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RESUMEN

En el presente trabajo se estudio el efecto prebidtico del aguamiel extraido del maguey
Agave salmiana, sobre la cepa bacteriana Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (BAL).
La investigacion se realizé en dos etapas principales, la primera consistio en la evaluacién de
tres fuentes de obtencion de carbohidratos del maguey, para lo cual se evalué la extraccion
mecanica del jugo obtenido de la pifia de maguey, la extraccion sélido-liquido de la misma y
el aguamiel obtenido de manera tradicional mediante el raspado del maguey. De esta
primera etapa se selecciond el aguamiel, el cual fue sometido a un proceso de liofilizacion,
otro de precipitacién con alcohol, previo al proceso de liofilizaciéon y un tercero a un secado

por aspersion. Este ultimo procedimiento generé un producto terminado de facil manejo.

En la segunda etapa se determind el crecimiento microbiano de la bacteria lactica L.
delbrueckii cultivada en medio MRS con y sin glucosa, el cual fue complementado con inulina
de aguamiel y se comparé con los medios complementados con inulinas comerciales grado
quimico y alimentario, todas las inulinas se adicionaron en concentraciones de 4, 12y 20 g/L.
El contenido de inulina obtenido fue 4.457 g/L en la extraccion mecanica, 9.522 g/L en la

extraccion solido-liquido, y 15.981 g/L en el aguamiel.

La respuesta a las diferentes condiciones de crecimiento de la BAL se analizé por medio de
un ANOVA de medidas repetidas, encontrandose diferencias estadisticas significativas entre
los medios de cultivo utilizados para el crecimiento bacteriano. Se observd que la inulina
obtenida del aguamiel incremento el crecimiento de bacterias lacticas al igual que las inulinas
controles empleadas. Hallandose diferencias significativas con la inulina grado quimico y
comercial. Siendo la mayor velocidad especifica de 1.6972 UFC/mL/h para la mayor

concentracion, inulina grado quimico, y medio MRS sin glucosa.

La evaluacion realizada sirve como base para investigaciones posteriores con perspectiva de

emplear esta fuente potencial de azucares como una sustancia nutracéutica.

xii
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ABSTRACT

In this work we studied the prebiotic effect of aguamiel extracted from maguey Agave
salmiana, on the bacterial Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (BAL). The research
was conducted in two main stages; the first was the evaluation of three carbohydrate sources
for obtaining the maguey, which was evaluated for mechanical extraction of pineapple juice
obtained from the maguey, the solid-liquid extraction of the pineapple and aguamiel
traditionally obtained by scraping the maguey. From this first stage we selected the aguamiel,
which was subjected to a lyophilization process, another alcohol precipitation, prior to the
lyophilization process and a third to a spray-dried. The latter procedure produced a finished

product easy to use.

In the second stage determined the microbial growth of lactic bacteria L. delbrueckii grown in
MRS medium with and without glucose, which was supplemented with aguamiel inulin and
compared with media supplemented with commercial inulin chemical and food grade, all

inulins were added at concentrations of 4, 12 and 20 g/L.

The content of inulin obtained was 4.457 g/L in the mechanical extraction, 9.522 g/L in the

solid-liquid extraction, and 15.981 g/L in the aguamiel.

The response to different growth conditions of the BAL was analyzed using a repeated
measure ANOVA, finding statistically significant differences between the culture media used
for bacterial growth. It was observed that inulin from the aguamiel increased the growth of
lactic bacteria as the inulins controls used. Find significant differences in the chemical and
commercial grade inulin. Being faster specific speed was 1.6972 CFU/mL/h for the highest

concentration, inulin chemical grade, and MRS medium without glucose.

The assessment serves as the basis for further research perspective to use this potential

source of sugars as a nutraceutical substance
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1. INTRODUCCION

El maguey pulquero, manso o de montana (Agave salmiana) es una planta suculenta de origen
mexicano. Taxonomicamente es una especie complicada con un gran numero de formas
morfolégicas, sin embargo, sélo se reconocen tres variedades y una subespecie: A. salmiana var.
salmiana, A. salmiana var. angustifolia, A. salmiana var. ferox y A. salmiana subsp. crassispina
(Cortés y Basurto, 2007). Existen otras variedades que también producen aguamiel para la
produccién de pulque como son: A. atrovirens Karw, A. mapisaga, A. hookeri, A. americana (Scott,
2004). Los principales magueyes productores en el Valle de México son: A. teometl Zucc., A.
weberi Cels., A. altisima Jacobi., A. compliata Trel., A. gracillispina Englem., A. malliflua Trel., A.

quitifera Trel., A. mapisaga Trel. (Garcia, 1994; Ramirez y Gentry, 1982).

El pulque es el principal producto del cual se deriva el nombre genérico de la planta a nivel popular
(“maguey pulquero”), esta bebida es un fermento del aguamiel. EIl maguey manso y los agaves
pulgueros en general tardan de 8 a 12 afos para florecer, momento en el que son aprovechados
para la extraccién de aguamiel, éste se extrae del area donde nace el cogollo y la yema vegetativa,
antes de la floracion. Ambos se cortan y posteriormente por medio del raspado o desgaste de esta
zona se forma una cavidad en el centro, hacia la cual escurre la savia dulce o aguamiel. Cada
individuo puede producir de 500 a 1000 litros de aguamiel en su vida productiva, que tiene un

periodo de unos cuantos meses (Alfaro et al., 2007).

El pulque se produce mediante la fermentacién del aguamiel, posteriormente se almacena en
tinacales durante 8 a 30 dias para su fermentacidon etapa que se lleva a cabo por medio de
algunas bacterias como Zimomonas mobilis, Lactobacillus y Leuconostoc, las cuales confieren la
viscosidad caracteristica, mientras que el grado alcohdlico lo proporcionan las levaduras
Saccharomyces (Pefa et al., 2004). Este producto ha sido por mucho tiempo una bebida muy
popular y parte importante de la cultura en México. El aguamiel también se toma como bebida

refrescante, atole, se produce miel, la cual se consume como endulzante y golosina.

Tanto en forma de aguamiel como de pulque, se les consideran bebidas con propiedades
alimenticias por sus azucares, aminoacidos esenciales y vitaminas. Sus propiedades curativas son
muchas, presentando gran diversidad de preparaciones y formas de ser aplicados. Por estas

razones el maguey ha sido calificado como excepcional (Cortés y Basurto, 2007).
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El aguamiel puede ser una fuente importante de elementos nutricionales para consumo humano

cuya composiciéon quimica se ilustra en el Cuadro 1.

Cuadrol.Composicion quimica del aguamiel

Componente mg/L
Densidad 10.490
Acidez 0.680
Glucosa 0.120
Sacarosa 94.500
Gomas 6.000
Albuminoides 8.060
Cenizas 4.500

Fuente: Granados, 1993

También contiene agua, fructosa, minerales como hierro y zinc en cantidades de 21.500 y 14.100
mg/L, respectivamente y vitamina C (Loyola, 1956; Cravioto et al., 1953). En evaluaciones
recientes, se ha detectado la presencia de inulina (Silos et al., 2007). Es un producto que contiene
fructosa en mayor cantidad que glucosa, la cual esta prohibida en grandes cantidades para el
diabético, sin embargo, la fructosa no estimula la secrecion digestiva de la insulina y es de los

azucares que mas se recomiendan para este tipo de pacientes (Matarese y Gottschlich, 2004).

Durante los ultimos afos, nuevos conceptos han emergido en relacién con la ciencia de la
nutricién; como, por ejemplo, los alimentos nutracéuticos o funcionales. Tanto la inulina como los
FOS (fructooligosacaridos), han sido reconocidos oficialmente como ingredientes funcionales en
Europa y se clasificaron como fibra dietética en la mayoria de estos paises. El consumo diario se
estimaen 1 a4 gen EEUU. (Moshfegh et al., 1999) y entre 3 a 12 g en Europa (Van et al., 1995).

La fibra dietética es el remanente de las partes comestibles de los vegetales que son resistentes a
la digestion y absorcién en el intestino delgado y tiene una fermentacion parcial o completa en el
intestino grueso; incluye polisacaridos, oligosacaridos (presentes en el agave pulquero) y otras
sustancias. La fibra dietética promueve efectos fisiolégicos importantes en el cuerpo, tales como
efecto laxante, disminucion del colesterol sanguineo, disminucion de la glicemia, por lo que ha
adquirido gran importancia en nutricion y salud. Actualmente, es el ingrediente mas utilizado en la

elaboracion de alimentos nutracéuticos, representando mas de un 50% del total de ingredientes
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del mercado y se encuentra en expansion como suplemento dietético y farmacéutico (Abundis,
2007).

La inulina y los oligosacaridos han destacado porque son capaces de aumentar la absorcion de
calcio o de reducir el colesterol; propiedades que dependen de sus caracteristicas estructurales.
Por otro lado, el concepto de que el uso de determinados alimentos o sus componentes pueden
influir en las caracteristicas fisiolégicas del tracto gastrointestinal y tener efectos beneficiosos para
el individuo, ha despertado mucho interés, especialmente aquellos relacionados con los efectos
prebidticos; nutrientes de bacterias que colonizan el intestino grueso y que promueven la salud
(Abundis, 2007).
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2. MARCO TEORICO

2.1. ALIMENTOS FUNCIONALES

El apresurado ritmo de vida actual, asi como el alto grado de estrés al que estamos sometidos, sin
importar el area en que nos desempefiamos, han obligado a modificar la alimentacion, haciendo
cada vez mas dificil encontrar el punto medio entre las necesidades organicas y las exigencias
sociales tan comunes como trabajo y escuela. En este contexto, han surgido los llamados
alimentos funcionales, considerados como aquellos que, ademas de aportar los nutrientes
recomendados, ejercen efectos beneficiosos sobre una o mas funciones del organismo,
fomentando la salud y reduciendo el riesgo de enfermedad (Sanz et al., 2003). Entre los mas

importantes se encuentra los probidticos y prebiodticos.

2.2. PROBIOTICOS

Los probidéticos forman parte de uno de los subgrupos mas destacados dentro de los alimentos
funcionales, los cuales han sido consumidos en productos tales como el yogur, probablemente
desde hace cientos de afos, sin embargo, fue hasta los afios noventas del siglo XX cuando los
cientificos comenzaron a investigar el vinculo que existia entre la salud y la longevidad, efecto
provocado por la ingesta de un producto lacteo fermentado (yogur) gracias a la observacion de Elie
Metchnikoff en el Instituto Pasteur (Nagendra, 2007).

Desde ese tiempo se ha intentado definir la palabra probidtico, considerada en sus inicios como
"cualquier sustancia secretada por un organismo para el crecimiento y estimulacion del desarrollo
de otro" (Lilly y Stillewell, 1965) hasta nuestros dias, cuya definicion es: "Productos que contienen
microorganismos definidos y viables en grado suficiente para modificar la microflora de un
compartimiento del huésped, ejerciendo asi un efecto beneficioso sobre la salud de éste"

(Schrezenmeir y Vrese, 2001).

2.2.1. MICROORGANISMOS IDENTIFICADOS COMO PROBIOTICOS
En términos de capacidad de crecimiento y viabilidad bacteriana las especies mas utilizadas como

probidticos en el ser humano se muestran en el Cuadro 2 (ltsaranuwat et al., 2003).
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Cuadro2. Especies bacterianas empleadas como probiéticos en seres humanos

Lactobacillus Bifidobacterium Enterococcus
L. acidophilus B. adolescentis E. faecalis
L. amylovorus B. animalis E. faecium
L. casei B. bifidum
L. crispatus B. breve
L. delbrueckii B. infantis
L. gallinarum B. lactis
L. gasseri B. longum
L. johnsonii
L. plantarum
L. rhamnosus
L. salivarius
L. fermentum
L. reuteri

Fuente: Itsaranuwat et al., 2003

2.2.2. BENEFICIOS DE LOS PROBIOTICOS

Un gran numero de beneficios se han mencionado a favor de los productos que contienen
probiodticos, incluyendo actividad antimicrobiana y prevencion de infecciones gastrointestinales.
Ayudan al metabolismo de la lactosa, tienen propiedades antimutagénicas, anticarcinogénicas,
reducen el colesterol, son antidiarreicos, estimulan el sistema inmune (Nagendra, 2007), reducen
reacciones inflamatorias, previenen el cancer de colon, reducen alergias causadas por cierto tipo

de alimentos, modifican la flora benéfica fomentando su desarrollo (Simmering y Blaut, 2001).

2.2.3. IMPORTANCIA DE LAS BACTERIAS LACTICAS
Desde hace millones de afios, entre el hombre y los microorganismos de su entorno, se ha
desarrollado una colaboracion mutua. Esta simbiosis encuentra su maximo exponente en la
variada composicion de la flora intestinal. El intestino alberga cerca de 100 billones de bacterias,
que supera varias veces la cifra de células del organismo. Un grupo muy importante para el
mantenimiento de la salud del ser humano es el constituido por las bacterias lacticas,
microorganismos Gram negativos, capaces de colonizar de forma natural, grandes segmentos del
tubo digestivo humano, para desempefiar distintas funciones, dentro de las cuales destacan:

¢ Producciéon de acidos lactico y acético que estabilizan el grado de acidez del contenido

intestinal, que originalmente es ligeramente acido.
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e Favorecer la funcién de barrera natural del intestino.
¢ Produccion de sustancias micromicidas (peréxido de hidrogeno) que estabilizan el equilibrio
de la microbiota intestinal.
e Formacion de acidos grasos de cadena corta, mediante los cuales se estimula la peristalsis
intestinal y se favorece la digestion.
e Absorcion de minerales como calcio y vitaminas del complejo B, que contribuyen al
mantenimiento de la salud.
Estas funciones se pueden ver disminuidas por el consumo excesivo de antibidticos, corticoides,
laxantes, alcohol, tabaco o por una alimentacién no variada o mas rica en energia y pobre en fibra
(Symbiopharm, 2007).

2.2.4. METABOLISMO DE LAS BACTERIAS LACTICAS

Los lactobacilos tienen requerimientos muy complejos para su crecimiento. Requieren bajos
niveles de oxigeno, carbohidratos fermentables, proteinas, un gran numero de vitaminas del
complejo B, acidos grasos insaturados y minerales. Las bifidobacterias pueden crecer en medios
semi-sintéticos que contengan solo lactosa, tres aminoacidos libres (cisteina, glicina y triptofano),
muchas vitaminas y nucleétidos, lo que contrasta con los grandes requerimientos nutricionales de
los lactobacilos. Los lactobacilos fermentan glucosa a acido lactico, en el caso de una
homofermentacion, o producen cantidades equimolares de acido lactico y CO; en el caso de la

heterofermentacion (Gomes y Malcata, 1999).

Las bacterias acido lacticas producen acidos grasos de cadena corta, en diversas cantidades
como productos metabdlicos, los cuales ejercen accidon antagonica contra otros organismos (Fooks
et al.,, 1999). Se ha sugerido que las bacterias acido lacticas, tienen la habilidad de eliminar
bacterias patdgenas al convivir estrechamente con ellas, ya que producen sustancias
antimicrobianas. La mayor parte de estas sustancias son acidos organicos, especialmente lactico y
acético. Pueden producir también perdxido de hidrégeno y didxido de carbono. Si las bacterias
acido lacticas estan metabdlicamente activas durante su paso a través de los intestinos, es muy
probable que algunas de las sustancias mencionadas se produzcan. Algunos indicadores de esto
provienen de la observacion de que ciertas cepas probiéticas reducen el pH de las heces fecales,

lo que indica la produccion de acidos organicos. La produccion de otros componentes antimicrobia
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nos como diacetilo, acido piroglutamico y bacteriocinas, no es muy comun bajo condiciones in vivo

(Ouwehand et al., 1999).

2.3. PREBIOTICOS

Otra alternativa orientada a la mejora funcional de los alimentos mediante la modulacion de la flora
intestinal la constituyen los prebiodticos (Aggett et al., 2003). Estos tienen una larga historia y el
término originariamente fue empleado por Hipsley en 1953, donde se les consideraba como
constituyentes, principalmente polisacaridos, extraidos de fuentes vegetales, los cuales eran
resistentes a la hidrélisis de las enzimas digestivas que posee el ser humano. El término fue
evolucionando y actualmente la definicion mas aceptada es la siguiente: “ingredientes alimentarios
no digeribles que, selectivamente, favorecen el desarrollo de un determinado grupo de
microorganismos, existentes en el tracto gastrointestinal del individuo” (Gibson y Roberfroid,
1995a).

El concepto de prebidtico surgié de la observacion de que ciertos azucares estimulaban el
crecimiento de bacterias benéficas. Posteriormente, se descubrié que los oligosacaridos eran el
componente activo para este comportamiento (Weston y Brocklebank, 1999). Ciertas
configuraciones o enlaces de oligosacaridos, los colocan dentro de la clasificacion de
carbohidratos no digeribles y en la mayoria de los casos, se encuentran de manera natural en

fuentes vegetales (Crittenden, 1999).

Comercialmente son producidos via enzimatica, por hidrolisis de polisacaridos o por sintesis a
partir de azucares pequefos utilizando transglucosilasas, sin embargo, los productos comerciales

con aplicaciones en alimentos no son quimicamente homogéneos (Crittenden y Playne, 1996a).

Inicialmente los oligosacaridos fueron desarrollados como sustitutos de sacarosa, después se
determind que podian potencializar el desarrollo de bifidobacterias en el colon. Actualmente son
empleados como ingredientes funcionales por su efecto prebidtico. Existen gran variedad de
carbohidratos no digeribles empleados comercialmente, que tienen propiedades bifidogénicas,

entre los cuales tenemos (Crittenden y Playne, 1996b):

1. Fructanas: en este tipo se incluye la inulina y los fructooligosacaridos (FOS). La inulina se
extrae de fuentes vegetales como Achicoria. Los fructooligosacaridos se producen por

transfructosilacion de la sacarosa, empleando B-fructosidasa o bien por hidrdlisis de la inuli
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na via enzimatica. Se emplean como sustituto de azucar y grasa, para modificar la textura
de ciertos alimentos, salsas, aderezos, bebidas, productos de panificacion, postres
congelados, coberturas bajas en grasas, jarabes, pays y suplementos dietéticos.

2. Galacto-oligosacaridos (GOS): estan constituidos por una lactosa central con uno o mas
residuos de galactosa unidos por enlaces  1-3, B 1-4 y B 1-6. Se obtienen por
transgalactosilaciéon de la galactosa. Han sido adicionados en formulas lacteas para bebes,
postres congelados, cremas etc. Tienen efecto directo sobre la microbiota intestinal.

3. Oligosacaridos de soya (SQY): se componen de residuos de galactosa unidos por enlaces
a 1-6 a una sacarosa central. Se extraen de la soya. Se emplean como sustituto de azucar.
Tienen actividad en la flora intestinal.

4. Isomalto-oligosacaridos (IMO): se componen de residuos de glucosa unidos por enlaces a
1-6. Se extraen del mijo, soya, miel etc. Se obtienen de manera comercial por
transglucosilacion de residuos de glucosa mediante transglucosidasas. Tienen efecto
directo sobre la microbiota intestinal.

5. Xilo-oligosacaridos (XOS): son residuos de xilosa unidos por enlaces 3 1-4. Se obtienen por
hidrdlisis parcial via enzimatica empleando polixilanas o xilanasas. No son hidrolizados por
las enzimas del tracto intestinal y tienen efecto sobre los lipidos en la sangre. Estos son
mas estables a pH acido que otros prebidticos.

6. Transgalactosiloligosacaridos (TOS): se componen de galactopiranosa unida por enlaces 8
1-6 a una a-D-glucosa por enlaces a 1-4. Se producen de forma natural por la
transgalactosilacion enzimatica de la lactosa. Tienen efecto en la actividad metabdlica de la
microflora intestinal.

7. Gluco-oligosacaridos (GOS): son mezclas de a-D-glucosa. Se obtienen por
transglucosilacion empleando a-glucosidasa. Se utilizan en salsas, aderezos para
ensalada, cremas y productos parcialmente hidrolizados. Tienen efecto directo sobre la

microbiota intestinal.

2.3.1. OLIGOSACARIDOS CON EFECTO BIFIDOGENICO

El efecto bifidogénico, es considerado como la proliferacion de las bacterias beneficiosas,
principalmente Lactobacilos y Bifidobacterias y el fomento de su selectividad metabdlica, de tal
forma, que se mejora la absorcion de nutrientes, se acelera el transito intestinal y se refuerzan las

defensas del sistema inmune (Moreno, 2008).
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De manera general, los monosacaridos que al enlazarse para formar oligosacaridos, y que
presentan un efecto bifidogénico son: glucosa, galactosa, xilosa y fructosa. Los oligosacaridos mas

representativos con esta propiedad se enlistan en el Cuadro 3 (Solange y Mussatto, 2006).

Cuadro 3. Oligosacéridos no digeribles con efecto bifidogénico disponibles de manera comercial.

Oligosacaridos con efecto bifidogénico
Componente Estructura
Ciclodextrinas Glucosa
Fructooligosacaridos Fructosa-Glucosa
Galactooligosacaridos Galactosa-Glucosa
Glucosilsucrosa Glucosa-Fructosa
Isomaltooligosacaridos Glucosa
Lactosucrosa Galactosa-Glucosa-Fructosa
Xilooligosacaridos Xilosa

Fuente: Solange y Mussatto, 2006

2.3.2. INULINA Y FRUCTOOLIGOSACARIDOS (FOS)
Las fructanas son consideradas como oligo y polisacaridos resistentes, que contiene como unidad
monomeérica, fructosa (Englyst et al., 1995). Las podemos dividir en dos clases (Van et al., 1995):

1) Levanas: son fructanas unidas por enlaces B 2-6, con varios grados de enlaces o
ramificaciones B 2-1. Son producidas por una gran variedad de bacterias como: B. subtilis,
B. circulans, B. polymyxa, B. amyloliquefaciens, Lactobacillus reuteri., Zymomonas mobilis,
Erwinia herbicola, Pseudomonas syringae pv glycinea, P. syringae pv phaseolicola y
Acetobacter diazotrophicus. Este tipo no esta disponible comercialmente. Figura 1A.

2) Inulinas: son producidas por la mayoria de las plantas dicotiledéneas como carbohidratos
de reserva. Se obtiene de manera industrial de la raiz de Achicoria, por extraccién con
agua caliente, seguida de una refinacién y un secado por aspersion. Es una mezcla
polidispersa de moléculas lineales, todas ellas bajo la estructura quimica simbolizada como
G-Fn (G=glucosa terminal, Fn= n-numero de fructosas unidas entre si mediante enlaces 3

2-1 o Fn sin glucosa terminal. Figura 1B.
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Figura 1: A Estructura basica de fructana tipo levana. B Estructuras de inulina (Lopez et al., 2003).

Los fructooligosacaridos (FOS), son producidos por la hidrélisis enzimatica de la inulina o
transfructosilacion de la sacarosa. Los FOS se diferencian de los fructo-polisacaridos (inulina), solo
por el grado de polimerizacion, los FOS poseen de 3-10 unidades monomeéricas, mientras que la

inulina llega a poseer de 10-60 (Baghurst et al., 1996).

Son constituyentes comunes de un gran numero de fuentes vegetales como las mostradas en el

Cuadro 4 y son considerados como fibra dietaria (Worawuthiyanan et al., 2006).
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Cuadro 4.Fuentes vegetales mas comunes de inulina

Vegetal Contenido de inulina (%)
Achicoria’ 15-20
Trigo' 1-4
Ajo’ 9-16
Cebolla’ 1-8
Platano’ 0.3-0.7
Esparrago’ 2-3
Poro’ 3-10
Alcachofa’ 16-20
Agave? tequilana 20-24

Fuente: 'Worawuthiyanan et al., 2006 y “Arrazola, 1969

2.3.3. APLICACIONES DE LA INULINA Y FRUCTOOLIGOSACARIDOS (FOS) EN LA
INDUSTRIA ALIMENTARIA

La inulina tiene sabor neutro, por lo que se puede combinar facilmente con otros ingredientes. Es
moderadamente soluble en agua. Contribuye a la textura y palatabilidad de los productos a los
cuales se adiciona. Tiene una excelente capacidad para remplazar las grasas, cuando se mezcla
con agua forma un gel, ofreciendo una estructura cremosa, que da palatabilidad similar a la textura
de los productos que contienen grasa. Puede emplearse como estabilizador de emulsiones, asi
como, en sinergismo con otros geles (Van et al., 1995).

Los FOS son mas solubles en agua y poseen un sabor moderadamente dulce, lo que los hace
magnificos, para ser empleados como sustitutos de azucar. En combinacién con otros azucares,
pueden potenciar el sabor afrutado de ciertos productos. Contribuyen a la textura, muestran
propiedades humectantes, reducen la actividad de agua, y los efectos que sufren los productos, al
someterse a cambios bruscos de temperaturas, ya sea productos que se escaldan, hierven o

congelan (Van et al., 1995).
La aplicaciéon de ambos como fibra dietaria, les confiere propiedades organolépticas a los

productos, por lo que son altamente empleados en yogurs, leches fermentadas, bebidas, postres,

alimentos bajos en grasas y como sustitutos de azucares (Van et al., 1995).

11
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2.3.4. INULINA Y FRUCTOOLIGOSACARIDOS (FOS) DESDE EL PUNTO DE VISTA
FUNCIONAL

Desde el punto de vista funcional la inulina y los fructooligosacaridos, no son hidrolizados por las
enzimas digestivas del ser humano, tampoco se absorben en la parte superior del tracto intestinal.
Ambos son cuantitativamente fermentados, por la microbiota localizada en el colon y estimulan
selectivamente el crecimiento de lactobacilos y bifidobacterias. Tienen efectos importantes en la

profilaxis de desordenes gastrointestinales (Roberfroid et al., 1998).

La inulina y los fructooligosacaridos pueden ser considerados como fibra dietaria, ya que
incrementan la biomasa del colon. Su fermentacién, produce acidos grasos de cadena corta como
acido propidnico, butirico, aceético y lactico, lo que disminuye el pH. A través de la reabsorcion de
estos acidos, se puede rescatar un aporte energético que va de 1-1.5 Kcal/g. El acido butirico
juega un papel importante en el mantenimiento de la funcion de las células epiteliales, previniendo
el cancer de colon, ya que puede modular la actividad de las enzimas bacterianas, que estan
asociadas con este padecimiento, asi mismo, regula los quimicos que causan las lesiones
precancerigenas y los tumores de colon, via modulaciéon y diferenciacion de actividades
metastaticas de las células tumorales, inhibiendo su crecimiento. Una vez que la inulina y los FOS
son aprovechados por las bacterias lacticas, estas modulan el metabolismo de lipidos, hormonas,
respuesta inmune, ya que previenen infecciones gastrointestinales, atenuando la virulencia de
agentes patoégenos y su adherencia, ayudan a la absorcién de nutrientes en el intestino y a

disminuir la intolerancia hacia ciertos alimentos (Reddy et al., 1997).

Las fracturas de los huesos debido a la osteoporosis aumentan con la edad. La misma
enfermedad, afecta a una de cada tres mujeres, después de la menopausia. Normalmente el 50%
del calcio consumido en la dieta es absorbido y depositado en los huesos, con la edad, el
porcentaje de absorcion se ve disminuido, ocasionando problemas graves de salud. La inulina y
los fructooligosacaridos aumentan la superficie del area intestinal (a nivel de microbiota), para que
se realice con mayor eficacia esta funcion y por lo tanto se aumenta la biodisponibilidad de algunos
minerales esenciales, como el calcio y el magnesio. La absorcion se incrementa, a medida que
aumenta la difusion a nivel pared celular del calcio y el transporte del mismo, a través del intestino
por aumento de la codificacion de genes, para la union calcio-proteina. Se ha podido comprobar el
aumento de calcio en el fémur, asi como, la densidad mineral por retencién de calcio de manera

general en los huesos al utilizar estos prebidticos (Heaney ,1996).

12
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Varios oligosacaridos no digeribles, han sido estudiados por sus efectos en la comunidad
microbiana, que se localiza en el tracto intestinal, principalmente en el colon. Con lo que se ha
podido evidenciar su efecto en el incremento de la biomasa, su incremento en la produccion de
cadenas cortas de acidos grasos, la estimulacion del crecimiento y actividad de bacterias acido
lacticas, el aumento de la disponibilidad de minerales, la capacidad de regular el nivel de

triglicéridos y colesterol y disminuir el riesgo de cancer de colon (Reddy et al., 1997).

2.4. AGAVE COMO FUENTE DE INULINA

Varios estudios indican que las pifias o cabezas de los agaves son ricos en carbohidratos, entre
los que se encuentra la inulina (Arrazola, 1969). Se han realizado analisis en pifias de Agave
tequilana Weber, que muestran que el contenido de carbohidratos es de 75%, se ha identificado
azucares como glucosa, dextrina, almidén y principalmente inulina, que representa el 24% de los
azucares totales (Arrazola 1969), comparandola con otras variedades, como carpintero, bermejo,
pata de mula, zopilochino, que contienen entre 15-20% de inulina, sin embargo, también se
colocan dentro del rango alto de contenido de inulina , tal como la fuente principal de extraccion a
nivel industrial; la Achicoria (Lopez et al., 2003; Mancilla y Lopez, 2006). No se reportan datos para

el Agave salmiana.

2.4.1. AGUAMIEL

El agave pulquero (Agave salmiana) planta de la familia Agavaceae, crece en el altiplano semiseco
y frio de México. El aguamiel, es un fluido obtenido del agave. El fluido se produce en las plantas
adultas y se obtiene de la etapa previa a la floracion. El jugo se acumula en la parte baja de la
planta (mesontete). Este fluido es rico en carbohidratos como inulina, sacarosa y fructosa (Moreno,
2008), ademas contiene pequenas cantidades de aminoacidos y vitaminas. Desde hace 400 afios,
el jugo del agave (aguamiel), se fermenta y se obtiene una bebida alcohdlica ligera denominada
pulque. Esta bebida, tuvo una importancia elevada desde el punto de vista comercial; sin embargo
en la actualidad ya no la tiene a raiz de la incursion de la cerveza, que la ha desplazado y orillado

a la casi extincion del cultivo de este tipo de maguey (Flores et al., 1996).

13
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2.4.2. FRUCTOOLIGOSACARIDOS EN EL AGAVE

En los agaves, los principales polimeros de reserva energética son los fructooligosacaridos (FOS),
cuya estructura y peso molecular depende de la especie (Lépez et al., 2003). En México existen
diversos géneros de agave, los cuales han desarrollado algunas adaptaciones morfolégicas y
fisiologicas para sobrevivir, una de éstas adaptaciones fisiologicas es el uso del metabolismo acido
(Wang y Nobel, 1998), donde el principal producto son los fructanos o fructooligosacaridos, que
son de naturaleza glucosidica, de interés benéfico a la salud como prebidtico y fibra soluble, asi
como por sus propiedades funcionales (Kaur y Gupta, 2002), ademas de encontrarlos como
componentes naturales de frutas, hortalizas, cereales, etc. Desde el punto de vista econdmico, el
agave es de particular interés, no sélo por su empleo en la industria de la fermentacion, sino por

las amplias posibilidades para su aprovechamiento integral (Sanchez, 1979).

3. ANTECEDENTES

Los cuatro principales grupos de bacterias que representan la microflora colénica pertenencen a
los géneros: Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium y Peptostreptococcus en concentraciones
de 1x10" a 1x10"" UFC/g aproximadamente, estos organismos se conocen como flora dominante.
La flora subdominante o secundaria esta compuesta por Streptococcus, Lactobacillus y en menor
cantidad Enterococcus, Clostridium, Bacillus y levaduras de 1x10° a 1x10® UFC/g (Danone, 2002).
De ahi la importancia de ampliar productos que estimulen el desarrollo tanto de Lactobacillus como

de Bifidobacterium, cepas probidticas importantes para fomentar la salud.

Existen estudios significativos in vivo donde se ha visto un incremento considerable en el nimero
de bacterias lacticas del tipo bifidobacterium. Gibson et al. (1995b), realizaron la estimulacion
especifica de bifidobacterias en el colon humano, a partir de la adicién de oligofructosa e inulina.
En el estudio se demuestra el crecimiento preferencial de Bifidobacterias, mientras se atenua o se
disminuye en numero, microorganismos como E.coli y Clostridium perfringens. El estudio consistié
en someter a 8 individuos a un sistema controlado, donde 4 de ellos fueron alimentados los
primeros 15 dias con 15 g al dia de oligofructosa, los siguientes 15 dias con 15 g de sacarosa y los
ultimos 15 con 15 g de inulina, al final se compararon los resultados con los que no consumieron
estas azucares. Ambos tanto la inulina como la oligofructosa, dieron un porcentaje de 71% de
Bifidobacterium y 26% de bacterias patdgenas, mientras que el porcentaje de Bifidobacterium en
los individuos que no consumieron inulina y oligofructosa fue de 20% y de bacterias patdégenas de
65%.
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La influencia de fructooligosacarido (FOS) en la capacidad de combatir a Salmonella typhimurium
en pollos, fue investigado por Bailey et al. (1991), que realizaron el analisis en laboratorio que
demostré que Salmonella no crecio, cuando los FOS fueron la unica fuente de carbono. En el
estudio in vivo, a la concentracion de 0.75% de FOS, menos del 12% de aves alimentadas con
FOS fueron colonizadas con Salmonella, en comparacién con el control de las aves. Los pollos
tratados con FOS, tuvieron una reduccion de cuatro veces el nivel de Salmonella. Lo que demostré
que la incorporacién de FOS en la dieta, pudo modificar la flora microbiana fortaleciendo el sistema

inmune.

Otras investigaciones, muestran que la molécula de la inulina, no es digerida por las enzimas
digestivas del ser humano y puede llegar intacta al colon, donde se fermenta. Se han realizado
estudios in vivo e in vitro, con respecto al incremento de bacterias benéficas de bifidobacterias y

lactobacilos, por la adicién de inulina y sus derivados, como la oligofructosa (Solis, 2008).

De acuerdo al estudio del Comité de Nutricion de la Sociedad Europea de Gastroenterologia,
Hepatologia y Nutricion Pediatricas, por sus siglas en inglés ESPGHAN, publicado en noviembre
de 2004, hasta enero del mismo ano, habia 3 ensayos clinicos aleatorizados (ECA) en que se
afiadio suplementos de inulina y FOS a férmulas infantiles. Estos 3 estudios incluyen un total de
286 nifios (148 en el grupo experimental y 138 controles). En todos los casos se empled una
mezcla de inulina (90%) y FOS (10%), y en uno de ellos se utilizé una concentracion variable de
0.4, 0.8 y 1 g de FOS por 100 mL. Se obtuvo un incremento de bifidobacterias y lactobacilos el
cual es dependiente de la concentracién, a mayor concentracion mayor incremento de bacterias

acido lacticas (Mifana, 2007).

En los tres estudios anteriores, la modificacién en la flora intestinal, se evalué por sondas
fluorescentes, dirigidas a las regiones de diagnostico de la molécula de ARNr 16S, de los
microorganismos tomados de la muestra de heces del paciente antes y después de consumir los

azucares prebiodticos, de igual manera se realiz6 en el estudio con animales.

En cuanto a estudios importantes in vitro se encuentran los siguientes: Gibson y Wang (1994),
confirmaron el efecto prebidtico de la inulina y la oligofructosa, mediante la fermentacién en cultivo
continuo de Bifidobacterium, en presencia de estos azucares, comparado con el control, en

presencia de glucosa. Los datos de crecimiento bacteriano, demostraron una preferencia por el
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desarrollo de Bifidobacterium, mientras que poblaciones como Escherichia coli y Clostridium
perfringens se mantuvieron en niveles bajos. El estudio confirmd una mayor capacidad
fermentativa de las bifodobacterias en el medio suplementado que en el medio que solo contenia

glucosa.

Karppinen et al. (2000), realizaron la comparacién de la fermentacién in vitro, de bacterias
encontradas en las heces fecales, utilizando como sustratos principales, los polisacaridos del
centeno, trigo y salvado de avena, contra la fuente de carbono inulina. La inulina fue el sustrato
que las bacterias degradaron con mayor rapidez en la fermentacion, obteniéndose alta produccion
de butirato, la mayor disminucién de pH, y la mayor formacion de gas.

Kaplan y Hutkins (2000), hicieron una seleccion controlada de 24 bacterias acido lacticas y
bifidobacterias, evaluando su habilidad de fermentar la inulina y la oligofructosa en medio MRS, 12
de 16 cepas de Lactobacillus y 7 de 8 cepas de Bifidobacterium probadas, fueron capaces de
fermentar los sustratos. Hopkins et al. (1998), documentan la actividad de 7 cepas de
Bifidobacterium, aisladas de un proceso de fermentacién en cultivo por lote, realizado con 15
diferentes fuentes de carbono. Sghir et al. (1998), utilizaron cultivo continuo y demostraron por
medio de técnicas moleculares, que la inulina y la oligofructosa, eran fermentadas selectivamente,

no solo por Bifidobacterium también por Lactobacillus.

Con respecto al agave como fuente de inulina, la especie mas estudiada ha sido el Agave
tequilana Weber, se ha empleado para la determinacion de las condiciones Optimas de extraccion
de inulina, a partir de pifas de agave azul por Salazar et al. (2008), trabajaron dos factores para
evaluar la extraccion, los cuales fueron, temperatura del medio de extraccion (Te) y relacién agua-
solido (a/s). Las Te probadas fueron 60, 80 y 85 °C y las a/s fueron 1, 2 y 4 (volumen de agua en
mL/masa de sélido en gramos). Siendo 80 °C y la relacién a/s=4, las condiciones que brindaron la
mayor extraccion de inulina, determinada como la diferencia de azucares totales menos azucares

reductores.

Con respecto a otros agaves pulqueros, se han realizado estudios en Agave atrovirens Karw,
donde se avalu¢ la deshidratacién del extracto de maguey, para la obtencién de un producto seco
con alto contenido de fructooligosacaridos, por Martinez et al. (2007). El propdsito de esta

investigacion, fue obtener un producto deshidratado con alto contenido de fructooligosacaridos
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(FOS), a partir del jugo de maguey extraido de la penca (Agave atrovirens Karw) mediante un
proceso de secado por aspersion con temperaturas de entrada/salida del aire de secado: 90/50,
120/104, 150/125, 180/150 y 200/150 °C. A las muestras obtenidas se les evalud: diametro medio
de particula, morfologia de la particula; asi como humedad, humectabilidad y densidad empacada.
El rendimiento del polvo obtenido fue de 38 a 42%, con un Grado de Polimerizacién (DP, del inglés
degree of polymerization) medio de 3.3 a 4.3. El extracto fue obtenido triturando muestra fresca de
la pifia de agave, se diluyé en agua y se agité por 15 min a 80 °C, se aforé a 100 mL con agua
destilada, se filtr6 y se determind azucares reductores totales libres (fructosa y glucosa), la
conversion de azucares reductores a inulina se lleva a cabo considerando el DP limite de una
molécula con el mayor DP, considerando a este ultimo como el DP de la inulina de Dalia que es
30. Martinez (1999), realizé la hidrolisis de inulina en el aguamiel del agave pulquero; Agave
atrovirens. El objetivo de este trabajo fue determinar si en el aguamiel se encontraba la inulina en
alta proporcién. La cuantificacion se realizd por hidrélisis enzimatica y quimica, ambas hidrélisis
permitieron constatar que la cantidad de fructosa liberada es mayor que la glucosa, por lo cual se

deduce que en el aguamiel existen cadenas de fructosa o polifructanos, es decir inulina
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4. JUSTIFICACION

La inulina es considerada como un prebidtico potencial, ya que su conformacion peculiar la
mantiene intacta por el tracto intestinal, pudiendo llegar integra al colon, donde es aprovechada por
bacterias lacticas como, Lactobacilos y Bifidobacterias, impulsando el desarrollo de las mismas, ya
que es aprovechada como fuente de carbono por estos microorganismos. Las bacterias lacticas
realizan funciones importantes en el organismo, dentro de las cuales destacan la regulacion del
sistema inmune, ya que mantienen en niveles bajos a la flora patégena, asi como, favorecimiento
de la absorcidon de nutrientes entre otras, fomentando de esta manera la salud del individuo en el
que son huéspedes. La inulina es obtenida de fuentes vegetales, principalmente la raiz de
Achicoria y Dalia y es utilizada como ingrediente funcional en Norteamérica y en la Unién Europea.
Por provenir de fuentes vegetales se le considera un ingrediente alimenticio seguro: GRAS por sus

siglas en inglés.

El aguamiel, es la savia que se obtiene después de 6 meses de realizado el proceso de castrado
del agave, cuyos componentes son: agua, sacarosa, glucosa, fructosa, gomas proteinas,
minerales, vitaminas, azucares tales como xilosa, galactosa, arabinosa en proporciones mucho
menores que la fructosa y la glucosa y sobre todo se ha caracterizado por su contenido de

polifructanos, es decir, inulina.

Considerando la importancia de la inulina y los FOS como prebidticos, asi como, la posibilidad de
aprovechar el agave pulquero, A. salmiana, para la obtenciéon de estos carbohidratos, en el
presente trabajo se decidio llevar acabo la evaluaciéon de la extraccion del jugo de la cabeza de
agave y de su producto principal; aguamiel, como posibles fuentes de carbono para el crecimiento

de bacterias lacticas.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

B Evaluar el efecto prebiético de la inulina obtenida del A. salmiana en bacterias lacticas.

5.1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

@ Obtener inulina de Agave salmiana utilizando diferentes métodos de extraccion.

@ Determinar el contenido de inulina de Agave salmiana

@ Determinar el efecto prebiotico de la inulina extraida de Agave salmiana, bajo condiciones
de fermentacion en matraz, con bacterias lacticas del tipo Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. ETAPAS.

Las etapas principales del proyecto se muestran el la Figura 2.

Etapa | Extraccién y caracterizacién de la inulina obtenida a partir
de la pifia de Agave salmiana, y del aguamiel

Etapa ll

Estudio del efecto prebiotico de la inulina obtenida de
Agave salmiana en un cultivo de Lactobacillus delbrueckii

Figura 2. Etapas del proceso de extraccion y evaluacién del efecto prebidtico de inulina del Agave salmiana

6.2. MATERIAL BIOLOGICO
™ Se empleé aguamiel extraido de maguey pulquero, manso o de montafia (Agave salmiana)
de la localidad de San Felipe Teotitlan, Municipio de Nopaltepec Estado de México, asi
mismo se utilizé la pifia del agave, con una edad promedio de la planta de 9 afios.

M Se trabajo la cepa de coleccion Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus NRRL-B-734.

6.3. OPERACIONES DE ACONDICIONAMIENTO
La pifia del maguey pulquero, se sometié a transporte, una vez en el laboratorio, se lavo, troced y

refrigerd para posteriormente utilizarla en los diferentes procesos de extraccién y analisis.

6.4. ANALISIS QUIMICO PROXIMAL DE LA PINA

6.4.1. HUMEDAD

Se considerd una muestra de 200 g de pifia de Agave salmina, la cual se rebané en tiras delgadas,
se colocaron en una charola de aluminio, previamente pesada. La muestra una vez seca a 60 °C,
durante 24 h, se moli6 en mortero de porcelana. La pifia obtenida en polvo, se sometié a las
determinaciones posteriores. Cada prueba se realizé por triplicado. La humedad del producto se
determind por triplicado y se expresé en porcentaje mediante la ecuacién numero 1.

m2 —m3 y
m2 —ml

%Humedad = 100 (1)

Donde:

m1: masa de la charola vacia (g)

m2: masa de la charola con la muestra antes del secado, (g)
m3: masa de la charola mas la muestra desecada, en (g)
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6.4.2. CENIZAS
En una capsula previamente pesada se colocaron 2 g de harina homogeneizada (Por triplicado).
Se sujeto la capsula con las pinzas y se pre calciné bajo la flama de un mechero de bunsen,
retirando ocasionalmente de la flama, para evitar que se inflamara la muestra. Se colocé la capsula
en la mufla, se incinerd a 550 °C por 8 h, hasta cenizas blancas o grisaceas. Se pre enfrié en la
mufla apagada. El porcentaje de cenizas se calculé mediante la ecuacion 2.
. m2-m0
%Cenizas=——x100 (2)
ml-mO0
Donde:
m2: masa de la capsula con las cenizas (g)
m1: masa de la capsula con la muestra (g)
mO0: masa de la capsula vacia (g)
6.4.3. GRASA
Se peso por triplicado 3 g de pina deshidratada obtenida en el paso 6.4.1., en el cartucho de
extraccion previamente pesado y tapado con algodon (ambos desengrasados). Se registro el peso
del matraz balén, se colocd en el sistema Soxhlet, y el cartucho en el tubo de extraccion, se
adiciono el solvente (éter etilico) al matraz. Se extrajé la grasa de la muestra por reflujo del
solvente, por 6 a 8 h, a una velocidad de condensacion de 3-6 gotas/s Se recupero el solvente por
reflujo. Una vez que se evaporo el resto del solvente, se secd el matraz con la grasa en estufa a
103 °C por 5 min. Se enfri6 en desecador, se pesoé y registrd el peso. El porcentaje de grasa se
obtuvo mediante la ecuacion 3.
m2 —ml
— X
m

%Grasa = 100 (3)

Donde:

m: peso de la muestra (g)

m1: tara del matraz solo (g)

m2: peso matraz con grasa (g)

6.4.4. PROTEINAS

Se pes6 1 g de muestra homogeneizada y desengrasada en papel arroz, se deposité en un matraz
de digestidon Kjeldahl. Se agregd 3 perlas de vidrio, 10 g de sulfato de potasio, 0.5 g de sulfato
cuprico, 2 gotas acido estearico y 20 mL de acido sulfurico concentrado. Se conecto el matraz a la
trampa de absorcién que contenia 250 mL de hidréxido de sodio al 15%. Se calentdé en mantilla
calefactora, una vez que la solucién adquirié un color transparente, se dejoé a ebullicion 20 min
mas. Se enfrié y agregd 200 mL de agua. Se conectd el matraz al aparato de destilacion, se

agreg6 lentamente 100 mL de NaOH al 30%. Se destildo 150 mL en un matraz que tenia sumergido
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el extremo del refrigerante en: 50 mL de una solucion de acido sulfurico 0.1 N, 5 gotas de rojo de
metilo y 50 mL de agua destilada. Se aseguré un exceso de H,SO, para realizar la retrotitulacion.
Se tituld el exceso de acido con NaOH 0.1 N hasta color amarillo. El porcentaje de proteina se
calculé con la ecuacion 4.

14 x N xV x100 x Factor

% Pr oteina = 1000 4)
m x

Donde:

N: normalidad del NaOH (0.1 N)

V: gasto NaOH 0.1 N

m: masa de la muestra, en gramos

Factor: 6.25

6.4.5. FIBRA CRUDA

Se pesaron por triplicado 0.5 g de muestra seca y libre de grasa obtenida en el punto 6.4.3. Se
coloco cada muestra en un vaso Berzelius distinto, al cual se le agregoé 0.1 g de asbesto preparado
y unas gotas de aceite mineral como antiespumante. Se adicioné a cada vaso, 20 mL de H,SO, al
1.25% y se colocaron en el extractor de fibra cruda. Se dejaron hervir durante 30 min. Se enfriaron
y agregaron 50 mL de NaOH al 3.52% y se volvieron a calentar por 30 min. Se filtré6 cada vaso al
vacio, usando papel filtro Whatman N° 5041, seco y pesado. Se realizaron lavados sucesivos con:
agua caliente, hasta eliminar el alcali (utilizando papel pH para confirmarlo), después con H,SO, al
1.25% (hasta llevar la muestra a una ligera acidez), se lavé nuevamente con agua hasta librarla de
la acidez, se lavd con alcohol etilico dos veces y después con éter etilico. Una vez evaporado el
éter se seco a 110 °C, hasta peso constante y se registro el peso. El papel filtro con la muestra, se
coloco en un crisol de porcelana, previamente puesto a peso constante y se incineré en la mufla a
500°C, durante 30 min, se enfrid en desecador y se peso. El resultado de la pérdida de peso es la

fibra cruda ecuacion 5.

(Pr—Pv)—(Pf — Pc)

%Fibra= x100 (5)
Donde:

Pr: peso del filtro con residuo (g)

Pv: peso del filtro vacio (g)

Pf : peso del crisol a peso constante con fibra (g)

Pc: peso del crisol a peso constante (g)

m: peso de la muestra desengrasada (g)
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6.4.6. CARBOHIDRATOS
En las tablas de composicion de alimentos, el contenido de carbohidratos esta comunmente dado
como carbohidratos totales por diferencia es decir, se resta a 100 el contenido de agua, cenizas,

proteinas (nitrégeno total * factor) y extracto etéreo ecuacion 6.

%Carbohidratos = %Humedad — %Cenizas — % Pr oteina — %Grasa (6)

6.4.7. ACIDEZ TITULABLE

La acidez es una medida de la concentracion de iones de hidrégeno y se determina con el pH;
mientras que la acidez titulable o normalidad del acido se determina por titulacién o valoracion,
mediante una base de normalidad conocida. La acidez titulable se puede determinar afiadiendo
suficiente alcali de normalidad conocida hasta neutralizar toda la acidez o llevar el pH al punto
neutro. Para ello se resuspendi6 la harina en agua en una relacion 1:10, se tomaron 5 mL de esta
solucién por triplicado, se agregaron 100 mL de agua destilada, unas gotas de fenoftaleina y se

titul6 con NaOH 0.1N y se determiné la acidez titulable con la ecuacion nimero 7.

Acidez(g/L) =

AxNxmeq 1600 e
a

Donde:

A: mililitros de hidroxido gastados

N: normalidad del hidréxido de sodio

a: alicuota

meq: miliequivalentes del &cido lacico (0.09)

6.4.8. pH

El pH es una medida de la acidez o basicidad de una solucion. El valor del pH se puede medir de
forma precisa mediante un potenciémetro, también conocido como pH-metro, un instrumento que
mide la diferencia de potencial entre dos electrodos: un electrodo de referencia (generalmente de
plata/cloruro de plata) y un electrodo de vidrio que es sensible al idn hidrégeno. Se considero6 la

misma relacion de 1:10, se tomaron 5 mL de esta solucion y se determiné el pH.
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6.5. DETERMINACION DE AZUCARES (En los extractos y en el aguamiel)

6.5.1. AZUCARES REDUCTORES METODO DE DNS

Los azucares reductores pueden reducir al acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) bajo determinadas
condiciones. Para esta prueba se agregaron 0.5 mL del extracto a evaluar, 0.5 mL del reactivo
DNS posteriormente se colca en agua hasta ebullicion durante 5 min a bafio maria de agua fria 10
min y se agregan 5 mL de agua destilada, se homogeniza en el vortex y se determina la
absorbancia a 540 nm. La concentracion es medida a través de la curva estandar preparada
(Miller, 1959).

6.5.2. AZUCARES TOTALES METODO FENOL-SULFURICO

El contenido total de carbohidratos de medios liquidos, puede ser determinado como azucares
simples, oligosacaridos, polisacaridos y sus derivados. Dando un color naranja muy estable
cuando reaccionan con Fenol en presencia de acido sulfurico concentrado. La intensidad del color
naranja es proporcional a la cantidad de carbohidratos presente. Esta absorbancia es medida a
490nm y la concentracion determinada a través de la curva estandar preparada. Para esta prueba
se utilizé Fenol al 5%. Se tomo6 una muestra de 200 ul del extracto a evaluar, se adicionaron 2 mL
de agua y 200 pl de Fenol, mas 1 mL de acido sulfurico concentrado. Se mantuvé la reaccién por

10 min a temperatura ambiente. Después a bafio maria 30°C durante 20 min (Dubois et al., 1956).

6.6. PROCESOS DE EXTRACCION DE AZUCARES

6.6.1. PROCESO DE EXTRACCION MECANICO

La estrategia general para extraer los azlcares obtenidos es presentada en la Figura 3. Una vez
lavada la pifia del maguey, se corta en trozos pequefios. Los azicares se extraen sometiendo los
trozos a un proceso de trituracion empleando un extractor Turmix (MR) de uso rudo. El jugo turbio
obtenido se centrifugd (SicPat C3L000) a 5700 rpm durante 20 minutos, a la fase ligera se le
denomino jugo. (Diaz, 2007; Ronkart et al., 2007).
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Pifia de Agave

Lavado
Cortado
Desecho sdélido Triturado
Jugo turbio
Desecho sodlido Centrifugado
Jugo

Fig. 3. Esquema del proceso de obtencion de jugo de A.salmiana

6.6.2. PROCESO DE EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO

Se realiz6 la extraccion solido-liquido en una relacion 8:1 masa/volumen (Waleckx et al., 2008). Se
tomaron trozos de la pifia de A. salmiana en forma de cubos de 1cm aproximadamente. Se peso
una muestra de 80 g y se colocd en 100 mL de agua destilada a 80 °C con agitacion constante
durante 1 h, posteriormente se filtro en un colador para retirar el sdlido (Salazar et al., 2008). Al
liquido recuperado se le denomino extracto. Figura 4.

6.6.3. RASPADO TRADICIONAL

Se empled aguamiel extraido de maguey pulquero, manso o de montafia (Agave salmiana) de la
localidad de San Felipe Teotitlan, Municipio de Nopaltepec Estado de México, con una edad
promedio de la planta de 9 afios. La muestra fue tomada de una pifia que estaba en su maximo de

produccién de aguamiel.
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Pifia de Agave

Lavado
Cortado
80 °C
Extraccion 1h
Filtrado
Extracto

Fig. 4. Esquema del proceso de obtencion del extracto de A.salmiana

6.7. DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES DIRECTOS

Los tres extractos obtenidos en los puntos, 6.6.1, 6.6.2, 6.6.3 se caracterizaron mediante un
analisis fisico-quimico que incluye azucares totales (método Fenol-Sulfurico) y reductores (DNS).
Se determind el contenido de inulina por la diferencia entre azucares totales (curva tipo realizada
con inulina) y reductores directos (curva tipo realizada con fructosa) (Lingyun et al., 2007), para

seleccionar la fuente con mayor cantidad de azucares.

6.8. PRETRATAMIENTO DEL AGUAMIEL DE Agave salmiana.
El aguamiel en su forma natural es una fuente rica en nutrientes para muchos microorganismos
por lo que se decidid mejor emplearlo en forma deshidratada ademas de facilitar su almacenaje,
conservacion y manejo. Para lo cual se aplicaron tres procedimientos para obtener un producto en
polvo que fueron: la liofilizacion, un tratamiento con etanol previo al proceso de liofilizado y el
secado por aspersion.

# APLICACION DE UN PROCESO DE LIOFILIZACION

Se realizé la congelacién previa de 500 mL de aguamiel en dos matraces quitazato (250 mL por

matraz) en bafo de hielo seco y acetona. Posteriormente se empleo el sistema de liofilizacion
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FreeZone 4.5 Liter Benchtop (Labconco) a una temperatura de -50°C y una bomba de vacio de 86

L/min.
% AGUAMIEL PRECIPITADO CON ALCOHOL Y LIOFILIZADO

Se realizé una cinética con aguamiel (10 mL) y etanol (1 mL hasta 10 mL) para determinar el
contenido maximo de solidos. Las diluciones correspondientes se colocaron en charolas de
aluminio y se obtuvo el contenido de sélidos por diferencia mediante el método de secado en
estufa (A.0.A.C.1990 /925.45). La relacion de mayor contenido de sdlidos fue la relacién 10:1,
aguamiel; etanol. Tomando esta relacion como referencia se colocaron 50 mL de aguamiel mas 5
mL de etanol, en una probeta de 100 mL. Se decantd, se recupero el sélido y el sobrenadante se
centrifugéd a 500 rpm / 10 min (SicPat C3L000), nuevamente se recuperé el sélido y el
sobrenadante se centrifugd bajo las mismas condiciones .Esto para tratar de recuperar la mayor
cantidad de sdlido y recuperar el etanol. El sdélido recuperado se liofilizé una vez que se evaporo el
solvente (24 h después), bajo las mismas condiciones descritas anteriormente (Tatdao et al.,
2007).
# APLICACION DE UN PROCESO DE ASPERSION

Se empleo un secador por aspersion (Mini Spray Dryer B-290 BUCHI) con flujo de alimentacion:
2.7 mL/min, flujo de aire de aspersién: 157 mL/s y presion del aspersor: 6.2 kg/cm?. Las variables
de operacion del secado por aspersion empleadas fueron temperatura del aire de entrada de 130

°C y concentracion de maltodextrina, 10% (p/v) (Rocha y Rojas, 2009).

6.9. ANALISIS CUALITATIVO DE LA INULINA

6.9.1. ESPECTROSCOPIA INFRARROJO

Se empleo esta técnica con la finalidad de detectar los grupos funcionales predominantes en las
muestras que pudieran elucidar un patron de los mismos en cuanto a Inulina se refiere. Se utilizo el
espectrometro de infrarrojo FT-IR SPECTRUM GX de Perkin Elmer. Las muestras liquidas de los
extractos obtenidos, asi como del aguamiel, se colocaron directamente en el dispositivo ATR del

equipo y se determiné el espectro de cada muestra en el intervalo de 450 a 4000 cm™.

6.9.2. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO ANIONICO DE ALTA EFICACIA ACOPLADA A
PULSOS AMPEROMETRICOS HPEAC-PAD (Dionex, 2009)

Se empled la columna CarboPac PA1 (Dionex, 250 x 4 mm), una pre columna (CarboPac PA1
guard, Dionex), un quipo cromatografico idnico Dionex DX-500. Los datos fueron adquiridos

mediante un software Millennium version 2.10, conectado al equipo instrumental mediante un mo
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dulo de interfase. Para la preparacion de los eluyentes se utilzé una disolucién de hidréxido sédico
al 50% en peso. Las condiciones que se emplearon para la separacién y deteccion de azucares se
detallan en el cuadro 5. La regeneracion de la columna se realiz6 mediante lavado con disolucién
de hidréxido sédico 300 mM (100% C), a un flujo de 1 mL/min. Después del lavado, la columna fue
re-equilibrada con una disolucién de hidroxido sédico 16 mM a un flujo de 1 mL/min. Por este
método se analizaron los productos obtenidos de los tratamientos del aguamiel descritos en el

paso 6.8.

Cuadro 5. Condiciones utilizadas en el quipo de deteccién para la separacion de azucares

Eluyente A 50 mM NaOH
Eluyente B 100% agua
Eluyente C 300 mM NaOH
Gradiente:%A + %B + %C 5%A + 95% B (0-40 min),100% C (45-50 min)
(tiempo) 5%A + 95% B (55-65 min)
Flujo de eluyente 1 mL/min

Inyector de loop fijo 25 uL
Deteccion PAD

Modo de deteccidn Amperometria integrada

Tiempo de adquisiciéon de datos 65 min

6.9.3. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMNH?Y)

Se empled esta técnica para elucidar los hidrégenos unidos a los grupos funcionales detectados
por RMN empleando una muestra de inulina pura que se comparoé con el espectro de resonancias
de las demas inulinas trabajadas. Se utilizo el equipo de resonancia Mercury de Varian a 300 mHz.
Las muestras solidas de inulina se disolvieron en agua deuterada, se introdujeron dentro de los
tubos de resonancia y se colocaron en el equipo, se obtuvieron los espectros de resonancia para

cada una de las muestras trabajadas.

6.10. ANALISIS CUANTITATIVO DE LA INULINA

6.10.1. DETERMINACION DE INULINA POR HPLC

Para la determinacidén cuantitativa de las inulinas utilizadas, se utilizd6 un equipo Varian (serie
302423-0228), con la columna Aminex HPX-87C Bio-Rad (300*7.8 mm), siguiendo el

procedimiento que se detalla a continuacion.
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Se estabilizé la columna a un flujo de 0.5 mL/min con agua tridestilada, la cual previamente se filtré
(filtro milipore 0.2 pm) al alto vacio con matraz kitazato y se mantuvé el matraz en una parilla con

agitacion constante (a temperatura ambiente) para su desgasificacion.

Se preparé una curva tipo empleando un patréon de inulina de achicoria, grado quimico, a
concentraciones de 0.8, 1.2, 1.9, 2.2, 3 g/L en agua tridestilada y para evaluar una cantidad
determinada de la inulina problema, todas tanto las diluciones para la curva tipo como las
muestras problema se hicieron pasar a través de un filtro para jeringa de 0.2 uym, ya filtradas se

almacenaron en viales de 3 mL y se refrigeraron para su analisis.

Una vez estabilizada la columna se corrid primero la curva tipo inyectando un volumen de muestra
de 50 pL, posteriormente se corrieron las inulinas problema y el espectro obtenido se interpold
con la curva tipo almacenada en el equipo mediante el programa Star version 6.41. programa ya

incluido en el mismo.

6.11. EFECTO PREBIOTICO DE LOS FRUCTOLIGOSACARIDOS DE AGUAMIEL EN
BACTERIAS LACTICAS
El efecto prebiotico se evalué mediante las cinéticas de crecimiento de Lactobacillus delbrueckii

empleando el medio MRS cuya composicién se presenta en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Componentes del medio MRS y su preparacién

Férmula (en gramos por litro) Instrucciones
Peptona 10
Extracto de carne 10
Extracto de levadura 10
Glucosa 20 En medio preparado suspender 64 g
Twen 80 1 mi del medio en un litro de agua destilada.
— Agitar en parrilla con calor 5 min o
Fosfato dipotasico 2 .
_ hasta disolver y agregar 1 mL de
Acetato de sodio S Twen. Esterilizar en autoclave durante
Citrato de amonio 2 15 min a 121 °C y 15 Ibs de presion
Sulfato de magnesio 0.2
Sulfato de manganeso 0.05
*Agar 20

pH final: 6.4 £ 0.2
*Solo se agrega para preparar el medio sélido
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6.11.1. CINETICA DE CRECIMIENTO

Se propusé un diseno estadistico de un factor con tres bloques, para lo cual en un sistema
fermentativo con bacterias lacticas del tipo Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, evaluando 3
concentraciones de inulina 4, 12 y 20 g/L y tres tipos de inulina: inulina grado alimentario, inulina
grado quimico e inulina de aguamiel secado por aspersion. Se tomaron dos colonias de la cepa y
se resembraron en 100 mL de medio MRS, se incubaron a 37°C, 180 rpm, 24 h. Después de 24 h
se tomo una alicuota de 1 mL y se resuspendioé en 250 mL de medio MRS, de tal forma que por
corrida se tenia, un matraz testigo sin inulina y otro con inulina a evaluar (Cruz, 2007). Se
monitoreo el crecimiento microbiano por la técnica de cuenta en placa y el consumo de azucares
por diferencia de azucares reductores y azucares totales (Lingyun et al., 2007). Las cinéticas de
crecimiento se realizaron por triplicado para cada concentracion y tipo de inulina empleada. Se
considero6 el procedimiento llevado acabo anteriormente, solo excluyendo la adicién de glucosa al

formular el medio MRS.

6.11.2. DETERMINACION DE LA VELOCIDAD MAXIMA DE CRECIMIENTO BACTERIANO

La velocidad maxima de crecimiento de las BAL, en los diferentes medios de crecimiento, fueron
evaluados por medio del software DMFit (2009). La interpretacion de los parametros fueron
evaluados con el modelo de Baranyi y Roberts (1994), a través de la edicién web de la
modelizacién dinamica (DM), sistema en linea utilizado en el Institute of Food Research (Instituto
de Investigacion Alimentaria) para modelar la variacion del logaritmo del numero de células

bacterianas de un cultivo en funcién del tiempo (Marquez et al., 2007).

6.11.3. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se llevd acabo con el programa SPSS version 12 para ambas cinéticas
(MRS con y sin glucosa). Se aplic6 un ANOVA de medidas repetidas para determinar la presencia
de diferencias estadisticas significativas entre los medios utilizados para el periodo de crecimiento
de Lactobacillus. Posteriormente para detectar entre que medio de cultivo se presentaron
diferencias se aplico la prueba de rango multiple de Duncan. Los datos se analizaron con un 5%

de significancia.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION 3

7.1. ANALISIS QUIMICO PROXIMAL DE LA PINA DE Agave salmiana

Los resultados del analisis proximal para la pifia de Agave salmiana se presentan en el Cuadro 7,
cabe destacar que el contenido de carbohidratos de la pifia de Agave salmiana fue de 23.42% que
se considera alto en relacion con otras fuentes de origen vegetal como cebolla 4.8%, ajo 19.2%,
esparrago 1.5%, platano 13.7%, cuya concentracion de inulina varia entre 1 y 11%
(Worawuthiyanan et al., 2006). Algunos productos vegetales tienen inulina en concentraciones
particularmente altas, es por ello que son empleadas como fuentes de extraccion a nivel industrial,
tal es el caso de la alcachofa de Jerusalén, y la Achicoria (Chichorium intybus), con
concentraciones entre 15 y 20% (Worawuthiyanan et al., 2006). Con relacion al agave, existe la
evidencia generalizada de que la especie utilizada en la elaboracién de tequila: Agave tequilana

Weber tiene alto contenido de inulina en la pifia entre un 20-24% (Arrazola, 1969).

Cuadro 7.Andlisis quimico proximal de la cabeza de Agave salmiana

Parametro Media+DS*
Acidez (%) 0.17 £ 0.026

pH 6.23 + 0.245
Humedad (%) 70.40 £ 1.446
Cenizas (%) 5.04 £ 0.016
Grasa (%) 1.06 £ 0.005
Proteina (%) 0.08 £ 0.003
Carbohidratos (%) 23.42 + 0.367
Fibra cruda (%) 51.39 + 1.924

*Promedio de tres repeticionest Desviacion estandar

7.2 PROCESOS DE EXTRACCION DE INULINA

Se evaluaron dos tratamientos de extraccion de azucares de la pifia: un proceso de extraccion
solido-liquido (80 °C) y por un proceso de trituracion empleando un extractor de discos. Las
propiedades fisicoquimicas de los extractos fueron comparadas con el aguamiel obtenido por un

raspado tradicional de la pifia. Los resultados obtenidos se muestran en el Cuadro 8.
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Determinacion Extracto Jugo Aguamiel
| | u |
(80 °C) (Triturador) g
Acidez (%) 0.083+0.029 | 0.255%0.026 1.567 +0.058
oH 76370307 | 5690<0.070 6.845+ 0.136
°Bx 3.000 £ 1.000 | 28.000+2.646 | 22.000 + 2.646
Azucazgﬂma'es 47400141 | 10.856+0.400 | 32.130 +1.608
Azucare‘?‘;l_e)ducmres 0.283 + 0.020 1.334 +0.194 16.149 + 0.114
Densidad (g/em® | 1.012 +0.977 1.121 £ 0.019 1.112 £0.224
Viscosidad (poises) | 0.015+0.000 | 0.099+0.003 | 0.3201 +0.001
Inulina-Azucares no 4.457 9.522 15.981
libres (g/L)

Promedio de tres repeticiones + Desviacion estandar, el * indica diferencia entre azlcares totales y reductores.

Se realiz6 el analisis fisico-quimico del aguamiel de A.salmiana, para ser comparado con la Norma
Mexicana NMX-V-022-1972, en la cual se clasifica al aguamiel en dos | y Il con un solo grado de
calidad, cuyas especificaciones se indican en el Cuadro 9. Los resultados obtenidos en este
estudio indican que los parametros encontrados para A.salmiana no se alejan de la norma y que el

aguamiel extraido de este agave es clasificado como tipo I.
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Cuadro 9.Norma Mexica NMX-V-022-1972 para el aguamiel y valores obtenidos en este estudio

. . Aguamiel
Especificaciones Tipo | Tipo A. salmiana
Minimo Maximo Menor de:
pH 6.6 7.5 4.5 6.8
Densidad grados
Baumé (Be) 5.0 7.0 4.5 5.6
indice de refraccion
con el refractometro 59.0 100.0 27.0 ND
de inmersion a 20 °C
Solidos totales
g/100 mL 13.0 17.0 7.0 13.5
Azucares reductores
totales (en glucosa) 8.0 12.0 6.0 10.2
g/100 mL
Azucares reductores
directos (en glucosa) 2.0 3.0 3.0 2.0
g/100 mL
Gomas (en glucosa)
g/100 mL 2.0 6.0 0.2 ND
Proteinas
mg/100 mL 300.0 600.0 100.0 332.3
Cenizas
mg/100 mL 300.0 430.0 180.0 419.0
Acidez mg/100 mL
(como acido lactico) 0.9 1.0 4.0 0.9

ND: No determinado

El porcentaje de acidez obtenido para el extracto fue menor que la acidez determinada en el jugo,
la acidez mayor se presentd en el aguamiel (Cuadro 8). Dicho porcentaje indica el contenido de
acidos libres expresado como el porcentaje del acido predominante (Lopez, 2003) y las diferencias
entre estas muestras se deben principalmente a que la acidez en el extracto es una acidez
desarrollada, que se ve afectada por el proceso térmico y el agua que se adiciona; la
concentracion de iones hidroxilos (OH") que se liberan durante el proceso térmico, reaccionan con
las moléculas de agua haciendo que la acidez disminuya (Jun et al., 2006). Mientras que en el
jugo, la acidez presente es la natural conferida por la composiciéon inherente del maguey (Peter,
2002). El aguamiel es un medio complejo, cuya constitucion afecta al acido que se encuentra
disuelto, por sus interacciones con los demas componentes como son: agua, sacarosa, glucosa,
fructosa, gomas, proteinas, minerales y vitaminas, los cuales se ven afectados por el proceso de

castracion, la edad, afejamiento, el tiempo en el que fue tomada la muestra (mafiana o tarde), épo
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ca del afo, condiciones del suelo, clima de la regién donde se cultiva entre otros, que le confieren
una acidez peculiar, inclusive si se extrae de la misma especie, el proceso metabdlico que efectia

uno y otro agave alteraria la composicion del aguamiel (Goddy et al., 2003).

El pH obtenido para los tres componentes obtenidos se encontré en un intervalo entre 6.8 a 7.6 por
lo que se puede considerar que los valores indican un pH similar al reportado para el agua
(Lehninger et al., 2006). En relacién al aguamiel se obtuvo un pH cercano al que la literatura
reporta que es de 6.8 (Campos, 2002).

Los solidos solubles (°Bx) obtenidos para el extracto y aguamiel fueron bajos en relacién al jugo,
este ultimo presentdé la mayor cantidad de los mismos. Los sdlidos solubles representan,
principalmente azucares (sacarosa), sin embargo, se sabe que existen acidos y sales disueltas
que afectan esta medicidon (Lopez, 2002) de esta manera el jugo es el de mayor contenido de
solidos disueltos debido a que no presenta dilucién como en caso de la extraccion térmica o en el
aguamiel. La edad del agave afecta principalmente en la cantidad de solubles totales que se

obtienen en el aguamiel (Garcia et al., 1993).

Los azucares totales obtenidos fueron menores para el extracto en relacién al jugo, y la mayor
concentracion se encontré en el aguamiel. La dilucion se hace presente en la extraccion térmica
mas no en la mecanica. En el aguamiel la produccion de azucares tiene que ver con la época del
afo, la toma de muestra (mafana o tarde), la forma de practicar el castrado, condiciones

meteorolégicas, edaficas y manejo (Granados, 1993).
En el extracto la concentracion azucares reductores fue menor que en el jugo y que en el
aguamiel. En el aguamiel la presencia de fructosa y glucosa ambos azucares reductores provoca

que la concentracion de los mismos sea mayor. (Loyola, 1956; Cravioto et al., 1953).

Se realiz6 un andlisis de varianza para la densidad, F ;5 0=0.05 y no se encontré diferencia

significativa entre la densidad del jugo, extracto y aguamiel.

La viscosidad para el jugo es 0.0048 poises mayor a la del agua, para el extracto es 9.9 veces

mayor a la del agua y en el aguamiel es 32 veces mayor que la del agua. La viscosidad del agua
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es 0.01002 poises (Merle y Wigger, 2002), esto indica que la presencia de sdlidos solubles afecta
la viscosidad del extracto y del jugo, ya que a medida que aumenta la presencia de sodlidos
solubles, (determinados como grados °Brix) aumenta la viscosidad (Vitali y Rao, 2006). En el
aguamiel aunque los °Brix obtenidos (22°Brix) son menores que en el jugo (28°Brix) la viscosidad
se ve afectada por la presencia de microorganismos autéctonos del maguey que afectan la
viscosidad del aguamiel como levaduras, y bacterias del tipo Lactobacillus sp., Pediococus sp.,
Oenococcus oeni y Leuconostoc mesenteroides productoras de exopolisacaridos (Escalante et al.,
2004) como B-glucanos y dextranos que generan un aumento en la viscosidad (Chellapandian et
al., 1988).

Los azucares no libres fueron considerados como inulina, debido a que las fructosas no adheridas
a la cadena de inulina (libres), son restadas de la cuantificacién de inulina total, considerada como
fructosas enlazadas (Lingyun et al., 2007). De esta forma la concentracion de las mismas vario,
siendo en el extracto en el que se obtuvo la de menor concentracion y la mayor concentraciéon se
encontro en el aguamiel. Los azucares se ven afectados por el método de extraccion y la fuente de
obtencion, el aguamiel extraido del agave, presento mayor contenido de carbohidratos, mientras
que en el extracto y en el jugo, la pifia del agave fue cortada previamente, transportada, troceada y
refrigerada, para después someterla a las evaluaciones correspondientes, factor que afecta el
metabolismo del agave, debido a que se afecta su tasa de respiracion y su reserva de nutrientes

se consume a ritmo mas rapido (Sanchez, 2007).

En funcién al proceso de extraccion, la concentracion de inulina puede modificarse, esto puede ser
debido a que las fibras de agave estan constituidas por varios filamentos concéntricos de celulosa,
lignina y hemicelulosa (Cruz et al., 1999). Las cadenas de celulosa (material de refuerzo principal)
forman microfibrillas que se mantienen unidas por hemicelulosa y lignina agregadas en largas
macrofibillas de manera helicoidal enlazadas a lo largo de una fibra axial y embebidas en una
matriz lignina-hemicelulosa (Iniguez et al., 2001). Por observaciones bajo microscopio 6ptico,
Figura 5-A , se sabe que la de fibra de agave presenta un radio minimo de 50 ym y un radio
maximo 170 ym y una densidad de 0.74 g/cm® (Bessadok et al.2009). Los tratamientos a los que
fue sometida la pifia de agave tienen repercusiones directas en el material de constituciéon de las
fibras, tanto en la superficie, como en las dimensiones de las fibras, las cuales se ven afectadas

por la eliminacion parcial de los materiales de cimentacion, como las sustancias pécticas, lignina y
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la cuticula cerosa amorfa, de manera que ocasiona cambios en la fibra. En la extraccion sélido
liquido, los cambios son causados por efecto de un disolvente que es el agua, esta es absorbida
causando hinchazon de las fibras y agregados de varias moléculas; esto tiene lugar en el corazén
de las fibras primarias, llamada luz, que aunado a la agitacion y temperatura, aceleran el proceso
de disolucion de estos materiales de cimentacion, Figura 5-B, mientras que en el tratamiento
mecanico, se rompe el material de cimentacién por una fuerza de extrusion de las fibras, Figura 5-
C. Estas imagenes fueron tomadas de Bessadok et al, .2009 para ilustrar el cambio que ocasionan
los tratamientos a las fibras.

Figura 5. Fibra de Agave (Americana L.) Imagen A: Fibra sin tratamiento. B: Fibra después de un tratamiento
de extraccion sélido liquido. C: Fibra después de un tratamiento mecanico. (Tomada de Bessadok et al.
2009).

La extraccion solido liquido se ve afectada por la capacidad de adsorcién del material que se utilice
como adsorbente, presentandose una isoterma caracteristica. La isoterma de las fibras como las
del agave es de tipo IV (Jonquiéres y Fane, 1998). Este modelo supone que Unicamente una
fraccion de las moléculas de agua puede ser adsorbida en sitios especificos de adsorcién. Dicho
comportamiento es el resultado de dos procesos: la adsorcién en la superficie de micro-cavidades
(volumen libre, microporos etc.) y la adsorcién debido a la presencia de grupos hidrofilicos (grupos
hidroxilo de la celulosa). Tales sitios especificos también existen en la periferia de los haces de
fibras. Constan de las cargas negativas como las moléculas del acido galacturénico y pectina. Con
base a ello mediante isotermas de adsorcién se han hecho calculos para los sitios especificos de
la capacidad de adsorcion en la fibra de agave que es alrededor 0.015 g agua/g de celulosa que
representa el contenido de grupos hidrofilicos, capaces de retener las moléculas de agua
(Bessadok et al., 2009). Este proceso limitara la capacidad de extraccidon ya que llegara a la
saturacion de agua de la fibra y estas moléculas queden retenidas de tal forma que no sea posible

que se lleven acabo procesos de difusion.
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En cuanto a los procesos de difusion, los modelos consideran a los sélidos microestructurales,

como un sistema mixto de células intactas o dafadas, la extraccion del soluto puede concebirse
como un proceso constituido por dos factores: uno representa la extraccion rapida en las células
con paredes celulares danadas y el otro transferencia mas lenta del soluto desde las células
intactas (Ali, 1996; Hulbert y Biswal, 1998; Krasuk et al., 1967). De esta manera la extraccion
solido liquido esta limitada por el paso lento de deteriorar primero los materiales de constitucion de
las fibras, que aunque previamente fueron cortadas, el dafno no es tan abrasivo como en el
proceso de extraccion mecanica, ademas del acceso de las moléculas de agua al soluto de
interés, ya que se puede ver reducido por interacciones fuertes como puente de hidrogend con
otras moléculas presentes en la fibra de agave. Para conseguir una extraccién rapida y completa
del solido, se tiene que ofrecer al disolvente superficies de intercambio grandes y recorridos de
difusion cortos. Esto se puede lograr triturando el sélido a extraer, en particulas no muy pequenas,
ya que puede causar apelmazamiento que dificultaria el paso del disolvente. Mientras que en el
proceso de extraccion mecanico las fibras se dafian automaticamente, al pasar por las cuchillas

facilitando asi la extraccién de azucares dando un contenido mas alto del mismo.
El Cuadro 10 presenta la comparacion de la composicion quimica del aguamiel obtenido de tres
variedades (manzo, cenizo y amarillo) cultivadas en el Estado de Tlaxcala (Flores et al., 2007) y

los valores de los parametros obtenidos en el presente estudio para A. salmiana.

Cuadro 10. Caracteristicas fisicoquimicas de aguamiel de cuatro tipos de maguey de México.

%ZT:;S:;%EIS Tlaxcala Estado de México
Manzo Cenizo Amarillo A.salmiana

Densidad g/cm?® 1.298 1.268 1.231 1.112
pH 6.300 6.400 6.600 6.845
indice de refraccion 1.352 1.353 1.365 1.349
SO"d?fé‘:‘i‘)’(')“b'es 11.440 11.010 12.670 22.000
Acidez (%) 1.650 1.410 1.470 1.567
Humedad (%) 87.000 87.900 86.000 87.400
Proteina (g/L) 3.410 3.110 2.490 3.323
Cenizas (g) 0.534 0.413 0.480 0.419
Azulcares totales (g/L) 8.650 10.021 8.069 32.130
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Los solidos solubles (°Brix) del aguamiel aumentan con la edad de las pifias del agave utilizadas
para su extraccion, asi como, la especie utilizada y la época del afio. Los valores mas altos de
soélidos solubles se presentan cuando hay sequia y disminuyen cuando se recolecta el aguamiel en
época de lluvia (Saavedra et al., 2002). Estos factores pudieron determinar la diferencia tan
marcada en el aguamiel empleado para este estudio y el aguamiel obtenido de la zona de

Tlaxcala.

El contenido de azucares totales obtenidos puede, explicarse por el tamafo y peso de la pifa, que
es la parte donde se acumulan los carbohidratos presentes en el aguamiel, en el estudio realizado
por Gonzalez (1994) indica que especies como cenizo y amarillo reportan una diferencia de peso
de 12.65% entre ellas considerando soélo la pifia y meyote. Por otro lado, la capacidad de
almacenar agua en agaves, esta relacionada con el tamafio de éstos, afectando directamente la

concentracion de azucares en el aguamiel (Nobel, 1998).

Otro factor importante que afecta el contenido de azucares en el aguamiel, tiene que ver con la
hora de recolecta, asi en las mafianas es donde mayor produccion se obtiene de aguamiel (Ruiz et
al., 2000). Otro factor posible de influencia en el contenido de azucares, es la diferencia de
temperaturas registradas en un mismo dia, y a diferentes horas, la temperatura influye de manera
directa en los procesos fisioldgicos basicos de representantes de la familia Agavaceae, como
fotosintesis y respiracién. La fotosintesis en agaves se incrementa con temperaturas promedio
frescas diurnas (22 a 25 °C) y nocturnas (14 a 16 °C), pero disminuye por temperaturas promedio
céalidas durante el dia (>28 °C) y la noche (>20 °C), al reducirse la fotosintesis se incrementa la
respiracion. Ambos factores determinan en gran parte la cantidad de azucares que se forman en
las hojas y posteriormente se transportan y almacenan en el tallo, y por lo tanto también afecta el

contenido de azucares en el aguamiel (Pimienta et al., 2000).

La época del afio también afecta el volumen de producciéon de aguamiel, en A. salmiana la época
de primavera es la mas favorable lo cual puede deberse a que el periodo productivo, es mas
prolongado en primavera, ademas de que hace mas calor, por lo tanto la planta tiende a acumular
agua para realizar sus funciones vitales aumentando el volumen de produccion (Ruiz et al., 2000).

Otro factor que influye en la produccion es la ubicacién geografica (Mendoza, 1983).
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7.3 PRETRATAMIENTO DEL AGUAMIEL DE Agave salmiana.

Mediante el proceso de liofilizacion normal se obtuvo un caramelo, sumamente higroscopico, de
dificil manejo, mientras que para la liofilizacion con tratamiento previo con etanol se obtuvo un
producto mas parecido a una goma. Se esperaba obtener un polvo en ambos casos al realizar la
liofilizacion, la explicacion para que esto no sucediera es por el efecto de las sustancias disueltas
en el liquido a liofilizar, tales como proteinas, carbohidratos, grasas y sales en la formacién de
cristales de hielo antes de la eliminacién del agua (Kessler, 1981). El aguamiel esta compuesto de
agua, sacarosa, glucosa, fructosa, gomas, proteinas, minerales y vitaminas (Loyola, 1956; Cravioto

et al., 1953), que afectan el proceso de cristalizacion.

En los alimentos se pueden obtener distintas estructuras durante el proceso de congelaciéon dentro
de las que se encuentran cristales de hielo, mezclas eutécticas y zonas vitreas amorfas, en las
cuales la viscosidad es tan alta que impide la cristalizacion del azucar. Estas ultimas son
propiciadas por la presencia de azucares, alcoholes, cetonas, aldehidos y acidos, asi mismo, como
por las altas concentraciones de sodlidos en el producto inicial, como ocurrio en el aguamiel

sometido al método de precipitado con etanol (Fennema, 2000).

El estado vitreo es un estado poco estable que puede alcanzarse por congelacion, concentracion
rapida o deshidratacién de una solucion, asi como, por fusién térmica de algunos azlcares
cristalinos seguida de un enfriamiento brusco, que impide que las moléculas se reorganicen y
formen un cristal. Los azucares en estado vitreo son higroscépicos, lo que contribuye a su
inestabilidad pues aumenta la movilidad del agua y como consecuencia su cristalizaciéon. El
ejemplo tipico es el de los caramelos duros, ya que son soluciones sobresaturadas de sacarosa
donde la cristalizacion se ve impedida por la alta viscosidad y por la presencia de otros azucares
como glucosa y fructosa, condiciones que se encuentran presentes en el aguamiel (Nuria et al.,
1999).

Este trabajo se realizé6 de manera conjunta con Rocha y Rojas (2009), quienes evaluaron el polvo

obtenido en el proceso de secado por aspersion y obtuvieron los resultados mostrados en el
Cuadro 11.
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Cuadro 11. Caracteristicas del aguamiel en polvo

Humedad Solubilidad Aw Rendimiento dp
% % % um
1.99 90.49 0.18 45.1 9

Aw: actividad de agua dp: diametro de particula
Fuente: Rocha y Rojas, 2009
A las condiciones trabajadas en el presente estudio se logré obtener un rendimiento de 45.1%, que
fue ligeramente mayor comparado con el de 42% obtenido para el aguamiel de Agave atrovirens
Karw trabajado por Torres y Morales (2005), quienes utilizaron un flujo de alimentacion 1.2 L/h,
flujo de aire de aspersion 0.02 m%s, temperatura de entrada 120 °C y maltodextrina al 10%. Sin
embargo, ambos rendimientos son menores al rendimiento de 66.4% obtenido por Santillan et al.
(2000), quienes emplearon un flujo de alimentacion de 20 mL/min, la presioén del aire generada por
el compresor de 0.15 Mpa, temperatura de entrada 160 °C y una mezcla de maltodextrina y goma

arabiga a la concentracién de 10% con aguamiel de Agave salmiana de San Luis Potosi.

Las maltodextrinas se usan para contribuir en el secado por aspersion sobre todo en muestras con
alto contenido de azucares para evitar que se hidraten demasiado rapido y evitan que pueda
ocurrir una aglomeracion de las particulas originando una pasta y no un polvo como ocurrié en el
proceso de liofilizacion. De esta manera proporcionan una continuidad estructural durante la
formaciéon de la pelicula encapsulante, mejorando con ello la eficiencia del proceso de secado
(Lumdubwong, 2001). Dependiendo del tipo de agave empleado, la concentracion de
maltrodextrinas, el equipo de secado y las condiciones de operacion es el rendimiento obtenido.
Asi mismo, las interacciones que se presentan entre los agentes encapsulantes como la goma
arabiga y las maltodrextrina influyen significativamente en el rendimiento del 66.4% reportado por
Santillan et al. (2000).

7.4. IDENTIFICACION CUALITATIVA

7.4.1. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Se realiz6 el analisis por espectroscopia infrarrojo para los productos obtenidos en los tratamientos
de extraccion, obteniéndose los espectros de las Figuras 6-8. En la Figura 9 se muestra el
espectro de la inulina grado alimentario y en la Figura 10 el espectro de la inulina obtenida de la

Achicoria, reportado en la literatura, con el fin de comparar los extractos con dichos estandares.
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Inulina de Achicoria

83?&@&9&

N
v

4000 3500 3000 2500 2000 . 1500 1000 500

1/cm

Figura 10. Espectro de IR de la Inulina obtenida de Achicoria (Molina, 2005)

La finalidad de utilizar esta técnica fue para comparar los espectros de IR de los compuestos
obtenidos en los diferentes métodos de extraccion, asi como, del aguamiel, con los espectros de la
inulina para poner de manifiesto la presencia de este compuesto en los productos de los tres
procesos utilizados para la extraccion de inulina. Lo primero que se observa es que los espectros
de las Figuras 9 y 10, que corresponden a la inulina comercial grado alimentario y la inulina de la
Achicoria, respectivamente, presentan picos caracteristicos similares, a pesar de que se
obtuvieron en laboratorios diferentes, lo que nos indica que es posible considerar estos espectros
como representativos del compuesto denominado inulina. Molina et al.,, 2005, al comparar el
espectro de inulina de Achicoria con los obtenidos de la inulina de alcachofa y la inulina de Dalia,
observaron un patron esencialmente idéntico donde las bandas caracteristicas aparecieron en
3353 cm™ y en 1745 cm™. El primero pico fue identificado como un grupo O-H y el segundo como
C=0 (Wu and Lee, 2000).

Se observa que alrededor de la frecuencia 3300 y 1600 cm™ en los espectros de jugo, extracto y
aguamiel, tenemos un pico particular, la frecuencia que abarca de 3300-3500 cm™ es caracteristica
de enlaces N-H que pertenece al grupo funcional de las aminas o bien de H que pertenecen a un

puente de Hidrogeno u O-H libre (McMurry, 2001). La frecuencia de 1450-1600 cm™ corresponde a
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los aromaticos y la de 1640-1680 cm™ corresponde a C=C es decir a los alquenos (McMurry,
2001), por lo que podriamos ubicar estos grupos funcionales en los espectros para jugo, extracto y
aguamiel. Solo dos espectros presentan un pico alrededor de la frecuencia 1020 cm™ el de jugo y
el aguamiel, esta frecuencia de 1000-1500 cm™ corresponde a un enlace C-O que puede
pertenecer a un éter. Los espectros de inulina grado alimentario y grado quimico también
presentan una banda caracteristica alrededor de esta frecuencia (1000 cm™). En la regién 1030-
1230 cm™ se encuentra el enlace C-N que también pertenece a las aminas. La diferencia es que el
enlace C-N pertenece a una amina primaria y el N-H a una amina secundaria (Yufera, 1996) en
esta longitud solo se encuentras bandas en la inulina proveniente de Achicoria.

Con los espectros de IR, obtenidos para extracto, jugo y aguamiel se vislumbré que existe una

gran posibilidad de que la inulina se encuentre presente en ellos.

7.4.2. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO ANIONICO DE ALTA EFICACIA ACOPLADA A
PULSOS AMPEROMETRICOS HPEAC-PAD

Los productos obtenidos del aguamiel fueron sometidos a una cromatografia iénica adaptada a un
detector con pulsos amperométricos. Se generaron los cromatogramas que se presentan en las
Figuras de la 11, 15, 16, y 17. En la Figura 11 se presenta el cromatograma obtenido para la
inulina de la planta Dalia, que se corrié bajo las mismas condiciones, y en la cual se muestran los

tipos caracteristicos de estos carbohidratos con sus tiempos de retencion.
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Al comparar la Figura 11 con el cromatograma obtenido para la inulina de Achicoria (Figura 12), se

observa un patron caracteristico de bandeo de la inulina extraida de Dalia y Achicoria.
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Figura 12. Cromatograma de la inulina de la Achicoria (Ravenscrof et al., 2009)

Asi mismo, en la Figura 13 se presentan los picos caracteristicos obtenidos en el cromatograma de
la maltodextrina a dos concentraciones diferentes de hidroxido de sodio. Es importante notar que
los picos de mayor tamafo se obtienen entre los 15 y los 30 minutos. Es elemental considerar este
carbohidrato por que es utilizado en los procesos de secado por aspersion, que es le método mas

empleado en la obtencion de inulina comercial.

T
15 20 25 an 35 40 45 a0 a5 &1
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Figura 13. Cromatograma de la separacién de maltodextrina con A: 100 mM y B: 150 mM de NaOH (Dionex
2009b)
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En la Figura 14 se presenta el cromatograma obtenido para la inulina obtenida del Agave

americana, en cual se presentan los picos tipicos y se observa que se encuentran entre 30 y 50
minutos.
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Figura 14. Cromatograma de la inulina de Agave americana (Ravenscroft et al., 2009)

Con los cromatogramas presentados anteriormente es posible analizar los resultados obtenidos
para las tres pretratamientos realizados empleando aguamiel. En la Figura 15 aparecen la bandas

caracteristicas obtenidas para el aguamiel liofilizado.
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Figura 15. Cromatograma del aguamiel liofilizado
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Se observa en esta figura que los picos caracteristicos de la maltodextrina se encuentran entre los
15 y los 40 minutos, mientras que se presentan picos caracteristicos de la inulina entre los 35 y 50
minutos, que son similares a los obtenidos para el A. americana (Ravenscroft et al., 2009).
También entre el tiempo 0.1 y 10 minutos se observan los picos caracteristicos que se obtuvieron
en la inulina de Dalia, Achicoria y de A. americana. Por lo que a pesar de que la textura del
producto liofilizado no fue adecuada para su uso posterior, la inulina se encuentra presente en este

compuesto.

El cromatograma tipico para el aguamiel precipitado con alcohol y liofilizado posteriormente se
presenta en la Figura 16.
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Figura 16. Cromatograma del aguamiel precipitado con alcohol previo al proceso de liofilizacion

A pesar de que en esta Figura se presentan lo picos tipicos en el intervalo de tiempo 0.1 a 10
minutos para las inulinas, los picos caracteristicos para el intervalo de tiempo entre 35 y 40
minutos, aparecen disminuidos. En estudios recientes se sabe que la inulina y sus derivados son
moléculas relativamente pequefias (peso molecular aproximado de 6,000), en comparacion con
otros compuestos convencionalmente aceptados como fibra dietética (peso molecular entre 10,000
—50,000), por lo tanto, estas inulinas no precipitan completamente en solucién de etanol, pues son
solubles o parcialmente solubles en dicho solvente (Madrigal y Sangronis, 2007), por lo que es
probable que una parte de ellas se pierda durante la precipitacion y por ello se vean parcialmente
disminuidas en el producto final obtenido. Sin embargo aparecen algunos picos de gran tamafo en

la zona de 10 a 28 minutos. Tal vez sean carbohidratos que presentan un menor peso molecular,
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ya que en la Figura 11 se presenta el pico caracteristico a la glucosa que se encuentra entre 0.1 y

10 minutos.

El producto obtenido para el aguamiel secado por aspersion se presenta en la Figura 17, podemos
observar que la mayoria de los picos se presentan entre 0.1 y 20 minutos, debido que se utilizd
maltodextrina, aparecen los picos caracteristicos de esta compuesto entre 15 y 25 minutos y los

primeros picos representan carbohidratos de bajo peso molecular.

INULINA AGUAMIEL SECADO POR ASPERSION
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Figura 17. Cromatograma del aguamiel secado por aspersion

Debido a la facilidad de manejo y conservacion, se decidié trabajar con el producto obtenido del
secado por aspersion, ya que se obtuvo en forma de polvo y se pudo almacenar a temperatura

ambiente con facilidad y sin riesgo de que se descompusiera.

7.4.3. IDENTIFICACION DE INULINAS POR RESONANCIA MAGNETICA
Con la finalidad de caracterizar la inulina obtenida del aguamiel, al polvo obtenido en el proceso de
secado por aspersion se le determind su espectro de resonancia magnética nuclear de hidrégeno,

NMRH' (Figura 18) y se comparé con las inulinas comerciales grado quimico y alimentario.
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Figura 18. Espectro de RMNH® de la inulina del aguamiel de Agave salmiana

Para realizar la discusion de los picos obtenidos se comparé con el cromatograma obtenido para la
inulina extraida del agave A. americana (Ravenscroft et al., 2009), que se muestra en la Figura 19,
la composicion esperada para inulina consiste en unidades de fructosa ligadas por enlaces B 2-1
fructosil-fructosa o Fructopiranosil (Frus), siendo el término “fructanos” usado para denominar este

tipo de compuestos y una unidad de glucosa acoplada por un enlace a 1-2 residuo D-
glucopiranosil o glucopiranosa terminal (Glc,) (Sims, 2003). Esta técnica nos permite encontrar los
hidrégenos (H1, H2...Hn) unidos a los grupos funcionales principales. Como se puede observar en
el cromatograma de la Figura 19, se han indicado los picos caracteristicos en los cuales se
encuentran los hidrogenos que corresponden a Fructopiranosil y a glucopiranosa. Asi en el
intervalo de 3.4 a 4.3 ppm se encuentran ubicados la mayoria de los hidréogenos de Fructopiranosil
y en menor grado a la glucopiranosa, es decir, los H2-H6 asociados a los residuos de Gluc, y B-
Fru;. Entre 4.5 y 4.7 ppm se ubica el solvente que se utilizd, que en este caso fue DHO, y en 5.4 se
encuentra el hidrégeno H1 asociado a de la gucopiranosa, a- Gluc, (Ravenscroft et al., 2009). Las
senales complejas restantes entre 4.40 y 3.50 ppm presentes en la inulina de Agave americana se
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atribuyen a la multiplicidad de los picos de Fru; o que sugiere la presencia de vinculos adicionales

y de ramificacion asociados a residuos Fru; que conforman un polimero lineal con enlaces B 1-2
(Ravenscroft et al., 2009).

n-5
f-Fruy
Inulina de Agave HOD
americana
H-4
B-Fru,
H-3
B-Fru,
H-1 o-Grle,
57 54 5.1 4.8 4.5 I 4.2 3.8 3.6 3.3

PR
Figura 19. Espectro de RMNH' para la inulina extraida de Agave americana (Ravenscroft et al., 2009)

Tal como se ilustra en la Figura 20, la estructura A pertenece a la molécula lineal con enlaces B 1-
2 caracteristica de la inulina, mientras que la molécula B es propia del agave, y aunque también
posee enlaces B 1-2, tiene ramificaciones adicionales originando un espectro mas complejo, esta
molécula recibe el nombre de agavina (Mancilla y Lépez, 2006).
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Figura 20. A: Molécula de inulina, B: inulina encontrada en el agave; Agavina (Mancilla y Lépez, 2006)
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Tomando unicamente el intervalo 1 a 5.5 ppm para el espectro de la inulina obtenida de aguamiel
de A. salminana (Figura 21) se observa que aparecen los picos descritos en el cromatograma de
inulina de A. salmiana, en este caso, el agua deuterada D,O presenta un pico caracteristico en 4.6
ppm. Sin embargo se observa que aparecen varios picos entre 3 y 4.2 ppm, lo que indica la
presencia de ramificaciones adicionales a la inulina. Asimismo, es probable que se presenten las

sefales correspondientes a la maltodextrina utilizada para el secado por aspersion.
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Figura 21. Ampliacién del espectro de RMNH" de la inulina del aguamiel de Agave salmiana

El especto de resonancia magnética nuclear de hidrogeno caracteristico para la inulina comercial
grado quimico (sigma), se presenta en la Figura 22. Se observa un pico caracteristico en 4.6 ppm

que es el que se identifica como agua deuterada (D,0), que fue el solvente que se ultilizo.
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Figura 22. Espectro de RMNH" para la inulina comercial grado quimico (sigma)

Para la inulina grado quimico se presenta una serie de picos entre 3 y 4 ppm, los cuales aparecen
en los espectros de resonancia, tanto de la inulina obtenida del aguamiel de Agave salmiana, asi
como, para el espectro tomado de la literatura que corresponden a inulina de Agave americana. Se
presenta un pico en 5.2 ppm, que corresponde al pico de 5.4 ppm obtenido en este ultimo

espectro.

Comparando con los reportes bibliograficos, se tiene que la inulina extraida de la Achicoria
presenta el espectro mostrado en la Figura 23, en el que se detectan en el intervalo de ppm de 3.4
a 4.3 la mayoria de los hidrégenos de Fructopiranosil y en menor grado a la glucopiranosa, es
decir, los H1-H6 asociados a los residuos de Gluc, y B- Fru; que corresponden con los picos
detectados en la Figura 19 y 21 que corresponden a las inulinas extraidas de A. americana

(Ravenscroft et al., 2009) y de A. salminana, que se utilizé en este trabajo.
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También se determind el espectro de resonancia de la inulina comercial grado alimenticio, en la

Figura 24 se muestra dicho espectro, se pude observar que aparecen los picos caracteristicos

para las inulinas antes estudias
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Figura 23. Espectro de RMNH' de la inulina extraida de Achicoria (Ravenscroft et al., 2009)
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Figura 24. Espectro de RMNH' de la inulina comercial grado alimentario.

53



Evaluacion del efecto prebi6tico

Tanto para RMN como para IR se observa que el factor determinante es el método de obtencion y
purificacion, asi como, la fuente de la que es extraida la inulina. Las dos fuentes empleadas en el
estudio como grado analitico, provienen de Achicoria (patrén en la determinacién de HPLC) y Dalia
(patréon en la determinacion de HPACE-PAD), ambas son fuentes caracteristicas para la obtencion
de inulina a nivel industrial, cuyo proceso de extraccion es el siguiente: se lava y reduce su
superficie, se realiza la extraccién por agua caliente, posteriormente se trata el extracto con una
mezcla de enzimas que incluye entre otras una sacarasa para destruir la sacarosa presente, a-
amilasa y maltasa de modo que éstas degraden todos los carbohidratos presentes menos los
fructanos. Los azucares resultantes se eliminan por una refinacion mediante resinas de
intercambio iénico, la inulina ahora obtenida se trata con una exoinulasa purificada o inmovilizada
si se desea obtener fructanos menores, se purifica mediante filtracion estéril, la concentracion de
producto final se logra por evaporacion, principalmente empleando secadores de aspersion
(Madrigal y Sangronis, 2007; Marquina y Santos, 2003; Utha State University, 2003).

La fuente grado alimentario se obtiene de la raiz de Achicoria donde se extrae por un método
térmico, bajo inmersion en agua caliente, posteriormente se realiza una hidrélisis enzimatica
parcia, que no es tan especifica como la de grado quimico, (no se realiza la purificacién con
columnas de intercambio i6nico), posteriormente se somete a secado por aspersion para obtener
el producto final (Orafti, 2007).

La inulina obtenida de aguamiel no llevo un proceso de hidrdlisis parcial, ni purificacion posterior,
unicamente se realizo el secado por aspersion, con la incorporacion de un agente encapsulante la

maltodrextrina.

7.5. ANALISIS CUANTITATIVO DE LA INULINA

7.5.1. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE INULINA POR HPLC

Se realiz6 el analisis de las inulinas grado quimico, alimentario e inulina extraida del aguamiel de
A. salmiana sometido a un proceso de secado por aspersion, por medio de HPLC Figura 25. El
tiempo de retenciéon encontrado fue de 8.0972 min y las concentraciones de inulina para cada

muestra se localizan en el Cuadro 12.
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Figura 25. Espectro del andlisis de las inulinas empleando HPLC.

Cuadro 12. Concentracion de las inulinas empleadas en g/L

*Concentracion g/L
Aguamiel | 15.6780
Alimentario | 18.0920
Quimico | 20.0382

* Concentracion de inulina evaluada en polvo rehidratada en agua, no en el medio de cultivo

La inulina esta formada por unidades denominadas fructanos estos son polimeros de fructosa
lineares y ramificados, que se sintetizan anadiendo mediante enlaces 8 2-1 unidades de fructosa a
tres trisacaridos basicos (1-kestosa, 6-kestosa y neokestosa), éstos trisacaridos basicos se
producen por la unién de una fructosa a uno de los tres grupos hidroxilo primarios de la sacarosa
vacuolar, las elongaciones posteriores ocurren por enzimas especificas denominadas fructosil-
transferasas, que transfieren fructosa desde la sacarosa para elongacién de la cadena fructano. La
variabilidad entre especies e incluso la especificidad de los tejidos en la estructura de los fructanos
y su grado de polimerizacion, se puede atribuir a las diferencias en las fructosiltransferasas
(Hellwege et al., 2000; Pavis et al. 2001; Vergauwen et al., 2003). El modelo basico para la sintesis
de inulina involucra dos enzimas, la primera enzima Sacarosa-sacarosa 1-fructosiltransferasa (1-
SST) cataliza la transferencia de un residuo fructosil de una molécula de sacarosa a otra molécula
se sacarosa, formandose el trisacarido 1-Kestona, la segunda enzima [ 2-1 fructan-1-
fructosiltransferasa (1-FFt) transfiere residuos de fructosa desde la molécula de fructano con un
grado de polimerizacion 23 a otra molécula de fructano o a la sacarosa. La accion de estas dos
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enzimas da como resultado una mezcla de fructanos con cadenas de distintas longitudes (Koops y
Jonker, 1996, Lischert et al., 1996, Van den Ende et al., 1996).

En contraste con el almiddn, el que es almacenado en organelos especializados (plastidos), los
fructanos son sintetizados y almacenados en las vacuolas de las células vegetales. En otras
plantas, los fructanos se almacenan en 6rganos especializados, como por ejemplo en la raiz
principal de Achicoria (Cichorium intybus), en los tubérculos de Dalia (Dahlia variabilis), y en los
bulbos del tulipan (Tulipa gesneriana) y de la cebolla (Allium cepa) (Tognetti et al., 1990).

En cuanto a la produccion de inulina en la planta de achicoria se ha demostrado una correlacion
entre la iniciacion de la sintesis de la misma y el estrés producido cuando se le somete a bajas

temperaturas y a déficit hidrico, respectivamente (De Roverr et al, 2001).

En el agave se lleva acabo el metabolismo acido de las crasulaceas (CAM) y como carbohidratos
de reserva almacenan fructanos que también es por respuesta al estrés ambiental ya que se
desarrolla en regiones con escasa disponibilidad de agua y de CO; por lo que los sintetiza para
soporta la sequia (Taiz y Zeiger, 2002). A este respecto Mojica y Lopez (2008), realizaron un
estudio para ver como afectaba la edad de la planta de Agave tequilana Weber variedad azul en la
produccién de fructanos y encontraron que el contenido de fructanos no mostré un crecimiento
exponencial de acuerdo a la edad de la planta. Los cambios mas notables se encontraron en las
etapas que obedecen, ya sea al gasto energético, que implica el primer evento de reproduccién
asexual (hijuelos entre los 3 y 4 afios de edad), madurez fisiolégica de la planta (entre los 6 y 8
afnos) y/o al rapido desarrollo de la inflorescencia (después de los 8 anos). Mediante cromatogrfia
en capa fina (TLC) se observé que las plantas de 1 a 5 afios de edad almacenan principalmente
fructanos de bajo grado de polimerizacién (fructooligosacaridos) mientras que las plantas de 6 a 10
afios almacenan fructanos de alto grado de polimerizacién. A través de HPAEC-PAD se confirmd
la complejidad estructural de los fructanos de agave. La planta empleada para este estudio

corresponde a la edad de 9 afios donde se almacenan fructanos de grado de polimerizacion altos.

Esto demuestra que ademas de las diferencias morfolégicas en las plantas existen también
cambios fisiolégicos, resultando en diferencias significativas tanto en el contenido de
carbohidratos, como en la estructura y grado de polimerizacion de los fructanos afectando la

concentracion de los mismos en las inulinas empleadas.
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7.6. EFECTO PREBIOTICO DE LOS FOS DE AGUAMIEL EN BACTERIAS LACTICAS

7.6.1. CINETICA DE CRECIMIENTO MEDIO MRS CON GLUCOSA

Se evalué el crecimiento de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus en medio MRS
complementado con inulina en concentraciones de 4, 12 y 20 g/L , para la inulina grado quimico,

grado alimentario, y aguamiel. Las cinéticas obtenidas se muestran en las Figuras 26-28.
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Figura 26.Cinéticas de crecimiento de BAL con glucosa e inulina (4g/L)

En la Figura 26 se presentan las cinéticas de crecimiento de las bacterias lacticas crecidas en
medio MRS con glucosa, adicionado con diferentes tipos de inulina a una concentracion de 4 g/L,
el ANOVA de medida repetidas indico diferencias estadisticas significativas en el crecimiento de
las bacterias al ser crecidas en los diferentes sustratos empleados (F 3g = 61.7, p<0001). La
prueba a posteriori de Duncan mostro a la inulina grado quimico como la que presentd el mayor
crecimiento, posteriormente la inulina grado alimentario, subsiguientemente la inulina de aguamiel,

siendo el control el que presentd el menor nimero de UFC.
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Figura 27.Cinéticas de crecimiento de BAL con glucosa e inulina (12g/L)

En la Figura 27 se presentan las cinéticas de crecimiento de las bacterias lacticas crecidas en

medio MRS con glucosa, adicionado con diferentes tipos de inulina a una concentracién de 12 g/L,

el ANOVA de medida repetidas indico diferencias estadisticas significativas en el crecimiento de

las bacterias al ser crecidas en los diferentes sustratos empleados (F 35 = 1688, p<0001). La

prueba a posteriori de Duncan mostro a la inulina grado quimico como la que presentd el mayor

crecimiento, posteriormente la inulina grado alimentario, subsiguientemente la inulina de aguamiel,

siendo el control el que presentd el menor nimero de UFC.
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Figura 28.Cinéticas de crecimiento de BAL con glucosa e inulina (20g/L)
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En la Figura 28 se presentan las cinéticas de crecimiento de las bacterias lacticas crecidas en
medio MRS con glucosa, adicionado con diferentes tipos de inulina a una concentracion de 20 g/L,
el ANOVA de medida repetidas indico diferencias estadisticas significativas en el crecimiento de
las bacterias al ser crecidas en los diferentes sustratos empleados (F 35 = 4670, p<0001). La
prueba a posteriori de Duncan mostro a la inulina grado quimico como la que presenté el mayor
crecimiento, posteriormente la inulina grado alimentario, subsiguientemente la inulina de aguamiel,

siendo el control el que presentd el menor nimero de UFC.

7.6.2. CINETICA DE CRECIMIENTO MEDIO MRS SIN GLUCOSA
Se evaluo el crecimiento de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus en medio MRS sin glucosa
complementado con inulina en concentraciones de 4, 12 y 20 g/L para la inulina grado quimico,

grado alimentario, y del aguamiel. Las cinéticas obtenidas se muestran en las Figuras 29-31.
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Figura 29.Cinéticas de crecimiento de BAL sin glucosa e inulina (4g/L)
En la Figura 29 se presentan las cinéticas de crecimiento de las bacterias lacticas crecidas en
medio MRS sin glucosa, adicionado con diferentes tipos de inulina a una concentracion de 4 g/L, el
ANOVA de medida repetidas indico diferencias estadisticas significativas en el crecimiento de las
bacterias al ser crecidas en los diferentes sustratos empleados (F 35 = 5830, p<0001). La prueba
a posteriori de Duncan mostro a la inulina grado quimico como la que presentd el mayor
crecimiento, posteriormente la inulina grado alimentario, subsiguientemente la inulina de aguamiel,

siendo el control el que presentd el menor nimero de UFC.
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Figura 30.Cinéticas de crecimiento de BAL sin glucosa e inulina (12 g/L)

En la Figura 30 se presentan las cinéticas de crecimiento de las bacterias lacticas crecidas en
medio MRS sin glucosa, adicionado con diferentes tipos de inulina a una concentraciéon de 12 g/L,
el ANOVA de medida repetidas indico diferencias estadisticas significativas en el crecimiento de
las bacterias al ser crecidas en los diferentes sustratos empleados (F (35 = 4845, p<0001). La
prueba a posteriori de Duncan mostro a la inulina grado quimico como la que presentd el mayor
crecimiento, posteriormente la inulina grado alimentario, subsiguientemente la inulina de aguamiel,

siendo el control el que presentd el menor nimero de UFC.
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Figura 31.Cinéticas de crecimiento de BAL sin glucosa e inulina (20 g/L)
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En la Figura 31 se presentan las cinéticas de crecimiento de las bacterias lacticas crecidas en

medio MRS sin glucosa, adicionado con diferentes tipos de inulina a una concentracién de 20 g/L,
el ANOVA de medida repetidas indico diferencias estadisticas significativas en el crecimiento de
las bacterias al ser crecidas en los diferentes sustratos empleados (F 35 = 3772, p<0001). La
prueba a posteriori de Duncan mostro a la inulina grado quimico como la que presentd el mayor
crecimiento, posteriormente la inulina grado alimentario, subsiguientemente la inulina de aguamiel,

siendo el control el que presentd el menor nimero de UFC.

Se realiz6 el ANOVA de dos factores para evaluar el efecto de la concentracion y el tipo de inulina
para las cinéticas en medio MRS con y sin glucosa. Se obtuvo lo siguiente: para las cinéticas con
medio MRS con glucosa diferencias estadisticas significativas (F 224y =3750, p<0001) y con la
prueba a posteriori de Duncan se formaron tres grupos siendo la concentracion 20g/L la que
presentd el mayor numero de UFC. Para el tipo de inulina (F (324) =2656, p<0001) y con la prueba a
posteriori de Duncan se formaron cuatro grupos, siendo la inulina grado quimico la de mayor
numero de UFC y para la interaccion inulina y concentracion (F 24y =427, p<0001) medio MRS

con glucosa para diferentes inulinas.

Para las cinéticas con medio MRS sin glucosa se obtuvieron diferencias estadisticas significativas
(F 224y =1109, p<0001) y con la prueba a posteriori de Duncan se formaron tres grupos siendo la
concentracion 20g/L la que presentd el mayor nimero de UFC. Para el tipo de inulina (F (324)
=13387.3, p<0001) y con la prueba a posteriori de Duncan se formaron cuatro grupos, siendo la
Inulina grado quimico la de mayor niumero de UFC y para la interaccion inulina y concentracion (F

©,24) =139, p<0001) medio MRS con glucosa para diferentes inulinas.

Es importante considerar que la inulina comercial grado quimico (Sigma) es obtenida de Achicoria
ya que la especie de planta mas utilizada para la extraccion industrial de la inulina es la Chicorium
intybus (Achicoria), y fue el complemento del medio de cultivo MRS que obtuvo los mejores
crecimientos de bacterias lacticas en las cinéticas realizadas. En ambas fermentaciones tanto en la
de medio MRS con glucosa como en MRS sin glucosa el consumo de inulina se ve determinado
por la pureza, complejidad y concentracion de la misma. Tanto la inulina grado quimico como la
inulina grado alimentario, se obtienen de la raiz de achicoria, la diferencia entre ellas es la
composicion, asi la inulina grado alimentario contiene 90% inulina, 6% sacarosa, 4% glucosa-

fructosa y en la inulina grado quimico se eliminan las trazas de sacarosa y glucosa-fructosa mante
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niendo solo las cadenas de inulina (Orafti, 2009). Ahora bien, la inulina obtenida en el proceso de
secado por aspersion del aguamiel contiene maltodextrinas, por lo que su grado de pureza

disminuye al compararlo con las inulinas comerciales utilizadas.

La complejidad de las inulinas comerciales utilizadas tienen un grado de polimerizacion que varia
de 2-38 unidades de fructosa y que por lo regular presentan los tipos de enlace 3 1-2 en cadenas
lineales (Mancilla y Lopez, 2006; Ravenscroft et al., 2009). Asimismo, se ha reportado que la
inulina de agave (agavina) presenta un grado de polimerizacion entre 6-50 unidades de fructosa,
con enlaces B 1-2 en cadenas ramificadas (Mancilla y Lopez, 2006). Por otro lado, en
investigaciones realizadas por otros investigadores, se ha observado que el consumo de
fructooligosacaridos generados en la hidrélisis de inulina de Achicoria, son aprovechados vy
metabolizados rapidamente por bacterias lacticas y que las tasas de metabolizacién para la inulina
GF, (con un residuo de glucosa) y F, (sin glucosa residual) son similares, sin embargo la

fermentacion es lenta cuando el grado de polimerizacién es mayor a 10 (Roberfroid et al., 1998).

Con respecto a la concentracion de inulina utilizada, se observdé que el incremento en la
concentracion produjo un incremento en el crecimiento bacteriano, estos resultados coinciden con
los obtenidos por Mifiana (2007), quien realizd un estudio donde evalu6 diferentes concentraciones
de FOS y encontr6 que el crecimiento de lactobacilos y bifidobacterias es directamente
proporcional a la concentraciéon. Con respecto a la inulina de agave en relacién a la inulina
obtenida de Achicoria, Carrillo et al. (2009), realizaron un estudio con Lactobacillus en presencia
de fructanos de Agave tequila contra fructanos de Achicoria encontraron que los fructanos de
Achicoria mostraron el mejor efecto con respecto a los de maguey de acuerdo con los resultados
del analisis de varianza el efecto de los dos tipos de fructanos sobre el incremento en el desarrollo
de Lactobacillus fue estadisticamente diferente, pero dependid significativamente de la fuente y
concentracion del fructano, observandose un efecto directamente proporcional a la concentracién,
siendo el mejor tratamiento el que incluia los fructanos provenientes de Achicoria en la mayor
concentracion utilizada que fue de 21 g/L. La interaccion fuente vs concentracion fue altamente
significativa pero en dependencia de la fuente de fructano. Con respecto al crecimiento
determinado por densidad optica, los fructanos de Achicoria provocaron un mayor incremento
(p>0.001) indicando un mayor desarrollo del microorganismo. Este efecto también fue demostrado
en las cinéticas realizadas en el presente trabajo Figuras 26-31 donde se observa que el mayor

crecimiento se obtuvo con la inulina grado quimico seguida de la de grado alimentario (ambas
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provenientes de achicoria) posteriormente la inulina de aguamiel de A. salmiana y por ultimo el

testigo. Relacién que también se observa en las cinéticas realizadas con Lactobacillus delbrueckii

que a mayor concentracion mayor crecimiento.

Las cinéticas con medio MRS con y sin glucosa presentaron un mayor crecimiento en la inulina
grado quimico, seguida de la inulina grado alimentario, ambas con un grado de polimerizacién
menor que la inulina de agave, esta ultima mostrando un crecimiento reducido que las dos
anteriores ya que el microorganismo tarda mas en metabolizarla. Urias y Lopez (2004), evaluaron
los fructanos de diferentes agaves con respecto al crecimiento de Bifidobacterium breve y
observaron que los fructanos de diferentes agaves tuvieron efectos distintos en estimular el
crecimiento de B. breve. Los fructanos de cadena mas corta estimularon mejor el crecimiento
bacteriano. De esta manera, los fructanos de hoja de A. angustifolia Oax., Dasyrilion spp. y A.
tequilana Gto. fueron los que presentaron mayor efecto comparado con los de inulina comercial
marca Orafti que utilizaron (Raftilose®Synergy1), la cual tienen mayor grado de polimerizacién. A
su vez, también fue mayor el crecimiento bacteriano al compararlo utillizando fructosa. La fructosa
es absorbida antes de entrar al intestino grueso, no llegando a estimular el crecimiento de las
bacterias coldnicas, caso contrario a los fructanos, los cuales se ha reportado que

aproximadamente el 88% alcanza el colon.

Serrato et al. (2005), evaluaron el crecimiento de Lactobacillus delbruecki en un medio compuesto
principalmente por sacarosa y extracto de levadura observaron que la concentracion de sustrato al
final de la evaluacion después de 150 h se mantiene estable, llegaron a la conclusion de que
Lactobacillus delbruecki limita su consumo por los niveles de concentracion de acido lactico
alcanzado que causan la inhibicion del crecimiento y del consumo de sustrato. El tipo de sustrato
puede modificar la concentracion del acido lactico u otros acidos como acidos acido acético,
propidnico y butirico ocasionando que Lactobacillus delbruecki asimile de manera distinta cada uno
de ellos viéndose reflejado en el crecimiento del mismo, es probable que sea uno de los factores
que influyan en el bajo crecimiento cuando se emplea glucosa e inulina juntas dentro del medio de

cultivo.

Un crecimiento lento debido a la presencia de glucosa como fuente principal de carbono, fue
observado por Escalante et al.2006, al evaluar tres diferentes fuentes de carbono: glucosa, inulina
y almidon resistente tipo 1l en Lactobacillus casei y Lactobacillus fermentarum en medio MRS, se

obtuvo un mayor crecimiento al utilizar almidén resistente e inulina. En el medio con glucosa como
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fuente de carbono, se observé una disminucién en la concentracion durante las tres primeras
horas de cultivo. Efecto mostrado también en Lactobacillus delbruecki el mayor crecimiento se
observé en las cinéticas sin glucosa. Gibson y Wang (1994) emplearon inulina y oligofructosa para
evaluar el crecimiento de Bifidobacterium el estudio confirmé la mayor capacidad fermentativa de
bifidobacterium en el medio suplementado que en medio que solo contenia glucosa. En otro
estudio realizado por Donkor et al., (2007) se demostrdé que la inulina es mejor estimulante con
respecto al almidén de maiz, ya que se requirieron mas bajas concentraciones de inulina que de
almidon para obtener un efecto considerable en el crecimiento de Lactobacillus. Factor que se
evidencia en las cinéticas realizadas en este trabajo aunque no se evalué almidon se evallua
inulina contra glucosa y se observa que la inulina (sin la presencia de glucosa) esta siendo mejor
estimulante que la glucosa, y como se menciono anteriormente en el estudio de Urias y Lopez.
(2004), los fructanos de agave son mejores estimulantes que la fructosa. Tanto la glucosa como la
fructosa son monosacaridos que al unirse para formar oligosacaridos pueden adquirir una
configuracion especial que los hace tener un efecto prebiotico (Solange y Ismael, 2006) en estos
estudios se evidencia que por si solas no estimulan el desarrollo de las bacterias lacticas pero una
vez que estas moléculas (glucosa y fructosa) entran en la via de sintesis de polifructanos descrita
con anterioridad se observa que generan enlaces 3 2-1 que las hace especiales y no fermentables
por cualquier microorganismo solo aquellos que poseen las enzimas necesarias para desdoblar el
enlace y aprovechar dichas fuentes de carbono. El efecto prebiotico esta siendo demostrado por
las cadenas de polifructanos y no por las moléculas simples de glucosa y fructosa. Esta
observacion origino el concepto de prebiodtico siendo Weston y Brocklenbank los que llegaron a la
conclusion de que los azucares que provocaban el efecto prebidtico eran los oligosacaridos no las

moléculas simples que los conforman.

En los cultivos con menor cantidad de inulina 4 y 12 g/L se registraron crecimientos menores hasta
de 10% UFC de magnitud con respecto a los que contenian cantidades mayores de este sustrato
(20 g/L), siendo que las cuentas viables mas elevadas fueron las de los cultivos con inulina grado
quimico lo cual sugiere que para las concentraciones de 4 y 12 g/L existe una limitante de
nutrientes para la proliferacion de esos cultivos. En consecuencia, los resultados obtenidos en el

medio a 20 g/L ofrecen la disponibilidad de mayor cantidad de material fermentable.
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7.7. DETERMINACION DE LA VELOCIDAD MAXIMA DE CRECIMIENTO

Los parametros cinéticos del crecimiento de BAL con y sin glucosa en presencia de inulina se
presentan en el Cuadro 12. Se observa que el crecimiento de las mismas es favorable en el medio
estandar de referencia (MRS), sin embargo, la inulina grado quimico presenté la mayor velocidad
de crecimiento, seguida por la inulina grado alimentario y posteriormente por la inulina de aguamiel
de Agave salmiana. Las velocidades maximas mas altas se obtuvieron en las cinéticas con inulina
y sin glucosa, esto evidencia que las BAL tienen mayor afinidad por la inulina que por la glucosa.
Con relacion al tipo de inulina prefiere la de grado quimico, en segundo lugar se encuentra la de

grado alimentario, y finalmente la inulina de agave.

La concentracién de inulina es la que proporciona el material disponible para el metabolismo y
desarrollo de Lactobacillus, siendo ésta la que le confiere mayor capacidad fermentativa en
comparaciéon con el medio con glucosa e incluso que en el que no tiene glucosa, este efecto

también fue observado por Gibson y Wang en Bifidobacterium (1994).

Cuadro 13. Velocidad maxima (Log UFC/mL/h), medio con y sin glucosa

Concentracion Velocidad maxima(Log Velocidad maxima(Log
Inulina UFC/mL/h) UFC/mL/h)
de Inulina(g/L) Medio MRS con glucosa Medio MRS sin glucosa
Testigo 0 0.0752+0.0071 0.0580+0.0012
Agave 4 0.0841+0.0040 0.0625+0.0020
Alimentario 4 0.0903+0.0057 0.0899+0.0127
Quimico 4 0.091210.0243 0.1151+0.0183
Agave 12 0.1091+0.0147 0.1076+0.0122
Alimentario 12 0.1109+0.0179 0.1226+0.0155
Quimico 12 0.179640.0372 0.1551+0.0309
Agave 20 1.4515+0.1348 1.5147+0.1160
Alimentario 20 1.4555+0.1330 1.6343+0.1206
Quimico 20 1.5535+0.1407 1.6972+0.1290
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8. CONCLUSIONES
El analisis bromatoldgico de la piha de Agave salmiana reveld que es una fuente valiosa para

extraccion de carbohidratos vy fibra.

El proceso de extraccion mecanico generé una extraccion de azucares mayor que el extracto
obtenido mediante proceso térmico por los diferentes procesos de difusion y de transferencia que
tienen lugar principalmente en las fibras de agave. El aguamiel se considero como una fuente

potencial de inulina, al presentar mayor contenido de carbohidratos.

El aguamiel obtenido de Agave salmiana cubre con las especificaciones de la NMX-V-022-1972

siendo clasificado por la misma como de tipo I.

El aguamiel obtenido de Agave salmiana presenta un contenido de azucares totales superior con

relacién a otros agaves reportados (manzo, cenizo y amarillo provenientes de la zona de Tlaxcala).

El proceso de liofilizacidon no permitid la deshidratacion total del aguamiel, mientras que la
incorporaciéon de un agente encapsulante (maltodextrina) mediante secado por aspersion permitid
la deshidratacion total llegando a un producto final en polvo con facilidad de manejo, transporte y

conservacion semejante a las fuentes comerciales empleadas.

La espectroscopia infrarroja reveld la presencia cualitativa de inulina en el jugo, extracto y

aguamiel.

Por medio de la cromatografia HPAEC-PAD se identifico cualitativamente la inulina en el producto

liofilizado y el agente de recubrimiento en el aguamiel secado por aspersion.

La técnica de RMNH™" permitié identificar de forma cualitativa la pureza de las inulinas utilizadas.
Asi mismo, elucidar los perfiles de los componentes mayoritarios en inulina de agave resaltando
que la fructosa se encuentra en mayor proporcion que la glucosa, siento el aguamiel de Agave
salmiana una fuente rica en fructosa que puede proporcionar inulina como fuente de carbohidratos

para su uso como prebiodtico en bacterias lacticas.
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La concentracion de inulina obtenida por HPLC para el aguamiel de A.salmiana fue de 15.67 g/L

bajo las condiciones de trabajo empleadas.

De manera general, la cantidad de UFC/mL en medio MRS suplementado con inulina grado
quimico, grado alimentario e inulina obtenida de aguamiel de Agave salmiana, estuvo directamente
relacionada con la concentracion de sustrato utilizado en el medio. EI mejor crecimiento fue

encontrado con inulina grado quimico a la concentracion de 20 g/L.

La afinidad por la inulina fue mayor que por la glucosa y que la interaccién de glucosa-inulina para

la cepa empleada en el presente estudio (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus)
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