clandestina del alambique filipino por marineros del Nao de China en el siglo XVII, que se inicio
la destilacién del vino de mezcal, obteniéndose los distintos aguardientes de maguey, entre lo
gue se encuentran el mezcal, tequila y bacanora, productos elaborados con materias primas y
procesos distintos que le confieren propiedades organolépticas y caracteristicas propias de la
especie y su proceso de elaboracidn (Garcia-Mendoza, 1998; Garcia M., 2007; Vazquez-Garcia

et al., 2007; Aguirre R., 2009).

Las especies principales utilizadas actualmente para la elaboracion de mezcal son A.
angustifolia, A. potatorum, A. marmorata y A. karwinskii para Oaxaca; A. cupreata y A.
agustifolia para Guerrero; A. duranguensis para Durango; A. salmiana para Zacatecas y San Luis
Potosi; A. angustifolia ssp. tequilana para tequila y A. angustifolia para bacanora (Aguirre et al.,

2001; Carrillo, 2007).

A diferencia de otras especies de maguey, A. salmiana crece de manera silvestre en el altiplano
potosino-zacatecano y es recolectado principalmente para la elaboracién de mezcal (Tello-
Balderas, 1985; Aguirre et al., 2001). El ambiente del maguey mezcalero potosino-zacatecano
presenta tres estaciones funcionales: la primera de marzo a junio (seca), la segunda de julio a
octubre (lluvias) y la tercera de noviembre a febrero (fria), las cuales repercuten en el

rendimiento y productividad del mezcal (Aguirre et al., 2001).

La regién donde se fabrica el mezcal potosino en el altiplano y las dreas donde se recolecta el
maguey, son ejidales. Estas son tierras que se encuentran en los alrededores del poblado y que

forma parte de la economia de las comunidades rurales del altiplano.

1.2.1. Usos del maguey. Los usos del maguey se remontan a la época precolombina,

cuando los pueblos indigenas encontraron en esta planta una fuente abastecedora de materia

prima para elaborar cientos de productos, como los indicados en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Usos antiguos y actuales del maguey

Parte del maguey

Usos antiguos y actuales

Fibras duras foliares

Pencas secas enteras

Quiotes secos (escapo floral que llega
alcanzar mds de 3m)

Puas o espinas

Raices

Jugo del maguey (aguamiel)

Bebidas alcohdlicas

Artesanias con la fibra del maguey para
uso suntuario y accesorios varios.
Artesanias con las semillas y la flor del
maguey

Derivados culinarios

Tejer costales, tapetes, morrales,
cenidores, redes de pesca y cordeles

Para techar las casas a modo de tejado
Servian como vigas y como cercas para
delimitar terrenos

Se utilizaban como clavos y como agujas
Cepillos, escobas y canastas

“Miel” de maguey

Pulque y mezcal

Bolsas, macetas y cuadros (Teotihuacan,
Estado de México; Ixmiquilpan, Hidalgo).
Aretes de espinas de maguey (Valle del
Mezquital, Hidalgo).

Uso de pencas, para la preparacion de:
barbacoa, mexiotes y gusanos.

Uso de pulgue natural o curado, para la
preparacion de “salsas borrachas”, carnitas
de puerco o barbacoa, rifiones, jamon
“empulcado”, ayocotes en tlachicotdn,

algunos licores y postres (como nieves de

pulgue curado)

Fuente: Ramirez R., 2007

A pesar de esta diversidad de usos, sélo unos cuantos de ellos han prevalecido y se han

transformado a lo largo de la historia.
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1.2.2. Metabolismo del maguey. El maguey mezcalero potosino (Agave salmiana)
presenta metabolismo acido de las crasulaceas (CAM), adaptacién bioquimica vy fisiologica que

permite la fijacién de CO, de una forma que la economia hidrica de la planta es mas eficaz.

A diferencia de las plantas C3 y C4, las plantas CAM asimilan CO, atmosférico en acidos de
cuatro carbonos, predominantemente de noche, y subsecuentemente lo fijan durante el dia
siguiente por la via del ciclo de Calvin. Los estomas de las plantas CAM permanecen abiertos
durante la noche y cerrados durante la mayor parte del dia; de esta manera ocurre una pérdida
minima de agua y la fotorrespiracién es reducida (Herppich y Peckmann, 2000). Por tanto, las
plantas CAM son cinco a diez veces mas eficientes en el uso del agua que las plantas C4, y
presentan una considerable ventaja competitiva en ambientes donde el agua es el factor
limitante, como sucede en los desiertos o en los ambientes de las epifitas (Cushman, 2001). Las
plantas CAM acumulan &cidos organicos en la vacuola durante la fase nocturna,
predominantemente en forma de acido malico, y sufren una reciproca acumulacion de

carbohidratos de reserva, como almiddn, glucanos o hexosas solubles, durante la fase diurna.

Los grandes cambios diurnos en la cantidad de acidos de cuatro carbonos y carbohidratos de las
plantas CAM son compensados con la sintesis de grandes cantidades de fosfoenolpiruvato
carboxilasa (PEPC), enzima encargada de la fijacion nocturna de CO,; ademas, estas plantas
poseen sistemas de enzimas decarboxilasas activas para poder volver a fijar CO, durante el dia
mediante el ciclo de Calvin. La PEPC es activada de noche por fosforilacién y es inactivada de dia

por defosforilacidn, un patrén opuesto al encontrado en plantas C3 o C4.

Ademas de estas caracteristicas bioquimicas Unicas, las plantas CAM presentan un sinnUmero
de adaptaciones morfoldgicas y anatémicas, dentro de las cuales destacan un mesdfilo de
células con paredes celulares delgadas y vacuolas prominentes, suculencia en hojas o tallos,
estomas pequeios generalmente encriptados, cuticulas gruesas, y baja frecuencia de estomas,

todo lo cual limita la pérdida de agua (Sharkey, 1993).
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Las plantas CAM usualmente poseen mesdfilo no clorenquimatoso denominado hidrénquima,
el cual estd especializado para la acumulacion de agua que permite la supervivencia durante
largos periodos de sequia. También, el sistema radical de las plantas CAM presenta pequefias
proporciones raiz/vastago que limitan la pérdida de agua hacia el suelo, con lo cual conservan
la capacidad para tomar rapidamente el agua cuando estd inusualmente disponible (Gibsony

Nobel, 1986).

1.2.3. Carbohidratos. Los carbohidratos solubles, la reserva metabdlica principal en las
plantas, son derivados del diéxido de carbono fijado durante la reaccidon oscura de la
fotosintesis; ademas de compuestos energéticos, son precursores de numerosos compuestos
necesarios para mantener la salud de la planta, e incluso forman parte de las moléculas de

sefnalizacién del estrés inducido por la reaccion fuente-sumidero (Roitsch, 1999).

Los carbohidratos solubles juegan un papel sustancial en el desarrollo de la planta. Cambios en
su cantidad y forma se asocian a menudo con estrés en la planta. Estos cambios pueden ser
debidos al aumento o disminucién de la biosintesis de azucar, conversién del almidon u otras
formas de almacenamiento de azucares solubles, desglose de polisacaridos de la pared celular o
cambios en la velocidad de transporte del azucar. Algunas plantas transgénicas acumulan
polioles o polialcoholes que aumentan el potencial osmético y celular, con lo cual se

incrementa su tolerancia al estrés (Abebe et al., 2003).

Los azucares solubles son un componente universal de la mayoria de los organismos vivos y
constituyen las unidades bdsicas fundamentales en los procesos biosintéticos. No es de
extrafar que sus cambios cualitativos y cuantitativos se relacionen a menudo con las reacciones
de estrés en la planta. En dependencia de la velocidad de aparicion del estrés, los tejidos de la
planta pueden presentar cambios rapidos y muy especificos en la reserva de hidratos de
carbono solubles y en la acumulacién de tejidos. Por ello, la estabilizacion de su nivel es
necesaria para que los resultados analiticos sean verdaderamente una estimacién del

contenido de azucar en el instante de la recoleccién (Maness, 2010).
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A fin de validar y documentar la interaccién del contenido de azucares solubles con el estado de
estrés, los tejidos de la planta deben ser primero estabilizados de manera que los cambios en la
cantidad de azucar o su identidad no sean modificados durante el muestreo de los tejidos. Los
azucares debe ser extraidos del tejido de la planta y ser estabilizados, en concentracion lo
suficientemente alta para aplicar un procedimiento analitico. La identidad del azucar y su

cantidad pueden ser determinadas por diversas técnicas analiticas (Maness, 2010).

Como los carbohidratos solubles lo son asi en el ambiente acuoso de la célula, pueden ser
analizados directamente a partir de liquidos obtenidos de plantas, o pueden requerir su
extraccién de la matriz de la planta. Durante la extraccion y antes del analisis, se deben tomar
medidas para evitar cambios en la forma o la cantidad de azucares por conversiéon enddgena de
la actividad de las enzimas, o por contaminacion en el crecimiento microbiano. Existen diversos
procedimientos para el andlisis de azucares solubles; la eleccidon de la metodologia analitica mas
apropiada, es finalmente dictada por la profundidad de la informacion requerida (Maness,

2010).

La estructura quimica de los fructanos, descrita por primera vez en 1804 por Rose en Inula
helenium (Susuki, 1993), les permite ser solubles en agua, lo cual tiene importantes
implicaciones en la dinamica celular de las plantas. Ademads, al ser almacenados
preferentemente en las vacuolas, estan disponibles inmediatamente para participar en

diferentes funciones de la planta, como la tolerancia al frio y a las sequias.

En estudios previos se ha demostrado que el 50% de los fructanos de maguey se encuentran en
los tallos y 22% en la base de las hojas (pencas); asi, el tallo es el drgano mds importante para el
almacenamiento de carbohidratos de reserva del maguey (Aguirre et al., 2001; Michel-Cuello

et al., 2008; Jiménez, 2011).
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La agavina consiste en una mezcla compleja de fructanos que contienen principalmente enlaces
B(2-1) y algunos B(2-6) y son altamente ramificados; también, se le han encontrado diferencias
estructurales atribuidas a condiciones ambientales distintas (Mancilla y Lopez, 2006). Esta
heterogeneidad estructural registrada podria atribuirse a los mecanismos de adaptacién de las
plantas a condiciones fluctuantes, pero también a diferencias fisiolédgicas asociadas a la

madurez.

Actualmente A. salmiana se usa principalmente para la elaboracion de mezcal, aunque las
especies de la familia Agavaceae constituyen una de las fuentes de fructanos mas antiguas que
se conoce, ya que la presencia de este tipo de carbohidratos fue registrada en algunas especies
de maguey desde 1888 (Susuki, 1993). Desde entonces, no se han realizado muchos estudios
sobre los fructanos de los magueyes, ni existe un método de extraccién de estos polisacaridos

adecuado para esta materia prima.

Con base en lo expuesto, el propdsito de esta investigacion fue probar cuatro métodos para la
extraccién de un material deshidratado con alto contenido de FOS, a partir del maguey (Agave
salmiana Otto ex Salm Dick), y evaluarlos con base en su rendimiento relativo y grado de pureza

del producto generado.

2. Materiales y métodos

2.1. Material vegetal

Se recolectaron 10 pifias de maguey mezcalero potosino (A. salmiana), de tamafio medio (+ 60
kg) y en estado de madurez quiotillo o con reproduccidn incipiente, esto es, con acumulacién
maxima de reservas (Aguirre et al., 2001). La recoleccién se hizo en parajes ejidales de donde se
abastece la empresa mezcalera “Laguna Seca”, ubicada en el municipio de Charcas, San Luis
Potosi (23° 17’ 44” Latitud Norte 100° 55’ 49” Latitud Oeste y 1962 msnm), durante abril y
mayo de 2012.
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De cada cabeza o piiia se eliminaron la base de las pencas, pues Unicamente se utilizo el tallo, el
cual se pesé y dividié en cuatro partes iguales, una de ellas para procesarse con cada método,

con el propdsito de eliminar la variacién debida a las pifas individuales.

La aplicacidon de los métodos 1, 2 y 3 implicé extraer los jugos del trozo del tallo, para lo cual se
utilizé un extractor centrifugo para frutas International Serie 18/6/02 Modelo EXS Volt y
mediante una prensa hidraulica (15 t) se logro la extraccién del jugo remanente del bagazo. Las
soluciones obtenidas con los cuatro métodos se deshidrataron, exponiéndolas en bandejas
amplias de silicdn a temperatura entre 45 °C y 55 °C, el tiempo requerido, en un horno de aire

forzado (FELISA Modelo FE 137).

2.2. Método 1

Este método fue desarrollado por Lépez et al. (2003) para cabezas de maguey tequilero, y se

aplicé sin cambios al material experimental descrito.

El pH del jugo se ajustd a 7 con una solucion saturada de hidréxido de sodio para evitar el riesgo
de hidrdlisis acida de los fructanos. Posteriormente, se adiciond una mezcla de etanol-agua (80-
20) y se colocé en placa calefactora con agitacion constante a una temperatura de 55°C durante
60 minutos. El extracto etandlico-acuoso se mezclé con un volumen igual de cloroformo, con el
fin de eliminar lipidos; esta mezcla se reposd durante 48 horas, y luego se recolectd la fase
acuosa. El extracto etandlico-acuoso conteniendo los fructanos se filtré para eliminar los
residuos fibrosos restantes. Posteriormente, se adiciond un volumen igual de alcohol absoluto

para favorecer la precipitacion de los polisacéridos, para finalmente secarlos.
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2.3. Método 2

Este método estd basado en la supuesta alta solubilidad de los fructanos y en que el extracto

obtenido serd totalmente natural (AOAC, 1994).

Al jugo obtenido de la muestra correspondiente se le adiciond un volumen igual de agua a
55°C; luego se colocd en una placa calefactora con agitacion continua durante 60 min.

Posteriormente, el liquido se filtré y se sometio a secado.

2.4. Método 3

A los jugos obtenidos se les adiciond un volumen igual de agua calentada a 55°C, y luego se
colocaron en una placa con agitacion constante durante 60 minutos; enseguida se filtraron y
centrifugaron (Centra CL3R Thernopiec Modelo 120) a 3200 RPM durante 30 minutos, para
separar la fraccién soluble con los fructanos. Dicho sobrenadante se pasdé a través de una
columna de resina de intercambio idnica, consistente en proporciones iguales de Amberlite Cg
120 (Na® forma) y Cg 400 (CI" forma) (Pollock y Jones, 1979), para luego desecarlo. El
precipitado obtenido de la centrifugacién fue pasado directamente al proceso de secado. La
diferencia de este método con respecto al Método 2 es la centrifugacién y la depuracién con

resina, lo cual podria mejorar la pureza del extracto.

2.5. Método 4
Para este método la muestra de tallo fue seccionada finamente y se le adicioné etanol al 80%
hasta cubrirla (Pollock y Jones, 1979); posteriormente se redujo mas el tamafo de sus

fracciones con en una licuadora (Osterizer Pulse Matic Modelo L-88). Luego, la muestra se

colocé en una congelador horizontal (Torrey Modelo CHTC25 ) a —18°C durante 48 horas.
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Para la extraccidon, las muestras fueron descongeladas, homogenizadas, filtradas vy
centrifugadas a 5200 rpm por 30 minutos a 20°C en una centrifuga (Centra CL3R Thernopiec
Modelo 120). El sobrenadante se decantd y el precipitado fue sometido a una segunda
extraccién con etanol al 80% a partes iguales; para ello esta mezcla se colocd en bano Maria a

55°C durante 15 minutos (Pollock y Jones, 1979).

Finalmente el sobrenadante y el precipitado fueron desecados por separado. Con este método
se buscéd maximizar el contacto del disolvente con los fructanos presentes en los tejidos del
tallo mediante la etapa de congelacion, asi como agotar los remanentes en los tejidos

residuales.

La eficiencia de los métodos probados se evalud a través del peso del extracto pulverizado
expresado como porcentaje del peso fresco de la muestra de tallo; esto es, en la forma como la

materia prima se adquiere y procesa, y como el producto se comercializa y utiliza.

2.6. Pureza

Para comprobar el grado de pureza de los fructanos obtenidos por los diferentes métodos, se
cuantificaron sus azucares reductores con el método de Fehling-Soxhlet; esta prueba permitio

verificar si los fructanos se hidrolizaron durante el proceso de desecacion.

Ademas, se realizdé un analisis cromatografico con la técnica de cromatografia en capa fina
(CCF), el sistema de disolventes usado para ello fue una mezcla de n-butanol-metanol-agua-
acido acético en proporciones de 50:25:20:1 respectivamente. Este sistema permitié que los
carbohidratos solubles pudieran emigrar sobre la placa (TLC Silicagel 60 F,s4 folios de aluminio
10 x 20 cm, Merck), y por consiguiente lograr su identificacién a través de la comparacion de los
Rf de los estandares con el de la muestra. El agente revelador empleado fue una mezcla de

etanol-acido sulfurico-anizaldehido en proporciones de 18:1:1, respectivamente.
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Los estandares utilizados fueron: fructosa (Sigma-Aldrich), glucosa (Sigma-Aldrich),
isomaltotriosa DP3 (Sigma-Aldrich), maltoheptosa DP7 (Sigma-Aldrich), maltopenstosa DP5
(Sigma-Aldrich), cestosa (Sigma-Aldrich), nistosa (Sigma-Aldrich), inulina de achicoria (Sigma-
Aldrich) y fructanos de Agave angustifolia ssp. tequilana (Delicias Mexicanas). Todas las

muestras fueron disueltas en agua destilada y depositadas en las placas cromatogréficas.
La comparacion directa de los Rf (relacion de frentes) de los estandares y los de las muestras
permitié verificar si los fructanos y los fructooligosacaridos estaban estdn presentes en las
muestras obtenidas.
Los datos de rendimiento (porcentajes) fueron convertidos con la transformacién seno inverso
para cumplir el supuesto de normalidad. Los datos transformados se analizaron con la técnica
de analisis de varianza y prueba de comparacién de medias de Tukey con alfa = 0.05.
3. Resultados y Discusion

3.1 Rendimiento
Con base en el andlisis estadistico, se encontraron diferencias significativas en el rendimiento

medio obtenido con los diferentes métodos utilizados. En la Figura 1 se muestran estos

resultados.
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Fig. 1. Rendimiento medio de fructanos extraidos con los diferentes métodos. (Medias con

distinta literal son estadisticamente diferentes; n=8-10).

El Método 1 (Lopez et al., 2003), desarrollado de origen para utilizar como materia prima la
cabeza completa de maguey tequilero (tallo y pencas), extrae, ademas de los fructanos,
diversos componentes indeseables como ceras, clorofila y taninos, entre otros. Luego, estos
compuestos deben ser eliminados mediante el uso de sustancias quimicas como cloroformo,
por lo que el proceso se encarece y el producto pierde su caracter organico. Con este método
se obtuvo un rendimiento intermedio bajo con respecto a los otros métodos (11.1%) (a=0.05),

pero el tiempo de secado promedio fue el mayor (27 dias).

Como ya se menciond, por las caracteristicas de la materia prima para la cual se desarrolld este
método, se involucran varios reactivos, por lo que es necesario también considerar su costo y la
disposicion correcta de los residuos al finalizar la extraccién de los fructanos. En una evaluacion
general, se logré recuperar el 83.43% del cloroformo usado para la extraccion, pero el alcohol
absoluto utilizado no pudo ser recuperado, ya que en su mayor parte se pierde durante la etapa

de secado. Ademas de las sustancias quimicas mencionadas anteriormente, también se genera
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materia organica (bagazo humedo), misma que al secarse puede ser usada como combustible,
abono, etc. Los principales inconvenientes de este método como proceso industrial son el
incremento en el costo de la extraccion por los reactivos que se utilizan, los residuos peligrosos

gue se generan y el prolongado tiempo de secado en horno convencional.

El Método 2 parte de la idea de extraer los fructanos sin recurrir a sustancias quimicas y con
equipo minimo, con el propdsito de simplificarlo, abaratarlo y obtener un producto orgénico,
con posibilidades de comercializacion a mayor precio en un mercado selectivo, menos
competitivo y con cierto crecimiento potencial. Este método esta basado en la técnica
propuesta por la AOAC (Official Methods of Analysis) para la extraccion de fibra alimentaria
total, soluble e insoluble, en alimentos. Algunas modificaciones menores a la técnica original
permitieron usar solamente agua destilada para la extraccion. El rendimiento fue
significativamente mayor con respecto al Método 1 (a=0.05), y el tiempo de secado fue menos
largo (22.5 dias). Los residuos que se generan es Unicamente el bagazo, ya que el agua que se

usa como disolvente se evapora durante el proceso de secado.

En el Método 3 la extraccidn de los fructanos involucra un proceso de centrifugacion, por lo que
se obtuvieron dos productos, el principal o sobrenadante y el complementario o precipitado;
ambos fueron secados en las mismas condiciones. Este método aun con la incorporacién del
precipitado (Método 3 bis) presentd el rendimiento de fructanos estadisticamente mas bajo de
todos. La incorporacion de los fructanos del precipitado tampoco mejoré significativamente el
rendimiento. El uso de resinas idnicas ademas de disminuir significativamente el rendimiento es
necesario darle un tratamiento especial para poder disponer los residuos de forma correcta, sin

olvidar el incremento en los costos de produccién.

El Método 4 también genera dos productos, esta basado en la solubilidad de los fructanos en
soluciones etandlicas que al disminuir su temperatura provocan que los polisacaridos
precipiten. El rendimiento con este método, con o sin la incorporacién de los fructanos del

precipitado, fue significativamente mayor que el registrado en los otros métodos de extraccién
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(17.58%), pero el incremento debido a la incorporaciéon de los fructanos del precipitado
tampoco fue estadisticamente significativo, por lo que esta adicién parece inconveniente.
Debido al uso de alcohol como disolvente, el tiempo de secado fuera significantemente menor
comparado con los anteriores y no se generan residuos quimicos, solamente la materia
organica proveniente de la materia prima, la cual como se menciond anteriormente puede ser

aprovechada.

En general, el rendimiento obtenido con el Métodos 2 y el Método 4 son similares a los
encontrados por Sdnchez Marroquin y Hope (1953) en ocho especies de maguey, cuyo el
contenido de fructanos vario de 14.3 a 24.1%. Mancilla y Lépez (2006) mencionan rendimientos
de 36% a 64% pero referidos a peso seco, en especies de Agave y Dasylirion; estos valores son
superiores a los registrados en la materia prima seca de dalia (35%) o achicoria (24%) (Van Loo

etal., 1995).

Otro factor a considerar dentro del rendimiento de fructanos es el uso de sustancias quimicas
para su extraccion. El Método 1 requiri6 mayor cantidad de ellas, y en el otro extremo el
Método 2 sdlo requirid agua destilada. Estos requerimientos deben ser considerados para la
factibilidad econdmica del proceso en nivel industrial, ya que ademas de los costos de
extraccion es necesario considerar la disposicién correcta de los residuos después del proceso
de extraccion de los fructanos. Asi, con el Método 1, los disolventes residuales se tuvieron que
recuperar mediante un rotaevaporador para su aprovechamiento posterior en procesos

alternos.
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3.2 Pureza

3.2.1. Azucares reductores por Fehling-Soxhlet. La presencia de azlcares reductores

(glucosa y fructosa) en los compuestos extraidos es indeseable y puede resultar principalmente

de la hidrélisis térmica de los fructanos durante el proceso de secado de las soluciones

respectivas. Para detectar la presencia de estos azucares en los concentrados obtenidos se les

aplicé la prueba de Fehling-Soxhlet. Asi, como se muestra en el Cuadro 2, algunas muestras

resultaron positivas para la presencia de azucares reductores. Estas muestras fueron

descartadas y excluidas del andlisis estadistico, ya que el producto carecia de la pureza

requerida.

Cuadro 2. Presencia de azucares reductores (g/100g) en los

extractos obtenidos por cada método.

Método1l Método2 Meétodo 3 (s)

Método 4 (s)

R1
R2
R3
R4

R6
R7
R8

0
0
0
0
R5 O
0
0
0
R9 O
0

0
0
0
0
0
0
0

26.19

6.88

0

o O O O o o o o

0
0
4.78
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3.2.2. Cromatografia en capa fina (CCF). Esta prueba también se realizé para verificar el
grado de pureza del producto obtenido, asi como para contar con su identificacion preliminar.
En el Cuadro No. 3 se presentan los Rf (relacidon de frentes o factor de retardo) de los
estandares usados, asi como los correspondientes a cada uno de los productos obtenidos con

los diferentes métodos de extraccion utilizados.

Cuadro 3. Valores de Rf X100 de los compuestos obtenidos con los diferentes métodos y

procesados en CCF (distancia 10 cm).

Compuesto St. M1 M2 M3 (p) M3(s) M4(p) M4(s)
Fructosa 57

Glucosa 51

Maltoheptosa 13 11

Maltopentosa 20

Isomaltotriosa 22 25 23 24
Cestosa 34 29

Nistosa 0.0

Inulina de achicoria 0.0

Fructanos de A. angustifolia ssp tequilana 52 53 55 53 54
Compuestos desconocidos 73 66
Compuestos desconocidos 88

St.: estandares (p): precipitado (s): sobrenadante

Con base en los valores de Rf de los extractos obtenidos con los diferentes métodos evaluados,
se puede afirmar que con todos los métodos se obtuvieron fructanos con un grado de
polimerizacién similar a los fructanos comerciales de A.angustifolia ssp. tequilana, ademas de
otros fructooligosacaridos de menor peso molecular, cuya presencia es normal durante el
proceso de sintesis de fructanos, como la presencia de cestosa que proviene de la unién del

grupo fructosil con la sacarosa. Este hallazgo concuerda con lo publicado por Sanchez
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Marroquin y Hope (1953), quienes refieren que Hope y Novoa (en datos no publicados),
encontraron cestosa en tallos de plantas de 8 a 9 afos de edad de ocho diferentes especies de
maguey, que usualmente se usaban para producir tequila. Posteriormente, Sdnchez Marroquin
(1979) consiguid confirmar por cromatografia en capa fina la presencia de maltoheptosa,

isomaltotriosa, cestosa y fructanos en A. angustifolia ssp. tequilana.

Por otra parte, en las muestras donde la reaccién de Fehling-Soxhlet fue positiva, con la

cromatografia se pudo reconocer la presencia de glucosa y fructosa.

Con base en lo antes expuesto, el contar con un método de extraccién de fructanos sin
requerimiento de sustancias quimicas y con la generacion de residuos minima, aumenta las
posibilidades de uso del maguey. Narvaez y Sdnchez (2009) resumen las patentes para algunos
productos del maguey, entre las que destacan: uso de fructanos como materia prima para la
elaboracion de un jarabe prebidtico concentrado con concentracidon de fructanos mayor que
30% en peso, obtencién de un edulcorante bajo en calorias, produccion de fructanos de cadena
larga para su uso en productos alimentarios y cosméticos, y fracciones de fructanos que sean
mas solubles en agua y miscibles a temperatura ambiente. Pero también los fructanos

hidrolizados pueden ser el punto de partida para elaborar bebidas alcohdlicas y biocombustible.
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4. Conclusiones

e ElMétodo 4 presentd el mayor rendimiento relativo de fructanos.

e De los seis procedimientos de extraccién probados, el Método 2 es el mas simple y
barato, y su rendimiento superd significativamente al del Método 1y del Método 3.

e ElIMétodo 3 presentd el rendimiento de fructanos estadisticamente mas bajo.

e La adicién de los fructanos del precipitado en el Método 3 y en el Método 4 no mejord

significativamente el rendimiento total.
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6. Anexos

a b C d e f g h i

Fig. 2. Perfil por cromatografia en capa fina de los estandares (Sigma-Aldrich): a) fructosa, b)
glucosa, c) isomaltotriosa, d) maltoheptosa, e) maltopentosa, f) cestosa, g) nistosa, h) inulina de

achicoria y i) fructanos de A. angustifolia ssp. tequilana (Delicias Mexicanas).
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a b C d e f g h i j

Fig. 3. Perfil por cromatografia en capa fina del Método 1: a) repeticién 1, b) repeticiéon 2, c)
repeticion 3, d) repeticidn 4, e) repeticion 5, f) repeticidn 6, g) repeticidon 7, h) repeticion 8, i)

repeticién 9y j) repeticiéon 10.
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Fig. 4. Perfil por cromatografia en capa fina del Método 2: a) repeticion 1, b) repeticion 2, c)
repeticion 3, d) repeticidn 4, e) repeticion 5, f) repeticion 6, g) repeticidon 7, h) repeticién 8, i)

repeticion 9y j) repeticién 10.
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a b c d e f g h i j

Fig. 5. Perfil por cromatografia en capa fina del Método 3 Precipitado: a) repeticiéon 1, b)
repeticidn 2, c) repeticidon 3, d) repeticion 4, e) repeticion 5, f) repeticion 6, g) repeticion 7, h)

repeticion 8, i) repeticién 9y j) repeticion 10.
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Fig. 6. Perfil por cromatografia en capa fina del Método 3 Sobrenadante: a) repeticion 1, b)
repeticion 2, c) repeticion 3, d) repeticidn 4, e) repeticion 5, f) repeticién 6, g) repeticidn 7, h)

repeticion 8, i) repeticidén 9y j) repeticion 10.
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Fig. 7. Perfil por cromatografia en capa fina del Método 4 Precipitado: a) repeticiéon 1, b)
repeticion 2, c) repeticion 3, d) repeticidn 4, e) repeticion 5, f) repeticién 6, g) repeticidn 7, h)

repeticion 8, i) repeticién 9y j) repeticion 10.
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Fig. 8. Perfil por cromatografia en capa fina del Método 4 Sobrenadante: a) repeticion 1, b)
repeticion 2, c) repeticion 3, d) repeticidn 4, e) repeticion 5, f) repeticién 6, g) repeticidon 7, h)

repeticion 8, i) repeticién 9y j) repeticion 10.
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