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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion, se estudia el proceso de coccion (hidrolisis térmica) de
las pifias del maguey predominante en el territorio peruano (Agave americana L. variedad
americana), con el objetivo de obtener azucares fermentables y/o azicares reductores directos
(ARD) y evaluar su viabilidad como materia prima alternativa, en la produccién de una bebida
destilada, de igual manera se evalué las caracteristicas fisicas y quimicas de la planta y pifia del
Agave americana L., comparandose con especies representativas mexicanas.

La recoleccion y seleccion de la muestra, esta basada en la metodologia descrita por Jurado y
Sarzosa (2009), posteriormente se evalud las caracteristicas fisicas y quimicas de la planta y
piiia del Agave americana L.; finalmente para la hidrolisis térmica de 03 pifias del Agave
americana L., se usé un autoclave vertical, con la finalidad de acortar el tiempo y temperatura
de coccidn, siguiendo un proceso similar a la elaboracion de los destilados mexicanos como el
mezcal, bacanora y el tequila (que utilizan como materias primas alternativas especies de
Agave). Como resultado de la experimentacion, se obtuvo un rendimiento maximo en azicares
reductores directos de 7.31 g/100g de mosto, para el tratamiento de 110°C x 10 horas, no
generandose cambios sustanciales en la coloracién del mosto (hidroximetilfurfural); este
tratamiento se llevd a fermentar con la levadura Sacharomyces Albicans tipo B, del cual se
conocian sus condiciones de trabajo (pH de 6.5, °Brix de 10, y temperaturas de fermentacion de
25-30°C), donde se evalué el consumo de aziicares, la produccion de CO2, variacion de °Brix y
la produccion de etanol, obteniéndose un rendimiento de 2.42 % de alcohol a las 72 horas de
fermentacion. La investigacion permite concluir la viabilidad de la pifia del Agave america L.,
como materia prima fuente de azicares fermentables en la produccion de una bebida destilada.
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Palabras clave: Agave americana L., hidrolisis térmica, azlicares reductores directos,
hidroximetilfurfural.
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ABSTRACT

In the present investigation , the cooking process (thermal hydrolysis) of pineapples
predominant maguey is studied in Peruvian territory ( Agave americana L. American variety ) ,
in order to obtain fermentable sugars and / or direct reducing sugars ( ARD ) and assess its
viability as an alternative raw material in the production of a destilled drink , just as the
physical and chemical characteristics of the plant and pineapple Agave americana L. ,

comparing with Mexican representative species was evaluated.

The collection and sample selection is based on the methodology described by Jurado and
Sarzosa (2009 ) , the physical and chemical characteristics of the plant and Pineapple Agave
americana L is then assessed .; finally for thermal hydrolysis of 03 cones of Agave americana
L., a vertical autoclave was used , in order to shorten the cooking time and temperature ,
following a similar to the development of Mexican spirits like mezcal, bacanora process and
the tequila (which used as alternative raw materials Agave species ) . As a result of
experimentation , maximum performance in direct reducing sugars 7.31 g/ 100g of must, for
the treatment of 110 ° C x 10 hours was obtained , without generating substantial changes in the
color of the wort ( hydroxymethyl ) ; This treatment was fermented with yeast Saccharomyces
albicans type B, which their working conditions (pH 6.5 , 10 ° Brix and fermentation
temperatures of 25-30 ° C ), where consumption was assessed knew sugars , CO2 production ,
variation of ° Brix and production of ethanol to obtain a yield of 2.42 % alcohol after 72 hours
of fermentation . The research allows to conclude the feasibility Pineapple Agave L. americana
as a raw material source of fermentable sugars for the production of a destilled drink.

Xiv



Key words: Agave americana L., hydrolysis, Direct Reducing Sugars, hydroxymethylfurfural.
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L INTRODUCCION

El maguey (Agave americana L.), conocido cominmente como “cabuya”, es una de las
especies vegetales de mayor abundancia en el Perfi, se encuentra por todos los valles
interandinos de la sierra, que crece en terrenos baldios, pendientes pedregosos, constituye
parte del paisaje andino, y forma habitualmente cercos perimétricos, para evitar el acceso a
terrenos de cultivos ¢ impide la erosién del suelo (Pardo, 2005; Bautista, 2006; Venero,
2006). Las referencias bibliograficas de su utilizacién agroindustrial en nuestro pais son
escasas; no obstante, en algunas regiones se obtienen productos derivados del exudado
denominado “aguamiel” como son: la chancaca, chicha, miel de maguey, etc. (Pardo,

2007).

Las pifias de los Agaves en general, estin compuestos por polimeros de cadena lineal,
unidos por enlaces polipeptidicos, parecidos al almidon, conocidos como
fructooligosacaridos (FOS), La inulina, es un azicar complejo, que no puede fermentar en
forma natural, por lo que es necesario el desdoblamiento de sus azicares en formas mas
simples para que puedan ser consumidos por las levaduras Sacharomyces cerevisiae

(Cifuentes et al., 2010, Montafiez et al., 2011; Avila et al., 2012).

Este desdoblamiento y/o solubilizacion de la inulina (fuente de azicar de las pifias de los
Agaves) solo podra ser llevada a cabo de manera efectiva en la etapa de cocimiento,
conocida también como hidrdlisis térmica (etapa clave para la obtenciéon de azucares
simples), siendo su rendimiento dependiente de los siguientes parametros del proceso:

temperatura de cocimiento y tiempo de residencia en los autoclaves (Mancilla-Margalli,



2002; Garcia, 2004; Gutiérrez et al., 2007; Leyba et al.,, 2010). Una adecuada coccion
permite obtener un mosto con un alto contenido de azicares fermentables, que serviran de
sustrato para las levaduras durante ¢l proceso fermentativo y ademas determina su mejor

rendimiento en etanol durante la etapa de la destilacion (Franco, 1997 y Gbémez et al.,

2006).

El adecuado control del tiempo de residencia en los autoclaves, permitiran una conversion
total de la inulina en fructuosa — glucosa; por otro lado, la coccion de la pifia con un menor
tiempo de exposicion al calor no permitird la conversion total de la inulina a fructuosa-
glucosa, o caso contrario, se puede presentar el problema de caramelizacion del jugo, por
una excesiva exposicion al calor, conllevando a la pérdida de la materia prima (Canizales,

1995; Garcia et al., 2003, Garcia et al., 2004).

Por consiguiente, €l presente trabajo de investigacion se enmarca dentro de los siguientes
objetivos.
Objetivo general
o Extraer azucares reductores de la pifia del 4Agave americana L., por hidrolisis
térmica y aplicarse en la obtencién de una bebida destilada.
Objetivos especificos
e Determinar las caracteristicas fisicas de la planta y composicién quimica de la pifia
del maguey (4gave americana L.), procedente de la provincia de Abancay - Region
Apurimac- Pert.
e Determinar los parametros del proceso de hidrélisis térmica en la pifia (Agave

americana L.), en la obtencion de azicares reductores directos.



e Determinar la influencia de los parametros del proceso de hidrolisis térmica en la

produccién de Hidroximetilfurfural (HMF).



I. MARCO TEORICO

2.1 Maguey (Agave americana L.)

2.1.1  Origen e historia

Todas las fuentes revisadas concuerdan en que el maguey es de origen mexicano, aunque
algunos consideran que ya habia llegado al Perti antes de los espafioles. Garcilazo de la
Vega (1501), seflala que los espafioles lo llaman maguey, y los indios “chuchau”. Los
espafioles no tardaron en llevarla a Europa en siglo XIV, y de donde s¢ extendi6 por todas

las regiones tropicales del continente africano, asiatico en forma silvestre (Pardo, 2005).

La especie es nativa de Latinoamérica, especificamente de Méjico, desde donde pasé a
Europa, puesto que figura como especie cuyas semillas fueron enviadas a Espafia por Sessé

y Mociiio entre 1789 y 1793 (Venero, 2006).

Segura (2006), indica que después de la conquista, se introdujo el maguey en el extranjero.
Se le encuentra en las Antillas y en california. Al otro lado del golfo mexicano se extiende a

Cuba, Jamaica y Santo Domingo. Al norte a la Florida, Georgia y Carolina del Sur.

Se encuentra el maguey en la provincia de Caracas en Venezuela, en Cumand, y en el

Orinoco, en el Perti y en Chile.

El Agave o maguey, como lo llamaron los espafioles, no es una palabra de origen
mexicano, si no que proviene de las Antillas. En los pueblos mexicanos le llamaban “metl”

en nahuatl, “tocamba” en purépecha y “guada” en otomi (Saldivar, 2007).



2.1.2  Distribucion

El género Agave (sensu estricto), es endémico de América, de sus aproximadamente 200
especies, 150 se encuentran en México, lo que representa el 75%, mas 36 que pertenecen a
categorias infraespecificas, lo cual constituye un total de 186 taxones. La distribucién del
género abarca del sur de los Estados Unidos (con dos especies disyuntas en Florida), hasta
Colombia y Venezuela. Esta 4rea incluye todas las islas del Caribe, desde las Bahamas a

Aruba, Curacao y Trinidad y Tobago.

Los paises con el mayor nimero de taxones son México, Estados Unidos, Cuba y

Guatemala; los demds tienen menos de 8 especies, cifra que representa menos del 3% del

total (Garcia, 2007).

2.1.3  Clasificacién

Garcia (2007), establece que no existe ningin trabajo de clasificacion que abarque todas las
especies del género Agave. El sistema de clasificacion mas reciente, a nivel infragenérico,
fue elaborado por Gentry en 1982; sin embargo, su obra sélo incluye los Agaves de
Norteamérica continental, dejando fuera las especies del Caribe y Sudamérica. Gentry
presenta los resultados de un intenso trabajo de campo en el que observo, analizo, colectd y
preparé ejemplares de herbario. En la delimitacion de las especies emplea caracteres
morfolégicos, proporcionando descripciones detalladas de las plantas, discute la variacion
en las poblaciones y menciona los complejos taxondémicos, tipificando, ademés, cada taxon,

con lo cual resuelve numerosos problemas de nomenclatura.



214 Nombres comunes

Linneo descubri6 el Agave americana en el siglo XVIII (1753), comunmente se encuentra
en forma silvestre en nuestros valles interandinos y cumpliendo funcién ornamental en
Jjardines costefios, como cerco de los terrenos de cultivo con diversos nombres vernaculares
entre los cuales los mas comunes tenemos : Agave, maguey, chuchau, pajpa, penca, pinca,
cabuya americana, century plant, Ancash — chanpatra, pita, cocuisa, cocui, cabuyeru, penca
azul, México, kellupancarita, chichimeco, maguey meco, ckara, Okce packpa, packpa
pappe mare. En Espafia se conoce con los nombres de pita, acibara, azabara, cabuya, cardal,

pitera azil, champagra del Pera (Pardo, 2005).

2.1.5 Taxonomia y biosistematica
De acuerdo a C.L.N.B (Cédigo Internacional de Nomenclatura Bot4nica) el Agave tiene la

siguiente clasificacion:

Division : Faner6gamas
Sub- Divisién : Angiospermas
Clase : Monocotiledéneas
Orden : Iridineas
Familia : Amariliddceas
Sub — familia : Agavoidea
Género s Agave
Especie : Agave americana L.

El Género Agave comprende plantas indigenas de América, de tallo bastante desarrollado y

vivaces de raiz fibrosa. Las hojas agudas, carnosas y terminan en una espina.

Las flores tienen un periantio infundibuliforme de 6 salientes e insertados sobre el tubo del
periantio; el ovario adherente e inferior; el fruto es una capsula de 5 celdillas con muchas

semillas (Pardo, 2005).



Figura 01. Principales variedades del Agave americana.

A- variedad americana; B- variedad margarita; C- variedad medio picta
Fuente: Jurado y Sarzosa (2009).

2.1.6  Descripcion botanica

El nombre del género proviene del griego agavos que significa magnifico, admirable,
hermoso o noble. Son plantas monocotiledoneas de la familia de las Agavaceae. Su historia
taxonémica ha presentado problemas y hasta hoy existen discordancias entre los autores
sobre los géneros que deben integrar la familia, asi como, dificultades para identificar y

clasificar algunas especies (Pardo, 2005).

El Maguey es una planta herbacea con un periodo de crecimiento y maduracion de 10 a 18
afios después de los cuales florece. El tiempo de maduracién depende de las condiciones

climéticas y de suelos (Pardo, 2005).

Segtin Cifuentes (2010), el tiempo de maduracion del Agave mezcalero o cenizo, esde 4 a

20 afios 0 mas, mientras que Arcos ef al., (1998), establece que los magueyes en general



alcanzan su madurez fisiol6gica después de 6 u 8 afios, y es posible cosecharlas entre 8 y

los 12 afios de edad, intervalo que alcanza su completo desarrollo.

La raiz es amplia y robusta. El tallo es unico, no ramificado, generalmente oculto por las
hojas en su etapa inmadura. Se le descubre cuando las hojas son cortadas, las hojas estan
dispuestas en forma de roseta alrededor del tallo, son de color verde grisaceo muchas veces
azulado, miden 1.20 a 2.00 m, son gruesas, carnosas, lanceoladas y sin peciolo con un
ancho de 30 cm, son ligeramente céncavas hacia arriba y adentro, de bordes firmes con una
hilera de espinas terminando el vértice con una espina de 3 ¢cm de largo. La superficie esta
cubierta de una membrana resistente y blanquecina. En el espesor de las hojas se encuentra

fibras longitudinales muy resistentes y maleables.

Del vértice del tallo, en el centro de gigantesca roseta, surge verticalmente hacia arriba el
tallo floral que llega a medir de 6 a 8m de altura, este se ramifica en candelabro y da origen

a paniculos de varios centenares de flores.

Figura 02. Aspectos Botéanicos del Agave americana.
A - Agave americana; B- apice de la hoja; C- diente lateral de una hoja; D- hojas del Agave
Fuente: Jurado y Sarzosa (2009).



Las flores son mixtas tubulares de 5 cm de largo de color amarillo verdoso, formada por 6

pétalos, 6 estambres largos y un ovario tripartido.

‘\"l\ \ \#

Figura 03. Aspectos Botanicos del Agave americana, Inflorescencia.
A Floracién, By C- Flores de Agave; D- Frutos de Agave.
Fuente: Jurado y Sarzosa (2009).

El fruto es una cépsula triangular, prismatica oblonga, de 4 cm aprox. de largo y lleno de
semillas. Las semillas son planas de color negro, miden aproximadamente de 6 a 8 mm,
germina en los pedinculos florales y los frutos rdpidamente son reemplazados por los
hijuelos (bulbillos), que son plantas en miniatura con unas cuantas hojas, tallo corto y
raicillas que caen al suelo y comienza la vida de una planta. Una vez producida los frutos la

planta muere.

Figura 04.Aspectos Botanicos del Agave americana, Frutos y semilla
A- Fruto, B- frutos abiertos y secos, C- fruto seco, D- semilla.
Fuente: Jurado y Sarzosa (2009).



Los Agaves se pueden propagar mediante bulbillos que son brotes vegetativos que se
generan en los pedunculos florales, en el tallo y entre una hoja y otra (brote axial), sin
embargo, para el Agave americana, esta practica no es usual, ya que no es comuin hallar
dichos brotes vegetativos, 0 son muy escasos. En el Agave americana principalmente se
utilizan los hijuelos que nacen desde los rizomas de la planta madre, para posteriormente

ser trasplantados cuando alcanzan un tamafio de hasta de 50 cm (Jurado y Sarzosa, 2009).

Frinos \ ﬂ
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Figura 05. Morfologia de un Agave americana (Jurado y Sarzosa, 2009).
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2.1.7  Cultivo y explotacién

En el Pert, la especie crece silvestre y cultivada. Para Middendorf (1974) y Cerrate (1998),
citados por Pardo (2005), se la encuentra espontanea en la costa y en la sierra entre los 3800
de altitud, aunque a esa altura las rosetas alcanzan apenas 2 m. de diametro, mientras en la
costa y sierras bajas pueden superar los 3 m. Generalmente se la emplea como cercos
defensivos en las zonas escarpadas, aridas y rocosas, para rodear terrenos agricolas y para
formar barreras que protejan de la erosion las laderas, caminos o bordes de canales
favoreciendo la estabilizacion del terreno segin Middendorf (1974) y Brack (1999) citados
por Pardo (2005). Consideraciones que coinciden con Carhuapoma y Portuguez (1996),
citados por Pardo (2005) quienes la sefialan como especie empleada desde tiempos
inmemoriales para estabilizar andenes y circundar las parcelas mencionando ademas su

potencialidad como suplemento en la alimentacién de ganado.

Davila, (2004), sostiene que esta planta es aprovechada por los pueblos en el ande en un
sinfin de productos. He aqui un compendio de sus estudios: del jugo de las hojas se elabora
chancaca, miel, caramelos, azicar, toffees, vinagre, bebidas fermentadas (pulque y
guarapo), bebidas frescas (chicha de maguey), aguamiel y néctares (Pardo, 2005).Sin
embargo, otros paises como Brasil producen industrialmente un promedio 250 000
toneladas de fibra de Agave por afio y México industrializa al Agave principalmente para la
produccion de corticoides y hormonas sexuales, produccion de bebidas alcoholicas como:

Pulque, Mezcal y Tequila (Pardo, 2005).
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2.1.8  Usos populares de maguey
El maguey es una planta que tiene diversas aplicaciones, que es aprovechada por la

poblacién que conoce sus diversos usos, los cuales se describe a continuacion:

2.1.8.1 Medicinal

En muchos lugares de nuestro pais es empleado como enemagogo, ya sea la savia no
fermentada o una infusion de sus hojas, asi como, antirreumatico, diurético, laxante, y

antisifilitico (Pardo, 2005).

Venero (2006), cita a Soukup (1970), en el que refiere su uso como planta medicinal y
reporta que se usa como: cicatrizante, desinflamatorio, estomacal y ocular, en el tratamiento
de la ictericia, de ciertas dolencias hepaticas y de la apendicitis; mientras Brack (2003),
menciona su uso medicinal como planta vulneraria, anti-cefaleas, anti-irritante, depurador
de la sangre y su uso en el tratamiento de la ictericia, enfermedades hepaticas, apendicitis,
hidrofobia, conjuntivitis, quebraduras y luxaciones; Ademas, Venero (2006) cita a Valera
(1597), que menciona su uso en medicina para la curacién de llagas canceradas o

inflamadas, para extirpar gusanos y para la limpieza de cutis.

También se usa la infusion de las hojas combinada con miel para el lavado de los ojos

irritados. Las hojas cocidas se usan como lociones para las enfermedades de los ojos.

Pardo (2002) cita a Juscafresa (1975), quien indica que Agave americana L. posee
propiedades astringentes y calmantes. La raiz seca en decoccion durante 10 minutos a dosis
de 20 gramos por litro de agua, purifica la sangre. El zumo obtenido de las hojas mezclado
con aceite de oliva y aplicado en fricciones, alivia el dolor de gota y reuma.

12



Peana et al.,(1997), menciona que el Agave americana L., en la medicina popular ha

demostrado propiedades diuréticas, laxantes y antiinflamatorias.

Contrario a lo mencionado por todos estos autores, la savia del Agave americana L, causa
también reacciones cutineas al contacto con la piel tal como lo menciona De la Cueva et
al.,(2005), la savia del interior de sus hojas es el componente mas irritante, ya que contiene
cristales en forma de aguja de oxalato calcico (raphides), aceites volatiles, saponinas, goma
de Agave y otros componentes, causando reacciones cutdneas por diversos mecanismos:
dermatitis irntativa de contacto, dermatitis alérgica de contacto, urticaria de contacto y
fotodermatitis, el cuadro clinico clasico comienza a los pocos minutos de la exposicion a la
savia con una sensacidn intensamente pruriginosa y, posteriormente, formacion de papulas

y vesiculas.

2.1.8.2 Alimentacién del ganado

Se usa como planta de forraje en su etapa inmadura, principalmente en las épocas de
sequia. Constituye una alternativa para la alimentacién del ganado vacuno y caprino
principalmente el aguamiel, los primero brotes de los tres dias se usa para alimentacion del

ganado porcino (Pardo, 2005).

Venero (2006), refiere sobre el uso de su escapo como alimento para el ganado vacuno, y
que resulta ser un nuevo tipo de uso para la especie. Se trata de un uso con caracter
temporal, es decir, cuando existe la disponibilidad de escapos tiernos, entre los meses de
septiembre a noviembre, que coincide con temporada en que también hay escasez de

alimento para el ganado.
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2.1.8.3 Alimentacion del hombre

En la alimentacién humana en nuestro medio, actualmente se usa la savia denominada
dulce de maguey, que se obtiene de forma artesanal en algunos lugares de nuestro pais

(Pardo, 2005).

Segtin Pardo (2007), el aguamiel se obtiene cuando la planta alcanza la madurez (cinco a
siete afios) y las condiciones edaficas y ambientales lo facilitan, se anuncia la presencia del
escapo floral. La poblacién nativa, atenta a los cambios lo reconoce, corta el apice
(meristema) y con una barreta hace una cavidad donde se acumula la savia, que diariamente
recolecta. Tanto la cantidad obtenida como el periodo de produccion son variables segin

los autores, lo cual est4 posiblemente influenciado por las condiciones ambientales

En la poblacién peruana segun los estudios realizados del conocimiento de la planta y sus
derivados, su popularidad es todavia baja (Pardo, 2007).En la actualidad se sabe que la
explotacion del aguamiel de Agave es en forma artesanal en su mayor parte, todavia no

existen formas estandarizadas para su aprovechamiento.

Ahora también ya se obtienen derivados como: chancacas y miel; bajo éstas formas se
pueden comercializar, ya que bajo la forma natural no se puede comercializar porque es

muy inestable, rapidamente se fermenta (Bautista, 2006).

Pero la comercializacién bajo éstas formas de chancaca y miel atin no se ha optimizado
porque generalmente se distribuyen en forma de trueques. Si bien es una alternativa para
atenuar los problemas econémicos de las comunidades mas deprimidas, pero aun no se da
la debida importancia y tampoco se incentiva su explotacién racional de la planta, ya que su
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explotacion en muchos casos implica la destruccion de la planta si no se explota

adecuadamente y es necesaria la reforestacion continta (Bautista, 2006).

Bajo la forma de chancaca el producto que se obtiene es de bajo rendimiento en relacion de
la materia prima original, ain no se ha logrado optimizar la explotacion bajo ésta forma.
Bajo la forma de miel también la comercializacion es todavia baja en popularidad, son

populares en los lugares de produccion (Pardo, 2005).

Del lado mexicano, Cervantes y Pedroza (2007) citado por Pardo (2005), mencionan que la
savia azucarada conocida como aguamiel, obtenida a partir de diferentes especies de
maguey (Agave americana, A. atrovirens, A. feroz, A. mapisaga, A. salmiana), es
fermentada para obtener la bebida tradicional Mexicana denominada como pulque, que es
consumida por poblaciones indigenas y mestizas de muchas regiones del pais,

caracterizdndose por ser una bebida alcoholica, blanca, con olor fuerte y viscosa.

Olvera et al., (2008), describe la amplia gama de aplicaciones pdtenciales médicas y
alimentarias directamente asociadas con las fructanas o con moléculas modificadas con
fructosa, los fructosidos, 1o que ha dado un impulso a esta nueva actividad basica y aplicada
que tiene como eje central a este azticar. Una de estas fructanas mas abundantes en la
naturaleza, la inulina esta ligada a la industria tequilera, ya que es abundante en las pifias
maduras de Agave; mediante la coccion de las pifias la inulina se hidroliza en fructosa para
que pueda ser fermentada por las levaduras. Asi mismo, los polimeros de fructosa ocupan
también un papel preponderante en la nutricion moderna, al haberse reconocido su
funcién tanto de fibra soluble como de prebidtico, término con el que se denomina al

“alimento especial” que beneficia a la microflora intestinal.
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2.1.8.4 Elaboracién de bebidas
La bebida que mas destaca en nuestro medio, es conocida como la “chicha de maguey”, que
es la bebida fermentada de aguamiel, hecha a partir de Agave americana (var. americana),

bajo esta forma es consumida por la mayoria de la poblacién que conoce el aguamiel

(Pardo, 2005).

En México la bebida alcohoélica de importancia prehispanica es el pulque, elaborado de la
especie Agave salmiana ssp. Salmiana, llamado por los antiguos “octli”, la cual proviene
del centro de México y era utilizada como bebida ritual y alimenticia. El pulque se elabora
a partir de la fermentacion del aguamiel. El consumo de esta bebida, estaba restringido a
mujeres embarazadas, ancianas y condenadas a muerte, siendo que su consumo no estaba

permitido ni siquiera para el gobernante o los nobles que le rodeaban (Saldivar, 2007).

El maguey pulquero por excelencia es Agave salmiana, tanto por la cantidad de aguamiel
que produce como por la calidad en el sabor, superior a los otros magueyes pulqueros

(Segura, 2006).

Segun Carrillo (2007), México cuenta con 03 bebidas destiladas con denominacién de
origen; el Mezcal, el Bacanora y el Tequila, diferenciandose unas de otras, por las
caracteristicas particulares de su territorio, las especies de Agave que se utilizan en su
elaboracion, las formas de su produccion y otros aspectos que se encuentran consignados en
las denominaciones de origen respectivas. El tequila se elabora a partir de Agave fequilana
Weber azul, el bacanora, se basa Gnicamente en la cosecha de Agave angustifolia, mientras

que el Mezcal, se elabora hasta con 25 especies diferentes, ya sean cultivadas o silvestres,
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asi mismo Goémez et al., (2006), incluye también al Agave americana L, como materia

prima en la elaboracién de mezcal principalmente en el estado de Tamaulipas.

La reptiblica de Venezuela cuenta también con una bebida tradicional al cual denominan
como cocuy, que es una bebida alcohélica producida artesanalmente de la destilacion del
mosto fermentado del Agave cocui Trelease. La produccion del mosto fermentado de cocuy
se conoce desde épocas precolombinas y desde el siglo XVII se elabora el producto

destilado (Leal et al., 2007).

2.1.8.5 Material de construcciéon

Las hojas del maguey constituyen una fuente importante para la obtencion de fibras
naturales muy resistentes, maleables y muy apreciadas. A partir de las hojas se extraen
fibras ya sea en la forma fresca o fibras secas. Estas fibras se usan para la construccion de
sogas, hondas de los pastores, para la elaboracién de mallas de pesca, mallas de embalaje,

mallas de carga, objetos ornamentales y puentes colgantes (Bautista, 2006).

El tallo floral maduro y seco se usa para la construccion de viviendas, puertas, ventanas y
los cormrales de los animales, asi mismo para elaborar los “banquitos” para asiento de

maguey (Pardo, 2005).

2.1.8.6 Combustible

Cuando la planta cumple su ciclo vital, las hojas se secan, estas hojas son usadas como
combustible para uso doméstico y principalmente para calentar hornos artesanales por que
generan gran cantidad de calor. La desventaja que hace su uso doméstico poco comiin, es la
produccién de fuertes sonidos al momento de combustionar, sin embargo en el

calentamiento de los hornos es muy usado (Pardo, 2005).
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2.2 Composicion quimica de los Agaves

La composicion quimica de las muestras de Agave americana que crece en el estado de
Tamaulipas-México, se muestra en el tabla 01. El Agave presenté un alto contenido de
solidos (32.8%). Los fructanos representaron aproximadamente el 70% de los solidos
solubles. Estos compuestos fueron tratados por hidrolisis quimica para la obtencion de

jarabes ricos en fructosa (Gomez-Ayala et al., 2007).

Tabla 01. Composiciéon de las muestras de A. americana (Hidro6lisis dcida cuantitativa).

Componente %
Humedad (H%) 67.25+0.3
Sustancia seca (SS%) 3278 +£0.3
Celulosa (Glucano) 36.20 + 4.29*
Fructanos 69.75 + 1.24*
Lignina de Klason 17.02 +£1.12*

* Porcentaje en peso de materia seca.
Fuente: Gomez-Ayala et al., 2007

2.3 Fructanos

Los fructanos son polimeros de fructosa que constituyen los principales carbohidratos de
reserva en algunas familias del reino vegetal (15% de plantas con flores como la achicoria 'y
los Agaves), o bien, comparten esta funcién con el almidéon y son producidas por
microorganismos; se almacenan en raices, tubérculos, rizomas, inflorescencias y frutos
inmaduros; son sintetizados a partir de sacarosa y sélo contienen un residuo de glucosa en
el extremo reductor de la molécula; presentan diferente grado de polimerizacion, peso
molecular, estructura, y por ende, diferentes propiedades fisicoquimicas y funcionales

(Zamora, 2011; Muiioz et al., 2001).
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2.3.1 Inulina y fructooligosacaridos (FOS)

Los fructanos son considerados como oligo y polisacéaridos resistentes, que contienen como
unidad manomérica a la fructuosa (Englyst et al., 1995 citado por Ramirez, 2009). De
acuerdo a su estructura molecular, los fructanos se dividen en dos clases (Van er al., 1995

citado por Ramirez, 2009):

Levanas: Son fructanas unidas por enlaces glucosidicos 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. polymixa, B. amyloliquefaciens, Lactobacillus reuteri.,
Zymomonas mobilis, Erwinia herbicola, Pseudomonas syringae pv glycinea, P. syringae pv

phaseolicola y Acetobacter diazotrophicus. (Ramirez, 2009; Zamora, 2011).

Inulina: Son producidas por la mayoria de las plantas dicotiledéneas como carbohidratos
de reserva; se caracterizan porque entre las moléculas de fructosa predominan enlaces
glucosidicos B (2,1) (Ramirez, 2009; Zamora, 2011). Es importante mencionar que, se
pueden presentar una variedad de estructuras complejas a través de ramificaciones en las
posiciones complementarias 8 (2,6) de 1a inulina y en las posiciones 8 (2,1) de las levanas;
dichas estructuras reciben el nombre de “fiructanos ramificados” (Zamora, 2011; Mufioz ef

al., 2001; Olvera et al., 2008; Rendon, 2007).

Los FOS se diferencian de los fructo-polisacaridos (inulina), sélo por el grado de
polimerizacion, los FOS poseen de 3-10 unidades monoméricas, mientras que la inulina

llega a poseer de 10-60 (Baghurst et al., 1996 citado por Ramirez, 2009).

19



( fructana tipo inulina) (fructana tipo Ievana)

CHOH O

CHEH,0

OH

OH OH OH

OH -0

OH OH

Figura06.Estructura quimica de los fructanos tipo inulina y tipo levana (Olvera efal., 2008;
Ramirez, 2009).

2.3.2 Aplicaciones de la inulina y fructooligesacaridos (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 reemplazar 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 citado por Ramirez, 2009).

Los FOS, son mas solubles en agua y poseen un sabor moderadamente dulce, lo que los
hace magnificos, para ser empleados como sustitutos del azicar. En combinacién con otros
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azucares, pueden potenciar el sabor afrutado de ciertos productos. Contribuyen a la textura,
muestran propiedades humectantes, reducen la actividad del agua, y los efectos que sufren
los productos, al someterse a cafnbios bruscos de temperaturas, ya sea productos que se
escaldan, hierven o congelan. Asi mismo, la aplicacion de ambos como fibra dietaria, les
confiere propiedades organolépticas a los productos, por lo que son altamente empieados en
yogures, leches fermentadas, bebidas, postres, alimentos bajos en grasas y como sustitutos

de azticares (Van et al., 1995 citado por Ramirez, 2009).

El comin denominador de las bebidas destiladas mexicanas, es que todas ellas se producen
a partir de diferentes clases de Agave, siendo las fructanas la fuente principal de azlcares
fermentables presentes en estos vegetales. En las agavaceas existen diferencias interesantes
en la estructura de sus fructanas que pueden ser, en buena parte, responsables de las
diferencias que caracterizan a las bebidas que de ellas se derivan. En Agave tequilana y
Agave americana se habia reportado la presencia mayoritaria de fructanas tipo inulina

lineal (Olvera et al., 2008)

2.3.3 El 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 anélisis en pifias de
Agave tequilana Weber, que muestran que el contenido de carbohidratos es de 75%, se ha
identificado aziicares como glucosa, dextrina, almidén y principalmente inulina, que
representa el 24 % de los aziicares totales (Arrazola, 1969) y tienen la caracteristica de que
las moléculas que lo componen son mas pequefias que las moléculas de almidon y mas

solubles en agua (Bautista, 2001; Gémez et al., 2008).
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2.4 Carbohidratos

Como indica su nombre, los hidratos de carbono o carbohidratos (CHO) son compuestos
formados por carbono, hidrogeno y oxigeno, presentan la formula general Cx(H20)n, y
tienen estructura de polihidro-xialdehido o de polihidroxiacetona; ademas, todos los

carbohidratos presentan grupos funcionales C=0 o -OH (Badui, 2006).

2.4.1 Clasificacién y nomenclatura de los carbohidratos

Existen diversas clasificaciones de los carbohidratos, cada una de las cuales se basa en un
criterio distinto: estructura quimica, ubicaciéon del grupo C=O (en aldosas o cetosas),
namero de 4tomos de carbono en la cadena (triosa, tetrosa, pentosa, hexosa), abundancia en
la naturaleza, uso en alimentos, poder edulcorante, etc. Por lo general se prefiere el criterio
de la estructura quimica, que hace referencia al tamafio de la molécula o al nimero de
atomos de carbono que ésta contiene, asi como a la cantidad de unidades de azucar que lo
conforman. De acuerdo con este principio, los hidratos de carbono pueden ser

monosacaridos, oligosacéridos y polisacaridos (Ver tabla 02).

Tabla 02. Clasificacién de los hidratos de carbono mds importantes en los alimentos.

a)Monosacdridos (1 unidad de azticar) b) Oligosacdridos (de 2 a 10 unidades de aziicar)
Pentosas. xilosa, arabinosa, ribosa, etc. Disacaridos: lactosa, sacarosa, maltosa, etc.
Hexosas: Trisacaridos: rafinosa, elc.
aldohexosas: glucosa, galactosa, manosa, etc. Tetra y pentasacaridos: estaquiosa,
cetohexosas: fructosa, sorbosa, etc. verbascosa, etc.

¢) Polisacdridos (mds de 10 unidades de azicar)
Homopolisacaridos: almidén, glucoégeno, celulosa, etc.
Heteropolisacaridos: hemicelulosa, pectinas, etc.

Fuente: Badui, 2006.
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2.4.2 La fructosa

La fructosa es un monosacérido que se encuentra principalmente en jugos de diversas frutas
y en las mieles; cuando se hidroliza la sacarosa, se produce en cantidades equimoleculares
con glucosa. Al igual que la mayoria de los monosacéaridos, la fructosa es un azicar
reductor y, dado que es altamente levorrotatorio, se le designa con el nombre de levulosa.
Forma parte de algunos polisacaridos, principalmente de la inulina (polisacarido lineal que
contiene una glucosa terminal, y cuya unién molecular se da mediante enlaces B (2-1)
glicosidicos no digeribles), que se encuentra en plantas como el maguey, el ajo y la

alcachofa, entre otras (Bautista, 2001; Badui, 2006; Avila, 2012; Gonzales et al., 2007).

CH,OH cl
(l:-xo . c2
HOC'IH c3
’H(IZOH C4
H(‘:OH cs
JSHzOH c6

Figura07.D-Fructosa (cadena abierta o aciclica)
Fuente: Fennema, (2000).

2.5 Azucares reductores en las pifias de maguey

La fructosa y la glucosa presentes en el Agave son dos azticares reductores que pueden ser

utilizados para obtener alcohol con un proceso de fermentacién, ademds que pueden
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interactuar con las proteinas dando como resultado la caramelizacién o reacciones de
Maillard (Téllez, 1998, citados por Gonzales ef al., 2007 y Bautista, 2001). La hidr6lisis
total de la inulina produce, ademas de fructosa, de 5 a 6% de moléculas de glucosa

considerada en los extremos de la cadena (Canizales, 1995).

El Agave est4 constituido por los mondmeros fructosa (95%) y glucosa (5%) (Vizcaino et

al., 2007; Gémez et al., 2008; Vargas 2009).

La mayor concentracién de azicares reductores se encuentra en la pifia (16 a 28%) y la
menor en las hojas (3,3 a 16,1%) (Ifiiguez ef al., 2001 y Montafiez S. e al., 2011). La parte
comercialmente importante de los Agaves para la produccién de las bebidas alcoholicas
mexicanas, es el tallo y las bases de las hojas adjuntas, cominmente denominado "cabeza"
o "pifia”, ya que se asemeja a una pifia gigante (Ifiiguez ef al., 2001; Rongel, 2004 y Avila,
2010).

Figura 08. Pifia y/o cabeza del Agave americana L.
Fuente: Adaptacién propia.
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2.5.1 Identificacién de aziicares reductores por el ensayo de Fehling

Los carbohidratos que presentan grupos aldehidicos libres o en forma hemiacetalica
(grupos aldehidicos potenciales) no bloqueados (por ejemplo formando parte de un enlace
glicosidico) pueden ser oxidados por diferentes reactivos, por lo que se les denomina
azucares reductores. Uno de los métodos més utilizados para realizar la determinacién
cuantitativa y cualitativa de determinacion de estos aziicares, es la prueba del Fehling, que
se basa en determinar si el aziicar posee poder reductor ya que los aziicares reductores
tienen una coloracion rojiza debido al 6xido cuproso que se forma por oxidacién del azicar

por medio del catiéon Cu 2+ (Abril et al., 2006).

2.6 Hidro6lisis

En quimica el concepto de hidrdlisis indica un proceso quimico donde una molécula ha
sufrido una ruptura de uno o mas enlaces quimicos, dando lugar a uno o més productos,
siendo el solvente o vehiculo en este proceso el agua. De alli que el proceso se denomine

hidrélisis (hidro = agua y lisis = romper).

2.6.1 Hidroélisis de la pifia de maguey

Los propésitos de la operacion de cocimiento son hidrolizar las cadenas de inulina en
monosacaridos de estructura simple como son la fructosa y la glucosa, asi como
caramelizar algunos azucares que contribuyan de manera significativa al sabor y olor final
del destilado. Esto se logra al aplicar calor, ya sea por calentamiento directo o por

inyeccion de vapor (Canizales, 1995; NOM-006-SCFI-2005-Tequila; Madrigal, 2000).
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Los equipos de cocimiento de los Agaves se lleva a cabo en hornos tradicionales fabricados
de ladrillo, piedra y concreto (de mamposteria 0 subterrdneos) o en modernos autoclaves
de acero a presion, usando como medio de calentamiento la inyeccién directa de vapor
saturado, que tienen la ventaja de acortar el proceso de hidrdlisis (Madrigal, 2000 y Rongel,

2004).

Los Agaves contienen carbohidratos complejos que durante el proceso de hidrolisis, se
degradan por la accion de la acidez del jugo y del calor en el cocimiento, liberando
azucares simples (fermentables), por 1o que puede considerarse una hidrolisis tipo acido-
térmica (Morales, 1997; Madrigal, 2000; Fontana ez al., 2007 citado por Leyba et al., 2010;
Quiroz y Gomez, 1999 citados por Avila, 2012). En esta etapa es importante controlar la
temperatura, si es mas baja que la necesaria, el polisacarido no se degradara y si es muy alta
ocurrird la caramelizacion de los azdcares, en ambos casos se tendrd menor cantidad de

azicares (Bautista et al., 2001).

La ecuacion que nos muestra el desdoblamiento se describe como sigue:

Calor
(Ci2 Hyp Oyym + n(CeHy;005) + n(H0)
Inulina Fructosa Agua

Figura09. Hidro6lisis de la inulina de los Agaves
Fuente: Rongel, (2002).
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2.7 Produccion de subproductos de degradacion (furanos)

Los autores Garcia (1990) y Gonzales et al.,(2007), mencionan que la obtencion de jarabes
fructosados, a partir del Agave por evaporacion y concentracion de extractos obtenidos de
la coccién (hidrdlisis térmica), y prensado de las pifias de Agave, presentan la limitante de
obtener jarabes de baja pureza con téxicos como el hidroximetilfurfural (HMF), debido a la
sensibilidad de la fructosa al calor. Para Garcia et al.,(2003) y Abril er al.,(2006), estos
subproductos de degradacion se caracterizan por tener un gran potencial de inhibir parcial o
totalmente el metabolismo de las levaduras durante la fermentacion de los mostos

hidrolizados.

Las pentosas y hexosas (tanto aldosas como cetosas) en presencia de acidos minerales
(p.¢j., acido sulfurico) y a temperaturas elevadas sufren procesos de deshidratacion
originando furfural (derivados de pentosas) o hidroximetilfurfural (den'vados de
hexosas) (Abril ef al.,2006 y Cortinez, 2010).Cabe sefialar que el efecto toxico de HMF es
menor que el furfural, asi mismo, la conversion de furfural es mucho mas rapido que el
HMF (Harmsen ef al., 2010), debido a que en el medio 4cido la degradacion de azicares.
manomericas sigue el siguiente orden: xilosa> arabinosa> manosa> galactosa> glucosa
(Janga et al., 2012, citado por Altamirano, (2013). A continuacién se muestra la formacion

de estos compuestos:
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il | > N
H CHO H
pentosa furfural

FiguralQ. Formacién de subproductos de degradacién (Furanos)
Fuente: Abril ez al., (2000).

Los monosaciéridos, en caliente y medio muy 4cido, sufren una deshidratacioén que conduce
a la formacion de un anillo pentagonal de furfural o hidroximetilfurfural, segin se parta de
pentosas o hexosas. Los oligo- y polisacaridos también sufren estas reacciones, ya que el
medio acido favorece la hidrolisis previa del enlace glicosidico. Los furfurales formados se

combinan facilmente con diversos fenoles y aminas, dando reacciones coloreadas (Abril ef

al., 2006).

2.8 Bebidas destiladas obtenidas del maguey

Las bebidas que se extraen de las plantas del maguey tienen fama internacional. En la
actualidad tienen mayor consumo las bebidas que una vez fermentadas se destilan, como el

tequila, el mezcal, el bacanora y el sotol. Sin embargo, en paises de América es comun
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identificar otras bebidas como el caso de Venezuela, Colombia y Pera, que estan

empezando a encaminarse en su desarrollo agroindustrial (Saldivar, 2007).

De acuerdo a la definicion de las normas oficiales mexicanas, para los destilados
provenientes de los Agaves con denominacién de origen (Tequila, Sotol, Bacanora y
Mezcal), mencionan que son bebidas alcohdlicas obtenida por destilacion y rectificacion de
mostos, derivados de la molienda de las cabezas de Agave (las especies varian para cada
una de las bebidas),previa o posteriormente hidrolizadas o cocidas, y sometidos a
fermentacion alcohdlica, siendo susceptibles los mostos de ser enriquecidos por otros
azucares hasta en una proporcién no mayor de 49% de azicares reductores totales
expresados en unidades de masa, no estando permitidas las mezclas en frio. El destilado de
Agave es un liquido que, de acuerdo a su tipo, es incoloro o amarillento cuando es
madurado en recipientes de madera de roble o encino, o cuando se aboque sin madurarlo
(Carrillo, 2007; Vera et al., 2007).

Las denominaciones de origen se encuentran reguladas por las normas oficiales mexicas
(NOM), al Tequila lo rige la NOM-006-SCFI-2005; al Mezcal la NOM-070-SCFI-1994; y
al Bacanora la NOM-168-SCF1-2004 (Carrillo, 2007). Mientras que al Sotol lo rige la

NOM-159-SCFI1-2004.

2.8.1 Tequila

Segtin 1la NOM-006-SCFI1-2005, el Tequila se define como una bebida alcohélica regional
obtenida por destilacion de mostos, preparados directa y originalmente del material

extraido, en las instalaciones de las fabricas de un productor autorizado la cual debe
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estar ubicada en el territorio comprendido en la declaracion, derivados de las cabezas
de Agave tequilana Weber variedad azul, previa o posteriormente hidrolizadas o
cocidas, sometidos a fermentacion alcohodlica con levaduras, cultivadas o no, siendo
susceptibles los mostos de ser enriquecidos y mezclados conjuntamente en la
formulacién con otros azucares hasta en una proporcion no mayor de 49% de azucares

reductores totales expresados en unidades de masa, en los términos establecidos por esta

norma.

e T o 5 2

Figura 11. El Agave tequilana Weber variedad azul y el tequila.
Fotos: A-Cultivo Agave tequilana, B: Piiias de Agave tequilana, C: Tequila blanco y
reposado.

Fuente: A (www .hechoxnosotrosmismos.com); B (www_flickr.com); C
(www drinkon.com)

2.8.2 Mezcal

Segun la NOM-070-SCFI-1994, el Mezcal es una bebida alcoholica regional obtenida por
destilacion y rectificacion de mostos preparados directa y originalmente con los azucares
extraidos de las cabezas maduras de los Agaves, previamente hidrolizadas o cocidas, y

sometidas a fermentacion alcohodlica con levaduras, cultivadas o no.
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Para elaborar el Mezcal, se utilizan los Agaves de las siguientes especies:

—~ Agave angustifolia Haw (maguey espadin);

— Agave esperrima Jacobi, Amarilidaceas (maguey de cerro, bruto o cenizo);

—~ Agave weberi Cela, Amarilidaceas (maguey de mezcal);

— Agave patatorum Zucc, Amarilidaceas (maguey de mezcal),

—~ Agave salmiana Otto Ex Salm SSP Crassispina (Trel) Gentry (maguey verde o

mezcalero); y Otras especies de Agave, siempre y cuando no sean utilizadas como

materia prima para otras bebidas con denominaciones de origen dentro del mismo

Estado.

Figural2. Agaves empleados en la elaboracion de Mezcal.
Fotos: A-Agave potatorum Zucc 'y B- Agave salmiana Otto.
Fuente: A (www.cactuspedia.info); B (www.infojardin.com)

2.8.3 Bacanora

El bacanora, es un destilado hecho100% de Agave silvestre asado, fermentado y destilado,
similar al tequila y mezcal diferenciandose por las caracteristicas de la planta utilizada, por
las condiciones climaticas imperantes en la region serrana de Sonora, el tipo de levaduras

silvestres utilizadas y el proceso empleado para su elaboracién. Existen varias especies de
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Agave, cuyo jugo puede ser fermentado y destilado para la produccién de bebidas
alcoholicas, sin embargo, €l Agave angustifolia Haw o Agave pacifica Trel, actualmente
conocido como Agave vivipara L. es el tinico autorizado para la elaboracién de bacanora.
El bacanora, es un licor claro y cristalino y ha sido comparado con los mejores destilados

del mundo (Jurado y Sarzosa, 2009).

Figural3. El Agave angustifolia Haw.
Fuente: (http://blogdetijuana.blogspot.com)

2.8.4 Cocuy

Este es una bebida alcoholica que se obtiene a partir del destilado del mosto o jugo
elaborado a partir del cormo central o cabeza del Agave cocui Trelease.

El Agave cocui Trelease, es una planta autoctona de Venezuela, tipica de las regiones
desérticas. Tradicionalmente esta planta ha sido explotada para la elaboracién de diversos
productos artesanales uno de los cuales es un licor denominado cocuy (Leal y Chirinos,

2003).
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Figurald. El Agave cocui Trelease.
Fuente: (www.Agavepages.co.uk)

2.9 Comparaciones entre los Agaves de México y el Peri

Es necesario hacer una comparacion entre el maguey predominante en todo el Perti (4gave
americana L), y las especies mexicanas como son: el Agave tequilana Weber variedad
azul, materia prima para la elaboracion de la bebida més famosa de México: el tequila, el
Agave angustifolia Haw, materia prima para la elaboracion del Bacanora, el Agave
dasylirion Wheeleri, del que se obtiene €l Sotol, el Henequén (dgave fourcroydes Lem),
de la que se extraen azucares y fibra (Rendon er al, 2007), asi como las especies
mezcaleras: Agave Salmiana, Agave Angustifolia Haw (maguey espadin); Agave
Patatorum Zucc, Agave weberi Cela, etc, y ademas del Agave cocui Trelease, que es una
especie autdctona de Venezuela y de la que se obtiene el destilado denominado Cocuy

(Leal y Chirinos et al., 2003).
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Las comparaciones que se detallaran a continuacion estan relacionadas con las condiciones
geograficas de crecimiento de estas especies, que sin duda, influyen en sus caracteristicas
metabolicas, bioquimicas, fisiolégicas y morfologicas de la planta, y que hacen posible su

gran adaptabilidad y capacidad de subsistir ain en ambientes medioambientales extremos.

Martinez et al.,(2007), menciona que “todas las particularidades bioldgicas de los Agaves,
en su conjunto, les permiten sobrevivir en condiciones extremas de salinidad, sequia, altas
temperaturas, heladas, radiacion solar intensa, suelos escasos y nutricionalmente pobres,
etc.; y les han permitido poblar habitats en los que pocas especies sobreviven como
desiertos, escarpadas laderas de montailas, salinas costeras, € incluso en selvas tropicales
himedas, como epifitas”; De igual manera los autores Rzedowski (1981) y Cronquist
(1977) citado por Verduzco (2008), seftalan que uno de los tipos de vegetacion mas
caracteristico de México es el rosetdfilo, representado principalmente por especies de este
género, especialmente adaptadas a ambientes aridos y con muy baja precipitaciéon anual,
condicién que predomina en mas de la mitad del territorio mexicano; hecho también
afirmado por Garcia (2007), mencionando que los magueyes son plantas xerofitas,
adaptadas a vivir en condiciones climaticas desfavorables, con largos periodos de sequia y

altas temperaturas.

Para el caso del Agave tequilana Weber, Ruiz-Corral et al (2002), establece un rango de
crecimiento 6ptimo entre 1600 y 2200 msnm, alegando que es una especic idénea para
climas subtropicales, con régimen térmico de templado a semicalido, mientras que Garcia
Mendoza (2007), manifiesta que las especies de Agave crecen en un gran numero de

hébitats de México, desde el nivel del mar hasta 3400 msnm, aunque son mas comunes
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entre 1000 y 2000 msnm, son abundantes en las planicies y bases de las montafias de las
zonas aridas y semidridas de la peninsula de Baja California, Sonora (donde crece el Agave
angustifolia Haw), el altiplano mexicano (de chihuahua y Coahuila a Guanajuato y
Querétaro), la planicie Tamaulipefia (donde se desarrollan las especies mezcaleras Agave
Salmiana, Agave Angustifolia Haw, Agave Patatorum zucc, Agave weberi cela), el Valle

de Tehuacan-Cuicatlan y la Cuenca de rio Balsas.

Para el caso del maguey predominante en el Pera , Pardo (2005), afirma que la especie se
promueve y se recomienda para las zonas medias del altiplano andino (3.000 a 3.800
msnm), mientras que Davila C.V (2003), citado por Bautista (2006), manifiesta que el
Agave americana L, crece en los valles interandinos de nuestro pais, entre los 800 a 3000
msnm, pudiéndose encontrar también a altitudes menores y mayores, encontrandose la
mayor poblacion en el callejon de Huaylas, en el Valle del Mantaro, Cajamarca, Cuzco,

Ayacucho, Huancavelica y Huanuco.

De esta ultima afirmacién, es necesario aclarar que deberia de incluirse a Apurimac, ya que,
durante el desarrollo de esta investigacion, se confirma que tiene las mismas caracteristicas

y condiciones geograficas de las regiones mencionadas.

Con respecto a los climas predominantes de México y Perii, podemos decir que ambos
paises cuentan con una gran diversidad de climas, determinados por varios factores, entre
los que se encuentran: la altitud sobre el nivel del mar, la latitud geogréfica, las diversas
condiciones atmosféricas de su territorio, etc. En la sierra peruana, la temperatura varia de
acuerdo a las estaciones, siendo el verano para el caso de Apurimac, la estacién mas

lluviosa del afio con precipitaciones promedio de entre 700-1000 mm (octubre a abril), con

35



temperaturas muy variadas desde 8°C en el caso de las minimas a 28°C las méaximas
(SENAMHI, 2012); mientras que para el caso de México, la precipitaciones promedio
varian desde los 300 hasta 600 mm anuales (aproximadamente el 50% del pais), con
temperaturas en promedio de 18°C a 26°C en varias regiones (CONAGUA, 2013); estas

comparaciones establecen diferencias marcadas entre los climas de ambos paises.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de ejecucion

Esta investigacion se desarrollé en los laboratorios de Procesamiento de Productos
Agroindustriales, Laboratorio de Quimica, Laboratorio de Biotecnologia Agroindustrial, y
el Laboratorio de Operaciones Unitarias de la Escuela Académico Profesional de
Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional Micaela Bastidas de Apurimac; asi
mismo, los analisis de Hidroximetilfurfural (HMF) de los jugos hidrolizados, se realizaron
en el laboratorio de Quimica y Vitaminas de la empresa Sociedad de Asesoramiento

Técnico SAC.

3.2 Reactivos y materiales
— Ferrocianuro de potasio (potasio hexacianoferrato (II) trihidrato P.A.
— Acetato de zinc (Zn (CH3COO)2. 2H20.
— Acido clorhidrico (1+1) o al 50 %.
— Fenolftaleina (1%).
— Hidréxido de Na (10%).
— Acido acético (CH3COOH).
— Azul de Metileno (1%).
— Eter de petroleo P.A
— Eter etilico P.A.
—~ Sacarosa pura P.A.

— Piedra pémez.
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Solucion Fehling A: Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H20) P.A.

Solucién Fehling B: Tartrato de sodio y potasio (KNaC406.4H20)3 P.A. (sal de

Seigneste).

Balones Kjeldahl.

Buretas de 25 y 50 mL
Crisoles

Placas petri

Tubos de ensayo

Asa bacteriologica.

Embudo Buchner

Embudos de vidrio y plastico
Fiolas de 25, 50, 100 y 250 mL
Frascos de vidrio de 300 mL.
Matraces de 250, 500 y 1000 mL.
Mechero bunsen.

Picetas.

Pipetas volumétricas de 5, 10, 15,50 y 100 mL.

Pipetas graduadas de 1, 3, 5, 10, 15 mL.
Micropipeta de 0.1mL.

Probetas de 50 y 100mL.

Bisulfito de sodio NaHSO3 (Grado técnico).

Papel whatman # 41 o N°02.
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— Papel rapido.

— Papel Parafilm “M”

~ Mandiles.

— Mascarilla 3M

— Guantes resiste al calor

— Vortex (Thermolyn Maxi-Mix).

— Ventilador.

3.3 Equipos de laboratorio

— Extractor de gases.
— Autoclave vertical.
— Refrigeradora.
— Congeladora.
— Balanza analitica y digital.
— Bal6n de gas.
— Cocinilla eléctrica.
~ Equipo de digestion Kjeldaht.
— Sistema extraccion Soxhlet.
— Sistema de destilacién (serpentin).
— Espectrofotometro de luz UV-visible (GENESYS 10S UV-Vis)
— Mufla (Thermolyne 1500 Fumare, USA).
~ Estufa (Memmert — USA).

— Potenciometro (HANNA Instruments —Romania).
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— Refractdmetro manual (de 0-32%, HAND HELD REFRACTOMETER -
ATAGO)
3.4 Método de experimentaciéon
El diagrama de flujo del proceso experimental para la obtencion de azicares reductores a

partir del Agave americana L., se muestra en la Figurals,
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FiguralS, Diagrama de flujo para la obtencién de azucares reductores a partir del Agave

americana L.

Fuente: Elaboracion propia.
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3.4.1 Obtencién y acondicionamiento de la planta del Agave americana L.

Se realiz6 la recoleccion y seleccién al azar de 03 magueyes de una edad aproximada de 8-
10 afios, y un peso de 75 kg, 85 kg y 90 kg aproximadamente, estos magueyes fueron
procedentes del valle de Pachachaca, territorio anexo a la provincia de Abancay, Region
Apurimac, que se encuentra a una altura aproximada de 2060 m.s.nm y a 10 km de
distancia, y se encontraban creciendo indistintamente por esta zona sin ser cultivadas. La

recoleccién se realizd en el mes de enero.

Asi mismo, para la recoleccion de las muestras se siguio la metodologia descrita por los

autores Jurado y Sarzosa (2009), teniéndose en cuenta los siguientes factores:

1. Cuando el Agave se encuentra maduro, el cogollo tiene la peculiaridad de presentar
un gran tamafio en la base y en su apical presenta un aspecto delgado, por lo que ya
no saldran m4s hojas, estando préxima la salida del escapo floral del Agave.

2. Las hojas son gruesas en la base y delgadas en sus terminaciones.

3. Las hojas se encuentran bastante abiertas y separadas unas de otras.

4. Alcanza su mayor tamafio principalmente en ancho pudiendo llegar a didmetros de 4
metros.

5. Desde los 8 afios en adelante se espera que brote el tallo, a partir de los meses de

julio a octubre.
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Una vez identificados y seleccionados los magueyes, se realizé la determinacion de las

caracteristicas fisicas de la planta como son:

» Distancias de la planta como son: la altura, ancho y la forma, para ello se hizo uso
de una wincha.

e Caracteristicas de las hojas: longitud, ancho, espinas laterales y la longitud de su
espina terminal, para ello se hizo uso de una wincha.

s Peso de las pifias con una balanza Henkel de capacidad 600 kg.

Inmediatamente después, fueron acondicionados en su lugar de cosecha (mes de enero).Las
hojas fueron separadas y cortadas por su base longitudinal (jimado de las hojas), obteniendo
asi 02 fracciones: la “cabeza y/o pifia” y la base de las hojas; las bases corresponden a la
porcion de la hoja que va unida a la cabeza o pifia de la planta, las cuales fueron
descartadas debido a que no constifuyen la materia prima para realizar la presente
investigacion, sin embargo, si se utilizaron para realizar el analisis quimico proximal de sus

componentes con el objeto de establecer comparaciones de estas dos fracciones.

Enseguida, las 03 pifias fueron sometidas a trozado mecénico en el laboratorio, utilizando
inicialmente una motosierra (Marca STHIL) que permiti6 partir las pifias en 04 partes y
posteriormente se hizo uso de hérramientas e instrumentos de corte (cuchillos y serruchos),
con la intencién de obtener trozos de aproximadamente 1200 a 1500 g de peso, a
continuacion se efectio el homogenizado de los trozos con el propdsito de tener unidades
experimentales uniformes, los cuales fueron pesados, envasados e identificados en bolsas
de polietileno de alta densidad para finalmente conservarse en congelacion para su posterior

utilizacion.
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3.4.2 Caracterizacién de la materia prima (4gave americana L.)

La caracterizacion de la materia prima se realizé en los Laboratorios de la Facultad de
Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional Micaela Bastidas de Apurimac y
Laboratorio de quimica y vitaminas de la empresa Sociedad de Asesoramiento Técnico

SAC.

Para conocer la composicién Fisicoquimica porcentual de las dos fracciones del maguey,

se realizaron los siguientes analisis:

3.42.1 Determinaciéon de humedad (Sélidos totales)

Método: Gravimétrico- NTP 205,002 (1979).
Fundamento: El método estd basado en la deshidratacion de 1a muestra, por calentamiento

enestufa a 100 + 105 °C hasta un peso constante . Ver anexo 01.

3.4.2.2 Determinacion de cenizas

Método: Gravimétrico- NTP 205,004 (1979).
Fundamento: Calcinacioén de la muestra a 550°C por 6 horas en horno mufla. Destruccion

y volatilizacion de la materia organica como residuos 0xidos y sales minerales. Ver anexo
02.

3.4.23 Determinacion de fibra cruda

Método: Gravimétrico- NTP 205,003 (1980) y SAT AQ 183 (2000).
Fundamento: Pérdida de masa que corresponde a la incineracion del residuo organico que
queda después de la digestion con soluciones de 4cido sulftrico e hidréxido de sodio en

condiciones especificas. Ver anexo 03.
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3.42.4 Determinacion de proteinas
Método: Volumétrico de Kjeldahl - NTP 205,005 (1979).
Fundamento: Digestion de proteinas con 4cido sulfarico Q.P. y catalizadores
transformandose el Nitrégeno orgdnico en amoniaco que se destila y se titula con una

solucion acida normalizada. Ver anexo 04,

3.4.2.5 Determinacién de grasa

Método: Extraccion continua en Soxhlet con éter etilico- NTP 205,006 (1980).
Fundamento: Propiedad de la grasa de solubilizarse en solventes organicos, generandose

una extraccion por agotamiento. Ver anexo 05.

3.4.2.6 Determinacion de carbohidratos

Método: Por célculo.
Fundamento: Se obtiene una diferencia al restar al total 100% la suma de los cinco macro

nutrientes restantes (proteinas, fibra cruda, extracto etéreo, cenizas y humedad). Ver anexo
06.

3.4.3 Extraccién de aziicares reductores por hidrélisis térmica

Es preciso indicar que se ha propuesto realizar la coccion del maguey peruano (Agave
americana L.), apoyandonos en la informacién técnica de industrias similares, tales como la
del tequila, mezcal, bacanora y otros, provenientes exclusivamente de México.

Estas bebidas tienen un proceso similar de elaboracion, diferencidndose cada una por las
especies de Agave utilizada y microorganismos fermentadores, siendo la extracciéon de los

azuicares reductores la operacidén mas importante.
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La metodologia consisti6 en someter a coccion (hidrolisis térmica) los trozos
homogenizados de las 03 pifias del maguey obtenidas, a diferentes temperaturas y tiempos
(Ver tabla 03), para conseguir la solubilidad e hidrolizar los aziicares del Agave, ya que la
inulina (fuente de azucar de los Agaves) es poco soluble en agua y no fermentable en forma
directa. Se utiliz6 un autoclave vertical, que genera vapor por medio de resistencias
eléctricas, y permite controlar manualmente la presion de vapor por medio de una valvula
de desfogue. El objetivo de la hidrolisis es fijar el tiempo y temperatura de cocimiento
necesario y determinar el rendimiento de azucares reductores, por lo que se disefié el
experimento manejando las variables: tiempo y temperatura. Para el caso del tiempo, se
establecio tres periodos de trabajo: 6, 8 y 10 horas (variable denominada como tiempo de
residencia en el autoclave), y para el caso de la temperatura también se establecieron tres
periodos de trabajo: 100, 110 y 120°C. Se consideré como variable respuesta la cantidad de
azicares reductores producidos (fructosa y glucosa) y la produccion de compuestos

indeseables en el mosto (HMF).

Es importante mencionar que la concentracion de azlicares de nuestros 03 Agaves
cosechados varfa entre si, debido a que son plantas silvestres y no hay control de su
crecimiento que permita determinar con exactitud su grado 6ptimo de maduracién. Para
disminuir la variabilidad de esta variable, se prepararon muestras homogéneas; es decir, las
03 cabezas disponibles para el experimento se dividieron en partes aproximadamente
iguales y con ellas se formaron las 27 unidades experimentales para reducir al minimo el
error debido a este factor. Se hicieron 03 repeticiones de cada corrida y el lote hidrolizado
se dejo enfriar durante la noche para prensarse al dia siguiente.

46



El prensado se realiz6 manualmente y con ayuda de una extractora y licuadora caseras,
separandose primeramente la pulpa de la céascara, para luego trozarlo en cuadraditos y
colocarse en la extractora, después se filtr6 con una tela fina, para minimizar el
desprendimiento de particulas solidas, el zumo se recepciona en un recipiente de plastico.
El zumo obtenido se almacend en cadmara de congelacion (Canizales, 1995 y Garcia et al.,

2002).

3.4.4 Analisis estadistico

Para evaluar el efecto de los diferentes tratamientos sobre la produccién de Azucares
Reductores Directos (ARD), se sometié a un andlisis estadistico con la ayuda del paquete
estadistico SPSS version 19, en la que se analizé el ANOVA y la comparacién miltiple de
medias (Tukey), a fin de evaluar al mejor tratamiento.

Se realizé un disefio factorial de 3x3x3, donde se ensayaron diferentes temperaturas (100,
110y 120 °C) y tiempos de residencia en ¢l autoclave (6, 8 y 10 horas), con 1a finalidad de
cuantificar la produccién de azucares reductores por cada tratamiento y la produccién de

HMF en el zumo.
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Tabla 03. Disefio factorial de (3x3x3) para la hidrolisis térmica en autoclave.

Factores N° Repeticiones
N° de tratamientos Ticmpo de residencia (hr) Temperatura(°C)
6 | 8 | 10 100 | 110 | 120

T1 6 100 3
T2 6 110 3
T3 6 ‘ 120 3
T4 8 100 3
TS 8 110 3
T6 8 120 3
T7 10 100 3
T8 10 110 3
T9 10 120 3

Total de ensayos 27

3.5 Anilisis quimico del jugo hidrolizado de la pifia del maguey (4gave americana L.)

Después de haber extraido las fructanas presentes en la pifia del maguey, dichos extractos
fueron analizados por métodos validados por el laboratorio SAT- SAC. Se evaluaron las
siguientes variables de respuesta: % de Azicares Reductores por el método de Fehling
AOAC 958.32(2005), pH con un potenciémetro electromagnético, los °Brix utilizando un
refractometro y el contenido de HMF por espectrofotometria UV, método AOAC
980.23(2005), asi mismo, cabe mencionar, que se evaluaron estos 04 pardmetros con fines
de comparacién entre los diferentes tratamientos y se evaluaron de acuerdo a la
metodologia y procedimientos sefialados; cada analisis se realizé por duplicado y triplicado.

Los cuales se detallan a continuacién:
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3.5.1 Determinacién de hidroximetilfurfural (HMF método Carrez)

La determinacion de HMF, se determiné por el método AOAC 980.23 (2005), cuyo método
se basa en determinar el contenido de Hidroximetilfurfural mediante espectrofotometria de
absorcién molecular UV, midiendo la absorbancia a longitudes de onda de 284 nm y 336

nin. Ver anexo 07.

3.5.2 Determinacion de aztucares reductores directos

La determinacién de ARD, se determind por el método AOAC 958.32 (2005), cuyo método
se basa en determinar el contenido de ARD mediante titulacién, midiendo la reaccién del
sulfato ctprico con azicar reductor en medio alcalino, formandose oxido cuproso, el cual
forma un precipitado rojo ladrillo. Este método utiliza azul de metileno como indicador, ¢l
cual es decolorado una vez que todo el cobre ha sido reducido, lo que indica el fin de la

titulacidén. Ver anexo 08.

3.53 Determinacion de sélidos solubles (°Brix)
Este método se basa en el cambio de direccion que sufren los rayos luminosos en el limite

de separacion de dos medios en los cuales es distinta la velocidad de propagacion. Ver

anexo 09.

3.5.4 Determinacion del pH

Para determinar el valor del pH, se utilizara el potenciémetro calibrandose antes de cada

determinacion con las soluciones tamp6n 4 y 7. Ver anexo 10.
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3.6 Fermentacion alcohélica del mosto hidrolizade

El proceso de fermentacion alcohdlica se realiz6 en el tratamiento con mayor contenido de
azucares reductores y °Brix, acondicionandose la muestra para el crecimiento de la

levadura Sacharomyces albicans tipo B.

3.6.1 Preparacién del inéculo

Para el proceso de preparacion del inoculo, se trabajé con una cepa especifica
Sacharomyces Albicans tipo B, aislado de la chicha de jora (Otero L, 2011), el cual fue
donado por el Ing. Lucio Otero Ortiz, de la Universidad Nacional Micaela Bastidas de
Apurimac, cuyo estudio de identificacion estuvo basado en técnicas morfoldgicas y
fisiologicas que permitid identificar la especie a la que corresponden, por lo que el uso de
esta levadura se justifica debido a que se conocian sus condiciones Optimas de fermentacion
con un pH de 6.5, temperaturas de trabajo de 25-30°C, y su nivel de tolerancia al alcohol de

7%.

Dicha cepa se repicé en Agar Saboraud por método de siembra directa (Kunz, 1986),
previamente estabilizado en caldo nutritivo, esto con fines de incrementar la poblacion de
Sacharomyces Albicans tipo B.

El in6culo para la fermentacién alcoholica se obtuvo por un proceso de repique en caldo
nutritivo de 200ml, su propagacion se llevé a cabo en un shaker entre 25 -27 °C durante 24
horas. La cantidad de inéculo utilizado para realizar la fermentacién fue de 3 % v/v con

respecto al volumen de fermentacion, para lo cual se siguié la metodologia descrito por
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(Sedano, 2005), siendo 120 ml la cantidad de inoculo para la muestra de 4 litros de zumo de

Agave.

3.6.2 Proceso de fermentaciéon del mosto

Consideraciones previas

Para llevar a cabo el proceso de fermentacion se trabajé en condiciones de esterilizacion
tanto de los materiales, como de la muestra de zumo de Agave, sometiéndose a
temperatura de esterilizacién (121.5°C), por un tiempo de 15 minutos. Dichos pardmetros
de esterilizacion se emplean en conservas los cuales fueron tomados como referencia, con
la finalidad de eliminar cualquier tipo de microorganismos presentes en el zumo de Agave
y ademds de inactivar enzimas que perjudiquen el proceso de fermentacion, precipitar

proteinas que causan turbidez y concentracion del mosto (Florio, 1998).

Consideraciones posteriores.

Las muestras de mosto de Agave esterilizadas, fueron ajustadas a pH 6.5, para iniciar la
fermentacion. Para este proceso, se trabajaron a temperaturas de fermentaciéon entre 25°Cy
30°C. Se consideraron estos parametros puesto que las levaduras se desarrollan a

temperaturas de 25 a 30 °C, como menciona Magonova et al., (2007).

La fermentacion se realizo en botellas de vidrio de 2000 ml de capacidad, agregandose 600
ml de mosto en 03 botellas acondicionadas para la fermentacién (provistos de cuellos de

cisne), la fermentacion se realizo por triplicado para cada uno de los pardmetros.
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Esta etapa se llevo a escala de laboratorio, en un proceso anaerobio a temperaturas de 25 y
35 °C, acondicionados en incubadoras. Cada tratamiento fue provisto de una valvula de
inyeccién para posteriormente extraer muestras con fines de evaluacion y evitar posibles
contaminaciones con otro tipo de microorganismos, trabajandose en todo momento con

materiales previamente esterilizados.

Durante este proceso se midié y evaluo: el pH, °Brix, consumo de aztcares reductores,
produccién de CO2 y produccion de alcohol, las evaluaciones de estas variables, se
realizaron en intervalos de 3 horas dentro de las 24 horas y cada 12 horas durante el tiempo

de fermentacién de los 3 dias, Hidalgo (2010).

3.7 Destilacién del jugo fermentado

Se realizo la destilacion simple del jugo fermentado, acondiciondndose para tal fin un
equipo de destilacién de vidrio de uso en laboratorio, provisto por un matraz donde se
coloco el jugo fermentado, un conductor de vapor (tipo cuello de cisne), y que al calentarse
tiene la capacidad de conducir el calor con facilidad, canalizando rapidamente los vapores
producidos hacia el serpentin, el cual tiene instalada una manguera de plastico en la parte
superior, por el que se conduce agua fria y otra en la parte inferior por donde sale el agua.
Se cogid el destilado en un picnémetro de 10 ml, el cual estuvo previamente desecado en
estufa de acuerdo a la NTP 212.030 (2009).

Este procedimiento se realiz6 con la finalidad de determinar el rendimiento de alcohol en
volumen, a partir de la muestra con el mayor contenido de azicares reductores, el cual fue

fermentada por la levadura Sacharomyces Albicans tipo B; para lo cual se puso a fermentar
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tres matraces de 250 ml de capacidad, con dos horas de diferencia entre cada una de las
muestras (con la finalidad de dejar secar y enfriar el picnémetro en la estufa) y midiendo el
grado alcohdlico producido cada 03 horas durante un periodo de 03 dias de fermentacion,

esta medicién estuvo sustentado por la NTP 212.030 (2009).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se muestran los resultados y discusiones obtenidos en las diferentes etapas
de la presente investigacion, asi mismo, el andlisis estadistico se realizé utilizando el

programa SPSS \ PASW Statistics18.

4.1 Obtencion y acondicionamiento de la materia prima.

Los magueyes obtenidos presentaron un peso promedio de 75 kg, 80 kg y 90 kg
aproximadamente, estos pesos provienen taxativamente de la parte basal (tallo) de la planta,
al que los mexicanos denominan como “pifia y/o cabeza”, y la definen como la parte

aprovechable para la elaboracién de Tequila y el mezcal (INOM-006, 2005).

4.2 Caracterizacion de la materia prima (4gave americana L.)

4.2.1 Caracteristicas fisicas de la planta del maguey peruano (4gave americana

L).

Los resultados promedios de las plantas estudiadas, se presentan en la tabla 04,

incluyéndose ademas, variedades mexicanas para su comparacion y discusion.
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Tabla 04. Caracteristicas fisicas del Agave americana L. y especies mexicanas.

Eeoec Planta Hoja’ . Tiempo ge Pesq de
el e e T [ [ e | A

Ag"("]f e"r’;’_:_;’:;’f“ L 210 | 180 | Redonda | 110 18 | Presente 1.5 8al0aprox. | 81.66
Agave (':::l“;;)"i'i“ Zuee | 1637 | 882 | Lineal 62 52 | Presente 29 67 11.62
Ag““&f;:}gﬁ'j‘ ?“f“ 557 | 995 | Ovada 34 131 | Presente 39 6-7 10.62
Agj;:;‘;‘;“:;:‘.?f,‘.’“ 154 | 243 | Redonda | 125 10 | Presente 2 7.8 50.00

Fuente: * Resultados propios, recogidos en campo.
** Velasco et al,, (2009).
*4+ Saldafia ef al., (2012) y Bautista et al,, (2001).

De las tres plantas estudiadas, se realizé6 la medicién de la altura total de la planta,
obteniéndose un valor medio de 210 cm (2.1m), y un didmetro o ancho de la roseta de 180
cm (1.8 m), con forma redondeada, asi también, se realizé6 la medicién de las hojas,
obteniéndose un valor medio de 110 cm de longitud, y un ancho de 18 cm; Ademas de ello,
se realiz6 el pesado de las pifias, obteniéndose un valor medio de 81.66 kg;
desconociéndose la edad exacta de la plantas cosechadas, considerdndose una edad

probable de 8 a 10 afios.

Para las especies mexicanas mezcaleras de Agave karwinskii Zucc y Agave potatorum
Zucc, estudiados por Velasco B, E. et al, (2009), la tabla 04, muestra resultados que
difieren considerablemente del maguey peruano (Agave americana L.), con respecto a la
altura, ancho y forma de la planta y las hojas, donde se ve claramente que esté alcanza una
mayor altura (210 cm), frente a 163.7 y 55.7 cm para los Agaves mezcaleros
respectivamente y 154 cm para los resultados obtenidos por Saldafia B.E. et al., (2009);

para el dgave tequilana weber; que a su vez posee el mayor ancho de roseta (243 cm),

55




seguido por el maguey peruano (4Agave americana L.), con 180 cm y 163.7 y 55.7 ¢cm para

los Agaves mezcaleros respectivamente.

42,2  Caracteristicas quimicas del maguey peruano (4gave americana L.).

El anélisis quimico de la materia prima (4dgave americana L.), se realizb6 en las dos
fracciones mas representativas de la planta, con la finalidad de realizar una discusion
comparativa con respecto a la distribucién sus componentes, tanto en las bases de las hojas
como en la pifia y/o cabeza del maguey petruano. La tabla 05, muestra los siguientes

resultados:

Tabla 05. Andlisis quimico en la base de las hojas y en la pifia (4gave americana L.)

COMPONENTES FRACCION DE LA PLANTA
BASE DE LAS HOJAS **  CABEZA O PINA**

Sélidos totales (%) 14.76 £ 0.91 18.69+1.12
Humedad (%) 85.24 £ 0.91 81.31%1.12
Cenizas (%)* 1.31£0.12 1.14 £ 0.06
Grasas (%)* 0.36 £0.05 0.26 £ 0.07
Proteinas (%)* 0.59£0.09 0.52+£0.06
Fibra Cruda (%)* 6.14 £ 0.25 5.46 £0.51
Carbohidratos (%)* 6.36+1.08 11.32+1.28

* = (Calculo en base seca.

** = Media + Desviacion estdndar; n =3

La tabla 05, muestra claramente una diferencia minima en cuanto al contenido de humedad
de las dos fracciones, con mayor cantidad en la base de las hojas, debido a la cercania y
proximidad a las hojas, que por su naturaleza misma, tienen la funcién de efectuar las

reacciones bioquimicas y la apertura de estomas para la asimilacién de carbono, por lo que
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es indispensable la presencia de agua en su estructura (Garcia, 2007), ademds que esta
protegida de una cuticula gruesa en la epidermis de la hoja, que le permite evitar una
excesiva transpiracion durante los periodos de sequia (Garcia, 2007), caso contrario ocurre
en la cabeza o pifia de la planta, que tiene una funcién de almacenamiento de carbohidratos
y agua; es por ello que los sélidos totales se encuentran en mayor cantidad en esta parte de

la planta.

En referencia a esta variable, Franco (1997), establece un 65 % de agua para los Agaves
mezcaleros mexicanos (no especifica las variedades), mientras que Gomez-Ayala et al.,
(2006), relata un 67.25 £+ 0.3 % para el Agave americana L. mexicano, que crece en el
estado de Tamaulipas, valor que también es cercano al presentado por Ramirez (2009), con
un 70.40 £ 1.446 % para el Agave salmiana, y Montafiez et al., (2010), 71.10 % para la
pifia y 79.41 % para la base de las hojas para el Agave tequilana weber; este mismo autor
en otra investigacion (Montafiez et al.,, 2011), muestra un resultado de 72.50 + 1.25 % y
78.65 = 1.55 % para ambas fracciones; estos valores difieren con nuestros resultados para
las muestras del Agave americana L., (Ver tabla 05), lo que estaria probablemente
influenciado por las precipitaciones y humedad del territorio apurimefio, lo que
determinaria ademas que el Agave americana L., alcance tamafios mayores (altura y

didmetro) en nuestro pais, debido a estos factores climdticos (Ver tabla 05).

Por otro lado, es importante referirse también a la época de recoleccion de las muestras de
maguey para la presente investigacion (cosechadas en el mes de enero), dado que, se realizo
dentro de la estacion lluviosa para nuestro pais (que va de octubre hasta abril), y por ende,

tiene una influencia importante sobre el contenido de humedad de nuestra materia prima;
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Al respecto, la experiencia mexicana mencionada por Herrera et al., (2001 y Rascon
(1992), citado por Canizales (1995), indica que la mayoria de los vinateros aseguran que el
mejor bacanora (destilado obtenidos de Agaves especificos), es el que se elabora en los
meses de abril a mayo, durante la temporada de sequia, y si es que se elaborase durante la
época de lluvias, el Agave absorbe agua diluyendo los azicares y en consecuencia
disminuye su rendimiento; del mismo modo Franco (1997), recomienda para el caso del
mezcal, no efectuar la jima (corte de las hojas del Agave) en época de lluvias, porque la
planta retiene mayor cantidad de agua y afecta los rendimientos por encontrarse mas
diluidas las sustancias que mas tarde al hidrolizarse produce los monosacaridos; y para el
caso del aguamiel, Aserca (2000), citado por Pardo (2005), menciona que en México la
obtencion de este exudado se realiza en los meses de primavera y verano, cuando florece el
maguey y hay buen tiempo, ya que en periodo de lluvias se reduce el contenido de
azlcares, mientras en verano se concentra. Para el caso del aguamiel extraido en el Perq,
Pardo (2005), sefiala que la cosecha se hace en época seca (abril a octubre), argumentando
que es necesario evitar que penetre agua de lluvia a la cavidad porque se malograria el

liquido, impidiendo producir chancaca.

Otro de los factores que influyeron en la composicién quimica del maguey, y que a su vez,
constituyé una debilidad en la presente investigacion, fue el desconocimiento de la edad
exacta y madurez de las muestras de maguey peruano, debido a que en nuestro pais, esta
planta tiene pocos usos industriales, por lo que su sembrio se realiza sélo con fines de
extraer fibras, material de construccién, soporte de terrenos (cercos vivos contra la erosion),
como combustible y planta de forraje o como planta ornamental (Bautista, 2006); caso

contrario ocurre en México, donde normalmente el campesino lleva un calendario de
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sembrio y maduracion o determina el estado de madurez por la presencia de los siguientes
indicios: El adelgazamiento de la penca, ligero color amarillento de la base de la planta o la

caracteristica mas evidente, cuando crece la inflorescencia (brota el escapo floral).

Para Michel (2007), el estado de madurez de la planta determina el grado de acumulacién
de carbohidratos de reserva, estando poco relacionada con el tamafio de la planta; para
Vizcaino (2012), los mayores rendimientos en la produccion de fructanos a partir del Agave
tequilana Weber, se reportan en plantas de 6 a 8 afios de edad con una longitud de cadena o
Gado de Polimerizacién (GP) promedio de 10 a 13. Este perfil por GP depende del tipo de
planta, la edad de cosecha y también de los procesos de extraccion de los fructanos
(Castellanos et al,, 2012), sabiendo que el contenido de fructosa en estos polimeros varia de

acuerdo a su grado de polimerizacién promedio-GPP (Montafiez, 2010).

Para nuestro caso, la cosecha e identificacion del grado de madurez de las muestras de
maguey obtenidos, se realiz6 guiandonos por la metodologia cualitativa planteada por

Jurado y Sarzosa (2009).

Otro de los componentes quimicos evaluados, es el contenido de carbohidratos totales, que
de acuerdo a la tabla 05, tiene una presencia considerable, después de la humedad es el
componente con mayor presencia en las dos fracciones de la planta; Vargas (2009), obtiene
para el Agave salmiana un 10.81 % y 22.34 % para la base de la hoja y para la pifia
respectivamente, mientras que Montafiez ef al., (2011), muestra valores similares para el
Agave tequilana weber, con un 11.83 % y 23.02 % para ambas fracciones, asi mismo los
autores Ramirez (2009) y Franco (1997), obtienen un 23.42 % y 23 % de carbohidratos

respectivamente para la cabeza del Agave salmiana, y estos resultados difieren
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ampliamente del maguey peruano (4gave americana L.), de acuerdo a lo mostrado en la
tabla 05, se obtiene un resultado bajo, 6.36 % y 11.32 % para ambas fracciones de la planta,
lo que indica probablemente, que su variacion esta vinculada a factores propios de nuestro
pais. También es importante mencionar los resultados obtenidos por Gémez-Ayala et al.,
(2006), para el Agave americana L. que crece en México, con relacién a su contenido de
solidos totales (32.8 %), frente al maguey peruano (Agave americana L.) con 14.76 % y

18.69 % de soélidos totales en la base de las hojas y la pifia.

Después de los carbohidratos, la fibra cruda representd el tercer constituyente mayoritario
en las dos fracciones de la planta de Agave, con mayor cantidad en la base de las hojas
(6.14 %) y disminuyo en la pifia (5.46 %); seguidamente, los otros componentes (Cenizas,

grasas y proteinas) son mayores en la base de las hojas y disminuyen en la pifia del maguey.

4.3 Proceso de hidrélisis térmica de la pifia del maguey peruano (4gave americana

L)

El comportamiento general del proceso de hidrdlisis del maguey se muestra a continuacion:
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Figura 16. Sintesis del proceso de hidrélisis del maguey peruano (4gave americana L.)

En la Figura 16, se muestra el comportamiento de todas y cada una de las variables de
respuesta durante proceso de hidrélisis en autoclave, donde se observa la influencia de los
09 tratamientos en la produccién de ARD, la produccién de HMF en el zumo, aumento de
°Brix y disminucién del pH; por lo que, para efectos de discusién, se compararé en forma

individual la influencia de estos tratamientos sobre cada una de las variables de respuesta.

4.3.1 Influencia del tiempo y temperatura en la produccién de azicares

reductores directos (ARD)

Los resultados promedios de los 09 tratamientos se muestran a continuacion:
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Tabla 06. Produccién de Aziicares Reductores Directos (ARD)

Tratamiento Temperatura (°C) Tiempo(hr) Jg;;ggg )
T1 6 449+0.06d
T2 100 8 4.86+0.02d
T3 10 5.29£0.17¢
T4 6 543+ 0.25¢
T5 110 8 5.58+0.17 ¢
T6 10 731+0.05a
T7 6 6.51%0.09b
T8 120 8 5.70+£0.10 ¢
T9 10 467+ 0.23d

*Media + Desviacion estandar; n =3, P £0.05, T = tratamiento

Estos resultados se compararon estadisticamente mediante un andlisis de varianza

(ANOVA), con la finalidad de determinar la influencia de los tratamientos sobre la

produccién de Azicares Reductores Directos (ARD), por lo que se realizé la prueba de

rangos multiples (método de Tukey), con un nivel de significancia de 0.05%, los resultados

establecen estadisticamente que los factores de hidrélisis: Tiempo, Temperatura y la

interaccién Tiempo * Temperatura, tienen una influencia altamente significativa sobre las

medias de ARD (p<0.01); las que se observan en la tabla 07.

Tabla 07. Pruebas de los efectos inter-sujetos para ARD.

Fuente Sig.
Modelo corregido ,000
Interseccion ,000
Tiempo ,000
Temperatura ,000
Tiempo * Temperatura ,000

Error
Total
Total corregida
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Figura 17, Produccién de azicares reductores directos durante el proceso de hidrdlisis

térmica de las pifias del maguey peruano (4gave americana L.)

De la Figura 17, se puede decir que la hidrolisis de la inulina del maguey peruano (4gave
americana L.), ha ido aumentando gradualmente a medida que los factores del proceso
aumentaban (tiempo y temperatura), alcanzando una conversién maxima promedio en ARD
de 7.31 £ 0.05 g/100g de mosto (evaluados por el método de Fheling AOAC 958.32), a una
temperatura de 110°C en 10 horas de autoclavado (Tratamiento 6), sin embargo, a partir de
este tratamiento hasta el 9 (120°C por 6, 8 y 10 horas respectivamente), la conversion de
Inulina a ARD, ha sido negativa, ya que ha disminuido, debido al aumento de la
temperatura y el tiempo de exposicién al calor. Esta disminucién de ARD en el zumo, se
debe a que los azucares han iniciado un proceso de carbonizacién (adquisicion de color

negro en el zumo) y posterior desintegracién total del aziicar, transformando el sabor dulce
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inicial en amargo, por lo que se les denominan "mieles amargas"(Cabrera, 2003). La
Figura 27, muestra claramente este cambio en el color del zumo (Ver Capitulo III:

Materiales y Métodos).

Los mismos parametros fueron evaluados por Canizales (1995), durante la produccion de
Bacanora, estableciendo que un tiempo de 6 horas es el mas adecuado, a un presién
constante de 1.02 kg/cm? (15 psi), equivalente a 100 °C de temperatura aproximadamente,
obteniendo un promedio de 19 % de ART; por otro lado Garcia S. (2003), realizé6 un
estudio sobre el cocimiento de Agave Salmiana para elaboracion de mezcal, utilizando un
autoclave, y establece como rango de operacion las temperatura de 106 - 116 °C y tiempos
que van desde 8-16 hrs, para hidrolizar hasta un 85 % de fructanos, y obtener mostos con
110 + 10 g/L; este mismo autor Garcia S.ef al., (2004), obtiene extractos con un contenido
de 18 % de azucares en 6 horas de coccidn a 125°C, también para el Agave var. Salmiana,
durante la obtencion de Mezcal. En tanto que Franco (1997), sefiala que un tiempo de 6 hrs
y una temperatura de 120°C, resulta el mas Optimo durante la elaboracion de Mezcal,
obteniéndose 19.5 % de azlcares reductores; valores cercanos a los reportado por Rongel
(2004), durante la elaboracion del destilado Bacanora, estableciendo un tiempo de 7 horas
al21°C manifestando que, a estas condiciones se asegura un menor consumo de energia y
ademads una hidrdlisis menos brusca. Esta diferencia de tiempo de cocimiento, con respecto
a nuestro resultado, estaria relacionada al peso y volumen de materia prima introducida en
el autoclave, debido a que, el tiempo de cocimiento es proporcional al volumen de materia
prima procesada, segun lo afirma Canizales (1995), mientras que la temperatura de coccion,
estaria relacionado directamente con el contenido de sdlidos totales de los magueyes

mexicanos, dado que tienen un promedio de hasta 35 % en la pifia del Agave (Franco,
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1997), lo que asegura una mayor temperatura de coccién para ablandar su estructura,
mientras que para el maguey peruano, que alcanza un promedio de 18 % de sélidos totales
en la pifia, con mayor presencia de agua (ver tabla 05 ), es necesario una menor temperatura
de coccién. La alta actividad de agua en el maguey, hace que la textura sea mucho més

jugosa y tierna y por consiguiente més susceptible a las altas temperaturas (Gimferrer,

2012).

4.3.2 Influencia del tiempo y temperatura em la produccion de

hidroximetilfurfural (HMF)

Los resultados promedios de los 09 tratamientos se muestran a continuacién:

Tabla 08. Producciéon de HMF en el zumo hidrolizado

Tratamiento | Temperatura (°C) | Tiempo (hr) | Prom. HMF(mg/kg)*

T1 6 1.70+£0.09 ¢

T2 100 8 2.04£0.09¢

T3 10 554+£091¢

T4 ' - 6 14.06 = 0.15 b
T5 * 110 8 19.05+0.38 b
T6 10 21.05+0450b
T7 6 7149+ 541 a
T8 120 8 75.52+4.69 a
T9 10 75.92+3.79 a

*Media + Desviacién estandar; n = 3, P < 0.05, T = tratamiento

La comparacién de los resultados obtenidos por andlisis de varianza ANOVA, demuestran
estadisticamente que, los factores de hidrélisis (Temperatura y Tiempo), tienen una

influencia altamente significativa (p< 0.01) sobre la produccién de HMF en el zumo.
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Asf mismo, la interaccién Tiempo*Temperatura no tiene una influencia significativa

(p>0.05) sobre las medias de HMF; las que se observan en la tabla 09.

Tabla 09. Pruebas de los efectos inter-sujetos para HMF

Origen Sig.

odelo corregido ,000

nterseccion ,000

Tiempo ,003

[Temperatura ,000

Tiempo * Temperatura 568
[Error
Total

Total corregida
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Figura 18. Variaci6n del HMF en el mosto durante la hidrélisis térmica de las pifias del

maguey peruano (4gave americana L.)

En la Figura 18, se muestra la variacion de la produccion de HMF (Hidroximetilfurfural)

en los 09 tratamientos durante el proceso de hidrolisis. Donde podemos observar que existe
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un aumento gradual y proporcionado hasta el tratamiento 6 (110 °C por 10 horas), sin
embargo, a partir del tratamiento 7 (120 °C por 6, 8 y 10 horas), la produccién de HMF
aumenta hasta alcanzar un nivel alto, producto de la aplicacion de altas temperaturas y

tiempos prolongados de residencia en autoclave.

Las especificaciones fisicoquimicas de jarabes mexicanos al 100 % obtenidos del Agave
Salmiana.spp, establecen una concentraciéon maxima de 10 mg/kg de HMF, mientras que
para el Agave Tequilana Weber variedad azul, establece un maximo de 40 mg/kg de HMF,
obtenidos ambos por hidrdlisis térmica, de acuerdo a la Norma Mexicana (NMX-FF-110-
SCFI-2008). De esta manera, haciendo una comparacion con nuestros resultados, son los
tres primeros tratamientos, lo que se encuentran dentro del limite maximo establecido para
el jarabe obtenido a partir del 4gave Salmiana.spp, de manera semejante los tratamientos
4, 5 y 6, se encuentran dentro del limite maximo para el jarabe obtenido a partir del Agave
Tequilana, mientras que, los tratamientos 7, 8 y 9, exceden considerablemente dichos
limites.

Con respecto a estas comparaciones, es importante sefialar que, estos jarabes mexicanos son
obtenidos por concentraciéon del zumo (evaporacién del agua), es mds, la norma citada
establece para ambos jarabes, un minino de 74 °Brix y una humedad de 24-26 %, mientras
que nuestros tratamientos alcanzan en promedio 10 °Brix, por lo que, realizar una
comparacion con estos resultados resulta inviable, ya que, a diferencia de nuestros zumos,
estos jarabes mexicanos pasan por un segundo tratamiento térmico con la finalidad de
eliminar el agua.

De igual manera, la norma de CODEX para la miel de abeja (CODEX STAN 12-1981),

establece que “el contenido de hidroximetilfurfural de la miel después de su elaboracién y/o
67



mezcla no debe ser superior a 40 mg/kg. Sin embargo, en el caso de la miel de origen
declarado procedente de paises o regiones de temperatura ambiente tropical, asi como de
las mezclas de estas mieles, el contenido de HMF no debera exceder de 80 mg/kg”, lo que
indica que la cantidad de hidroximetilfurfural (HMF) aumenta segin aumenta la
temperatura y el tiempo a la que esté la miel expuesta a calentamiento o almacenamiento
prolongado, criterio que, se aplica también a nuestro caso (ver Figura 18), debido a que, la
composicion del maguey estd conformada mayoritariamente por inulina y derivados
(polimeros de fructuosa), y la miel de abeja por fructuosa y glucosa (como monosacérido).

Asi mismo, es importante sefialar que, durante la coccién en autoclave de los trozos de la
cabeza del maguey (hidrdlisis térmica), los zumos obtenidos, han ido adquiriendo
tonalidades que van desde el amarillo claro hasta el café muy oscuro (ver Figura 27). La
formacién del color en el zumo, se toma como resultado positivo e indica la presencia
cualitativa de los azlicares reductores, mientras que la no formacién de color es indicativo
de su ausencia (Abril et al., 2006). Por otro lado Canizales (1995), explica este fenémeno,
indicando que el color ligeramente diferente que se puede apreciar en los jugos de las
cabezas cocidas, se debe a que los azicares se caramelizan por una larga exposicion al calor
y le confieren una coloracién café obscuro a los jugos, mencionando también, que las
levaduras no pueden fermentar los aztcares caramelizados ocasionando pérdidas de materia
prima; coincidiendo con Cabrera et al., (2003), que menciona que los azucares reductores,
facilmente se degradan formando compuestos no fermentables, lo que redunda en
detrimento de los rendimientos globales y Garcia S et al, (1995), indicando que, los
subproductos de degradacion (furanos) generados durante la coccién de los magueyes,
tienen un gran potencial de inhibir parcial o totalmente el metabolismo de las levaduras
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durante la fermentacién; limitando su productividad de etanol y, en consecuencia, el
rendimiento global del proceso, mientras que Escalante et al, (2012) refiere que, el
sobrecalentamiento de los aziicares incrementa la concentracién de furfural dando un sabor
a ahumado y el exceso de caramelizacion reduce el rendimiento de etanol.

Finalmente, es importante sefialar que, en esta etapa se debe controlar las variables del
proceso, ya que temperaturas y tiempos bajos, conllevan a la no degradacidén de la inulina,
por lo que, no se producirian los azucares suficientes para una posterior fermentacion, en
caso contrario, si hay un exceso, se presenta la reacciéon de Maillard o caramelizacion, lo
que representa una pérdida de azucares reductores, perjudicando el rendimiento del proceso
e induciendo a la formacién de compuestos de degradacion como el HMF, que en
cantidades considerables, disminuye o inhibe el crecimiento de las levaduras durante la

fermentacion y por ende, influyen en la produccion de etanol.

433 Influencia del tiempo y temperatura en la variaciéon de °Brix

Los resultados promedios de los 09 tratamientos se muestran a continuacion:

Tabla 10. Variacion de °Brix en el zumo hidrolizado
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Tratamiento Teml(’f 3 tura Tiempo (hr) Prom. °Brix*
T1 6 9.67 £ 0.29 de
T2 100 8 9.83 + 0.29 cde
T3 10 10.07 + 0.06 bed
T4 10.30 = 0.20 bed
TS 110 10.40 £ 0.17 abc
T6 10 11.00+£0.10 a
T7 10.53+0.35 ab
T8 120 9.80 = 0.26 cde
T9 10 9.33+0.29¢

*Media + Desviacion estandar; n = 3, P £0.05, T = tratamiento

La comparacién de los resultados obtenidos por andlisis de varianza ANOVA, demuestran

estadisticamente que, los factores de hidrélisis (Temperatura y Tiempo), tienen una

influencia altamente significativa (p< 0.01) sobre los s6lidos solubles (°Brix) en el zumo.

Asi mismo, la Temperatura y la interaccion Tiempo*Temperatura tienen una influencia

altamente significativa (p< 0.01) sobre las medias de °Brix, sin embargo, el factor Tiempo

no tiene influencia significativa (p>0.05) sobre las medias de los °Brix; las que se observan

en la tabla 11.

Tabla 11. Pruebas de los efectos inter-sujetos para °Brix

Origen Sig.
Modelo corregido ,000
Interseccion ,000
Tiempo 377
Temperatura ,000
Tiempo * Temperatura | ,000
Error
Total
Total corregidi
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Figura 19. Variacién de °Brix en el mosto durante la hidrélisis térmica de las pifias del

maguey peruano (4gave americana L.)

Como se puede observar en la Figura 19, ha habido un aumento de los °Brix a medida que
el tiempo y la temperatura de proceso aumentan, hasta alcanzar su pico maximo de 11.00
°Brix (tratamiento 6), sin embargo, a partir del tratamiento 7, la cantidad de grados °Brix va
disminuyendo conforme el periodo y temperatura de coccién aumenta, esta disminucién de
los °Brix y ARD, est4 relacionada directamente con el fenémeno de la caramelizacion
producto del calor del sistema, obteniéndose subproductos denominados mieles de
cocimiento (Franco, 1997).

Existe similitud con la Figura 17, con respecto a la produccién de azicares reductores
durante el proceso de hidrélisis térmica, la cual se fundamenta en que los °Brix son una

medida aproximada de los azlcares, mientras que el analisis de ARD (realizado por el
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método de Fheling), directamente identifica los azucares reductores que se producen en el
mosto. ABRIL et al., (2006), define a los grados °Brix como el contenido de aziicar de una
solucién acuosa. Un °Brix es 1 gramo de sacarosa en 100 gramos de solucién y representa
la fuerza de la solucién como porcentaje en peso. Si la solucién contiene sélidos disueltos
distintos de sacarosa pura (como en nuestro caso), a continuacién, el °Brix s6lo se
aproxima al contenido de sé6lidos disueltos.
Durante el proceso de hidrolisis, es importante sefialar que se ha realizado la mediciéon
de los grados °Brix de los diferentes tratamientos y de diferentes partes del agave
hidrolizado (centro de la pifia y base de las hojas), obteniéndose también resultados
diferentes, que van desde 6 hasta 15 °Brix (en el centro del maguey), lo que supone que
el grado de madurez de los tres Agaves no era igual, influyendo en el resultado final de
los °Brix. De igual manera, se ha realizado la medicién de los grados °Brix del agua
utilizada en el autoclavado de todos los tratamientos (al que los Mexicanos denominan
“mieles amargas”), dando resultados de 2 hasta 2.6 °Brix, esto ocurre por la
solubilizacion de los aziicares del maguey por el proceso de hidrélisis, ya que, parte de

los azucares son arrastrados por el vapor (Arrizon G. y Gschaedler, 2001).

4.3.4 Influencia del tiempo y temperatura en la variacion del pH

Los resultados para esta variable respuesta se muestran a continuacién:
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Tabla 12. Variacién del pH en el zumo hidrolizado

Tratamiento Temperatura (°C) | Tlempo (hr) Prom. pH*
T1 6 4.58 +0.10a
T2 100 8 4.50 + 0.08ab
T3 10 4.47 % 0.04abc
T4 4.48 + 0.03abc
TS 110 4.40 £ 0.02bcd
Té6 10 4.35+0.03cd
T7 431 +£0.01d
T8 120 428 +0.04d
T9 10 4.29 £ 0.04d

*Media = Desviacion estdndar; n = 3, P < 0.05, T = tratamiento

La comparacion de los resultados obtenidos por andlisis de varianza ANOVA, demuestran

estadisticamente que, los factores de hidrdlisis (Temperatura y Tiempo), tienen una

influencia altamente significativa (p<0.01) sobre la variacién del pH en el zumo.

Asi mismo, la interaccién Tiempo*Temperatura no tiene una influencia significativa

(p>0.05) sobre las medias del pH; las que se observan en la tabla 13.

Tabla 13. Pruebas de los efectos inter-sujetos para el pH

Origen Sig.
Modelo corregido ,000
Interseccién ,000
Tiempo ,006
Temperatura ,000
Tiempo * Temperatura ,357
Error
Total
Total corregida
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Figura 20. Variacién del pH en el mosto durante la hidrdlisis térmica de las pifias del
maguey peruano (Agave americana L.)

Como se puede observar en la Figura 20, ha habido una disminucién del pH en los 09
tratamientos a medida que el tiempo y la temperatura de proceso aumentaban, esta
tendencia registrada en la disminucion del pH de nuestro proceso, concuerda con lo
obtenido por los autores Mancilla-Margalli y Lépez (2002) y Waleckx et al., (2007), en el
proceso de coccidon de Agave tequilana. De acuerdo con Mancilla-Margalli y Lopez
(2002), la disminucién de pH puede deberse a la formacién de acidos orgénicos, o a la
incapacidad de los grupos amino para actuar como bases en el proceso de hidrélisis, cuando
los compuestos amino si han reaccionado. Cedefio y Alvarez - Jacobs (1999), mencionan
que uno de los resultados favorables de la coccidn es la reduccion del pH a 4.5 ya que junto

con la temperatura ello influyen positivamente en la hidrolisis de los fructanos, sin
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embargo, para el caso de los ultimos 03 tratamientos (120°C por 6,8 y 10 horas), la rapida
caramelizacion del mosto se puede deber al pH acido del mosto, lo que incluso comienza a

menores temperaturas (Wade, 2006.)

Por lo tanto es posible que el valor minimo de pH observado en esta investigacion (4.28),
se deba al propio proceso de la coccion, con cambios considerables en la coloracion del

mosto.

4.4 Proceso de fermentacion del mosto hidrolizado de la pifia del maguey peruano
(Agave americana L.)

Durante la fermentacién alcohdlica del tratamiento con el mejor rendimiento en azicares

reductores, se midi6 el consumo de los azficares reductores, la variacion del pH y los °Brix,

la produccién de CO2 y el porcentaje de alcohol producido por la levadura aislada

Sacharomyces albicans B. El comportamiento general del proceso de fermentacién del

mosto hidrolizado se muestra a continuacién:
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Figura 21. Sintesis del proceso de fermentacion del mosto hidrolizado (4gave americana
L)

La Figura 21, resume la cinética de fermentacién alcohélica llevado a cabo por la levadura
Sacharomyces albicans B, en el mosto hidrolizado obtenido a partir del maguey peruano
(Agave americana L.), utilizando el tratamiento con el mayor contenido de azucares

reductores y °Brix (7.31 £ 0.05 g/100g y 11.00 + 0.10 °Brix respectivamente).

El proceso de fermentacion realizado en el mosto hidrolizado, se efectio con finalidad de
demostrar la viabilidad de la pifia, obteniéndose primeramente azticares reductores directos
(ARD) y luego en la obtenciéon de etanol. La prueba de fermentacion realizada al
tratamiento VI (110°C po;' 10 horas), muestra una cinética tipica de fermentacién al igual
que el Agave Tequilana Weber realizados por Montafiez ef al., (2011) y Gonzalez et al.,
(2002), en relacién al consumo de los azucares fermentables y la consiguiente produccién

de alcohol y CO2, observandose una ligera disminucion del pH.
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4.4.1 Descripcion del proceso de fermentacién.

4.4.1.1 Comportamiento de los aziicares reductores y ©°Brix durante la

fermentacion.

El consumo de los azhcares fermentecibles (azticares reductores), de acuerdo a la Figura
22, se inicid a las 3 horas y culmino dentro de las 72 horas del proceso de fermentacion,
con la consiguiente disminucién de la produccién de CO2, y aumento de la formacién de
etanol. La produccién de CO2 se controlé midiendo la pérdida de peso del medio de
fermentacién; mediante esta técnica puede obtenerse la tasa de produccién de CO2 y
asi saber en qué momento la fermentacion ha concluido. Para nuestro caso este proceso

concluyo a las 72 horas.

Azucares Reductores

°Brix gr/100gr
8.00 12.00
7.00 '\\Q - 10.00
6.00 {00 @—Lg;
e = o5 - 8.00
5.00 X ~o
\ = & = @ ==fi= Az.Red
4.00 = 6.00
M =® =°Brix
S
3.00 - W= =g ' - 4.00
2.00 X =
N | - 2.00
1.00 == E*mTIA
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Tiempo (Horas)

Figura 22. Relacién de los ARD con °Brix durante la fermentacion.
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Con respecto a la variacion de los grados °Brix y los azucares reductores, en la Figura 22,
se observa que la concentracion de azicares y los sélidos solubles (°Brix) del mosto,
inician con una concentracién inicial de 7.31 g/100g de ARD y 11.0 °Brix respectivamente,
descendiendo considerablemente a partir de las 03 horas de iniciado el proceso de
fermentacion, esta caida comienza a medida que las levaduras consumen los azlcares
reductores, este consumo es directamente proporcional a la disminucién de los sélidos
solubles (°Brix), que alcanza un nivel de 6.5, mientras que los azdcares alcanzan una
concentracion final de 1.02g/100g en el fermentado a las 72 horas. En horas posteriores no

se observa variacion en los °Brix y los ARD.

4.4.1.2 Comportamiento del pH durante la fermentacién.

Con respecto a la disminucién del pH durante el proceso fermentativo, la Figura 23,
muestra variacion a partir de las 06 horas de iniciada la fermentacion, llegando a las 60
horas a alcanzar niveles considerables de 4.25. Este descenso del pH se da por la presencia
de compuestos &cidos producidos por las levadura Sacharomyces albicans B,
principalmente acido acético y acido pirtvico, tal como lo reporta Ramirez (2006) y Abad

(2006), citados por Serrano (2010).
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Figura 23. Comportamiento del pH durante la fermentacién

4.4.1.3 Produccion de alcohol durante la fermentacion.

En la Figura 24, se observa el comportamiento de la levadura Sacharomyces albicans

tipo B, durante la fermentacion del mosto del Agave americana L, obtenido por hidrdlisis

térmica en el tratamiento con el mayor rendimiento de ARD (110°C por 10 hrs), y bajo

las siguientes condiciones: pH de 6.5, temperaturas de trabajo de 25-30°C, y nivel de

tolerancia al alcohol de 7%. La fermentaciéon del mosto inicio con un contenido de

azlcares reductores de 7.31 g/100g y con un contenido de sélidos solubles (°Brix) de

11.1.
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Figura 24. Consumo de aziicares vs produccion de etanol por Sacharomyces albicans B, en

el tratamiento 6 de la hidrélisis (110°C x 10 horas).

De acuerdo a lo reportado por Vera et al., (2009), en la fermentacién de los mostos del
Agave angustifolia y Agave potatorum, los cuales inician con una composicién en ARD de
70.3 + 0.88 y 50.9 + 0.83 g/L respectivamente, y obtienen un rendimiento méximo de 8.1 %
v/v (64.8 g/L de etanol) a las 168 horas en A. angustifolia'y de 5.5 % v/v (44 g/L de etanol)
a las 72 horas en A. potatorum, enriqueciéndose el mosto con Nitrégeno; Asi mismo
Arratia (2009), obtiene rendimientos de 90 y 2.8 g/L de etanol en dos especies diferentes de
levaduras, aclarando que la diferencia en rendimiento de etanol, estd determinada por la
capacidad fermentativa de cada levadura (las dos iniciaron la fermentacién en mostos con

100g/L de ARD y 1 g/L de sulfato de amonio (NH4)2 SO4) y por la presencia de nutrientes.
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Contrario a estos autores, Rongel (2004), realiz6 la fermentacion del mosto del Agave
angustifolia en la obtencion de] Bacanora, utilizando levaduras aisladas de las vinatas
(fabricas) y no incluyéndose nutrientes, iniciando con una composicion inicial de: 10 °Brix,
pH de 4.11 y 6.4% de ARD, que después de 72 horas de fermentacion alcanzo

concentraciones de: 2.3 °Brix, 0.3 % de ARD y 4.11 % v/v.

La diferencia con nuestro resultado (2.42 % v/v), probablemente puede deberse a que el
mosto no fue enriquecido con nutrientes que favorezcan el crecimiento de las levaduras y
por ende el rendimiento de etanol fue muy bajo; o de acuerdo a lo manifestado por
Canizales (1995) y Lopez-Alvarez et al., (2012), quienes indican que la presencia de HMF
(Hidroximetilfurfural) y saponinas en el mosto, son influyentes en el consumo de ARD y
por ende determinantes en la produccién de etanol. Canizales (1995), afirma que en la
industria del tequila se previene la presencia del HMF, extrayendo estos componentes

durante la coccion del Agave fequilana en autoclaves especiales.

Por otro lado, la producciéon de alcohol se determina también multiplicando el factor
estequiométrico de la reaccion es de 0.55 por el porcentaje de solidos solubles (°Brix);
mediante dicha operaciéon y tomando el promedio de los grados brix con el que inicio la
fermentacidn, debidé obtenerse un rendimiento de 6.105 % de alcohol en volumen;
comparando con nuestro resultado (2.42% v/v), se puede decir que se obtuvo un 39.6% de

eficiencia en la fermentacion.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos y condiciones en los que se llevo a

cabo esta investigacion, se concluye lo siguiente:

El Agave americana L., que crece en el Per, presenta caracteristicas fisicas
similares a algunas especies de agaves mexicanos, la caracteristica mas importante
esta vinculada al tamafio y peso de la pifia, ya que supera ampliamente al del Agave

tequilana Weber. var azul.

El analisis quimico de las dos fracciones del Agave americana L., peruano,
presenta rendimientos bajos, con respecto a los agaves mexicanos, probablemente

influenciados por factores propios de nuestro pais.

Los andlisis individuales mostraron que la mayor concentracion de
ARD, se obtiene en el tratamiento VI (110°C por 10 horas), obteniéndose
cuantitativamente una concentracion final de 7.31g de ARD/100g en el mosto
hidrolizado, con un ligero cambio de color en cada una de las muestras
(caracteristica cualitativa de presencia de azuicares). Este tratamiento se selecciono

para realizar la fermentacién alcoholica.

La variacién del contenido del Hidroximetilfurfural-HMF durante el proceso
de hidrolisis estuvo probablemente influenciado por las variables del proceso:

tiempo y temperatura.
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El bajo rendimiento de etanol en el mosto fermentado del Agave america L.,
probablemente ha estado influenciado por el bajo contenido de ARD del mosto, la
presencia de HMF, saponinas y por la falta de nutrientes para el crecimiento de las

levaduras.

La utilizacion de la pifia del Agave america L., como materia prima fuente
de azucares fermentables en la produccién de una bebida destilada, es una

alternativa viable para la agroindustria apurimeiia.

5.2 Recomendaciones

Realizar estudios en diferentes épocas de cosecha (periodos de sequia y
lluvia), con la finalidad de determinar la influencia de las caracteristicas quimicas

(°Brix, pH, ARD, etc.) del zumo del Agave americana L.

Realizar la optimizacion del proceso, en funcion al tratamiento que obtuvo la
mayor concentracion de azicares reductores, durante la hidrélisis de la pifia del

Agave americana L.

Realizar la caracterizacion del destilado del Agave americana L. (esteres,
aldehidos, furfural, metanol, alcoholes superiores), y compararlos con los destilados de

Agave mexicanos (Tequila, sotol, cocuy, mezcal, etc.)
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Anexo 01:

DETERMINACION DE HUMEDAD (SOLIDOS TOTALES)

NTP 205,002 (1979)

PRINCIPIO

El método para determinar la cantidad de agua presente en la muestra, se basa en la pérdida

de peso de la muestra (2-5g), por calentamiento en una estufa 103°C%2°C por 4 hr,

refiriendo su peso al peso total de la muestra y expresada como porcentaje.

MATERIALES Y EQUIPOS

Balanza analitica.

Estufa como regulador de temperatura a 100°C £ 2°C
Placas petri de base plana con tapa.

Desecador de vidrio como agente desecante.
Espéatula pinzas metalicas.

Hornilla de calentamiento.

Vasos de precipitado de 250 ml.

PROCEDIMIENTO

1. Pesar en una placas petri previamente tarado 5.0000 g de muestra bien mezclada por
duplicado.

2. Colocar la placa petri encima del vaso de precipitado (el vaso de precipitado debe
contener agua).

3. Colocar sobre plancha caliente y dejar que el agua de la muestra se evapore hasta que
se seque.

4. Colocar las placas petri en la estufa y mantener a una temperatura de 105 °C durante
04 horas.

5. Después del tiempo requerido, transferir las placas petri al desecador y esperar que
alcance la temperatura de ambiente (20 minutos aproximadamente).

6. Pesar en balanza analitica las placas petri con la muestra seca, se toma nota antes de

los 5 segundos.
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CALCULO

Para establecer el % de humedad de las muestras, utilizamos la siguiente formula:

(Pmf — Pmi)x100 10 O]

%H{
Pm

Donde:
% H = Porcentaje de agua en la muestra de Agave.
Pm = Peso de 1a muestra.

Pmi = Peso de la placa + la muestra inicial.
Pmf=Peso de la placa + 1a muestra final.
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Anexo 02:
DETERMINACION DE CENIZAS
NTP 205,004 (1979)

PRINCIPIO

El método estd basado en la calcinacién de la muestra a 550°C por 6 horas, para la

determinacion de ceniza se utilizara el método Gravimétrico.

MATERIALES Y EQUIPOS

- Balanza analitica

- Horno mufla

- Desecador como agente desecante
- Crisoles de porcelana

- Estufa.

- Muestra (Agave crudo)

CALCULO

Para establecer el % de humedad de las muestras, utilizamos la siguiente formula:

-P
%Ceniza = (—P‘f————*ﬁl x100

m

Dénde:

P..: = Peso de crisol con residuos
P.; = peso de crisol vacio

Pm = peso de la muestra.
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Anexo 03:
DETERMINACION DE FIBRA CRUDA

NTP 205,003 (1980) y SAT AQ 183 (2000)

PROCEDIMIENTO
1.- Pesar 2.50g de muestra (Agave americana L.) en papel filtro (previamente secada).

2.~ Llevamos la muestra envuelta al destilador de Soxlet con la finalidad de desengrasar,
para ello utilizamos éter de petroleo, el reflujo lo realizamos por 5 a 6 horas de forma
continua.

3.- Extraemos la muestra y dejamos secar al medio ambiente por 15 minutos
aproximadamente.

4.- Vaciamos la muestra en un Beacker (Vaso de precipitado) de 500ml, y luego le
agregamos 200ml de acido sulfurico al 1.25 % (0.255N) y agitamos, luego llevamos a
plancha caliente y hacemos hervir por un tiempo de 30 min (tapar con luna de vidrio en el
extractor).

5.- Terminado el tiempo de ebulliciéon dejamos enfriar y filtrar en embudo Buthner, con un
poco de fibra de vidrio, enjuagar 3 veces el Beacker (7 - 10ml de agua aproximadamente en
cada enjuague).

6.- Luego con ayuda de una pinza extraemos la fibra de Vidrio (que contiene la muestra)
del embudo Buthner y lo vaciamos en otro Beacker de 500ml y le agregamos 200ml de
Hidréxido de Sodio (0.313 N).

7.- Nuevamente lo llevamos a la plancha y dejar hervir por 30 min aproximadamente
(cuando hierva bajamos la temperatura para que no se evapore todo el agua).

8.- Una vez culminada la ebullicién dejamos enfriar por un tiempo aproximado de 15
minutos.

9.- Utilizando papel réapido, filtramos la fibra de vidrio, enjuagando 3 veces
aproximadamente y luego lo vaciamos en crisoles bouch (Tener peso inicial del crisol
bouch y ponerle un poquito de fibra de vidrio para que tape los huequitos).

10.- Con ayuda de una bomba de vacio filtramos nuevamente de los crisoles bouch sobre un
matraz kitasato, para ello utilizamos un aproximado de 100ml de agua.
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11.- Luego le agregamos 20ml de 4acido sulfurico (0.255N) vy alcohol (30ml
aproximadamente) y seguimos filtrando, finalmente llevamos los crisoles a la estufa a
130°C por 01 hora.

12.- Dejamos enfriar los crisoles en el desecador y luego pesamos (peso inicial).

13.- Luego llevamos a la mufla a 600°C por 30 minutos, y luego llevamos a enfriar en el
desecador y pesamos (peso final).

14.- Utilizamos la siguiente férmula para determinar el % de Fibra Cruda en el maguey

Formula:

% Fibra Cruda (Base Himeda) = Peso final — Peso inicial X 100
Peso de muestra

% Fibra Cruda (Base Seca) = Fibra Cruda(Base Humeda) X 100
(100- % humedad)
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Anexo 04:

DETERMINACION DE PROTEINAS
NTP 205,005 (1979)

EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

Balanza analitica.

Balones de Kjeldahl.

Hornillas eléctricas.

Aparatos de destilacién de Kjeldahl.

Multiple con elementos de calentamiento y sistema de absorcion de gases.
Papel de filtro Whatman (no importa la malla) o papel glacine.

Vasos Erlenmeyers y buretas.

Acido sulférico concentrado.

Mezcla sulfato de cobre - sulfato de potasio (mezcla catalizador-elevador de la

temperatura).

Acido bérico.

Soda caustica al 50 %.
Acido clorhidrico 0,1 N.
Indicador rojo de metilo.

Granallas de zinc. f = factor proteico.

DETALLES EXPERIMENTALES

1.

Pese 1 gramo de muestra en el papel de filtro, envolver e introducirlo en ¢l balén de

Kjeldahl,

Afiada una cuchara a ras de la mezcla catalizador-elevador de la temperatura, adicionar

25 ml. de 4cido sulfirico concentrado por los bordes del balén con sumo cuidado.
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3. Coloque el balén de Kjeldahl en la hornilla eléctrica para su ataque durante una hora y
media aproximadamente. La finalizacion del ataque se observa por la aparicion de una
solucion de color verde-esmeralda limpido. Durante la hora y media de digestion, el
balon de Kjeldahl se va rotando periddicamente con la finalidad de que la combustion

de la materia organica en la muestra sea homogénea.
4. Deje enfriar el producto asi obtenido y adicione aproximadamente 500 ml. de agua.

S. Antes de iniciar el proceso de destilacion, en un vaso erlenmeyer afiada 50 ml. de acido
béricoy 3 a 4 gotas de indicador rojo de metilo. Coloque ¢l vaso erlenmeyer en el
terminal del equipo de destilacion de modo que el terminal quede inmerso en la

solucion borica.

6. En el balon de Kjeldahl, después de adicionar los 500 ml. De agua, afiada unas cuantas
granallas de zinc e inmediatamente 50 ml de solucion de soda al 50 % y coloque en el

equipo de destilacion, ajustando bien la parte inicial de éste al balén de Kjeldahl.

7. Inicie la destilacion, hasta obtener un volumen aproximado de 250 ml. de destilado en

el vaso erlenmeyer ¢ interrumpa el proceso de destilacion.

8. Titule el contenido del vaso erlenmeyer con HC1 0,1 N hasta variacion de color, en este
caso amarillo a rojo. Anote el volumen gastado.

CALCULOS

VxNx4xf

% PROTEINA = ----sesasecenn x 100 %

1000 x W

Doénde:
V = Volumen gastado de HCl en la titulacion.
N = normalidad del HCL

14 = equivalente-gramo del nitrégeno.

W = peso de muestra.
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Anexo 05:
DETERMINACION DE GRASAS
NTP 205,006 (1980)

PRINCIPIO

Es una extraccién semicontinua con un disolvente organico. En este método el
disolvente se calienta, se volatiliza y condensa goteando sobre la muestra la cual queda
sumergida en el disolvente. Posteriormente éste es sifoneado al matraz de calentamiento
para empezar de nuevo el proceso. El contenido de grasa total se cuantifica por diferencia

de peso.
Se expresa en % en masa de muestra seca y se calcula mediante la siguiente expresion:
En base hiimeda:

_ Whv-wf)

Mg Wm

100 ... oo (4)

En base seca:

_ Wbv—-Wf) 100
= *(100_H)................(5)

Mg

Dénde:

e Mg: contenido de materia grasa (gramos) en cada 100 g de muestra.
* Whbv: representa el peso inicial del balén seco y vacio.
e WI: es el peso final del balén maés la grasa extraida de la muestra.

e  Wm: peso de la muestra en gramos.
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Anexo 06:

DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS
(Método matematico)

La cantidad de carbohidratos se determina mediante calculo.

C = (100 — (Cp + Cg + Cfc + Ch + Cc))

Donde:

C: contenido de carbohidratos en g/100g, equivalente en %.
Cp.: contenido de proteina en g/100g.

Cg: contenido de grasa en g/100g.

Cfc: contenido de fibra cruda en g/100g.

Ch: contenido de humedad en g/100g.

Cec: contentido de ceniza en g/100g.
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Anexo 07:

DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES EN EL ZUMO HIDROLIZADO DEL
MAGUEY (Agave americana L.)

(METODO DE FEHLING- Método AOAC 958.32)

PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE FEHLING AY B

Preparacion de una solucién de 100ml.

Solucion de Fehling A: Pesar 6.9278 g de Sulfato de Cobre Pentahidratado (CuSO4.
5H20), y diluir en agua destilada en fiola de 100ml y filtrar en papel rapido.

Selucion de Fehling B: Pesar 34.6 g de Tartrato de Sodio y Potasio y 10 g de NaOH, y
diluir en fiola de 100ml, mezclando constantemente.

PREPARACION DE SOLUCIONES DE PRECIPADO DE AZUCARES

Preparacion de la solucién de Acetato de Zinc: Pesar 21.90 g de Acetato de Zinc [Zn
(CH3CO0)2. 2H20)] P.A, en un vaso de 50m! (aspecto parecido a la sal de mesa), agregar
3ml de CH3COOH (Acido acético), y llevar a fiola de 100m! y agitar hasta que se diluya
por completo.

Ojo: Agregar el Acido acético en campana extractora y usar mascarilla.

Preparacién de la solucién de Ferrocianuro de Potasio: Pesar 10.60 g de Ferrocianuro
de Potasio (potasio hexacianoferrato (II) trihidrato P.A.), y diluir a fiola de 100ml y agitar
vigorosamente hasta que se disuelva completamente; La solucién presenta coloracién
amarrilla debido a que el aspecto del ferro es amarrillo.

Las dos soluciones se trasvasan en envases color &mbar para su conservacion.

ANALISIS DE LOS AZUCARES REDUCTORES DIRECTOS

Preparacion de la muestra

1 Pesar por duplicado 10.0000 g de azicar en balanza analitica en vaso de 50 ml con
una precision de 0.01g
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2 Agregar agua destilada a los vasos, aproximadamente unos 50ml, evitando que parte

del jugo se pegue en las paredes del vaso.

3 Vaciar el contenido del vaso en fiolas de 250ml y agregamos agua destilada, otros

50 ml.

4 Le agregamos 5 ml de Ferrocianuro de potasio a la fiola y agitamos, luego
agregamos otros 5ml de Acetato de Zinc y agitamos (esta operacion se realiza para
precipitar los azicares reductores de la muestra)

5 Aforamos con agua destilada, hasta completar la fiola a un volumen de 250ml.

6 Agitamos vigorosamente las fiolas y filtramos sobre matraces de 250mli, con papel

rapido como medio de filtracién.

Titulacién

7 Cogemos el filtrado del procedimiento anterior, y lo vaciamos en Bureta graduada

de 50ml de capacidad.

8 Por otro lado, cogemos un matraz de 500ml, al cual le agregamos 50ml de agua
destilada y una cucharilla de piedra pémez o perlas de vidrio (con la finalidad de
homogenizar el hervor durante la titulacion).

9 Inmediatamente después, llevamos el matraz de 500ml a plancha bien caliente
(puede usarse una cocinilla eléctrica y para el soporte del matraz utilizamos un

plancha de metal que facilite la agitacion de la muestra a titular)

10 Luego se le agrega al matraz, S ml de solucién de Fehlhing Ay S ml de Fehling By
agitamos, esperando que hierva la solucion de Fehling.
11 Una vez que empiece a ebullir, le agregamos desde la bureta graduada de 3 a 5 ml

de la muestra y agitamos.

12 Agregamos 5 gotas de la solucién de Azul de Metileno al 1% y agitamos.

13 Continuamos agregando la solucién titulante, esperando que llegue al punto donde
termine la titulacién, que es cuando la solucién adquiere un viraje de color rojo

ladrillo.

14 Anotamos el gasto y calculamos mediante el uso de la siguiente formula.

AZUCARES REDUCTORES DIRECTOS
% AR (g/100g) = 250*factor fehling X 100

Pm*Vol. gasto

Datos adicionales

Factor Fehling:

0.0545

Dilucion en fiola

250
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TABLA 01. RESULTADOS DE ARD POR METODO DE FEHLING- AQAC 958.32

Tratamientos | Temperatura (°C) | Tiempo (hr) | Peso de muestra | Vol. de gasto | ARD (g/100g) | Promedio D;i::?:::“
1060 6 10.0000 30.8 4.43
T1 100 6 10.0082 30.0 4.53 4.49 0.06
100 6 10.0004 30.2 452
100 8 10.0050 28.1 485
T2 100 8 10.0038 28.1 4.84 4.86 0.02
100 8 10.0041 27.9 4,88
100 10 10.0023 25.0 5.44 Datos adicionales
T3 100 10 10.0079 26.7 5.10 5.29 0.17 - :
100 10 10.0042 25.6 5.32 : ?@r,&hhn.; 0.0545
110 6 10.0004 244 5.60 Diluiccrienfiola | 25€
T4 110 6 10.0076 26.5 5.14 5.43 0.25
110 6 10.0005 24.5 5.56
110 8 10.0026 24.6 5.54
TS5 110 8 10.0054 25.1 5.44 5.58 0.17
110 8 10.0035 236 5.77
110 10 10.0050 18.6 7.32
T6 110 10 10.0068 18.8 7.26 7.31 0.05
110 10 10.0036 18.5 7.35
120 [ 10.0008 20.8 6.55
T7 120 6 10.0061 20,7 6.58 6.51 0.09
120 6 10.0028 21.3 6.41
120 8§ 10.0072 243 5.59
T8 120 8 10.0016 23.6 5.76 5.71 0.10
120 8 10.0020 23.6 5.76
120 10 10.0051 30.5 4,47
T9 120 10 10.0034 29.5 4.62 4.67 0.23
120 10 10.0068 27.7 4.91
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Anexo 07.1: ANOVA factorial — Obtencién de Azicares Reductores Directos por hidrélisis

térmica.

Variable dependiente: ARD

Factores:

Temperatura.
Tiempo.

Nuamero de casos completos: 27

Tabla 02. ANOVA factorial de ARD obtenido por hidrolisis

Variable dependiente: Aziicares Reductores Directos (ARD).

Sumade . L _
cuadrados gl Media cuadratica F Sig,
Inter-grupos 19,529 8 2,441 111,653 ,000
Intra-grupos 394 18 ,022
Total 19,922 26
Tabla 03. Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: Azicares Reductores Directos (ARD).
Suma de' Media .
Fuente cuadrados tipo gl » Sig.
cuadratica
11
Modelo corregido 19,529(a) 8 2,441 111,653 ,000
Interseccion 828 230 1 828230 | 37882,791 ,000
Tiempo 673 2 ,337 15,401 ,000
Temp 6,916 2 3,458 158,158 ,000
Tiempo * Temp 11,940 4 2,085 136,527 000
Error 394 18 022
Total 848,152 27
Total corregida 19.922 26

a. R cuadrado =,980 (R cuadrado corregida= 971)
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Tabla 04. Comparacion de medias de los ARD obtenidos por hidrélisis térmica

Variable dependiente: Aziicares Reductores Directos (ARD).

HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa = .05
Tratamiento N 1
2 3 4 1

1 3 4,4933
9 3 4,6667
2 3 4,8567
3 3 5,2867
4 3 5,4333
5 3 5,5833
8 3 5,7033
7 3 6,5133
6 3 7,3100

Sig. ,127 ,055 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media armonica = 3,000.
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Anexo 08:

DETERMINACION DE HIDROXIMETILFURFURAL EN EL ZUMO HIDROLIZADO
(METODO DE ESPECTROFOTOMETRIA UV- AOAC 980.23)

Materiales

Los equipos que corresponden deben tener mantenimiento, calibracién y/o verificacion
vigente.

— Balanza de predsion, can resolucionde 0,01 g.

— Tamiz de acero inoxidable, mdla de 0,5 mm.

~ Material volumétrico, clase A segin corresponda.

— Vaso & precipitado, de 50 mlL

— Tubos de ensayo, 18 mm x 150 mm.

— Espectrofotémetro UV, con rango de longitud de onda en espectro de luz UV.

— Papel Whatman N° 2 o similar.

Reactivos y Soluciones
— Aguap.a.
— Etanol, al 95% p.a.

~ Solucién de ferrocianuro de potasio, K¢+ Fe(CN)s x 3 H20 al 15% (15 g/100 ml
agua) (Carrez I).

— Solucién de acetato de zinc, Zn(CH;COO), x 2H,0al 30% (30 g/100 ml agua)
(Carrez II).

—  Solucién de bisulfito de sodio, Na HSO; (gradotécnico) a 0,2% (0,2 g'100 ml agua)

la solucién de referencia de0,1% (0,1 g/100 ml agua). Si es neccsario, diluir la solucion
de bisulfito de sodio al 0,2%. Preparar la solucién antes de usar.
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Procedimiento

Preparacion de la muestra para el ensayo

Para el analisis utilizar una muestra de al menos 100 g. Homogeneizar la muestra para
ensayo sin calentar evitando la entrada de aire.

Determinacion

1. Pesar 5,00 g de muestra de miel, en duplicado, en vasos de precipitado de 50 ml,
con precision de 0,01 g.

2. Agregar 25 ml de agua destilada a cada vaso, agitando para logar la total
disolucién de la miel.

3. Afiadir a cada vaso 0,5 ml de solucién Carrez 1y mezclar, a continuacion agregar
0,5 ml de solucién Carrez 11 y mezclar. Estas soluciones se utilizan para eliminar
la turbidez. Se pueden agregar gotas de etanol para suprimir la espuma.

4. Transferir cuantitativamente cada mezcla a un matraz de 50 ml, y aforar con
agua hasta completar dicho volumen.

5. Agitar y filtrar el contenido del matraz con papel Whatman N° 2 o similar. Los
primeros 10 ml del filtrado son eliminados, y el resto se colecta en un nuevo
vaso de precipitado limpio.

6. Colocar 5 ml del filtrado en cada uno de los dos tubos de ensayo de 18 mm x 150

mm, agregar al contenido de uno de los tubos de ensayo 5 ml de solucién de
bisulfito de sodio y al otro tubo de ensayo agregar 5 ml de agua destilada. El
bisulfito de sodio destruye el HMF, por lo que el contenido del primer tubo se usa
como solucién de referencia para medir la absorbancia. El contenido del segundo
tubo constituird la solucion de muestra a medir.

NOTA - Una vez agregado el bisulfito de sodio medir inmediatamente.

Colocar las soluciones en celdas de 1 cm y medir 1a absorbancia a 284 nm (A284) y
336 nm (A 336), correspondiente a las longitudes de onda del espectro de luz UV.

Si la absorbancia de la solucion de muestra es mayor de 0.6, diluirla con agua y
diluir la solucién de referencia con solucion de bisulfito de sodio al 0.1% (0.1
g/100ml de agua) en la misma proporcién y corregir la absorbancia para esta
dilucion.

116



Expresion de resultados

Calcular la cantidad de hidroximetilfurfural (HMF) en la miel con los datos de
absorbancia a 284 nm (A284) y 336 nm (A 336), usando la siguiente formula:

Hidroximetilfurfural (mg /100g) = (Abs 284~ Abs 336) x 14.97x 5
P. muestra (g)

Factor = 14.97 = (126/16830) (1000/10) (100/5)

Dénde:

Peso molecular de HMF =126

Absortividad molar (€) de HMF =16830 nm a 284 nm
mg/g = 1000

centilitros/L =10

gramos (g) de miel informados =100

porcién de ensayo nominal (g) =5

Los resultados son expresados en mg/Kg, con una cifra decimal.

Precision del método

La precision de este método de andlisis fue determinado por andlisis estadistico de
resultados de ensayos interlaboratorios y son véalidos con gran probabilidad del 95%
confianza.
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TABLA 05. RESULTADOS DE HMF EN EL ZUMO HIDROLIZADO (METODO DE ESPECTROFOTOMETRIA UV- AQAC 980.23)

TRATAMIENTO | PesodeMucstra |  nm Abs HMF P R&I‘g}g\“ DESV. EST

5.0000 gig 8:8?; 1796400

100°C x 6 hr 5.0021 gig g:gég 1.646009 1.70 0.087
5.0034 = 88?? 1.645581
5.0038 igg g:gfg 2,094208

100°C x 8 hr 5.0018 2 DB 5 095046 2.04 0.087
5.0034 2 S8 1944778
5.0013 ggg 88‘1‘2 4.489833

100°C x 10 hr 5.0045 ggg 833% 5982616 554 0.909
5.0029 igé ggg?] 6.134142
5.0030 = 2L 14.063362

110°C x 6 hr 5.0092 32‘6‘ ggé 13.896530 14.06 0.155
5.0054 2 22— 14206157

110°C x 8 hr 5.0057 ‘;‘gg ggg 18.990251 19.05 0382
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284

0.187

5.0004 it 3T 19.459443
5.0026 ig‘; 8:(1)23 18.702775
5.0016 e : (l)gg 20951296

110°C x 10 hr 5.0039 igg g:gg 21539999 21.05 0.454
5.0027 il > ég; 20.647450
5.0009 = 8:(5)32 74.686856

120°C x 6 hr 5.0020 ggg 8%; 65.243103 71.49 5413
50002 ggg gﬁ_g 74.547618
5.0066 ggg 8:3% 77.442376

120°C x 8 br 5.0030 52‘6‘ 8:32151 70.167200 75.52 4.691
5.0067 g g:ggg 78.935826
5.0015 ggg 8?5,27 75.575827

120°C x 10 hr 5.0042 ggg gzg}/ 79.872707 75.92 3.787
5.0091 ggg 8:?22 72323172
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Anexo 02.1.1: ANOVA factorial — Produccion de Hidroximetilfurfural por hidrolisis

térmica.

Variable dependiente: HMF

Factores:

Temperatura.

Tiempo.

Nuamero de casos completos: 27

Tabla 06. ANOVA factorial de produccién de HMF por hidrélisis.
Variable dependiente: Hidroximetilfurfural (HMF).

Suma de Media .
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 25524,008 8 3190,501 429,290 ,000
Intra-grupos 133,777 18 7,432
Total 25657,785 26
Tabla 07. Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: Hidroximetilfurfural (HMF).
Suma de )
. cuadrados gl Me‘?“? F Sig.
Origen . cuadrética
tipo I1I
Modelo corregido 25524,008" 8 3190,501 429,290 ,000
Interseccién 27334653 1 27334,653 3677,943 ,000
Tiempo 118,335 2 59,168 7,961 ,003
Temperatura 25383,258 2 12691,629 1707,689 ,000
Tiempo * Temperatura 22,415 4 5,604 154 ,568
Error 133,777 18 7,432
Total 52992,438 27
Total corregida 25657,785 26

a. R cuadrado = .995 (R cuadrado corregida = .992)
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Tabla 08. Comparacién de medias de HMF obtenido por hidrdélisis térmica

Hidroximetilfurfural (HMF)

HSD de Tukey *
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N
1 2 3

1 3 1,7000

2 3 2,0433

3 3 5,5333

4 3 14,0567

5 3 19,0500

6 3 21,0467

7 3 71,4933
8 3 75,5167
9 3 75,9233

Sig. 727 ,100 ,568

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 3.000
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Anexo 09:

DETERMINACION DE GRADOS BRIX EN EL ZUMO HIDROLIZADO

<> Determinacién de Sélidos Totales (°Brix)
a) Principio del método

Este método se basa en el cambio de direccion que sufren los rayos luminosos en el limite

de separacion de dos medios en los cuales es distinta la velocidad de propagacion.

b) Materiales y equipos.
- Alcohol

- Eter de petréleo

- Bromo naftaleno

- Papel

- Refractémetro Abbé.

¢) Procedimiento

Colocar el refractometro en una posiciéon tal que difunda la luz natural o cualquier

otra forma de luz artificial, que pueda utilizarse para iluminacion.

Hacer circular agua a 293 K (20°C) a través de los prismas. Limpiar cuidadosamente con
alcohol y éter de petroleo el refractometro antes de hacer la lectura. Para cargar el
refractometro abrir el doble prisma girando el tornillo correspondiente y poner unas gotas
de muestra sobre el prisma, cerrar y ajustar finamente. Verificar la exactitud del
refractometro con agua a 293 K (20°C) a esta temperatura, el indice de refraccion del agua
es de 1.3330, o bien utilizar la placa de cuarzo que viene con el equipo, usando

bromonaftaleno, al leer hacer las correcciones necesarias.

Mover el brazo giratorio del aparato hacia delante y hacia atras hasta que el campo visual se
divida en dos partes, una luminosa y otra oscura. La linea divisoria entre esas dos partes, se
le conoce como "linea margen". Ajustar la linea margen y leer directamente el por ciento de

solidos en 1a escala °Brix.
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d) Expresion de Resultados

Los resultados deben expresarse en grados °Brix, previa correccion por temperatura.

Tabla 09. Resultados de °Brix en el zumo hidrolizado

Temperatura (°C) Tiempo (hr) Tratamiento °Brix Prom. °Brix Desv. Estd

100 6 9.50
100 6 T1 10.00 9.6667 0.29
100 6 9.50
100 8 9.50
100 8 T2 10.00 9.8333 0.29
100 8 10.00
100 10 10.00
100 10 T3 10.10 10.0667 0.06
100 10 10.10
110 6 10.10
110 6 T4 10.50 10.3000 0.20
110 6 10.30
110 8 10.20
110 8 TS 10.50 10.4000 0.17
110 8 10.50
110 10 11.10
110 10 T6 10.90 11.0000 0.10
110 10 11.00
120 6 10.90
120 6 T7 10.50 10.5333 0.35
120 6 10.20
120 8 9.90
120 8 T8 10.00 9.8000 0.26

120 8 9.50
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Anexo 02.1.1: ANOVA factorial — Produccién de °Brix por hidroélisis térmica.
Variable dependiente: °Brix

Factores: Temperatura.
Tiempo.
Niimero de casos completos: 27

Tabla 10. ANOVA factorial de produccion de °Brix por hidrélisis.

Variable dependiente: °Brix

Suma de Media .
cuadrados ¢l cuadrética F Sig.
Inter-grupos 6,196 8 175 13,236 ,000
Intra-grupos 1,053 18 ,059
Total 7,250 26

Tabla 11. Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: °Brix

. Suma de. Media :
Origen cuadre;cli;)s tipo} gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 6,196° 8 775 13,236 ,000
Interseccion 2756,290 1 2756,290 | 47101,165 ,000
Tiempo 121 2 ,060 1,032 377
Temperatura 2,899 2 1,449 24,766 ,000
Tiempo * Temperatura 3,177 4 794 13,573 ,000
Error 1,053 18 ,059
Total 2763,540 27
Total corregida 7,250 26

a. R cuadrado = .855 (R cuadrado corregida = .790)
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Tabla 12. Comparacion de medias de los °Brix obtenido por hidrélisis térmica

Variable dependiente: °Brix

HSD de Tukey®
. Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N
1 2 3 4 5
9 3 9,3333
1 3 9,6667 9,6667
8 3 9,8000 9,8000 9,8000
2 3 9,8333 9,8333 9,8333
3 3 10,0667 10,0667 10,0667
4 3 10,3000 10,3000 10,3000
5 3 10,4000 10,4000 10,4000
7 3 10,5333 10,5333
6 3 11,0000
Sig. ,280 ,088 ,120 ,358 ,120

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.
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Anexo 10:
DETERMINACION DEL PH EN EL ZUMO HIDROLIZADO

< Determinacién del pH

a) Principio del método
Esta prueba se realizaré principalmente en jugos y mermeladas, pero también en mieles de

Agave.

b) Materiales y equipos.
Para realizar estas pruebas se hace necesario tener un laboratorio implementado con los

siguientes materiales:

- Una bureta de 50 ml

- Vasos precipitados de 100 y 250 ml
- Un soporte.

- Un potenciémetro / pH-metro

- Agua destilada.

¢) Procedimiento

Para determinar el valor del pH, se utilizara el potenciémetro calibrandose antes de cada
determinacién con las soluciones tampoén 4 y 7. En el caso de que no se cuente con un
potenciémetro esta determinacion también puede realizarse utilizando papel indicador. La
medicion se realiza de forma directa introduciendo el potenciémetro en la muestra y leer

directamente. _
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Tabla 13. Resultados de pH en el zumo hidrolizado.

Temperatura (°C) Tiempo (hr) Tratamiento pPH Prom. pH Desv. Estd
100 6 4.69
100 6 T1 4.50 4.5833 0.10
100 6 4.56
100 8 4.58
100 8 T2 4.50 4.5000 0.08
100 8 442
100 10 442
100 10 T3 4.50 4.4667 0.04
100 10 448
110 6 4.50
110 6 T4 4.45 4.4767 0.03
110 6 4.48
110 8 438
110 8 TS 4.42 4.4000 0.02
110 8 4.40
110 10 435
110 10 T6 438 4.3500 0.03
110 10 4.32
120 6 4.30
120 6 T7 4.30 4.3067 0.01
120 6 4.32
120 8 428
120 8 T8 432 4.2800 0.04
120 8 4.24
120 10 428
120 10 T9 434 42933 0.04
120 10 4.26
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Anexo 02.1.1: ANOVA factorial — Modificacion del pH durante hidrélisis térmica.
Variable dependiente: pH

Factores: Temperatura.
Tiempo.
Nimero de casos completos: 27

Tabla 14. ANOVA factorial de modificacion del pH por hidrélisis.
Variable dependiente: pH

Suma de | Media F Si
cuadrados & cuadréatica &
Inter-grupos 272 8 ,034 13,309 ,000
Intra-grupos ,046 18 ,003
Total 318 26
Tabla 15. Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: pH
Suma de
Media
Ori . "
rigen cuadrados tipo gl cuadratica F Sig
111

Modelo corregido 2728 8 ,034 13,309 ,000
Interseccion 524,217 1 524217 205426,138 ,000
Tiempo ,035 2 ,018 6,898 ,006
Temperatura 225 2 112 43,996 ,000
Tiempo * Temperatura ,012 4 ,003 1,171 ,357
Error ,046 18 ,003
Total 524,535 27
Total corregida 318 26

a. R cuadrado = .855 (R cuadrado corregida = .791)
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Tabla 16. Comparacion de medias del pH obtenido per hidrélisis térmica

pH
HSD de Tukey®
Tratamiento N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
8 3 4,2800
9 3 4,2933
7 3 4,3067
6 3 4,3500 4,3500
5 3 4,4000 4,4000 4,4000
3 3 4,4667 4,4667 4,4667
4 3 4,4767 4,4767 4,4767
2 3 4,5000 4,5000
1 3 4,5833
Sig. ,151 ,113 ,328 ,174

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.
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Anexo 11: Panel fotografico de la investigacién.

Figura 25. Ejemplar maduro de Agave americana L. variedad americana (adaptacion propia)

LT e s —y—a gy

b i

Figura 26. Acondicionamiento de la pifia del Agave america L. variedad americana. Foto A:
Pifia del maguey peruano. Fotos B, C: Trozado de las pifias. Foto D: Conservacion en

congeladora.
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Figura 27. Obtencion del jugo hidrolizado por hidrdlisis térmica en autoclave.

Foto A: Uso de la autoclave vertical. Foto B: Trozos hidrolizados listos para su molienda.
Foto C: Jugo hidrolizado y filtrado de los 09 tratamientos.
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Figura 28. Anailisis fisicoquimico del jugo hidrolizado del maguey.

Foto A: Determinacion del pH y °Brix. Foto B: Determinacién de HMF.
Foto C: Determinacién de azhcares reductores. Foto D: Uso del Espectrofotémetro UV,
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Figura 29. Repique de levadura y control de Ia fermentacion del jugo de maguey.

Foto A y B: Repique y crecimiento de levadura Sacharomyces albicans B.
Foto C: Fermentacion del mosto de maguey. Foto D: Analisis fisicoquimicos de la bebida
fermentada.
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Figura 30. Destilacion del mosto fermentado.

Foto A: Equipo acondicionado de destilacién primaria. Foto B y C: Destilacion del mosto
fermentado. Foto D: Pesado del picnémetro para determinar ¢l grado alcohélico.
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