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RESUMEN

Durante esta investigacion se estudio el efecto individual o combinado del ultrasonido con
y sin la utilizacion de enzimas degradantes de pared celular con procesos de extraccion
térmica convencional de fructanos provenientes de pifias maduras de planta de sotol
(Dasylirion wheeleri), y de agave (Agave tequilana Weber var. azul) a diferentes
condiciones de extraccion. Este trabajo de tesis consistio en el desarrollo de diferentes
estudios; en el primero, se evalud el efecto de la extraccion asistida con ultrasonido a
diferentes potencias ultrasonicas y diferentes relaciones solido-liquido en la extraccion de
carbohidratos de agave (Agave tequilana Weber var. azul) de dos diferentes edades. En
un segundo estudio se evalud la extraccion de fructanos de plantas de sotol (Dasylirion
wheeleri) a diferentes condiciones de potencia de sonicacion y temperatura, determinando
porcentajes de extraccion de carbohidratos y otros cambios fisicos y quimicos que ocurren
durante el proceso. Durante el tercer estudio se evaluaron las condiciones de una
extraccion asistida con enzima usando una mezcla enzimatica comercial (Pectinex Ultra
SP-L) para obtener fructanos a partir de sotol (Dasylirion wheeleri); de esta manera se
optimiz6 la concentracién de enzima y la concentracion de sustrato en este caso el sotol.
En el estudio nimero 4 se obtuvo una mezcla enzimatica con de cuatro enzimas (celulasa,
pectinasa, xilanasa y hemicelulasa) para la extraccion de carbohidratos de plantas
silvestres de sotol (Dasylirion wheeleri); estudidndose en primer lugar las condiciones de
extraccion de cada enzima (concentracion, temperatura, pH y tiempo), con los datos
obtenidos se optimiz¢ la concentracion de cada una enzima dentro de la mezcla enziméatica
propuesta. Como quinto estudio o fase del proyecto; con el mejor tratamiento del coctel
enzimatico obtenido se evaluo el efecto de este tratamiento, asi como el de ultrasonido en
forma individual y combinada, evaluando los cambios quimicos (azlcares reductores y
totales), rendimientos de extraccion de fructanos. Con los resultados obtenidos en los
diferentes estudios se establecieron condiciones de proceso que derivaron en la obtencion
de fructanos con buenos rendimientos y calidad. Por ultimo, como estudio nimero seis se
evalud el efecto de fructanos tipo inulina de agave (Agave tequilana Weber var. azul)
como acarreador o material de pared en diferentes concentraciones para la
microencapsulacion de pigmentos naturales presentes en el maiz azul (antocianinas)

mediante secado de aspersion.
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ABSTRACT

During this research, the individual or combined effect of ultrasound, with and without
the use of degrading cell wall enzymes, with conventional thermal extraction processes of
fructans from sotol heads (Dasylirion wheeleri) and agave (Agave tequilana Weber var.
azul) were studied at different extraction conditions. This work consisted in the
development of different studies. Firstly, the effect of ultrasound-assisted extraction at
different ultrasonic powers and different solid-liquid ratios in the extraction of
carbohydrates of agave (Agave tequilana Weber var. azul) of two different ages was
evaluated. In a second study the extraction of fructans from sotol plants (Dasylirion
wheeleri) was evaluated at different conditions of sonication power and temperaure,
determining the carbohydrate extraction yields and other physical and chemical changes
that occur during the process. During the third study the conditions of an enzyme-assisted
extraction were evaluated using a commercial enzyme mixture (Pectinex Ultra SP-L) to
obtain fructans from sotol (Dasylirion wheeleri); the enzyme concentration and the
substrate concentration (amount of sotol) were optimized. In study number 4, an
enzymatic mixture was obtained with 4 enzymes (cellulase, pectinase, xylanase and
hemicellulase) for the extraction of carbohydrates from wild sotol plants (Dasylirion
wheeleri); studying firstly the conditions of extraction of each enzyme (concentration,
temperature, pH and time), with the data obtained the concentration of each enzyme within
the proposed enzymatic mixture was optimized. As the fifth study; with the best treatment
of the enzymatic cocktail obtained, the effect of this treatment was evaluated, as well as
combined with ultrasound, evaluating the chemical changes (reducing and total sugars),
and fructan extraction yields. With the obtained results in the different studies, process
conditions were established that led to obtaining fructans with good yields and quality.
Finally, as a study number six, the effect of type-inulin fructans of agave (Agave tequilana
Weber var. azul) as a carrier or wall material in different concentrations was evaluated for

the microencapsulation of natural pigments of blue maize (anthocyanins) by spray drying.
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I. INTRODUCCION

Los fructanos son carbohidratos de reserva constituidos principalmente por cadenas de
fructosa unidos por enlaces fructosil-fructosa de forma lineal o ramificada. Estos
carbohidratos se encuentran en cantidades significativas en algunas frutas y vegetales.
Entre las plantas que los contienen se encuentran las plantas de la familia Agavaceae, de
la que México ha sido considerado el centro de origen y biodiversidad del género agave.
Dentro de éstas se encuentra el Agave tequilana que posee un contenido importante de
estos polisacaridos; aunque su destino principal estéd dirigido a la obtencién de tequila, la
produccion de fructanos tipo inulina puede considerarse como procedimiento alternativo.
Otra de las plantas, y con algunas similitudes a las agavéceas es el sotol (Dasylirion spp.)
perteneciente a la familia Nolinaceae, ésta se cultiva en el norte de México
especificamente en el Estado de Chihuahua, y actualmente es utilizada para la produccion
de una bebida alcohdlica de denominacion de origen llamada “sotol”. Ademas, esta planta
estéa siendo estudiada para su cultivo en forma controlada y de esta forma crear alternativas
para su expansion en las zonas semi-desérticas del estado de Chihuahua.

Es importante sefialar que el conocimiento acerca del contenido de estos carbohidratos en
la planta de sotol es escaso por lo que este estudio representa ademas de las alternativas
econdmicas y sociales, la generacion de nuevo conocimiento acerca del contenido y de las
caracteristicas quimicas, fisicas y estructurales, proveniente de esta planta. Atun, cuando
tradicionalmente el destino de la pifia de sotol ha sido dirigido a la produccidn de bebidas
alcohdlicas, la demanda para el desarrollo y produccion de alimentos funcionales ha
conducido a que parte de estos cultivos sean explorados y en algunos casos (agave)
destinados a la obtencion de fructanos tipo inulina, oligofructanos y mieles utilizadas en
formulaciones de alimentos como sustitutos de grasas, fuente de fibra y como
edulcorantes.

Industrialmente el método empleado para la extraccion de fructanos es térmico, e incluye
la purificacion con carbonatacion acida y resinas de intercambio i6nico; este método es
preferido sobre los demés ya que no exige costos elevados ni riesgos industriales. Sin
embargo, la aplicacion de altas temperaturas durante la extraccion deriva en un incremento
del consumo de energia, sumando a esto, los efectos en los rendimientos y dafio que pueda

generarse sobre la molécula durante el proceso y en etapas posteriores a éste. Los fructanos



tipo inulina se consideran de alta calidad cuando se encuentran en su estructura completa,
es decir, cuando no ha sufrido ninguna hidrélisis. Dentro de las alternativas para mejorar
la metodologia del proceso de extraccion de este tipo de componentes a partir de tejidos
vegetales estan la utilizacion de tecnologias no convencionales o emergentes, como el
ultrasonido ya que su uso permite la extraccion a menores temperaturas, reduciendo de
manera significativa el tiempo de proceso y favoreciendo el rendimiento de la extraccion.
Adicionalmente las pifias del sotol pueden pre-tratarse con enzimas (celulasas, pectinasas,
xilanasas y hemicelulasas) en condiciones controladas, generando cambios en la pared
celular y facilitando la liberacion de fructanos. En nuestro laboratorio algunos resultados
de estudios indican una mejora en la extraccion de azicares, componentes solubles y de
fructanos, indicando una mejora durante la aplicacién de pre-tratamientos enzimaticos
asistidos con ultrasonido, durante el proceso de extraccion.

Acorde a estos resultados, en esta investigacion se estudio el efecto individual o
combinado del ultrasonido con y sin la utilizacién de enzimas degradantes de pared celular
con procesos de extraccion térmica convencional de fructanos provenientes de pifias
maduras de planta de sotol (Dasylirion spp.), y de agave (Agave tequilana Weber var.
azul) a diferentes condiciones de extraccion. Este trabajo de tesis consistio en el desarrollo
de diferentes estudios; en el primero, se evalud el efecto de la extraccion asistida con
ultrasonido a diferentes potencias ultrasonicas y diferentes relaciones solido-liquido en la
extraccion de carbohidratos de agave (Agave tequilana Weber var. azul) de dos diferentes
edades. En un segundo estudio se evalud la extraccion de fructanos de plantas de sotol
(Dasylirion wheeleri) a diferentes condiciones de potencia de sonicacion y temperatura,
determinando porcentajes de extraccion de carbohidratos y otros cambios fisicos y
quimicos que ocurren durante el proceso. Durante el tercer estudio se evaluaron las
condiciones de una extraccion asistida con enzima usando una mezcla enzimatica
comercial (Pectinex Ultra SP-L) para obtener fructanos a partir de sotol (Dasylirion
wheeleri); de esta manera se optimizo la concentracion de enzima y la concentracion de
sustrato en este caso el sotol. En el estudio nimero cuatro se obtuvo una mezcla enzimatica
de cuatro enzimas (celulasa, pectinasa, xilanasa y hemicelulasa) para la extraccion de
carbohidratos de plantas silvestres de sotol (Dasylirion wheeleri); estudiandose en primer

lugar las condiciones de extraccion de cada enzima (concentracion, temperatura, pH y



tiempo), con los datos obtenidos se optimizd la concentracion de cada una enzima dentro
de la mezcla enzimatica propuesta. Como quinto estudio o fase del proyecto; con el mejor
tratamiento del coctel enzimatico obtenido se evaluod el efecto de este tratamiento, asi
como el de ultrasonido en forma individual y combinada, evaluando los cambios quimicos
(azucares reductores y totales), rendimientos de extraccion de fructanos. Con los
resultados obtenidos en los diferentes estudios se establecieron condiciones de proceso
que derivaron en la obtencion de fructanos con buenos rendimientos y calidad. Por ultimo,
como estudio numero seis se evaluod el efecto de fructanos tipo inulina de agave (Agave
tequilana Weber var. azul) como acarreador o material de pared en diferentes
concentraciones para la encapsulacion de pigmentos naturales presentes en el maiz azul

(antocianinas) mediante secado de aspersion.



II. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del agave y sotol

El agave es considerado originario de México en donde existen una gran diversidad de
plantas de agave con alrededor de 200 especies reportadas (Pefia-Alvarez et al., 2004). Es
un cultivo de importancia a nivel agroindustrial en el pais, ya que cuenta con una amplia
superficie cosechada ya que crece y se desarrolla adecuadamente en diferentes y a veces
contrastantes atmoésferas ambientales (Mancilla-Margalli y Lopez 2006). Desde el punto
de vista econdémico varias especies de agave son importantes para la produccion de
bebidas alcoholicas como el pulque y el mezcal. Dentro de estas especies una de las més
importantes es el Agave tequilana Weber var. azul, comunmente conocido como Agave
azul (Waleckx et al., 2008), el cual constituye la materia prima para la produccién de la
bebida alcohdlica con denominacion de origen “Tequila” (Pefia-Alvarez et al., 2004). Otra
planta similar al agave y que es de interés sobre todo en la zona norte del pais que es donde
mayormente se produce en forma silvestre o se cultiva, debido a la prevalencia de
condiciones climaticas extremas (Mancilla-Margalli y Lopez 2006), especificamente en
el desierto Chihuahuense es el sotol (Dasylirion spp.) el cual es destinado principalmente
para la produccion de la bebida denominada con el mismo nombre “Sotol”. Este tipo de
plantas del tipo “suculentas”, como el agave y el Dasylirion spp. debido a que han sufrido
adaptaciones morfoldgicas y fisioldgicas para sobrevivir en condiciones adversas y que se
han adaptado a regiones aridas y semiaridas, pueden almacenar grandes cantidades de
carbohidratos, provenientes del “metabolismo acido de las crasuldceas” (CAM) por su
abreviatura en inglés (Lopez et al., 2003).

El CAM, es un metabolismo de respiracion, en donde las estomas de la planta se abren
durante la noche para consumir CO; y liberar agua, sin embargo, debido a que la
temperatura es mas fria por la noche, las pérdidas de agua por evaporacion son minimas,
accion indispensable para las plantas sometidas a estrés hidrico. En el CAM las estomas
de la planta se cierran durante el dia y el CO> liberado internamente por la planta, no puede
escapar de la hoja, teniendo que reducirse a carbohidrato dando lugar al producto
fotosintético principal del CAM que son los fructanos, los cuales se almacenan como

carbohidratos de reserva (Lopez et al., 2003).



Es por esto por lo que ademés de producir bebidas alcoholicas con este tipo de plantas
debido a su elevado contenido de azlcares, alternativamente por a su alto contenido de
fructanos ¢éstas pueden destinarse para la produccion de otros productos de interés
comercial tal como la inulina o fructanos con un menor grado de polimerizacion (GP),
teniendo en cuenta sus multiples aplicaciones en la industria alimentaria (Leite et al.,

2007; Madrigal y Sangronis 2007).

2.2. Fructanos

Los fructanos son oligbmeros o polimeros de fructosa con enlaces B-fructofuranosido,
comunmente solubles en agua y sintetizados a partir de la acumulacion de sacarosa en la
vacuola de las células de las plantas (Vijn y Smeekens 1999; Vizcaino-Rodriguez et al.,
2012). En otras palabras, son compuestos en los cuales uno o mas enlaces fructosil-
fructosa constituyen la mayoria de los enlaces, es decir, estdn constituidos
mayoritariamente de residuos de fructosa, incluso, se incluye el disacarido compuesto por
dos unidades de fructosa, llamado inolubiosa. Los fructanos son en ocasiones llamados

polifructosilfructosa, relativo a los multiples enlaces entre fructosas (Roberfroid, 2004).

2.2.1. Generalidades de los fructanos

Los fructanos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza. Se encuentran como
carbohidratos de reserva en aproximadamente 15% de las plantas de floracion (Hendry,
1993), representando el segundo mecanismo mas comun de almacenamiento de energia
(después de almidon). Actualmente las inulinas de achicoria y de alcachofa Jerusalem son
fuentes importantes de fructanos industrialmente, mientras que los fructanos de Agave y
Dasylirion son la fuente de carbono para la fermentacion de los procesos de bebidas
alcohdlicas tradicionales como Tequila, Mezcal, Bacanora y Sotol (de Ledn-Rodriguez et
al., 2006; Waleckx et al., 2008). También se ha reportado que los fructanos son
producidos por microorganismos como bacterias acido lacticas (Korakli y Vogel 2006) y
por hongos.

Hoy en dia se conoce més de los beneficios los fructanos, ya que este tipo de compuestos
ofrecen una exclusiva combinacion de ventajas nutricionales y tecnoldgicas. Por lo

anterior, los fructanos son un ejemplo practico de ingredientes activos en alimentos lo cual



convierte al producto portador como “alimento funcional” (Franck, 2002). Los fructanos
son legalmente clasificados como ingredientes alimenticios (no como aditivos), por varios
paises como Estados Unidos, Australia, Canada, Japon, etc. Incluso Estados Unidos da el
titulo de producto “Generalmente reconocido como seguro” o GRAS por sus siglas en
inglés. Los fructanos son utilizados recientemente por la industria alimentaria, por su alta
funcionalidad y versatilidad. Son fibra soluble dietética de sabor, color y olor neutro, bajos
en calorias, con excelentes cualidades de gelificacion, alta capacidad de retencion de agua,
sinérgico con gomas, y con la habilidad de estabilizar espumas y emulsiones. Estas
propiedades unicas de los fructanos, los hacen el ingrediente ideal para remplazar la grasa
en una gran variedad de alimentos como productos lacteos, carnicos y horneados, bajando
las calorias, adicionando fibra soluble dietética y como prebiotico (Castellanos-Pérez et

al., 2012).

2.2.2. Estructura quimica de los fructanos

Como ya se menciono los fructanos son polimeros compuestos principalmente por
unidades de fructosa, con al menos un enlace fructosil-glucosa, igual al de la sacarosa
(disacérido de glucosa y fructosa) y cuando se presenta es comun que sea el enlace
precursor en la cadena polimérica. La presencia de una molécula inicial de sacarosa no es
necesariamente una condicién para que el compuesto pueda ser considerado como
fructano; por esto, muchos fructanos comienzan con fructosa (Kelly, 2008).
Estructuralmente, los fructanos pueden ser clasificados dependiendo del tipo de enlace
predominante y del tamafio de la cadena. Por ejemplo, son clasificados como inulinas
cuando predominantemente tienen enlaces glucosidicos B-(2—1) entre moléculas de
fructosa (fructosil-fructosa). Las inulinas pueden ser de cadena lineal y con un grado de
polimerizacién de 2-70 unidades. Las levanas son moléculas lineales de cadena corta
unida por enlaces B-(2—6), con la presencia ocasional, o no, de uniones B-(2—1), que, a
diferencia del resto de los fructanos, las levanas pueden ser de origen vegetal o flingico.
Las graminanas son un tipo de fructanos ramificados los cuales presentan los dos tipos de
enlaces, B-(2—6) y B-(2—1), que pueden tener residuos de glucosa, principalmente
polimeros de fructosa (Roberfroid, 2004). Las neoseries de inulina contienen una fraccion
de glucosa entre dos unidades de fructofuranosil extendidas por enlaces B-(2—1) y por

ultimo las neoseries de levana estan formadas por enlaces B-(2—1) y B-(2—6) con



unidades de fructofuranosil en cualquiera de los extremos de una molécula central de

sacarosa. Diferentes estructuras de fructanos se muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Ejemplo de diferentes tipos de fructanos. La sacarosa (dimero de glucosa y
fructosa unido por enlace a-(1—2), que es la molécula precursora de los fructanos, se
resalta en circulos. (a) Inulina en cadena lineal unidas entre si por enlaces fructosil-
fructosa B-(2—1). (b) Neoserie de inulina que contiene dos cadenas lineales unidas entre
si mediante enlaces fructosil B-(2—1) y B-(2—6). (c) Levana con una cadena lineal de
enlaces fructosil B-(2—6) unida al residuo fructosil de la sacarosa precursora (d)



Graminana que es un fructano ramificado, ambos tipos de enlace fructosil B-(1—2) y B-
(2—6) estan presentes y las ramificaciones pueden ocurrir en cualquier residuo fructosil
(Ritsema y Smeekens 2003).

Ademas de todas estas estructuras a través de la ramificacion, particularmente en la
posicion complementaria B-(2—6) en el caso de las inulinas y B-(2—1) en el caso de las
levanas) se pueden derivar una serie de estructuras complejas. Este es el caso de los
fructanos del Agave tequilana var. azul, en los cuales su alto grado de ramificacion llevo
a nombrarlos como agavinas (Lopez et al., 2003; Mancilla-Margalli y Lopez 2006)

(Figura 2).
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Figura 2. Estructura de fructano de Agave Tequilana var. azul (agavina) propuesta por
Mancilla-Margalli y Lopez (2006).

Las inulinas con una unidad de glucosa terminal son llamadas a-D-glucopiranosil-[(3-D-
fructofuranosil]-1-D-fructofuranésido o fructooligosacaridos (FOS), mientras que los que
solo estan constituidos por fructosa [B-D-fructopiranosil-[a-D-fructofuranosil]y.i-D-
fructofuran6sido o inulooligosacaridos (Roberfroid, 2004). Por lo tanto, la féormula
general se puede representar como GFy 0 Fn, con G como glucosa y F como fructosa y n
caracteriza en numero total de unidades de fructosa. En la Figura 3 se muestran un ejemplo

de estas estructuras.
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Figura 3. Estructura quimica de las moléculas GF, a-D-glucopiranosil-[B-D-
fructofuranosil]s.1-D-fructofurandsido y Fn B-D-fructopiranosil-[ a-D-fructofuranosil]s-1-
D-fructofuranésido. n es el grado de polimerizacion o el numero de unidades de B-D-

fructofuranosa; G y F representan la glucosa y la fructosa, respectivamente (Ronkart et
al.,2007).

2.2.3. Caracteristicas fisicoquimicas de los fructanos

Los fructanos presentan una serie de caracteristicas quimicas muy peculiares. Como se
expuso con anterioridad, los grados de polimerizacion de los fructanos son variables segin
la fuente de donde se extraigan. De esta manera los fructanos de tipo inulina tienen un
rango en grado de polimerizacion (GP) de 2 a 70 y los fructooligosacéaridos (FOS)

derivados de la hidrdlisis de fructanos de 2 a 10 (Roberfroid, 2004; Chacon-Villalobos,



2006). Los pesos moleculares de los fructanos son muy variables seglin la fuente, con
pesos moleculares que oscilan en el intervalo entre 1000 y 4500 Da (Chacoén-Villalobos,
2006). A diferencia del almidon que es mayoritariamente insoluble, los fructanos son
totalmente solubles en agua. Los fructanos “nativos”, aquellos que no se han purificado,
contienen moléculas de glucosa, fructosa, sacarosa y pequenos oligosacaridos (Franck,
2006), presentan un porcentaje de disoluciéon a una temperatura de 25 °C del 12%
(Roberfroid, 2004). En presencia de agua e incrementando la temperatura, la solubilidad
de los fructanos tipo inulina aumenta, por ejemplo, presentan una solubilidad en agua igual
a 60 g/L a una temperatura de 10 °C y de 330 g/L. a 90 °C. Ademas, la inulina en su estado
solido puro suele presentar formas cristalinas, las cuales suelen ser higroscopicas y
dificiles de mantener en forma liofilizada a no ser que se empleen atmoésferas modificadas.
Estos cristales pueden tener puntos de fusion que van de los 199 °C a los 200 °C cuando
se trata de fructanos de bajo grado de polimerizacion. La solubilidad es también apreciable
en etanol al 80% especialmente a una elevada temperatura de alrededor de 80 °C. La
capacidad de ser hidrosolubles otorga a los fructanos propiedades humectantes por lo tanto
pueden emplearse para usos distintos en la industria; por ejemplo, en la industria
alimenticia se aprovecha la solubilidad de los fructanos para la creacion de geles que
proporcionen un aumento en la densidad del producto, asi como texturas suaves y

cremosas (Chacon-Villalobos, 2006).

La viscosidad de las disoluciones de los fructanos es generalmente mas alta que la de los
demas carbohidratos a la misma concentracion, asi como suele tener mayor estabilidad
térmica (Franck, 2006). Como cualquier carbohidrato, los fructanos, se hidrolizan
facilmente por accion de 4cidos o enzimas; la oligofructosa comercial es de hecho
obtenida muchas veces por medio de una hidrdlisis parcial de la inulina cruda. Los
fructanos suelen ser muy estables a los rangos de pH encontrados en la mayoria de los
alimentos (pH entre 4-7), asi como estables en refrigeracion (Chacon-Villalobos, 2006).

La velocidad de hidrolisis de los fructanos depende de las propiedades del enlace
glucosidico. En particular, el enlace glucosil-fructosa es de 4-5 veces mas resistente a una
hidrolisis 4cida que el fructosil-fructosa. Sin embargo, una unidad terminal de fructosa es
atacada mas facilmente que aquellas que se encuentran en el interior de la cadena y que

debido a su conformacion estructural no se encuentran expuestas al medio acido (Barclay,
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etal., 2010),

Otra forma de hidrolizar los fructanos es térmicamente. La velocidad de hidrélisis de la
inulina en un pH neutro puede ser considerada insignificante en procesos a = 60 °C, pero
pueden ser mas relevantes a temperaturas mayores, sobre todo si el pH decrece (Barclay,
etal.,2010).

Debido a la configuraciéon B que presentan en el Cz anomérico en sus mondmeros de
fructosa, las inulinas no pueden ser hidrolizadas por las enzimas digestivas del hombre y
de los animales; por lo que permanecen intactas en su recorrido por la parte superior del
tracto gastrointestinal (Roberfroid, 2005), pero son hidrolizadas y fermentadas en su
totalidad por las bacterias de la parte inferior del tracto gastrointestinal (intestino grueso,
colon). De esta manera este tipo de compuesto se comporta como fibra dietética o como
prebiotico estimulando el crecimiento de las bifidobacterias intestinales y disminuyendo
el crecimiento de bacterias dafinas (Madrigal y Sangronis, 2007). Ademads, la
configuracion B influye en el aporte calorico el cual es de 1.5 kcal/g de inulina, en
comparacion a la sacarosa el cual tiene un aporte de 3.75 kcal/g de sacarosa, haciendo de
este carbohidrato un excelente compuesto para alimentos de bajo aporte calorico
(Roberfroid, 2004). Los fructanos poseen un sabor neutral y ligeramente dulce, por
ejemplo, los fructanos de mas bajo peso molecular como los FOS pueden tener dulzores

relativos del 10% de la sacarosa (Chacéon-Villalobos, 2006).

2.2.4. Usos industriales de los fructanos (inulina)

A nivel industrial, la inulina, se presenta como un polvo blanco, sin olor, con sabor neutro
y sin efecto residual, mientras que los FOS, ademas de su presentacion en polvo se
consiguen como jarabe viscoso (oligofructosa) (75% de materia seca) (Franck, 2002).

La obtencion de productos comerciales, proveniente del procesamiento industrial de la
inulina nativa deriva en sustancias como oligofructanos y fructooligosacaridos los cuales
son oligdbmeros de inulina con un GP < 10 o cadenas de inulina de 22 a 25 unidades
(Tarrega et al., 2010; Roberfroid, 2005). El grado de polimerizacion define la calidad del
producto en el mercado y su costo.

Los fructanos nativos son empleados en la industria como sustituto de sacarosa debido al

dulzor proporcionado por sus azucares libres, sin embargo, los fructanos de tipo inulina
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de alta pureza presentan menos dulzor, asi como baja solubilidad, ya que estan
constituidos principalmente por cadenas largas lineales (95%) (Madrigal y Sangronis,
2007).

La viscosidad de la oligofructosa a 10 °C en solucion acuosa, al 5% p/p, es la menor de
los fructanos y es una caracteristica clave para la formacion de geles y de su uso como
sustituto de grasa. La inulina, también mejora la estabilidad de emulsiones y espumas, por
lo que se usa como estabilizante en diversos productos alimenticios (helados, salsas
untables, postres cremosos, etc.) (Franck, 2002). Se observa una sinergia entre los
fructanos de tipo inulina y otros agentes gelificantes como la gelatina, alginatos,
carraginatos, gomas y maltodextrinas. En general, la inulina de alta pureza presenta
mejores niveles de desempefio que los fructanos nativos, en relacion con las propiedades
antes mencionadas (Madrigal y Sangronis, 2007).

Los FOS son estables a altas temperaturas, con propiedades humectantes, reducen la
actividad de agua y por tanto propician estabilidad microbiologica, y adicionalmente
afectan los puntos de fusion y ebullicion de diferentes productos. A pH menores de 4, los
enlaces tipo B de las unidades de fructosa, tanto en los fructanos de tipo inulina como en
el resto, se hidrolizan con la consecuente formacion de fructosa, lo que les hace tener
propiedades tecnologicas similares a los jarabes de fructosa. Por esta razon, estos
compuestos no pueden ser usados en alimentos &cidos (Madrigal y Sangronis, 2007). Por
otra parte, el uso de fructanos como fibra, conduce a una mejora en el sabor y textura de
productos panificados y cereales. Cuando se emplea en este tipo de productos, el efecto
prebiodtico es mas notable, se observan incrementos tanto en la expansion como en el
atributo de “crujiente”, en botanas y cereales extruidos, lo que a su vez incrementa la vida
de anaquel. Asimismo, los fructanos mantienen la humedad y frescura de pasteles y panes

(Franck, 2002).

2.3. Métodos de extraccion

Dentro de los métodos utilizados en la extraccion de fructanos tipo inulina proveniente de
diferentes fuentes se encuentran: hidrolisis acida, concentracidon con membranas de ultra
y nanofiltracidn, hidrélisis enzimatica, precipitacion con alcoholes y extraccidon térmica

(Lingyun et al., 2006). Sin embargo, a la fecha, el método industrial empleado en su
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extraccion es térmico e incluye purificacion con carbonatacion dcida y purificacion por
resinas de intercambio i6nico; este método es empleado sobre los demaés ya que no exige
costos elevados ni riesgos industriales (Madrigal y Sangronis, 2007). Sin embargo, las
temperaturas que se manejan en este tipo de procedimiento van de los 70 a los 80 °C y en
algunos casos se alcanzan temperaturas de ebullicion, haciendo elevado el gasto de
energia y tiempos largos de extraccion (aproximadamente de 1 hora) (Loginova et al.,
2009), lo que podria derivar una degradacion parcial de la molécula. Los fructanos tipo
inulina provenientes del agave son obtenida industrialmente, mediante procesamiento
térmico.

La inulina se considera de alta calidad cuando no ha sufrido fragmentacion, ya que su
arreglo tridimensional le confiere sus propiedades. La extraccion es el primer
procedimiento de procesamiento importante. Con la finalidad de incrementar la
solubilidad de los compuestos activos y la velocidad de transferencia de masa, la

extraccion convencional es llevada a cabo por calentamiento, ebullicion y reflujo.

24. Meétodos alternativos de extraccion en compuestos vegetales

El método de extraccion convencional y mds comin de compuestos vegetales es la
extraccion por solvente, en donde se requiere de un compuesto quimico capaz de disolver
el compuesto vegetal deseado (biocompuesto) (Chemat et al., 2001). La técnica de
extraccion por solvente es ampliamente empleada debido a que se encuentra bien
estandarizada y es fécil de llevar a cabo (Puri et al., 2012).

Algunos métodos han sido reportados para la extraccion de diversas sustancias tales como
compuestos funcionales, grasas, polifenoles (Xu et al., 2008; Kim et al., 2008; Xu et al.,
2007; Giannuzo et al., 2003; Bocco et al., 1998). Estas técnicas de extraccion pueden
causar la degradacion de los compuestos de interés debido a altas temperatura y largos
tiempos de extraccion.

Estas desventajas de las tecnologias convencionales de extraccion radican principalmente
en el consumo elevado de energia (mas del 70%, del total del proceso requiere de energia),
altas generaciones de CO2 y consumo de altas cantidades de quimicos peligrosos. Estas
grandes desventajas han forzado a las industrias quimica y de alimentos a encontrar

nuevas tecnologias de separacion, principalmente aquellas que sean contextualizadas
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como “verdes” las cuales tipicamente usan menos solvente y energia (Chemat et al.,
2001).

Ejemplos de técnicas alternativas o emergentes que se han empleado pueden ser:
extraccion por microondas, extraccion por fluidos supercriticos, extraccion por
ultrasonido, extraccion con pre-tratamientos enzimaticos, entre otras (Chemat et al., 2001;
Puri et al., 2012). Las técnicas no convencionales de extracciéon implican un campo de
investigacion para la industria (Chemat et al., 2001).

Dentro de las técnicas emergentes o no convencionales que se han empleado para la
extraccion de compuestos bioactivos de interés a partir de matrices solidas, la cual ha
cobrado fuerza en las ultimas décadas, es la extraccion asistida por ultrasonido, debido a
que presenta alta reproducibilidad, tiempos cortos de extraccion, es de facil manejo,
reduce los consumos de solvente y temperatura presentando bajos consumos de energia
(Chemat et al., 2008). Este método es fundamental en la aplicacioén de longitudes de ondas
sonoras de intensidad y frecuencia altas, a través de un medio acuoso, que interactian con
el tejido, el proceso de cavitacion causa hinchazén de la célula y la ruptura de la pared
celular, lo cual permite la difusion de solutos de interés a alta velocidad a través de la
pared celular en un primer caso o con un simple lavado del contenido celular como una
segunda opcidn en el proceso (Lingyun et al, 2006; Vinatoru, 2001). Adicionalmente otros
factores tales como temperatura, solvente, presion pueden favorecer la recuperacion del
soluto o compuesto de interés, a través de una optimizacion de diversos factores en este
método de extraccion tales como: potencia de sonicacion, frecuencia, tiempo de
extraccion y distribucion de longitudes de onda (Wang y Weller, 2006). La tecnologia de
extraccion ultrasonica ha sido ampliamente aplicada en la extraccion de aceites,
polisacaridos, proteinas, flavonoides a partir de plantas (Chen y Zhang, 2007; Zhang et
al., 2005) y en un estudio realizado por Lingyun et al. (2007) aplicaron algunos métodos
de extraccidn, incluyendo convencionales y de ultrasonido para la extraccion de inulina
a partir de alcachofa, observandose el efecto benéfico de la aplicacion del ultrasonido
indirecto en una disminucion en los tiempos de extraccion, y menor dafio en la molécula
de inulina cuando se aplica los tratamientos de sonicacion indirectos.

El pre-tratamiento del solido que contiene al compuesto de interés, como es el caso de los

fructanos contenidos en el tejido de agave o de sotol, podria favorecer la extraccion de
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este componente cuando se emplean en combinacidon con técnicas emergentes como el
ultrasonido.

La hidrolisis enzimatica ha sido empleada particularmente para el pre-tratamiento de
material vegetal con posterior aplicacion de métodos convencionales de extraccion (Puri
etal.,2012). La maceracion con ayuda de enzimas permite disgregar los tejidos vegetales,
proporcionando suspensiones de células sueltas y agregados celulares. Este método
presenta ventajas sobre la disgregacion termo-mecanica, ya que conserva intactos sabores,
pigmentos y los compuestos activos celulares (Whitaker ez al., 2003). Dentro de los pre-
tratamientos asistidos a tecnologias emergentes como el ultrasonido, es la utilizacion de
carbohidrasas tales como pectinasas, celulasas y hemicelulasas (Nyam et al., 2009;
Serensen et al., 2005; Landbo y Meyer, 2001) las cuales degradan la pared celular del
tejido facilitando la lixiviacion de los componentes de interés. La efectividad de estos pre-
tratamientos en la mejora de la extraccion de los compuestos de interés son dependientes
de factores como el tipo de enzimas, concentracion, relacion enzima-sustrato, pH,
temperatura, tiempo de exposicion. Algunos estudios reportados han utilizado una
combinacion de enzimas, para mejorar los procesos de extraccion de componentes (Li et
al., 2011; Kapchie et al., 2008). Es importante mencionar que estas enzimas actuan
sinérgicamente en la degradacion de la pared celular. Por lo tanto, al evaluar la efectividad
de la evolucion de los procesos de extraccion asistidos con tratamientos enzimaticos,
tendrd que determinarse la actividad de estas enzimas en forma global o en base a las
enzimas mas importantes. Es por esto por lo que la extraccion asistida con enzimas es
objeto de investigaciones posteriores y tiene el potencial de ser comercialmente atractiva,

pese a los costos que pudiera implicar el empleo de enzimas muy selectivas (Puri et al.,

2012).

2.4.1.Ultrasonido

El ultrasonido se puede definir basicamente como la energia generada por ondas sonoras
de 20,000 o més vibraciones por segundo, por encima del espectro audible (Hoover,
2000). El modo de accion del ultrasonido es atribuido a un fenomeno llamado cavitacion.
Este se lleva a cabo cuando dentro del liquido las ondas sonoras que se propagan en €l

crean ciclos alternados, de baja presion (rarefaccion) a alta presion (compresion). Estos
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ciclos continuos de alta-baja presion crean pequefias burbujas o huecos en el liquido que
colapsan violentamente cuando ya no pueden absorber energia (en un fenémeno llamado
"cavitacion"), produciendo un intenso calentamiento local, altas presiones, corrientes en
chorro de liquido y dramaticas velocidades de calentamiento y enfriamiento. La cavitacion
produce fuerzas de cizallamiento intensas y cambios en las propiedades fisicas que
permiten que el solvente penetre mas profundo en el s6lido, aumentando la velocidad de
difusion de la molécula deseada al solvente (Zhang et al., 2005). El colapso de las burbujas
de cavitacion es conocido como implosion que llega a dafiar a las superficies solidas que
se encuentren cercanas a su punto de colapso. En sistemas acuosos a una frecuencia
ultrasonica de 20 kHz, el colapso de cada burbuja de cavitacion genera temperaturas de
alrededor de 5000 °C y presiones alrededor de 2000 atm (Mason et al., 2003). En la Figura

4 se puede observar el fenomeno de cavitacion.
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Figura 4. Fendmeno de cavitacion. (x) eje x: (a) Desplazamiento de la onda; (b) cavitacion
trascendente, con burbujas que se forman, crecen e implotan; (c) cavitacion estable, en
donde las burbujas no llegan a colapsar; (d) punto de origen para las presiones generadas:
durante la compresion (C) la presion es positiva y durante la rarefaccion (R) la presion es
negativa (Mason et al., 2003).

La energia liberada por la cavitacién de una burbuja es extremadamente pequefia, pero en
este proceso millones de burbujas colapsan cada segundo. El efecto producido es muy
intenso y ha sido utilizado para limpieza y desinfeccion de equipos y mds recientemente

para favorecer la difusion en procesos de algunas areas de la industria, por ejemplo, en la
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industria de alimentos se utiliza como sistema de mezclado y emulsificacion,
impregnacion y extraccion, en congelacion y en la eliminacion de espuma en bebidas entre
otros. Por todo lo anterior a la sonicacion se le atribuyen ventajas en los procesos de
extraccion relacionadas con la mejora de transferencia de masa y ruptura celular (Lida et

al., 2008; Rodriguez-Rojo et al., 2012).

2.4.1.1. Efectos del ultrasonido

Como ya se menciond, por efecto sonomecanico el ultrasonido produce dafios fisicos y
quimicos. Al final de la cavitacion, la burbuja implota, incrementando de sobremanera la
presion y la temperatura en el punto del colapso, esto genera una “proyeccion de jet” que

se focaliza sobre un punto dado del solido adyacente, generando entonces dafio fisico

(Figura 5) (Mason y Tiehm, 2001; Gronroos, 2010).
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Figura 5. Fenomeno de implosion de una burbuja de cavitacion. Cuando una burbuja de
cavitacion se expande hasta un punto maximo (punto de equilibrio), colapsa hacia su eje
central ocasionando una propulsion de chorro focalizada, que dafia una estructura sélida

cercana debido a las altas temperaturas y presiones de la implosion (modificacion del
propuesto por Mason y Tiehm, 2001).

El dafio fisico ocasionado por efectos del ultrasonido sobre la pared celular de plantas ha
sido reportado comprobado por diversos autores mediante analisis quimicos,
cuantificando compuestos derivados de la pared celular (Ebringerova y Hromadkova,
2010) y mediante microscopia, revelando orificios ocasionados por la implosion de
burbujas sobre la pared celular (Toma et al., 2001; Narvaez-Flores et al., 2015).

Otro efecto de las altas temperatura y presiones del colapso, pueden conducir a la
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disociacion de las moléculas del agua en radicales hidroxilos (OH") y atomos de hidrégeno
(H"). Siendo radicales extremadamente reactivos y responsables de dafios oxidativos a
compuestos organicos (Mason y Tiehm, 2001; Gronroos, 2010; Duan y Kasper, 2011).

Se ha reportado que ultrasonido puede depolimerizar los carbohidratos presentes, tanto de
los polimeros componentes de la pared celular de plantas como de los mismos azlcares
que se encuentran dentro (Lingyun et al., 2007; Gronroos, 2010). Sin embargo, también
reportan que es necesaria mas evidencia para evaluar el efecto del ultrasonido sobre la
extraccion de compuestos como la inulina, encontrando los factores adecuados como el
tiempo, frecuencia e intensidad adecuados para lograr una mayor extraccion sin dafar las

moléculas.

2.4.1.2. Factores que afectan el ultrasonido

El efecto del ultrasonido durante la extraccion de compuestos vegetales depende de la
combinacion de diferentes factores directamente relacionados con la aplicacion del
ultrasonico como: frecuencia, intensidad y tiempo de exposicion; asi como los factores
directamente relacionados con el efecto de lixiviacion, como: solvente, relacion solido-
liquido y temperatura (Toma et al., 2001). Los factores antes mencionados deben ser
elegidos adecuadamente de acuerdo con la matriz vegetal de donde se pretende extraer el
compuesto (Toma er al., 2001), ya que la cavitacion ultrasénica es un fendmeno fisico

cuyo rendimiento depende de dichos factores (Gronroos, 2010).

2.4.2. Enzimas degradantes de tejidos vegetales

Las enzimas son proteinas ideales para asistir en la extraccion, modificacion o sintesis de
biocompuestos de origen natural (Puri ef al., 2012). La extraccidon enzimatica se basa en
la habilidad inherente de las enzimas de catalizar reacciones muy especificas y selectivas.
Asi como en la habilidad de funcionar en soluciones acuosas a pH y temperatura
especificas (Puri er al., 2012). Las enzimas tienen la capacidad de degradar o
desestabilizar las paredes celulares o membranas del tejido vegetal, favoreciendo y
mejorando la extraccion de biocompuestos (Whitaker et al., 2003; Puri et al., 2012).
Estudios recientes sobre la extraccion asistida por métodos enzimaticos han demostrado
una rapida extraccion, alta recuperacion, y la reduccion de solvente, asi como una

disminucioén en la energia del proceso con respecto a los métodos sin asistencia enzimatica
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(Puri et al., 2012). Enzimas como pectinasas, celulasas y hemicelulasas han sido
ampliamente usadas para el rompimiento de la matriz de la pared celular y mejorar la
extraccion de compuestos como: polisacaridos, almidon de semillas de cebada (Zheng y
Bhatty, 1998) y almidon de jicama (Ramos de la Pena et al., 2011).

Estudios detallados sobre aspectos de transferencia de masa y parametros cinéticos en los
procesos de extraccion de inulina son escasos. En nuestro laboratorio se han realizado
algunos trabajos, donde se muestra el potencial de aplicacion de estos modelos en la
extraccion de fructanos, asistidos con ultrasonido. Asimismo, los aspectos de calidad de
las moléculas de fructanos, relacionados con las condiciones de extraccion, asi como el
uso de ultrasonido y estudios de la combinacion de este método asistidos con pre-
tratamientos con enzimas degradantes de pared celular, que favorezcan las lixiviacion de
la fructanos en plantas de sotol y agave y permitan determinar las mejores condiciones de
extraccion, relacionando aspectos de la calidad en la molécula del fructano. Por lo tanto,
es importante evaluar el efecto de estos métodos de manera que resulten en operaciones
de proceso Optimos y de calidad de estos compuestos. Esto sugiere la necesidad de
desarrollar modelos de prediccion para determinar las condiciones Optimas de proceso
para la extraccion de fructanos de agave y sotol. En este estudio se pretende evaluar el
efecto individual o combinado de ultrasonido con y sin la utilizacion de enzimas
hidroliticas en la extraccion de fructanos provenientes de plantas de agave y de sotol, a
diferentes condiciones de extraccion que conduzcan a determinar las mejores condiciones

de extraccidn de fructanos de buena calidad.
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III. JUSTIFICACION

Estudios demuestran que en las tltimas décadas se han desarrollado nuevos conceptos en
nutricion, como consecuencia de nuevos estilos de vida y de retos para elevar la calidad
de vida. Por esta razon se ha incrementado y acelerado el consumo de productos
alimenticios que ofrezcan beneficios para la salud como los alimentos funcionales. En la
actualidad, la presencia de ciertas cantidades de fructanos tipo inulina o sus derivados en
la formulacion de un producto alimenticio es condicidn suficiente para que dicho producto
pueda ser considerado como alimento funcional (Roberfroid, 2004). La propiedad de los
fructanos tipo inulina mds extensivamente estudiada es su comportamiento como
prebidtico (Roberfroid, 2004), definido por su capacidad selectiva de estimular el
crecimiento de un grupo de bacterias en el colon (bifidobacterias y lactobacilos), con la
consecuente disminucion de otras especies que pueden ser perjudiciales. Entre otras
propiedades benéficas a la salud, se mencionan: el refuerzo de las funciones
inmunologicas (ante cancer o tumores), el aumento de la biodisponibilidad de minerales,
la mejora del metabolismo de las grasas y de la respuesta glicémica (Franck, 2006). A
nivel industrial, la inulina se obtiene de la raiz de la achicoria y se usa como ingrediente
en alimentos, ofreciendo ventajas tecnoldgicas e importantes beneficios a la salud (Franck,
2006). Sin embargo, estos carbohidratos también se encuentran en cantidades
significativas en plantas de la familia Agavaceae y Nolinaceae, como el agave y el sotol,
respectivamente. Aunque estas dos plantas se utilizan para la produccion de bebidas
alcohdlicas, éstas pueden ser utilizadas para la produccion los fructanos tipo inulina como
un procedimiento alternativo. Industrialmente el método empleado para la extraccion de
inulina es con agua a altas temperaturas, sin embargo, este método demanda gran consumo
de energia, pudiendo ocasionar también un mayor dafio a la molécula, debido a la
hidrolisis que ocurre por causa del tratamiento térmico, mermando la calidad y el precio
del producto final. Esto es importante ya que la inulina se considera de alta calidad cuando
se encuentra en su estructura completa, es decir cuando no ha sufrido ninguna hidrdlisis.
Dentro de las alternativas que pueden mejorar el proceso de extraccion de fructanos tipo
inulina a partir de este tipo de plantas es la utilizacion del ultrasonido ya que permite la
extraccion a partir de tejidos vegetales en menores tiempos y bajas temperaturas

favoreciendo el rendimiento de extraccion. Asimismo, una alternativa de extraccion de
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estos polisacaridos es el empleo de métodos enzimaticos (enzimas degradantes de la pared
celular) asistidos con pre-tratamientos fisicos para facilitar la liberacion de este tipo de
carbohidratos. Es por esto que mediante este estudio se pretendid evaluar diferentes
condiciones durante el proceso de ultrasonido, asimismo con y sin la utilizacion de
enzimas durante la extraccion de fructanos a partir de plantas de agave y de sotol, para
determinar su efectividad como pre-tratamientos individuales en la extraccion de estos
componentes. Todo esto con la finalidad de encontrar las mejores condiciones que
conduzcan a la obtencion de fructanos de buena calidad, mediante su caracterizacion
fisicoquimica. De acuerdo con las caracteristicas de los fructanos tipo inulina también es
importante evaluarlos en su incorporaciéon como ingrediente funcional. Una de sus
posibles aplicaciones para aprovechar sus propiedades y beneficios en la salud puede ser
su utilizacion como acarreador para la encapsulacion de pigmentos naturales como las
antocianinas presentes en el maiz azul. Esto debido a que se ha reportado que es posible
sustituir con cierta proporcion de inulina y fructoologosacaridos (FOS), algunos otros
acarreadores como maltodextrina, almidon modificado, entre otros; con buenos resultados
en la encapsulacion de aceite esencial de romero y algunas bifidobacterias y lactobacilos,
ademas de su uso como prebidtico (Beirdo-da-Costa et al., 2013; de Barros Fernandes et
al., 2014a,b; Fritzen-Freire et al., 2012; Rajam y Anandharamkrishnan, 2015). Asimismo,
se ha reportado el uso de inulina como acarreador en la encapsulacion de diferentes
pigmentos naturales como de betalainas presentes en la tuna roja (Saénz et al., 2009), de
antocianinas de grosella negra (Riber nigrum L.) (Bakowska-Barczak y Kolodziejczyk,
2011). Bustos-Garza et al. (2013) reportaron el uso de inulina de A. tequilana Weber como
acarreador en combinacidn con otros acarreadores (maltodextrina, goma arabiga, proteina
de suero) y en diferentes proporciones en la encapsulacion de oleorresina de astaxantina
de Haematococcus pluvialis. La encapsulacion de pigmentos (antocianinas) de maices
pigmentados ya se ha realizado; Garcia-Tejeda et al. (2015) obtuvieron encapsulados de
extracto de maiz morado usando como agentes acarreadores almidones de maiz (normal
y ceroso) tanto hidrolizados como acetilados. Lao y Giusti (2017) usaron maltodextrinas
de diferentes equivalentes de dextrosa (ED) para encapsular antocianinas de maiz morado.
Sin embargo, el uso de fructanos tipo inulina de A. tequilana Weber var. azul para

encapsular los pigmentos naturales presentes en el maiz azul no se ha reportado.
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IV. HIPOTESIS
Pre-tratamientos con ultrasonido en forma individual o combinada, asistidos con
tratamiento enzimatico, mejora los rendimientos de extraccion y propiedades fisicas y
quimicas de fructanos a partir de agave (Agave tequilana Weber var. azul) y de sotol

(Dasylirion spp.) en comparacion con el método de extraccion convencional.
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V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar el efecto individual o combinado del ultrasonido con y sin la utilizacién de
enzimas degradantes de pared celular a diferentes temperaturas en la extraccion de
fructanos tipo inulina provenientes de pifias de agave (Agave tequilana Weber var. azul)
y de pifias de sotol (Dasylirion spp.), determinando los rendimientos y calidad del
extracto, asi como la aplicacion de los fructanos como acarreador para la

microencapsulacion de pigmentos naturales mediante secado por aspersion.

5.2. Objetivos particulares

1.  Caracterizar fisicoquimicamente pifias de agave (Agave tequilana Weber var. azul)
de diferentes edades y pifas de sotol (Dasylirion spp.) maduras.

2. Realizar un proceso de extraccion de fructanos a partir de las pinas de agave y
plantas de sotol por método convencional.

3.  Estudiar diferentes factores de proceso (relacion soluto:solvente, tiempo y
temperatura de extraccion, y potencia ultrasénica), mediante la realizacion de
experimentos preliminares y discriminar los de menor efecto durante la extraccion
para la obtencion de las condiciones de cada estudio.

4.  Realizar la extraccién de fructanos partir de plantas de agave provenientes de
diferentes edades a diferente potencia ultrasonica, evaluando cambios
fisicoquimicos, contenido y calidad durante la extraccion.

5. Realizar la extraccion de fructanos partir de plantas maduras de sotol a diferente
potencia ultrasonica y temperatura, evaluando cambios fisicoquimicos, contenido y
calidad durante la extraccion.

6.  Modelar los mecanismos de trasferencia de masa durante la extraccion de fructanos
a diferentes condiciones de potencia ultrasdnica y temperatura.

7.  Investigar y optimizar las condiciones de la extraccion asistida con enzimas de
fructanos a partir de pifias de sotol. en forma individual y combinada.

8.  Realizar cinéticas de extraccion de fructanos de pifias de sotol durante la extraccion

asistida con enzimas.

23



10.

11.

12.

Investigar las condiciones de la extraccion de fructanos a partir de pinas de sotol
con cuatro enzimas (celulasa, pectinasa, xilanasa y hemicelulasa) en forma
individual y combinada.

Obtener una mezcla enzimatica con las cuatro enzimas mencionadas y optimizar la
concentracion de cada una para la extraccion de fructanos de sotol.

Realizar extracciones de fructanos de sotol combinando tratamientos enzimaticos,
potencia ultrasonica y temperatura y analizar las caracteristicas fisicas y quimicas
de los extractos.

Evaluar fructanos de agave en diferentes proporciones como acarreador o material
de pared para la encapsulacion de pigmentos naturales de maiz azul mediante secado

por aspersion.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Materiales

Se utilizaron pifias maduras de agave (Agave tequilana Weber var. azul) y de sotol
(Dasylirion wheeleri). Las pifias tanto de agave como de sotol se almacenaron a 4 °C y
90% de humedad relativa por tres dias hasta su andlisis. Estas se analizaron
fisicoquimicamente en términos de diametro, peso, contenido de solidos solubles (°Brix),
pH, asi como en analisis proximal determinando el contenido de humedad, proteina, grasa,
fibra cruda y cenizas de acuerdo con los métodos de la AOAC (1998).

Las enzimas que se utilizaron durante el estudio fueron: una mezcla comercial Pectinex
Ultra SP-L de Arpergillus aculeatus, la cual contiene principalmente las enzimas
pectintranseliminasa, poligalacturonasa, y pectinesterasa y pequefas cantidades de
hemicelulasas y celulasas. Asimismo, una celulasa (endo-1,4-B-D-glucanasa) de
Aspergillus niger, una pectinasa (poligalaturonasa) de Aspergillus niger, una xilanasa
(endo-1,4-B-xilanasa) de Trichoderma longibrachiatum y una hemicelulasa de Aspergillus
niger, todas las enzimas fueron adquiridas en Sigma-Aldrich (St. Louis MO, EUA). Para

el estudio de escapsulados se utilizaron fructanos de agave (Agaven®).

6.2. Quimicos y reactivos

Se utilizaron como estandares D-glucosa (= 99%), D-fructosa (= 99.5), D-sacarosa (>
99.5), inulina de achicoria, asi como cianidina 3-glucosido, pelargonidina 3-glucosido,
cianidina 3,5-diglucosido y pelargonidina 3,5-diglucésido adquiridos en Sigma-Aldrich
(St. Louis MO, EUA). Como estandares también se utilizaron 1-kestosa, nistosa (1,1-
kestotetraosa) y 1-B-fructofuranosilnistosa (1,1,1-kestopentaosa), asimismo se utilizo el
kit enzimatico para la determinacion de fructanos y la mezcla de fructanasa exo- y endo-
inulinasa adquiridos de Megazyme (Wicklow, Irlanda). Como sustratos para los ensayos
de actividad enzimatica se usaron carboximetilcelulosa, dcido poligalacturénico, xilano y
goma de algarrobo y como monosacaridos para las curvas estandar glucosa, xilosa, acido
galacturonico, manosa y galactosa adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis MO, EUA).
Otros reactivos y solventes grado analitico y HPLC para las diferentes determinaciones

analiticas fueron obtenidos de Sigma-Aldrich y J.T. Baker (Ciudad de México, México).
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6.3. Estudio No. 1
Extraccion asistida con ultrasonido de fructanos a partir de agave (Agave tequilana

Weber var. azul) a diferentes potencias de ultrasonido y relaciones sélido-liquido

6.3.1. Procedimiento experimental

Para este estudio se obtuvieron dos pias de Agave tequilana Weber var. azul de diferentes
edades (6 y 7 afios de crecimiento) de la misma zona de cultivo ubicada en municipio de
El Rosario del estado de Sinaloa, México.

Las dos pifias de agave se cortaron transversalmente en dos mitades y luego en cuatro
partes. Cada una de estas piezas se cortaron luego en secciones mas pequefias y se
trituraron en una licuadora doméstica (Oster, modelo 6640, México) a la misma velocidad
y tiempo (1 min). El agave fresco y molido se sometié inmediatamente a extraccion a
diferentes relaciones solido:liquido (S:L) peso:volumen (p:v) de agave:agua (1:2, 1:3 y
1:6) y diferentes densidades de potencia ultrasénica (DPUs) (40, 80 y 120 mW/mL)
durante 35 min a 40 °C. El tiempo de extraccion se determiné mediante analisis
preliminares donde inici6 el comportamiento asintotico.

El ultrasonido fue aplicado usando una sonda S-450 de 400 W con potencia variable
(Branson Ultrasonics Sonifier, Danbury, Connecticut, EUA) con un didmetro de 13 mm,
que se mantuvo sumergida 3 cm por debajo de la superficie del medio liquido durante la
sonicacion. La temperatura durante la extraccion se mantuvo constante mediante la
recirculacion de agua por fuera del recipiente dentro de un bafio. Como controles se
llevaron a cabo extracciones en ausencia de ultrasonido, pero en las mismas condiciones
de relacion S:L, tiempo y temperatura. Asimismo, se realizd una extraccion a alta
temperatura (90 °C) con la relacion S:L intermedia y el mismo tiempo. Todas las
extracciones se realizaron por duplicado. Al final de la extraccion de cada tratamiento, el
extracto resultante se filtr6 al vacio a través de papel Whatman No. 1. Los extractos fueron
analizados en el rendimiento de extraccion de carbohidratos (REC), contenido de
fructanos (FRU), de fructosa, glucosa y sacarosa, asi como el grado de polimerizacion

promedio (GPy).
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6.3.2. Diseiio experimental y analisis estadistico

Se utilizé un disefio estadistico de un experimento factorial completamente al azar de 3 X
3 x 2 para determinar las influencias de la edad del agave, la DPU y la relacion S:L en la
extraccion de carbohidratos. Los datos obtenidos de los diversos analisis experimentales
se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) utilizando el software Minitab version
16 (Minitab, 2010). Las diferencias entre las medias de los tratamientos se compararon

mediante la prueba de Tukey con un nivel de confianza del 95%.

6.4. Estudio No.2
Efecto del ultrasonido en la extraccion de carbohidratos a partir de plantas de sotol

(Dasylirion wheeleri) a diferentes potencias y temperaturas

6.4.1. Procedimiento experimental

Para este estudio se obtuvo una pifia de sotol silvestre Dasylirion wheeleri, la cual fue
recolectada en la temporada de invierno en el municipio de Madera del estado de
Chihuahua, México. La pina de sotol con 8 afos y 70% de humedad fue deshojada y
pelada, cortada en tiras de 5 cm de ancho * 10 cm de largo y secadas en un secador de
charolas con aire caliente a 70 = 5 °C hasta un nivel de humedad de aproximadamente
5%. El sotol deshidratado se moli6 en un molino de martillos y se tamiz6 para obtener un
tamafio de particula uniforme de 5 x 10 m (lo que paso a través de malla 35 y se retuvo
en malla 40). El polvo de sotol fue empacado herméticamente en bolsas de plastico hasta
su analisis.

El polvo de sotol (20 g) fue sometido a extraccion asistida con ultrasonido (EAU) a una
relacion sotol:agua de 1:24 (p/v) a diferentes temperaturas (20.85, 25, 35, 45 y 49.14 °C)
y potencias de ultrasonido (32.13, 40, 59, 78 y 85.9 W) durante 10 min, de acuerdo al
disefio experimental mostrado en las Tablas 1 y 2. Este tiempo de extraccion fue
determinado de acuerdo con estudios preliminares donde comenz6 el comportamiento

asintotico de la extraccion.
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Tabla 1. Variables de proceso y niveles usados en el disefio experimental de la
extraccion de fructanos de sotol (Dasylirion wheeleri) a diferentes potencias de
ultrasonido y temperaturas.

Niveles de variacion

Variables de proceso

-1.41421 -1 0 +1  +1.41421
Potencia de ultrasonido (W) 32.13 40 59 78 85.9
Temperatura (°C) 20.85 25 35 45 49.14

Los experimentos de extraccion de carbohidratos asistida con ultrasonido se llevaron a
cabo con una sonda ultrasonica de un equipo Branson Sonifier S-450 de 400 W con
potencia variable (Branson Ultrasonics Sonifier, Danbury, Connecticut, EUA) usando un
bafio de agua para el control de temperatura. Los extractos obtenidos en cada combinacion
experimental se filtraron al vacio a través de papel Whatman No. 1 y se analizaron en el
contenido de carbohidratos totales (CT), azucares reductores (AR), fructanos totales
(FRU), glucosa, fructosa y en el grado de polimerizacion promedio (GPy).

Tabla 2. Combinacion de las variables usadas en el disefio
experimental para la extraccion de carbohidratos de sotol asistido con

ultrasonido.
. X; X5 PU Temperatura  yx

Tratamiento (W) °C)
1 -1 -1 40 25 -
2 1 -1 78 25 -
3 -1 1 40 45 -
4 1 1 78 45 -
5 -1.4142 0 32.13 35 -
6 +1.4142 0 85.9 35 -
7 0 -1.4142 59 20.85 -
8 0 +1.4142 59 49.14 -
9 0 0 59 35 -
10 0 0 59 35 -
11 0 0 59 35 -
12 0 0 59 35 -
13 0 0 59 35 -

*Y;, Variable de respuesta, representada como la media + desviacion estandar.
Ademéds, se realizd una cinética de extraccion de fructanos para cada combinacion
experimental, en la que se tomaron periddicamente muestras de extracto y se determin6
el contenido de FRU, estos datos se usaron para calcular del coeficiente de transferencia
de masa (K;). Como control se realizd una extraccion térmica tradicional a alta

temperatura de 90 °C durante 40 min.
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6.4.2. Diseifio experimental y analisis estadistico

Se utilizé un disefio central compuesto rotable de segundo orden y los resultados se
analizaron utilizando la metodologia de superficie de respuesta (Montgomery, 1991;
Myers, 1971). La PU y la temperatura de extraccion fueron las variables independientes.

El polinomio de segundo orden ajustado esta dado por la Ecuacion 1:

Y; = by + b1 Xy + byX, + byy X2+ byoX2 + b X1 X, + & Ec. 1

donde Y; es la variable de respuesta para el experimento, X; es el valor de potencia
ultrasonica para el experimento #; X» es la temperatura de extraccion para el experimento
1;y bo, by, b2, bi1, b22 'y b1z son los coeficientes estimados del modelo; del intercepto, de
los efectos lineales, efectos cuadraticos e interacciones, respectivamente, y € es el error.
Los cinco niveles de variacion y las combinaciones de las variables de este disefio
experimental se muestran en las Tablas 1 y 2, respectivamente. El disefio consistio en 13
tratamientos con 5 repeticiones en el punto central, 4 puntos factoriales y 4 puntos axiales
(Tabla 2). Se utiliz6 el software Design Expert version 6.01 (Stat-Ease, Inc. 2005,
Minneapolis, EUA) para ajustar los modelos de superficie de respuesta a los datos
experimentales y el software Minitab version 16 (Minitab, Inc., State College,
Pennsylvania, EUA) fue utilizado para hacer comparaciones de medias entre tratamientos

mediante la prueba de Tukey. Las diferencias significativas se definieron como P < 0.05.

6.5. Estudio No. 3
Optimizacion de la extraccion de fructanos asistida con enzimas a partir de plantas

de sotol silvestre (Dasylirion wheeleri)

6.5.1. Procedimiento experimental

Para este estudio se obtuvo una pifia de sotol silvestre Dasylirion wheeleri de 7 afios de
crecimiento la cual fue recolectada en la temporada de invierno en el municipio de Madera
del estado de Chihuahua, México. La pifia de sotol con un peso de 18.4 kg y 57.7% de
humedad fue cortada en pequeiias piezas, de estos trozos de pifia fresca se pesaron 100 g

para cada tratamiento y se molieron usando una licuadora doméstica (Oster, modelo 6640,
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México) a la misma velocidad durante 1 min. Posteriormente, se prepard una solucion
enzimatica de la mezcla comercial Pectinex® Ultra SP-L en un buffer de acetato de sodio
50 mM a pH de 4.5, con ésta se prepararon diferentes concentraciones de enzima (0.0,
25.74, 87.87, 150 y 175.735 U/mL) agregando diferentes volumenes de la misma mezcla
enzimatica y llevados a 100 mL con el mismo buffer de pH 4.5 para obtener la
concentracion de enzima deseada, luego se mezclaron con diferentes cantidades de
sustrato (sotol molido) (4.4792, 8.0, 16.5, 25 y 28.5208 g/100 mL) para cada tratamiento

de acuerdo con el disefio experimental que se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Variables de proceso y niveles usados en el disefio experimental de la
extraccion de fructanos de sotol (Dasylirion wheeleri) a diferentes concentraciones de
enzima y sustrato.

Niveles de variacion

Variables de proceso

-1.41421 -1 0 +1 +1.41421
[ ]de enzima (U/mL) 0 25.74 87.87 150 175.73
[ ] de sustrato (g/100 mL) 4.4792 8.0 16.5 25 28.52

Las mezclas (sustrato-solucion enzimatica) para cada tratamiento se colocaron en una
incubadora Labnet (Modelo 211DS, Woodbridge, New Jersey, EUA) a 30 °C y se agitaron
a 180 rpm. Para cada combinacion experimental se evalu6 la actividad enzimatica, para
esto durante la extraccion se tomaron muestras de 1 mL a los 15, 30, 60, 120, 240 y 360
minutos y se colocaron en hielo (0 °C) durante 15 minutos para detener la actividad
enzimatica. Luego, a cada muestra se le cuantifico azlicares reductores para determinar la
constante de velocidad enzimatica (Vp). Después de 8 h (480 min) de extraccion, los
extractos obtenidos para cada tratamiento se enfriaron en hielo (0 © C) durante 15 minutos
y se filtraron al vacio a través de papel filtro Whatman No. 1 y se analizaron en el
contenido de carbohidratos totales (CT), azucares reductores (AR), fructanos totales
(FRU), glucosa, fructosa y sacarosa, asi como en el grado promedio de polimerizacién

(GPy).

6.5.2. Diseifio experimental y analisis estadistico
Se utilizd6 un disefio compuesto central rotable de segundo orden y los resultados se
analizaron utilizando la metodologia de superficie de respuesta (RSM). La concentracion

de enzima y la concentracion de sustrato fueron las variables independientes. Los niveles
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y las combinaciones experimentales se muestran en las Tablas 3 y 4, respectivamente. El
polinomio de segundo orden ajustado a los datos (Montgomery, 1991; Myers, 1971) fue

el siguiente:

Y; = bo + by Xy + byXp + byy XT + bpaXZ 4 b1oX1 X, + & Ec.2
donde Y; es la variable de respuesta para el i %™ experimento; X; es la concentracion de
enzima (U/mL) para el experimento i; X»; es la concentracion de sustrato (g/100 mL) para
el experimento i; bo, b1, b2, b11, b2 y b12 son los coeficientes estimados del modelo, y € es
el término de error. De esta manera el disefio experimental consistio en 2 variables de
estudio con 5 niveles de variacion para la concentracion de enzima y concentracion de
sustrato (Tabla 3), resultando en 13 tratamientos con 5 repeticiones en el punto central, 4
puntos factoriales y 4 puntos axiales. La Tabla 4, muestra la matriz genérica del disefo,
asi como las combinaciones experimentales de las variables de estudio. El software
Design-Expert v. 7.0 (2005) fue utilizado para ajustar el modelo de superficie de respuesta

a los datos experimentales. Las diferencias significativas se definieron como P < 0.05.

Tabla 4. Combinacion de las variables usadas en el disefio experimental para la
extraccion de carbohidratos de sotol asistido con enzimas.
Concentracion Concentracion

Tratamiento X X> de enzima de sustrato Yi*
(U/mL) (g/100 mL)
1 -1 -1 25.74 8.00 -
2 1 -1 150.00 8.00 -
3 -1 1 25.74 25.0 -
4 1 1 150.00 25.0 -
5 -1.4142 0 0.00 16.55 -
6 1.4142 0 175.73 16.55 -
7 0 -1.4142 87.87 4.4792 -
8 0 1.4142 87.87 28.52 -
9 0 0 87.87 16.55 -
10 0 0 87.87 16.55 -
11 0 0 87.87 16.55 -
12 0 0 87.87 16.55 -
13 0 0 87.87 16.55 -

*Y;, Variable de respuesta, representada como la media + desviacion estandar.
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6.6. Estudio No. 4
Extraccion de fructanos asistida con enzimas a partir de plantas de sotol silvestre
(Dasylirion wheeleri): Proceso de optimizacion usando la metodologia de la superficie

de respuesta

6.6.1. Materiales

Para este estudio se obtuvieron dos pifias de sotol silvestre Dasylirion wheeleri de
aproximadamente 8 afios de crecimiento las cuales fueron recolectadas en la temporada
de invierno en el municipio de Madera del estado de Chihuahua, México. Las pifias de
sotol con un peso promedio de 20.665 kg y una humedad de 56.46% fueron deshojadas y
peladas, cortadas en tiras de 2 cm de ancho X 5 cm de largo y secadas con aire caliente a
55+ 5 °C enun secador de charolas hasta un nivel de humedad de aproximadamente 0.053
kg agua/kg de materia seca. Las tiras de sotol deshidratadas se molieron en un molino de
martillos para obtener un polvo, el cual se tamiz6 recuperando solo lo que pasoé a través
de malla No. 60 (250 um) y se retuvo en malla No. 80 (177 um) para uniformizar el
tamafio de particula. El polvo de sotol fue empacado herméticamente en bolsas de plastico
hasta su analisis. Asimismo, se utilizaron 4 enzimas: una celulasa, una pectinasa, una

xilanasa y una hemicelulasa adquiridas en Sigma-Aldrich (St. Louis MO, EUA).

6.6.2. Procedimiento experimental

6.6.2.1. Estudios preliminares de factores simples

Primeramente, se realizaron estudios de extraccion explorando los factores simples para
cada enzima en diferentes condiciones de relacion liquido-solido, tiempo de extraccion,
pH, temperatura y concentracion de enzima.

Se prepararon soluciones de cada enzima y se sometieron a extraccion a diferentes
relaciones liquido-sélido (20, 30, 40, 60 y 150 mL/g), los extractos obtenidos se analizaron
en el rendimiento de extraccion de polisacaridos (REP) de sotol. Con la mejor relacion
liquido-solido (L-S) se procedio a realizar cinéticas de extraccion a diferentes tiempos de
extraccion y se analizaron en el REP y contenido de azucares reductores (AR), que
definieron el mejor tiempo de extraccion. Una vez definido el tiempo de extraccion se

realizaron extracciones a diferentes pH’s (3, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5 y 6.0) este vario de
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acuerdo con la enzima usada; los extractos fueron analizaron en el REP. Establecido el
pH optimo de cada enzima se procedi6 a realizar extracciones a diferentes temperaturas
(25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 y 60 °C) esta también varidé de acuerdo con la enzima, ya
obtenidos los extractos se determind el REP. Una vez definidos los factores simples antes
mencionados se realizaron extracciones a diferentes concentraciones de cada enzima (2%,
4%, 6%, 8%, 10% y 12%) en porcentaje peso/peso (% p/p) enzima/polvo de sotol,

variando también seglin la enzima, el REP fue determinado para estos extractos.

6.6.2.2. Estudios preliminares de combinacion de enzimas

Con los resultados obtenidos se fijaron las condiciones 6ptimas de pH, relacion liquido-
solido, tiempo y concentracion de enzima y como uno de los objetivos de este estudio fue
obtener una mezcla de las 4 enzimas, se determiné si con el uso de las 4 en realidad se
obtenia una mejor extraccion. De esta manera, se realizaron extracciones con las enzimas
individuales, combinandolas en pares, en tres y por ultimo con las cuatro (Tabla 5). Los
extractos obtenidos para cada tratamiento se enfriaron en hielo (0 °C) durante 15 minutos

y se filtraron a través de papel filtro Whatman No. 1 y se analizaron en el REP de sotol.

Tabla 5. Combinacion de enzimas para la extraccion de fructanos a partir de sotol
(Dasylirion wheeleri).

Tratamientos Enzimas Celulasa Pectinasa Xilanasa Hemicelulasa

1 1 + - - -
2 1 - + - -
3 1 - - + -
4 1 - - -
5 2 + + - -
6 2 - + + -
7 2 - + +
8 2 + - + -
Y 2 + - - +
10 2 - + - +
11 3 + + + -
12 3 + + - +
13 3 - + + +
14 3 + - + +
15 4 + + + +

Control 0 - - - -

+Enzima presente en el tratamiento de extraccion.
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6.6.2.3. Optimizacion de la mezcla de enzimas (concentracion de enzimas) a través
de un disefio ortogonal

Como los resultados arrojaron que el mayor rendimiento de extraccion se obtuvo con la
combinacion de las 4 enzimas se decidid estudiar la concentracion necesaria de cada
enzima en el coctel enzimatico para la obtencion de los mayores rendimientos de
extraccion de polisacaridos de sotol.

Para esto se prepararon soluciones de cada enzima pesando una cantidad definida de cada
una de ellas por separado, luego se diluyeron con cierto volumen de buffer de
hidrogenofosfato de disodio-acido citrico a un pH de 4.5 para lograr la concentracion
requerida en % peso de enzima/peso de sustrato (sotol). Las 4 soluciones de enzimas se
mezclaron a diferentes volimenes de cada enzima para lograr la concentracion deseada
en cada tratamiento de acuerdo con el empleo de un disefio ortogonal (Tabla 6).
Posteriormente, se llevaron a 30 mL con el mismo buffer de pH 4.5 para obtener la
concentracion de enzima, asi como la relacion liquido-solido deseadas. Luego cada
mezcla enzimatica se colocd en un bafio de agua a 40 °C; después cada una fue adicionada
con 0.5 g de polvo de sotol (sustrato) y se colocaron en una incubadora Labnet (Modelo
211DS, Woodbridge, New Jersey, EUA) y se agitaron a 180 rpm. Después de 20 min de
extraccion, tiempo determinado en los estudios preliminares (Seccion 7.4.2.2.), los
extractos obtenidos para cada tratamiento se enfriaron en hielo (0 °C) durante 15 minutos
y se filtraron a través de papel filtro Whatman No. 1 y se analizaron en el rendimiento de
extraccion de polisacaridos (REP) en %, el cual se obtuvo de acuerdo con el método

descrito en la seccidon 6.9.4.4.

Tabla 6. Disefio ortogonal para la combinacion de enzimas.

No. Celulasa Pectinasa ~ Xilanasa  Hemicelulasa REP (%)
1 1 (10%) 1 (6%) 1 (6%) 1 (6%) -
2 1 2 (8%) 2 (8%) 2 (8%) -
3 1 3 (10%) 3 (10%) 3 (10%) -
4 2 (11%) 1 2 3 -
5 2 2 3 1 -
6 2 3 1 2 -
7 3 (12%) 1 3 2 -
8 3 2 1 3 -
9 3 3 2 1 -

Concentracion de enzima (% p/p).
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6.6.2.4. Diseiio ortogonal y analisis estadistico

Para investigar las concentraciones Optimas de celulasa, pectinasa, xilanasa y
hemicelulasa, se empled un disefio de arreglo ortogonal Lo (3*) con las condiciones de
extraccion de pH, temperatura, relacion liquido-solido y tiempos fijos de acuerdo con lo
obtenido en los estudios de factores simples (Seccion 7.4.2.2. — 7.4.2.4.). La Tabla 6
muestra que los experimentos se llevaron a cabo con 3 factores y 3 niveles, y el rango de
cada factor se basé en los experimentos de factores simples para la concentracion de cada
enzima (Seccion 7.4.2.5.). Cada uno de los tratamientos del disefio se realizd por

triplicado.

6.6.2.5. Estudio de factores simples de la mezcla enzimatica

De acuerdo con lo obtenido en el disefio ortogonal, se realizaron estudios de factores
simples para la mezcla enzimatica. Para esto, se prepar6 la solucion de enzimas con la
concentracion optima de cada una y se sometio a diferentes condiciones de extraccion de
temperatura, pH, relacion liquido-sélido y tiempo. La temperatura se explord en un rango
de 35, 40,45, 50y 55°C, el pH de 4.0, 4.5, 5.0, 5.5 y 6.0, la relacion liquido-solido de 40,
60, 80, 100 y 120 mL/g y la cinética de extraccion en el tiempo desde 2.5 min hasta 120

min en diferentes intervalos de tiempo.

6.6.2.6. Optimizaciéon de las condiciones de extraccion de la mezcla enzimatica a
través de un disefio Box-Behnken
De acuerdo con los resultados obtenidos en el estudio de factores simples de la mezcla
enzimatica encontrada como 6ptima en el diseflo ortogonal, se procedié a optimizar las
condiciones de extraccion. Esto se realizd preparando de nuevo soluciones de cada enzima
a concentraciones definidas con el buffer de hidrogenofosfato de disodio-acido citrico a 3
diferentes pH's (4, 4.5 y 5), luego se realiz6 la mezcla de las enzimas a la concentracion
obtenida en el disefio ortogonal y se llevaron a 3 diferentes volimenes (30, 40 y 50 mL)
para lograr la relacion so6lido-liquido deseada, posteriormente se colocaron a diferentes
temperaturas (35, 40 y 45 °C) de acuerdo al disefio experimental utilizado y se adicionaron
0.5 g de polvo de sotol (sustrato). Por ultimo, se colocaron en una incubadora Labnet

(Modelo 211DS, Woodbridge, New Jersey, EUA) y se agitaron a 180 rpm. Después de 20
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min de extraccion (determinado en los estudios preliminares), los extractos obtenidos para
cada tratamiento se enfriaron en hielo (0 °C) durante 15 minutos y se filtraron a través de
papel filtro Whatman No. 1 y se analizaron en el rendimiento de extraccion de

polisacaridos (REP), azticares reductores (AR) y fructanos totales (FRU).

6.6.2.7. Analisis estadistico

El estudio de optimizacion se realizo a través de un disefio experimental Box-Behnken de
3 factores (X1, temperatura; X>, pH; X3, relacion liquido-sélido) con 3 niveles para evaluar
su efecto combinado en el REP, FRU, AR, glucosa, fructosa, sacarosa y GP,. Para cada
factor, el rango experimental fue elegido en base a un analisis de factores simples realizado
para la mezcla enzimatica obtenida en el disefio ortogonal. Como se observa en la Tabla
7, los niveles codificados y decodificados de las variables independientes son presentados

en base a los resultados preliminares antes mencionados.

Tabla 7. Variables independientes y sus niveles usados en el disefio Box-Behnken.
Niveles de variacion

Variables independientes

-1 0 1
X1, Temperatura 35 40 45
X2, pH 4 4.5 5
X3, Relacion liquido-sélido 60 80 100

En la Tabla 8 se muestra el disefio completo el cual consistio en 17 puntos experimentales,
todos los experimentos se llevaron a cabo en orden aleatorio para minimizar cualquier

efecto sobre las respuestas observadas y por duplicado.

Para el andlisis de los datos, se llevo a cabo un andlisis de varianza y de regresion no
lineal, utilizando el software Design Expert version 6.01 (Stat-Ease, Inc. 2005,
Minneapolis, EUA) para el analisis del disefio experimental, de varianza y de regresion
de los datos experimentales. Los datos obtenidos fueron ajustados por la siguiente

ecuacion polinomial de segundo orden:

3 3 2 3
Y, = by + ZbiXi + ZbiiXiz + Z Z by XX + & Ec. 3
i=1

i=1 i=1 j=1+1
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donde Y es la variable de respuesta, X; y Xj son las variables independientes y b, bi, bii, b;j
representan la constante, el coeficiente lineal, cuadratico y de interaccion,
respectivamente, &;; es el error.

Tabla 8. Matriz del disefio Box-Behnken para la extraccion de polisacaridos de sotol.

Tratamientos X (Temperatura) X2 (pH) X3 (Relacion L-S) Yi*
1 -1 (35) -1(4) 0 (80) -
2 1 (45) -1(4) 0 (80) -
3 -1 (35) 1(5) 0 (80) -
4 1 (45) 1(5) 0 (80) -
5 -1 (35) 0(4.5) -1 (60) -
6 1 (45) 0(4.5) -1 (60) -
7 -1 (39) 0(4.5) 1 (100) -
8 1 (45) 0(4.5) 1 (100) -
9 0 (40) -1(4) -1 (60) -
10 0 (40) 1(5) -1 (60) -
11 0 (40) -1(4) 1 (100) -
12 0 (40) 1(5) 1 (100) -
13 0 (40) 0(4.5) 0 (80) -
14 0 (40) 0(4.5) 0 (80) -
15 0 (40) 0(4.5) 0 (80) -
16 0 (40) 0(4.5) 0 (80) -
17 0 (40) 0(4.5) 0 (80) -

Y;, es lavariable de respuesta, representada como la media =+ desviacion estandar.

6.6.2.8. Estudio de optimizacion de la extraccion asistida con enzimas de
polisacaridos de sotol
Como segunda opcidon de optimizacion de la mezcla con las 4 enzimas se realizo otro
estudio. Para esto se prepararon soluciones de cada enzima a una concentracion definida
diluyendo cada una de éstas en buffer de hidrogenofosfato de disodio-4cido citrico a un
pH de 4.5, posteriormente se mezclaron diferentes volumenes de cada enzima para lograr
la concentracion deseada en cada tratamiento de acuerdo con el disefio experimental
utilizado (Tabla 9), después se llevaron a 40 mL con el mismo buffer de pH 4.5 para
obtener la concentracion de enzima, asi como la relacion liquido-solido deseadas. Luego
cada mezcla enzimatica se colocd en un bafio de agua a una temperatura de 20, 30, 40, 50
0 60 °C segun el tratamiento del mismo disefio experimental (Tabla 10); después cada una
fue adicionada con 0.5 g de polvo de sotol (sustrato) y se colocaron en una incubadora
Labnet (Modelo 211DS, Woodbridge, New Jersey, EUA) y se agitaron a 180 rpm.

Después de 20 min de extraccion (determinado en los estudios preliminares), los extractos
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obtenidos para cada tratamiento se enfriaron en hielo (0 °C) durante 15 minutos y se
filtraron a través de papel filtro Whatman No. 1 y se analizaron en el rendimiento de
extraccion de polisacaridos (REP), aztcares reductores (AR), fructanos totales (FRU),

glucosa, fructosa y sacarosa, asi como en el grado de polimerizacion promedio (GPy).

6.6.2.9. Analisis estadistico de datos

Para explorar los efectos de las variables independientes sobre las respuestas dentro del
rango de investigacion, se llevo a cabo un disefio central compuesto (DCC) de cinco
factores con 3 niveles por duplicado, para evaluar su efecto combinado en el REP, FRU,
AR, glucosa, fructosa, sacarosa y GP,. Estos factores fueron concentracion de celulasa
(X1), concentracion de pectinasa (X2), concentracion de xilanasa (X3), concentracion de
hemicelulasa (X4) y temperatura (Xs). Las variables independientes y sus niveles

codificados y decodificados se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Variables independientes y sus niveles usados en el disefio central compuesto.
Niveles de variacion

Variables independientes

-2 -1 0 1 2
X1, Concentracion de celulasa (% p/p) 4 6 8 10 12
X>, Concentracion de pectinasa (% p/p) 2 4 6 6 10
X3, Concentracion de xilanasa (% p/p) 2 4 6 6 10
X4, Concentracion de hemicelulasa (% p/p) 2 4 6 6 10
Xs, Temperatura (°C) 20 30 40 50 60

En la Tabla 10 se muestra el disefio completo el cual consisti6 en 26 puntos
experimentales, todos los experimentos se llevaron a cabo en orden aleatorio para
minimizar cualquier efecto sobre las respuestas observadas. Las variables independientes
y sus rangos fueron elegidos, en base a los resultados de los experimentos preliminares.
Un modelo de segundo orden (Ec. 4) se ajustd a los datos experimentales mediante el

procedimiento de regresion multiple.
5 5 4 5
Yi =by + Zbi X; + Zbiixiz + Z Z bijXiX; + €ij Ec. 4
i=1 i=1 i=1 j=i+1
donde Y; son las variables de respuesta, respuesta predicha; by, es el intercepto; bi, bii, bjj,
&ij, representan los coeficientes lineales, cuadraticos y de las interacciones, asi como el

error, respectivamente.
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El disefio completo consistié en 26 tratamientos experimentales, los cuales se llevaron a
cabo en orden aleatorio. De acuerdo con el disefio se realizaron cinco réplicas
(tratamientos 22-26) para permitir la estimacioén del error puro. Se utilizo el software
Design Expert version 6.01 (Stat-Ease, Inc. 2005, Minneapolis, EUA) para obtener el
analisis de varianza, regresion y graficos de superficie de respuesta. El software Minitab
version 16 (Minitab, Inc., State College, Pennsylvania, EUA) fue utilizado para hacer
comparaciones de medias entre tratamientos mediante la prueba de Tukey. Las diferencias
significativas se definieron como P < 0.05.

Tabla 10. Combinacion de las variables usadas en el disefio central compuesto asistido
con enzimas utilizado para la extraccion de polisacaridos de sotol (Dasylirion wheeleri).

Celulasa Pectinasa Xilanasa Hemicelulasa Temperatura

. ok
Tratamientos o/ o) (eplp)  (%plp) (% pip) °C) fi

1 10 8 4 8 30 -
2 10 4 8 8 30 -
3 6 8 8 4 50 -
4 10 8 8 4 30 -
5 10 8 4 4 50 -
6 10 4 4 8 50 -
7 6 4 8 8 50 -
8 6 8 4 8 50 -
9 10 4 8 4 50 -
10 6 8 8 8 30 -
11 6 4 4 4 30 -
12 4 6 6 6 40 -
13 12 6 6 6 40 -
14 8 2 6 6 40 -
15 8 10 6 6 40 -
16 8 6 2 6 40 -
17 8 6 10 6 40 -
18 8 6 6 2 40 -
19 8 6 6 10 40 -
20 8 6 6 6 20 -
21 8 6 6 6 60 -
22 8 6 6 6 40 -
23 8 6 6 6 40 -
24 8 6 6 6 40 -
25 8 6 6 6 40 -
26 8 6 6 6 40 -

*Y,, variable de respuesta, representada como la media + desviacion estandar.

39



6.7. Estudio No. 5
Optimizacion de la extraccion enzimatica asistida con ultrasonido de polisacaridos

de plantas de sotol silvestre (Dasylirion wheeleri)

6.7.1. Materiales

Para este estudio se obtuvieron dos pifias de sotol silvestre Dasylirion wheeleri de
aproximadamente 8 afios de crecimiento las cuales fueron recolectadas en la temporada
de invierno en el municipio de Madera del estado de Chihuahua, México. Las pinas de
sotol con un peso promedio de 20.665 kg y una humedad de 56.46% fueron deshojadas y
peladas, cortadas en tiras de 2 cm de ancho x 5 cm de largo y secadas con aire caliente a
55+ 5 °C enun secador de charolas hasta un nivel de humedad de aproximadamente 0.053
kg agua/kg materia seca. Las tiras de sotol deshidratadas se molieron en un molino de
martillos para obtener un polvo, el cual se tamiz6 recuperando solo lo que pasoé a través
de malla No. 60 (250 um) y se retuvo en malla No. 80 (177 um) para uniformizar el
tamafo de particula. El polvo de sotol fue empacado herméticamente en bolsas de plastico
hasta su andlisis. Asimismo, se utilizaron 4 enzimas: una celulasa, una pectinasa, una
xilanasa y una hemicelulasa adquiridas en Sigma-Aldrich (St. Louis MO, EUA). Estas 4
enzimas se utilizaron para la obtencion de la mezcla optimizada, encontrada con el disefio

ortogonal del estudio anterior.

6.7.2. Procedimiento experimental

6.7.2.1. Estudios preliminares

Se realizaron experimentos preliminares, para determinar las condiciones experimentales
del estudio de optimizacion. En primer lugar, se investig6 si la extraccion que se deseaba
realizar era viable. Para esto se prepar6 buffer de hidrogenofosfato de disodio-4cido citrico
a pH de 4.5 y se prepararon soluciones de las enzimas celulasa, pectinasa, xilanasa y
hemicelulasa, dichas enzimas se mezclaron de acuerdo con la concentracién Optima
encontrada para el disefio ortogonal en el estudio anterior (Seccion 7.4.4.), las cuales
fueron 10%, 10%, 8% y 10%, respectivamente en % p/p, respecto a la cantidad de sotol.
Con esta mezcla y con el buffer se realizaron 7 tratamientos de extraccion: 1 tratamiento

enzimatico, 1 tratamiento solo con ultrasonico, 1 tratamiento enzimatico asistido con
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ultrasonido (simultdneamente), 1 tratamiento asistido primeramente con ultrasonido
seguido de un tratamiento enzimadtico, | tratamiento asistido con enzimas seguido una
extraccion con ultrasonido, 1 tratamiento sin enzima; estos 6 tratamientos se llevaron a
cabo a 40 °C (temperatura Optima de la mezcla enzimatica) y por ultimo 1 tratamiento de
extraccion a 85 °C, cada uno de estos tratamientos fue realizado por duplicado, en los
cuales se determind el rendimiento de extraccion de polisacaridos (REP). Los resultados
obtenidos fueron analizados mediante un ANOVA y diferencias de medias a través de la
prueba de Tukey, empleando una P < 0.05. Ademads, se realizé una cinética del
rendimiento de extraccion de polisacaridos para determinar el tiempo en el cual se
completa la extraccion. También, se realizaron extracciones a diferentes relaciones
liquido-solido para determinar y establecer con cual se obtenia el mayor REP. Para la
determinacion del rango de las potencias de ultrasonido se realizaron diferentes
extracciones cada una a cierto nivel en el equipo de ultrasonido y se cuantifico el REP de
sotol. Todos estos experimentos se realizaron por duplicado y las determinaciones se

realizaron por triplicado, reportando los valores medios * la desviacion estandar.

6.7.2.2. Estudio de optimizacion de la extraccion enzimatica asistida con ultrasonido
de polisacaridos de sotol

En base a los resultados obtenidos, se procedi6 a realizar la optimizacion de las principales
variables que afectan dicha extraccion. Para esto se prepararon soluciones de cada enzima
a una concentracion de 20 g/L con el buffer de hidrogenofosfato de disodio-4cido citrico
a pH de 4.5. Posteriormente, se mezclaron con el volumen necesario y suficiente para
todos los tratamientos del disefio llevado a cabo en este estudio hasta obtener una mezcla
con la concentracion adecuada o correspondiente a lo encontrado en el estudio anterior.
La relacion de cada enzima en la mezcla, respecto a cantidad total de las 4 enzimas fue de
26.3% de celulasa, 26.3% de pectinasa, 21.1% de xilanasa y 26.3% de hemicelulasa.
Asimismo, se preparod una cantidad en exceso del mismo buffer (hidrogenofosfato de
disodio-acido citrico a pH de 4.5) el cual se separo6 en diferentes cantidades y se coloco a
diferentes temperaturas de acuerdo con el disefio experimental (20, 30, 40, 50 y 60 °C).

Con la solucidon enzimatica preparada (20 g/L), se realizaron los calculos correspondientes

para la obtencién de la concentracion de enzima necesaria de acuerdo también con el
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disefio experimental (0, 1, 2, 3 y 4 g/L). Una vez alcanzada la temperatura adecuada del
buffer, de acuerdo con el disefio experimental, se procedio a agregar la cantidad de enzima
mencionada anteriormente y completar a 300 mL con dicho buffer, el cual fue el volumen
de extraccion para todos los tratamientos. A dichos 300 mL se le agregaron 6 g de polvo
de sotol (50:1) y se someti6 a diferentes potencias de ultrasonido (11, 25, 39, 53 y 67 W)
durante 20 min. El ultrasonido fue aplicado usando una sonda S-450 de 400 W con
potencia variable (Branson Ultrasonics Sonifier, Danbury, Connectitut, EUA) con un
diametro de 13 mm, que se mantuvo sumergida 3 cm por debajo de la superficie del medio
liquido durante la sonicacion. La temperatura de extraccion segun el disefio se mantuvo
constante mediante la recirculacion de agua por fuera del recipiente dentro de un bafo.
Después de los 20 min de extraccion (determinado en los estudios preliminares), los
extractos obtenidos para cada tratamiento se enfriaron en hielo (0 °C) durante 15 minutos
y se filtraron a través de papel filtro Whatman No. 1 y se analizaron en el rendimiento de
extraccion de polisacaridos (REP), azticares reductores (AR) y fructanos totales (FRU),
contenido de fructosa, glucosa y sacarosa, asi como el grado de polimerizacion promedio
(GPy). Como control se realizd una extraccion sin enzima a 85 °C a la misma relacion

liquido-soélido y el mismo tiempo. Todos los tratamientos fueron realizados por duplicado.

6.7.2.3. Analisis estadistico de datos

El estudio de optimizacion se realizé a través de un diseno central compuesto (DCC) de 3
factores (X1, potencia de ultrasonido; X», temperatura; X3, concentracién de enzima) con
5 niveles para evaluar su efecto combinado. Para cada factor, el rango experimental fue
elegido de acuerdo es estudios preliminares y a los resultados obtenidos en los estudios
anteriores. Como se observa en la Tabla 11, los niveles codificados y decodificados de las
variables independientes son presentadas en base a lo mencionado anteriormente.

Tabla 11. Variables independientes y sus niveles usados en el disefio central
compuesto.

Niveles de variacion

Variables independientes

-2 -1 0 1 2
X1, Potencia de ultrasonido (W) 11 25 39 53 67
X, Temperatura (°C) 20 30 40 50 60
X3, Concentracion de enzima (g/L) 0 1 2 3 4
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Los datos obtenidos fueron ajustados por la siguiente ecuacion polinomial de segundo
orden:
Y; =by+ b1 X1+ by X, + b3 X35+ b, Xy X Xy + bi3X1 X3 Ec. 5
+ by3 X, X3 b1 XE + byy X2 + b33 X3 + ¢
donde Y; son las variables de respuesta, b, es el intercepto; b;, b2 y b3 son los coeficientes
lineales; b1, b22 y b3z son los coeficientes cuadraticos; b3 y b23 son los coeficientes de las
interacciones y X1, X2 y X3 son las variables independientes & es el error. El disefio
completo consistié en 20 tratamientos experimentales, los cuales se llevaron a cabo en
orden aleatorio (Tabla 12). De acuerdo con el disefio se realizaron 5 réplicas (tratamientos
16-20) para la estimacion del error puro. Se utiliz6 el software Design Expert v. 6.01 para
ajustar el modelo propuesto a los datos experimentales, se realizé un andlisis de varianza
y regresion, empleando un nivel de significancia de P < 0.05. Ademas, de un analisis de
cordilleras para la determinacién de los puntos criticos de cada respuesta.
Tabla 12. Matriz del disefio central compuesto para la extraccion enzimatica asistida

con ultrasonido de polisacaridos de sotol.
X1 (Potencia de

X3 (Concentracion de

Tratamientos X> (Temperatura) Yi*

ultrasonido) enzima)
1 -1(29) -1 (30) -1(1) -
2 1(53) -1(30) -1(1) -
3 -1 (25) 1 (50) -1(1) -
4 1(53) 1 (50) -1(1) -
5 -1 (25) -1 (30) 1(3) -
6 1 (53) -1 (30) 1(3) -
7 -1(25) 1 (50) 1(3) -
8 1 (53) 1 (50) 1(3) -
9 -2 (11) 0 (40) 0(2) -
10 2(67) 0 (40) 0(2) -
11 0(39) -2 (20) 0(2) -
12 039 2 (60) 0(2) -
13 0(39) 0 (40) -2 (0) -
14 039 0 (40) 2 (4) -
15 0@39) 0 (40) 0(2) -
16 0@39) 0 (40) 0(2) -
17 039 0 (40) 0(2) -
18 0@39) 0 (40) 0(2) -
19 039 0 (40) 0(2) -
20 039 0 (40) 0(2) -

Y;, es lavariable de respuesta, representada como la media + desviacion estandar.
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6.8. Estudio No. 6
Aplicacion de fructanos de agave (Agave tequilana var. azul) en la encapsulacion de

antocianinas de maiz azul (Zea mays L.) por secado por aspersion

6.8.1. Materiales

Para la realizacion de este estudio se utilizé maiz azul (Zea mays L.), adquirido en la
region de Babicora, Chihuahua. Este se limpi6 y se almacend en bolsas de polietileno a
temperatura ambiente hasta su procesamiento. Este grano fue usado como fuente de
pigmentos naturales (antocianinas) para su posterior encapsulamiento. Asimismo, como

material acarreador se utilizaron fructanos de agave (Agaven®).

6.8.2. Procedimiento experimental

6.8.2.1. Extraccion de antocianinas de maiz azul

En primer lugar, se realizaron extracciones de los pigmentos encontrados en el maiz azul.
Para esto 5 kg de maiz limpio se molieron en un molino de martillos marca Pulvex 200,
de 10 kg/h de capacidad, con una malla de 2 mm de diametro. El maiz molido fue
almacenado en bolsas de polietileno con sellado hermético a temperatura ambiente. Antes
de la extraccion se prepar6 una mezcla de metanol:agua acidificada con HC1 1 N (85:15).
Posteriormente, se realizaron extracciones pesando 75 g de maiz azul molido a los cuales
se le agregaron 600 mL del solvente de extraccidon en un vaso de precipitado de 1 L. Luego
la mezcla fue sonicada con una sonda S-450 de 400 W con potencia variable (Branson
Ultrasonics Sonifier, Danbury, Connectitut, EUA) con un didmetro de 13 mm, que se
mantuvo sumergida 3 cm por debajo de la superficie del medio liquido durante 15 min.
Después, la mezcla fue sometida a agitacion durante 105 min con un agitador magnético
a temperatura ambiente, y cubierta de la luz. El sobrenadante fue separado por filtracion
usando papel filtro Whatman No. 4 en un embudo Buchner con vacio y el solvente fue
evaporado en un rotavapor Biichi a 40 °C. Los extractos obtenidos de las diferentes

extracciones se fueron almacenando a -20 °C hasta su posterior encapsulacion.
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6.8.2.2. Encapsulacion de antocianinas de maiz azul mediante secado por aspersion

Antes del proceso de secado los extractos fueron descongelados. Posteriormente, se
prepararon mezclas de extracto de antocianinas de maiz azul con fructanos de agave como
material acarreador en diferentes concentraciones (6%, 8%, 10% y 12%), respecto al
extracto (peso/volumen). Es decir, se colocaron 350 mL de extracto y se afiadieron 21, 28,
35 y 42 g los cuales fueron mezclados con un agitador magnético durante 20 min a 120
rpm. Las mezclas homogenizadas fueron deshidratadas utilizando un secador por
aspersion Niro A/S DK-2860 2001 (GEA Company, Soeberg, DK) acondicionado a una
temperatura de entrada de 150 °C y 85 °C de temperatura de salida y 0.7 bar de presion de
aire. Los polvos encapsulados obtenidos con un porcentaje final de sélidos secos de 10%,
12%, 14% y 16% de acuerdo con el disefio experimental, fueron almacenados en bolsas
de polietileno con sellado hermético y en la oscuridad hasta su posterior andlisis. Dichos
encapsulados fueron analizados en sus propiedades fisicas (densidad aparente, color,
contenido de humedad, actividad de agua, indice de absorcion y solubilidad en agua y
temperatura de transicion vitrea), quimicas (pH, polifenoles totales, actividad
antioxidante, antocianinas totales y antocianinas individuales) y morfoldgicas (a través de
la microscopia electronica de barrido). Los tratamientos de encapsulacion se realizaron

por duplicado y al azar.

6.8.2.3. Analisis estadistico

Este estudio de encapsulacion de antocianinas de maiz azul con fructanos de agave, fue
realizado a través de un disefio completamente al azar por duplicado. Este fue analizado
por medio de un andlisis de varianza de una via, en el cual la variable de estudio fue el
porcentaje de adicion de fructanos en peso/volumen (6%, 8%, 10% y 12%). Para esto, se
utilizd el programa estadistico Minitab version 16 (Minitab, Inc., State College,
Pennsylvania, EUA) con un nivel de confianza de 0.05. Asimismo, se utiliz6 la prueba de
Tukey para hacer comparaciones de medias entre los cuatro tratamientos. Las diferencias

significativas se definieron como P < 0.05.
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6.9. METODOS

6.9.1. Caracterizacion pifas de agave y sotol

6.9.1.1. Analisis proximal

Las pifias de agave y de sotol se caracterizaron mediante un anélisis proximal de acuerdo
con los métodos de la AOAC (1998) el contenido de humedad se obtuvo por secado a
105 °C por 24 h (método 950.02); cenizas por incineracion a 550 °C (método 923.03);
extraccion de grasa en soxhlet (método 920.39); fibra cruda (método 962.09);
microKjeldahl para proteina (método 960.52), y el contenido de carbohidratos se estimé

por diferencia.

6.9.1.2. Determinacion de diAmetro y peso de las pifias

El didmetro de las pifias de agave y sotol se determino usando una cinta métrica flexible
la cual se coloco alrededor de cada una de las pinas y se registrd el valor indicado, lo
anterior se realizd cinco veces y se obtuvo un valor promedio. Para el peso de las pifas,
se colocaron en una balanza y se registr6 el valor indicado, esto se hizo tres veces para

cada pifia y se obtuvo un valor promedio.

6.9.1.3. pH

Para la determinacion del pH se siguio el método 981.12 de la AACC (2000). Cada uno
de los extractos se agit6 utilizando una barra magnética a 1500 rpm y una temperatura de
25 °C; durante la agitacion se introdujo el electrodo de un potencidémetro (Hanna
Intruments, modelo EDGE HI2020, RI, EUA) y se tom6 la lectura del pH. Esta

determinacion se hizo por triplicado para cada uno de los tratamientos.

6.9.1.4. Determinacion de sélidos solubles (°Brix)

El contenido de solidos solubles (°Brix) de las pifias de agave y de sotol se determino
mediante el método 932.12 de la AACC (2000). Se realizd por indice de refraccion,
usando un refractometro Atago Abbe (Tokio, Japon), a una temperatura de 25 °C. Este se
ajusto previamente a 0 °Brix con agua destilada a 25 °C. Se coloc6 una gota de extracto
en la camara del refractometro previamente atemperada a 25 °C y se realizé la lectura.

Esta determinacion se hizo por triplicado para cada uno de los tratamientos.

46



6.9.1.5. Determinacion de la superficie especifica total del polvo de sotol segin el
método Brunauer-Emmett-Teller

Las propiedades de textura del polvo de sotol se caracterizaron mediante isotermas de
adsorcidon-desorcion con nitrégeno a 77 K utilizando un equipo comercial Autosorb-1C
Quantacrome Instruments (Boynton Beach, Florida, EUA). Antes de la medicion de la
adsorcion-desorcion de las muestras, se introdujo 1 g de sotol en polvo con un tamafio de
particula de 5 x10™* m, dentro de la celda y se desgasifico a 473 K y 10 mbar durante 24
h. Los datos de adsorcién-desorcion obtenidos con N> se analizaron segun la ecuacion de
Brunauer-Emmett-Teller y la ecuacion de Barrett-Joyner-Halenda para la determinacion

del area de superficie especifica y la distribucion del tamafio de poro, respectivamente.

6.9.2. Calculo de la densidad de potencia de ultrasonido (DPU)

La potencia ultrasonica se calculé mediante Se utilizé el método calorimétrico descrito
por Rawson et al. (2011) para calcular la potencia de ultrasonido transferida hacia el medio
liquido. Se afiadi6 agua destilada en el recipiente utilizado para la extraccion de fructanos
de agave. Posteriormente se inicid con la aplicacion de ultrasonido y se registrd la
temperatura en funcion del tiempo (cada minuto) con un termémetro digital, la cinética de
incremento de temperatura se realizd por duplicado para cada potencia de ultrasonido
utilizada. Los datos de incremento de temperatura debido a la cavitacion se graficaron vs.
el tiempo, y se aplico la tendencia de los datos a una regresion de tipo polinomial de grado
n 'y coeficientes a, (Ecuacion 6).

y = apx° + a;xt + a,x? + azx3+...ax" Ec. 6

La ecuacion obtenida se derivé y en la ecuacion resultante se sustituyeron los tiempos de
medicion (0, 1, 2, 3, 4, 5, - 35 min) y se obtuvieron los valores del incremento de la
temperatura (T) con respecto al tiempo (¢), y se expresaron como d7/dt, en unidades (°C/s).
El valor d7/dt obtenido se emple6 para calcular la potencia ultrasonica (PU) en (W), como

lo indica la Ecuacion 7.

dT
PU=m><Cp<E) Ec. 7
t=0

donde m es la masa del solvente (kg), C, es el calor especifico del solvente usado en este

caso el del agua (4.18 kJ/kg- °C), y dT/dt es el cambio de temperatura en el tiempo (°C/s).
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Finalmente, se calcul6 la potencia ultrasonica disipada dentro el medio liquido con

volumen determinado (V) usando la Ecuacion 8 (Xu et al., 2014):

ppy =2Y Ec. 8
=— c.
Vv

donde DPU es la densidad de potencia ultrasénica; expresada en mW/mL, PU es la
potencia ultrasonica obtenida con la Ec. 7en mW y V es el volumen del solvente utilizado

en mL.

6.9.3. Calculo de la potencia de ultrasonido (PU)

El célculo de la potencia ultrasénica se realizd de igual manera que lo descrito en la
seccion 6.4.2., con la diferencia que en la Ecuacion 7 se usé el C, del material extraido
con un contenido promedio de 1.7 °Brix + 0.01 (1.149 kJ/kg- °C), el cual fue calculado de

acuerdo con Asadi (2007). Los valores calculados de PU fueron expresados en W.

6.9.4. Caracterizacion de los extractos de agave y sotol

6.9.4.1. Determinacion de carbohidratos totales (CT)

La determinacion de carbohidratos totales se realizdé por el método Fenol-Sulfurico
descrito por Dubois et al. (1956). Se mezclé 1 mL de muestra con 1 mL de fenol al 5%
en tubos de ensayo. A los tubos se les afiadieron 2.5 mL de H>SO4 concentrado y se
dejaron reposar por 15 min, por Gltimo, se analizaron en un espectrofotometro Perkin-
Elmer (modelo Lambda 25 UV/VIS, EUA) a una longitud de onda de 490 nm. Se realiz6
una curva de calibracion de la absorbancia en funcidn de la concentracion para la cual se
prepararon soluciones de 10-100 ppm utilizando fructosa (Sigma-Aldrich. St. Louis MO,
EUA) como estandar. Como blanco se utilizdé agua destilada aplicandole el mismo
tratamiento. La prueba se realizo por triplicado y se obtuvo un valor promedio para cada

tratamiento.

6.9.4.2. Determinacion de azicares reductores (AR)

La determinacién de azucares reductores se realizo de acuerdo con el método de Miller
(1959) el cual se basa en que el acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) es reducido en presencia
de calor, por los azlicares reductores que entran en contacto con él y se desarrolla un

cambio de color que va desde el amarillo hasta el café. Se mezclaron 0.5 mL de muestra
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con 0.5 mL del reactivo DNS en tubos de ensayo, los cuales se colocaron a ebullicion por
5 min en bafio de maria, inmediatamente se detuvo la reaccion con bafo de agua y hielo.
Se afiadieron 5 mL de agua destilada y se agitaron los tubos, se reposaron durante 15 min
y se determino la absorbancia en un espectrofotometro Perkin-Elmer (modelo Lambda 25
UV/VIS, EUA) a 540 nm. Se realizd una curva con soluciones de 200-2000 ppm,
utilizando fructosa (Sigma-Aldrich. St. Louis MO, EUA) como estandar. El mismo
tratamiento se realizd para el blanco con agua destilada. La prueba se realizé por

triplicado y se obtuvo un valor promedio para cada tratamiento.

6.9.4.3. Determinacion del rendimiento de extraccion de carbohidratos (REC)
El porcentaje del rendimiento de extraccion de carbohidratos se calculd usando la

Ecuacion 9:
Ct - CT %
masa del agave (g)

REC (%) = 100 Ec. 9
donde C: y C; representan los contenidos de azucares totales y reductores en gramos (g),

respectivamente.

6.9.44. Determinacion del rendimiento de extraccion de polisacaridos (REP)
El rendimiento de extraccion de polisacaridos (%) se calculd de acuerdo con la siguiente

expresion:

REP (%) — Contenido de extraccion de polisacaridos (g) « 100 Eec. 10
(%) = Peso del polvo de sotol (g) ©

6.9.4.5. Determinacion del contenido de fructanos totales (FRU)

El contenido de fructanos se determiné de acuerdo con McCleary et al. (2000) usando el
kit comercial para la determinacion de fructanos (Megazyme, Irlanda). Este método
consiste en la hidrélisis de dos soluciones (enzimas), una solucion de sacarasa/amilasa
para hidrolizar sacarosa a glucosa y fructosa y almidén a glucosa y una solucion de
fructanasa (exo-inulinasa y endo-inulinasa) para hidrolizar los fructanos a glucosa, luego
estos azucares son medidos por el método de azucares reductores usando acido p-

hidroxibenzoico hidrazida (PAHBAH) con un espectrofotometro. Detalles mas
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completos sobre el ensayo se encuentran en las instrucciones del kit. Se colocaron 0.2 mL
de extracto de cada tratamiento en tubos de ensaye y se afiadieron 0.2 mL de la solucion
enzimatica A (sacarasa/amilasa) y se incubaron durante 30 min a 40 °C. Luego, se
adicionaron 0.2 mL de la solucion de borohidruro alcalino, se agitaron vigorosamente y
se incubaron nuevamente por 30 min a 40 °C. El siguiente paso fue agregar 0.5 mL de
acido acético (200 mM) y agitar vigorosamente en un vortex; la solucion hasta este paso
fue denominada solucion S. Para continuar con el proceso se tomaron tres alicuotas de
0.2 mL de la soluciéon S de cada tratamiento y se colocaron en el fondo de tres tubos de
ensayo diferentes, luego a dos de ellos se les agregd 0.1 mL de solucién enzimatica B
(fructanasa; exo-inulinasa y endo-inulinasa), y al tercero (muestra blanco) 0.1 mL de
buffer de acetato de sodio 0.1 M, se sellaron los tres tubos con parafilm y se incubaron
durante 30 min a 40 °C para completar la hidrdlisis de los fructanos a fructosa y glucosa.
A continuacion, se adicionaron 5 mL de reactivo de trabajo PAHBAH a todos los tubos
incluyendo el blanco, muestras, muestras blanco y estandares de fructosa y se incubaron
en agua a ebullicion por exactamente 6 min. Los tubos se removieron y sumergieron
inmediatamente en un bafio con agua fria (18-20 °C) por aproximadamente 5 min. Como
ultimo paso después del enfriamiento y lo mas pronto posible se leyeron las absorbancias
de las muestras contra el blanco en un espectrofotometro Perkin-Elmer (modelo Lambda
25 UV/VIS, EUA) a una longitud de onda de 410 nm. Las operaciones para determinar
la concentracion fueron efectuadas empleando la hoja de célculo Mega-Calc de
Megazyme. Las determinaciones se realizaron por duplicado y se obtuvo un valor
promedio para cada tratamiento. El contenido de fructanos fue expresado como g/100 g

b.s. de agave o sotol.

6.9.4.6. Caracterizacion de extractos de agave y de sotol por cromatografia de
intercambio ionico

La separacion de fructanos de los extractos de agave y sotol se llevo a cabo a través de

cromatografia de intercambio i6nico de alta resolucion con detector de pulsos

amperométricos (HPAEC-PAD) en un sistema Thermo-Scientific; Dionex (modelo ICS

5000, Sunnyvale, California, EUA), equipado con un detector electroquimico con oro

como electrodo de trabajo y un electrodo de referencia de AgCl. Previamente, los
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extractos fueron pasados a través de resinas anionica y cationica, después de lo cual se
diluyeron a una concentracion apropiada con agua desionizada y se filtraron a través de
filtros de nylon de 0.45 um. Después se inyect6 un volumen de muestra de 25 puLL con un
automuestreador a través de una columna analitica CarboPac PA-100 (4 x 250 mm) con
un guarda columna (Thermo-Scientific Dionex, Sunnyvale, California, EUA) a una
temperatura de 30 °C y una velocidad de flujo de 1 mL/min. Los eluyentes usados fueron
(A) NaOH 150 mM y (B) acetato de sodio 1 M diluido en NaOH 150 mM. El gradiente
de elucion usado fue de 0-10 min con 100% del eluyente A, 10-85 min con un gradiente
lineal de 0 a 45% del eluyente B, y de 85-90 min con 45% a 0% del eluyente B. Como
estandares para identificar y cuantificar los picos obtenidos en los cromatogramas de las
muestras se usaron: glucosa, fructosa, sacarosa, 1-kestosa (GP 3), 1,1-kestotetraosa (GP

4), 1,1,1-kestopentaosa (GP 5), asi como as e inulina de achicoria.

6.9.4.7. Hidrédlisis de los extractos de agave y sotol

La hidrolisis de los extractos se realizé de acuerdo con el método descrito por Ronkart er
al. (2007) con algunas modificaciones. El extracto de agave o sotol (1 mL) se ajust6 a un
pH de 4.5 mediante la adicién de un buffer de acetato de sodio (9 mL) para crear las
condiciones Optimas para la enzima fructanasa. A cada muestra se le anadieron 50 uL. de
una mezcla comercial de fructanasa (Megazyme Wicklow, Irlanda) que comprendia exo-
inulinasa (2000 U/mL) y endo-inulinasa (65 U/mL), después todas las muestras se
hidrolizaron a 50 °C con agitacion durante 24 h y luego se colocaron en agua a ebullicién
durante 10 minutos para inactivar la enzima. El producto final de la reaccion enzimatica
se diluyo hasta la concentracion apropiada con NaOH 150 mM vy se filtro a través de una
membrana de nylon de 0.45 um antes de inyectarse en el sistema HPAEC-PAD para la

cuantificacion de glucosa y fructosa.

6.9.4.8. Determinacion del grado de polimerizacion promedio (GPn) de los extractos
de agave y sotol

El procedimiento para determinar el GP, se basa en los principios de andlisis de Lopez-

Molina et al. (2005), donde el GP; es el valor que corresponde al numero total de unidades

de glucosa y fructosa en una muestra de inulina dada, dividido entre el nimero total de
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las moléculas de inulina, sin tomar en cuenta la glucosa, la fructosa y la sacarosa, la cuales
estdn presentes inicialmente en la muestra. Glucosa, fructosa y sacarosa fueron
cuantitativamente medidos utilizando el método HPAEC-PAD (descrito anteriormente)
antes y después de la hidrolisis total de los fructanos de agave y sotol con una mezcla
comercial de fructanasas exo- y endo-inulinasa (Megazyme, Irlanda). Mediante el calculo
de la relacion fructosa/glucosa, el GP, fue determinado como el nimero de unidades de

fructosa por nimero de unidades de glucosa mas uno mediante la siguiente Ecuacion:

Frinat — Finiei
GPn _ final inicial +1 Ec. 11
Grinat — Ginicial

donde Finicial y Frinal SON las concentraciones de fructosa antes y después de la hidroélisis
total, respectivamente, y Ginicial Y Gfinal SO las concentraciones de glucosa antes y después

de la hidrélisis total, respectivamente (Ronkart ez al., 2007).

6.9.4.9. Determinacion del coeficiente de transferencia de masa (Ki)
Para cada cinética de extraccion se obtuvieron los coeficientes de transferencia de masa,
considerando que el cambio del soluto o azlicares (V) con respecto al tiempo (7) es descrito

por la Ecuacién 12:

dN
EzKLa[Cs_C] Ec. 12

donde K;a representa el coeficiente global de transferencia de masa a través de un area
superficial externa total (m%/s), y a (m?), C (/100 g) y Cs (g/100 g) representan las
concentraciones de los carbohidratos en el solvente a cualquier momento, 7 (s), y en la
condicion de saturacion, respectivamente (Heldman y Singh, 1981; Geankoplis, 1998).
Si la extraccion solido-liquido se lleva a cabo en un proceso por lotes (batch) donde el
volumen total, V, de la solucién (m?) se mantiene constante, se obtiene la siguiente
expresion:
dN =Vd Ec. 13

Lo que conduce a obtener la siguiente ecuacion:

K, a
€= G|1-ew(-=1)] Ee. 14
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La ecuacion 14 implica que el coeficiente volumétrico de transferencia de masa (s™!)
influye en la velocidad a la que el solvente se acerca a la concentracion de saturacion. A
partir de la cinética de extraccion de fructanos para cada tratamiento, se obtuvieron las
pendientes (K.a)/V. El proceso fue por lotes a un volumen (V) de 0.0480 m® y con un 4rea
superficial determinada (a), se obtuvo el coeficiente de transferencia de masa (Kz) para

cada tratamiento.

6.9.4.10. Determinacion de la constante de velocidad enzimatica (Vy)

La Vj se obtuvo bajo condiciones en las que la liberacion de AR fue constante, suponiendo
que la velocidad inicial de hidrdlisis es proporcional a la concentracion del complejo
enzima-sustrato que se forma (Nidetzky y Steiner, 1993). Las constantes de velocidad
enzimadtica fueron determinadas al graficar la concentracion de AR (g AR(fructosa)/100
g sotol b.s.) contra el tiempo de extracciéon para cada tratamiento. Para esto, la
concentracion de AR obtenida en el tratamiento 5 del estudio No. 3 (Tabla 4), el cual no
contenia enzima, se resto a los valores de AR de cada tratamiento para eliminar el efecto
de los azlcares libres solubles contenidos en el sotol fresco. La pendiente (Vo; g AR/100
g b.s./min) se determiné a partir del comportamiento lineal debido a la alta liberacion de

AR en el medio de extraccion.

6.9.5. Determinacion de la actividad de las enzimas

Una unidad de actividad enzimadtica (U) es la cantidad de enzima que libera 1 umol de
azucar reductor (glucosa, xilosa o acido poligalacturdnico) equivalentes por minuto de su
respectivo sustrato bajo las condiciones a las que se llevé a cabo el ensayo (Koning et al.,

2002).

6.9.5.1. Actividad celulasa

La actividad de la celulasa (endo-1,4-B-D-glucanasa) de Aspergillus niger adquirida de
Sigma-Aldrich (St. Louis MO, EUA) fue estimada mediante el ensayo de glucosa usando
carboximetilcelulosa (CMC) como sustrato (Ghose, 1987). Se prepard una solucion de
enzima a una concentracion de 10 mg/mL con buffer de hidrogenofosfato de disodio-

acido citrico a pH de 4.5, la cual se diluy6 100 veces. Asimismo, se prepar6 una solucion
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de carboximetilcelulosa a 10 g/L. Se mezclaron 0.5 mL de sustrato (CMC) con 0.5 mL
de enzima celulasa diluida en tubos de ensayo y se incubaron a 40 °C durante 30 min,
después se detuvo la reaccion anadiendo 3 mL de DNS. Los tubos se colocaron a
ebullicion por 7 min en bafo de maria, luego se colocaron en bafio de agua fria, se
afadieron 10 mL de agua destilada y se agitaron. Se midi6 la absorbancia en un
espectrofotometro Perkin-Elmer (modelo Lambda 25 UV/VIS, EUA) a 540 nm, como
blanco se utiliz6 un blanco de sustrato, es decir, 0.5 mL de CMC y 0.5 mL del buffer
utilizado para la preparacion de la solucidon de enzima. También se utilizé un blanco de
enzima el cual consistiéo en 0.5 mL de CMC y 0.5 mL de enzima celulasa, con éste se
corrigieron las absorbancias de las muestras, restandoles la absorbancia obtenida en el
blanco de enzima. Se prepard una curva estandar de glucosa con soluciones de 0 - 2
mg/mL con agua destilada. La prueba se realizé por triplicado y se obtuvo un valor
promedio. Una unidad de actividad celulasa (U) fue definida como la cantidad de enzima

requerida para liberar 1 pumol de glucosa a parir de la CMC a pH de 4.5 y 40 °C.

6.9.5.2. Actividad pectinasa

La actividad pectinasa (poligalaturonasa) de Aspergillus niger adquirida de Sigma-
Aldrich (St. Louis MO, EUA) fue estimada a través del ensayo de liberacion de acido
galacturdnico usando acido poligalacturénico como sustrato de acuerdo con el método
descrito por Bailey y Pessa (1990). Se prepar6 una solucion de enzima a una
concentracion de 10 mg/mL con buffer de hidrogenofosfato de disodio-acido citrico a pH
de 4.5, la cual se diluyd 1000 veces con el mismo buffer. De igual forma, se prepar6 una
solucion de acido poligalacturonico al 1% (p/v) disuelta en el mismo buffer. Se mezclaron
0.5 mL de acido poligalacturénico con 0.5 mL de enzima pectinasa diluida en tubos de
ensayo y se incubaron a 40 °C durante 30 min, después se detuvo la reaccion afiadiendo
3 mL de DNS. Los tubos se colocaron a ebulliciéon por 7 min en bafo de maria, luego se
colocaron en bafio de agua fria, se afiadieron 10 mL de agua destilada y se agitaron. Se
midi6é la absorbancia en un espectrofotometro Perkin-Elmer (modelo Lambda 25
UV/VIS, EUA) a 540 nm, como blanco se utilizoé un blanco de sustrato, es decir, 0.5 mL
de acido poligalaturonico y 0.5 mL del buffer utilizado para la preparacion de la solucién

de enzima. También se utilizo un blanco de enzima el cual consistid en 0.5 mL de acido
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poligalaturénico y 0.5 mL de enzima pectinasa, con éste se corrigieron las absorbancias
de las muestras, restandoles la absorbancia obtenida en el blanco de enzima. Se prepar6
una curva estandar de acido galacturénico con soluciones de 0 - 2 mg/mL con agua
destilada. La prueba se realiz6 por triplicado y se obtuvo un valor promedio. Una unidad
de actividad pectinasa (U) fue definida como la cantidad de enzima requerida para liberar
1 umol de acido galacturonico a partir del acido poligalacturénico por minuto a pH de 4.5

y 40 °C.

6.9.53. Actividad xilanasa

La actividad de xilanasa (endo-1,4-B-xilanasa) de Trichoderma longibrachiatum
adquirida de Sigma-Aldrich (St. Louis MO, EUA) fue estimada a través del ensayo de
liberacion de xilosa usando xilano como sustrato (Bailey ef al., 1992). Se prepar6é una
solucion de enzima a una concentracion de 10 mg/mL con buffer de hidrogenofosfato de
disodio-4cido citrico a pH de 4.5, la cual se diluyd 250 veces con el mismo buffer.
Asimismo, se prepard una solucion de xilano a 10 g/L. Se mezclaron 0.5 mL de xilano
con 0.5 mL de enzima xilanasa diluida en tubos de ensayo y se incubaron a 40 °C durante
30 min, después se detuvo la reaccion afiadiendo 3 mL de DNS. Los tubos se colocaron
a ebullicion por 7 min en bafio de maria, luego se colocaron en bafio de agua fria, se
anadieron 10 mL de agua destilada y se agitaron. Se midi6 la absorbancia en un
espectrofotometro Perkin-Elmer (modelo Lambda 25 UV/VIS, EUA) a 540 nm, como
blanco se utilizé un blanco de sustrato, es decir, 0.5 mL de xilano y 0.5 mL del buffer
utilizado para la preparacion de la solucion de enzima. También se utilizé un blanco de
enzima el cual consisti6é en 0.5 mL de xilano y 0.5 mL de enzima xilanasa, con éste se
corrigieron las absorbancias de las muestras, restandoles la absorbancia obtenida en el
blanco de enzima. Se prepard una curva estdndar de xilosa con soluciones de 0 - 2 mg/mL
con agua destilada. La prueba se realiz6 por triplicado y se obtuvo un valor promedio.
Una unidad de actividad xilanasa (U) fue definida como la cantidad de enzima requerida

para liberar 1 pmol de xilosa a partir del xilano por minuto a pH de 4.5 y 40 °C.

6.9.54. Actividad hemicelulasa
La actividad hemicelulasa de Aspergillus niger adquirida de Sigma-Aldrich (St. Louis
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MO, EUA) fue estimada a través del ensayo de liberacion tanto de manosa, xilosa y
galactosa usando goma de algarrobo como sustrato. Se prepar6 una solucioén de enzima a
una concentracion de 10 mg/mL con buffer de hidrogenofosfato de disodio-acido citrico
a pH de 4.5, la cual se diluyé 10 veces con el mismo buffer. Asimismo, se prepard una
solucion de goma de algarrobo a 5 g/L.. Se mezclaron 0.5 mL de goma de algarrobo con
0.5 mL de enzima hemicelulasa diluida en tubos de ensayo y se incubaron a 40 °C durante
30 min, después se detuvo la reaccion anadiendo 3 mL de DNS. Los tubos se colocaron
a ebullicion por 7 min en bafo de maria, luego se colocaron en bafio de agua fria, se
afadieron 10 mL de agua destilada y se agitaron. Se midi6 la absorbancia en un
espectrofotometro Perkin-Elmer (modelo Lambda 25 UV/VIS, EUA) a 540 nm, como
blanco se utiliz6 un blanco de sustrato, es decir, 0.5 mL de goma de algarrobo y 0.5 mL
del buffer utilizado para la preparacion de la solucion de enzima. También se utilizé un
blanco de enzima el cual consistié en 0.5 mL de goma de algarrobo y 0.5 mL de enzima
hemicelulasa, con éste se corrigieron las absorbancias de las muestras, restandoles la
absorbancia obtenida en el blanco de enzima. Se prepararon tres curvas estandar una de
manosa, otra de xilosa y otra de galactosa con soluciones de 0 - 2 mg/mL cada una, con
agua destilada. La prueba se realizo por triplicado y se obtuvo un valor promedio. Una
unidad de actividad hemicelulasa (U) fue definida como la cantidad de enzima requerida
para liberar 1 umol de manosa, de xilosa y de galactosa a partir de goma de algarrobo por

minuto a pH de 4.5 y 40 °C.

6.9.5.5. Actividad de la mezcla de enzimas (celulasa, pectinasa, xilanasa y
hemicelulasa)
La actividad de la mezcla de enzimas fue estimada a través del ensayo de liberacion tanto
de glucosa, acido galacturénico, xilosa, manosa y galactosa usando CMC, é&cido
poligalacturonico, xilano y goma de algarrobo como sustrato. Se prepard una solucion de
cada enzima a una concentracion de 10 mg/mL con buffer de hidrogenofosfato de disodio-
acido citrico a pH de 4.5. Se obtuvo una mezcla con las 4 soluciones de enzimas y se
diluy6é con el mismo buffer dependiendo del sustrato usado. Como sustratos fueron
usados las soluciones de CMC, acido poligalacturdnico, xilano y goma de algarrobo

preparados para la determinacion de la actividad enzimatica individual. Se mezclaron 0.5
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mL de cada sustrato en diferentes tubos de ensaye con 0.5 mL de mezcla de enzimas y se
incubaron a 40 °C durante 30 min, después se detuvo la reaccion afiadiendo 3 mL de DNS.
Los tubos se colocaron a ebullicién por 7 min en bafio de maria, luego se colocaron en
bano de agua fria, se afiadieron 10 mL de agua destilada y se agitaron. Se midi6 la
absorbancia en un espectrofotometro Perkin-Elmer (modelo Lambda 25 UV/VIS, EUA)
a 540 nm, como blanco se utilizé un blanco de cada sustrato, es decir, 0.5 mL de CMC,
acido poligalacturonico, xilano y goma de algarrobo y 0.5 mL del buffer utilizado para la
preparacion de la solucion de enzimas. También se utilizé un blanco de enzima el cual
consistio en 0.5 mL de cada sustrato y 0.5 mL de mezcla de enzimas, con éste se
corrigieron las absorbancias de las muestras, restdndoles la absorbancia obtenida en el
blanco de enzima. Se prepararon cinco curvas estandar una de glucosa, de acido
galacturdnico, de xilosa, de manosa y otra de galactosa con soluciones de 0 - 2 mg/mL
cada una, con agua destilada. La prueba se realizd por triplicado y se obtuvo un valor
promedio. Se defini6 la unidad de actividad enzimatica (U) de cada una de las enzimas a

un pH de 4.5 y 40 °C.

6.9.5.6. Calculos para determinar la actividad enziméatica

Los calculos se realizaron de acuerdo con lo reportado por Koning et al. (2002).
Primeramente, como ya se menciond se resto la absorbancia del blanco de enzima a las
absorbancias de cada una de las muestras, y se obtuvo un valor promedio para cada
determinacion de actividad enzimatica, dando como resultado el AODs40. Se graficaron
los valores de las absorbancias de los estdndares de azlcares (eje x) contra las
concentraciones calculadas de las mismas en pumol/mL; eje x). Se aplico la regresion
lineal a través del origen con la formula y = mx.

La actividad (U) de cada una de las enzimas se calculd con el uso de la siguiente formula:

Actividad ifi [U/]—AODS“OXDXV Ec. 15
ctividad especificaen [U/g] = e W X T C.

donde D es el factor de dilucion, V es el volumen de la solucién de enzima, m es la
pendiente de la curva estandar (mL/umol), W es el peso de la muestra de enzima (g) y t

el tiempo de incubacion (min).
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Para el calculo de la actividad celulasa, se us6 la pendiente de la curva estdndar de
glucosa, para la pectinasa se uso la pendiente del acido galacturonico, para la xilanasa se
uso la pendiente de xilosa y para la actividad hemicelulasa se probaron tanto la curva

estandar de manosa, de xilosa y galactosa.

6.9.6. Caracterizacion fisica de los encapsulados de extracto de maiz azul

6.9.6.1. Densidad aparente

Se utilizo el método reportado por Mahdavi et al. (2016). La densidad aparente de los
polvos encapsulados se midi6 pesando 1 g de muestra en una probeta graduada de 10 mL.
La probeta fue golpeada a mano y la densidad aparente fue calculada como la relacion

entre la masa (g) del polvo contenido en la probeta y el volumen ocupado (cm?).

6.9.6.2. Determinacion de humedad
El contenido de humedad de polvos encapsulados se determind gravimétricamente por
secado en estufa de aire forzado a 105 °C durante 24 h hasta peso constante, de acuerdo

con el método 925.098 de la AOAC (1998).

6.9.6.3. Actividad de agua
La actividad de agua (aw) se determiné utilizando un medidor de actividad de agua
calibrado con los estandares adecuados (Aqualab Series 3 Quick Start; Decagon Devices

Inc., Pullman, WA, EUA). La medicion de cada tratamiento se realizo por triplicado.

6.9.6.4. Higroscopicidad

La higroscopicidad de los encapsulados fue determinada de acuerdo con el método
propuesto por Cai y Corke (2000) con algunas modificaciones. Se pesaron las muestras
de polvos de cada tratamiento (aproximadamente 1 g) en capsulas de porcelana a peso
constante, las cuales se colocaron en un recipiente de plastico hermético con una solucion
saturada de NaxSO4 (81% de humedad relativa) a 25 °C. Después de 1 semana, las
muestras fueron pesadas y la higroscopicidad fue expresada como g de humedad

adsorbida por 100 g de so6lidos secos (g/100 g).
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6.9.6.5. Determinacion de pH

Para la determinacion del pH de las harinas se siguid el método 981.12 de la AACC
(2000). Se prepard una suspension con 1 g de polvo y 10 mL de agua destilada
recientemente hervida y fria. La mezcla se agit6 utilizando una barra magnética durante
20 min a 1500 rpm y una temperatura de 25 °C; en la mezcla en agitacion se introdujo el
electrodo de un potenciémetro (Hanna Intruments, modelo EDGE HI2020, RI, EUA) y
se tomo la lectura del pH. Las mediciones se realizaron por triplicado para cada

tratamiento.

6.9.6.6. Indice de absorcién de agua (IAA)

El indice de absorcion de agua se determind a cada uno de los polvos encapsulados
conforme al método descrito por Anderson et al. (1969). Se pesd 1 g de muestra y se
suspendieron en 15 mL de agua destilada a 30 °C en un tubo para centrifuga con rosca
previamente tarado. La suspension se agitd vigorosamente de forma manual y se
centrifugd a 3200 x g en una centrifuga (Thermo IEC modelo CL3-R, EUA) durante 10
min a 25 °C. El sobrenadante se verti6 cuidadosamente en una capsula de porcelana
previamente tarada y se peso6 el sedimento formado en el tubo de la centrifuga. Lo anterior
se realizo por triplicado. El IAA se calculé como el peso del sedimento después de la

eliminacion del sobrenadante entre el peso de la muestra (encapsulado).

6.9.6.7. Indice de solubilidad en agua (ISA)

Este indice representa el porcentaje de materia seca recuperada después de que se evapora
el sobrenadante de la determinacidon del indice de absorcion de agua. Se determind de
acuerdo con el método reportado por Anderson et al. (1969); donde el sobrenadante
vertido en la capsula se seco en una estufa (Fisher Scientific, EUA.)a 105 °Cpor24 hy
se peso. Lo anterior se realizé por triplicado. El ISA se calculé como el porcentaje del

peso de los solidos secos del sobrenadante entre el de la muestra (encapsulado).
6.9.6.8. Temperatura de transicion vitrea (Tg)

El andlisis térmico se realiz6 a través de la determinacion de la temperatura de transicion

vitrea (Ty), siguiendo el método descrito por Ahmed ef al. (2010b). Para esto se utilizd
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un calorimetro diferencial de barrido TA Instruments (TA Q-200, Crawley, Reino Unido).
Se pesaron de 5-8 mg de polvo encapsulado en una celda de aluminio de 40 uL, la cual
se sello herméticamente. Una celda vacia se us6 como referencia para todas las
mediciones. El programa de barrido de temperatura fue desde -30 °C a 120 °C, seguido
de un enfriamiento hasta 30 °C, con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min y
presion de una atmosfera de gas nitrogeno. Los termogramas fueron analizados usando el
programa Universal Analysis (TA Instruments). La temperatura de transicion vitrea se
interpretd como el punto medio de las curvas obtenidas. Cada determinacién se realizd

por duplicado y se obtuvo un valor promedio para cada muestra.

6.9.6.9. Parametros de color
El color de los polvos encapsulados de extracto de maiz azul fue medido usando un
colorimetro de reflectancia triestimulo portatil Konica Minolta CR-400/410 (Minolta Co.,
Osaka, Japon), éste se calibrd previamente con una placa blanca estandar de ceramica (X
=949, y =0.3185, x = 0.3124). Se determinaron los parametros de color L*, a* y b*
donde L* es referente a la luminosidad o brillantez (0 = negro y 100 = blanco), a* va del
verde al rojo (+a* = rojo; -a* = verde) y b* va del azul al amarillo (+b* = amarillo; -b* =
azul). Se realizaron 15 disparos de medicion para cada tratamiento. Con estos valores se
calculo el angulo hue®, croma* y la diferencia total de color (AE).
El angulo hue®, el cual indica la percepcion del color de la muestra y se calcul6 usando la
siguiente ecuacion:

Hue® = arctan(b*/a*) Ec. 16
En el circulo cromatico, los valores de hue® pueden variar de 0° a 360° (rojo) a través de
un circulo de matiz de desvanecimiento continuo, cuyos otros valores de referencia son
90° (amarillo), 180° (verde) y 270° (azul).
El valor de croma* indica la pureza o saturacion del color, el cual se determiné usando la
siguiente ecuacion:

Croma* = [a*? + b*?]Y/? Ec. 17

La diferencia total de color (AE) se calcul6 usando la siguiente ecuacion:
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AE = [(Ly — L)* + (af, — a*)? + (b — b*)? ]2 Ec. 18

donde AE es la diferencia total de color entre el color del extracto y de los encapsulados;
Lo*, ao* y bo* son los valores de L*, a* y b* de los extractos con la adicioén de fructanos
antes de su secado por aspersion. A cada encapsulado se le resté su correspondiente

extracto inicial con diferente porcentaje de adicion.

6.9.6.10. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Los polvos encapsulados de extracto de maiz azul fueron examinados por microscopia
electronica de barrido. La morfologia de las particulas de los polvos fue observada usando
un microscopio de transmision de electrones HITACHI, modelo SU3500. Los
encapsulados fueron fijados en talones SEM con cinta adhesiva de doble cara y
recubiertos con una capa fina de oro, con un equipo Denton vacuum (Desk II,
Moorestown, NJ, EUA). para cada uno de los tratamientos. Luego, se obtuvieron las

imagenes de cada tratamiento con una magnificacion de 1000x a 15 kV.

6.9.7. Caracterizacion quimica de los encapsulados de extracto de maiz azul
6.9.7.1. Extraccion de compuestos antioxidantes de los encapsulados de maiz azul
Para dicha extraccion se siguid las técnicas utilizadas por Abdel-Aal y Hucl (1999) y por
Robert et al. (2010) con algunas modificaciones. Se pesaron 0.5 g de muestra y se
anadieron 10 mL de metanol acidificado (85:15 v/v metanol/HCI 1 N). Esta dispersion
fue agitada usando un Vortex por 2 min y luego todas las muestras se introdujeron en un
bano de ultrasonido (Branson 1800, EUA) durante 20 min. Posteriormente, la mezcla se
centrifugd a 3200 x g en una centrifuga (Thermo IEC modelo CL3-R, EUA) por 15 min
a4 °C y el sobrenadante se aford a 10 mL con metanol acidificado. Lo anterior se realizé
por triplicado para cada tratamiento. Los extractos obtenidos se filtraron a través de un
filtro de nylon de 0.45 um, y después se almacenaron en recipientes color &mbar a -20 °C

hasta su posterior analisis.
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6.9.7.2. Determinacion de antocianinas totales

El contenido de antocianinas totales fue determinado mediante el método descrito por
Abdel-Aal y Hucl (1999), con algunas modificaciones. Antes de la cuantificacion el
extracto de maiz azul se diluy6 y se realizé un barrido (Anexo 7) para obtener el espectro
de absorbancia, en un rango de 400-600 nm en un espectrofotometro Perkin-Elmer
(modelo Lambda 25 UV/VIS, EUA). Con los resultados obtenidos se ley6 la absorbancia
de las muestras a 530 nm, usando como blanco metanol acidificado. El contenido de
antocianinas se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

C=(A/e) XV xMW x (1/PM) x 100 Ec. 19
donde C = concentracion de antocianinas totales (mg de cianidina 3-glucosido/100 g de
muestra), A = absorbancia leida a 530 nm, € = absortividad molar (cianidina 3-glucésido
=25,965 cm/M), V = Volumen total del extracto de antocianinas, MW = peso molecular
de la cianidina 3-glucésido = 449.2 g/mol y PM = peso de la muestra.

6.9.7.3. Determinacion de polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales de los encapsulados de maiz azul se determind
mediante una modificacion del método de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999). Se
tomaron 30 pL del extracto, 3 mL de agua destilada y 200 pL de reactivo de Folin-
Ciocalteu, se colocaron en un tubo de ensaye dejando reaccionar por 10 min., a
temperatura ambiente (25 °C). Posteriormente se afiadieron 600 pL de una solucion de
carbonato de sodio al 20% y se incubaron por 20 min a 40 °C en un bafio de temperatura
controlada (Fisher Scientific, modelo 210, EUA). Se enfrid en un bafio de hielo y el color
desarrollado durante ese tiempo se midi6 a 760 nm en un espectrofotometro Perkin-Elmer
(modelo Lambda 25 UV/VIS, EUA.). Los resultados se expresaron como mg equivalentes
de acido galico (mg EAG/100 g) de muestra. Lo anterior se realiz6 por triplicado para

cada tratamiento.

6.9.7 4. Determinacion de actividad antioxidante
La actividad antioxidante se midié usando el método del radical libre 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH), desarrollado por Brand-Williams ez al. (1995). Esta metodologia

se basa en la reduccion de la absorbancia medida a 515 nm del radical DPPH por
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antioxidantes. Se colocaron 0.1 mL del extracto en tubos de ensaye y se les agregd 3.9
mL de solucion de DPPH 100 uM en metanol, se agitaron vigorosamente y se
mantuvieron en la oscuridad durante 3 h. Pasado este tiempo se midi6 la absorbancia a
515 nm en un espectrofotdémetro Perkin-Elmer (modelo Lambda 25 UV/VIS, EUA.). Los
resultados se expresaron en pmol equivalentes de trolox por gramo de muestra (umol

ET/g). Dicha determinacion se realizé por triplicado para cada tratamiento.

6.9.7.5. Determinacion de antocianinas individuales por HPLC

Se determinaron las antocianinas individuales presentes en cada uno de los tratamientos
por medio de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Los extractos obtenidos
se pasaron a viales color ambar para su analisis. El andlisis por HPLC se realizé en un
equipo Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 UHPLC equipado con UV-visible y
detector de arreglo de diodos (Thermo Scientific Dionex, Sunnyvale, California, EUA).
La separacion se llevo a cabo con una columna Thermo Scientific Diosnex C18 (5 um,
150 x 4.6 mm). Los extractos fueron filtrados a través de filtros de nylon de 0.45 um antes
de la inyeccion. La lectura de las muestras se realizé a 520 nm por UV-visible integrado
al HPLC. Los solventes que se emplearon (fase movil) fueron los siguientes: el solvente
A consistid en acido formico acuoso al 8% (v/v) y el solvente B de metanol con acido
formico al 5% (v/v). El gradiente utilizado fue el siguiente: gradiente lineal de 20% B a
55% B en 30 min, seguido de un lavado y reacondicionamiento de la columna con 20%
B de 30 — 45 min. La velocidad de flujo fue de 1.0 mL/min a 30 °C y la inyeccion de la
muestra fueron 40 pL.

Las antocianinas en las muestras fueron identificadas de acuerdo con su tiempo de
retencion, usando los siguientes estandares: Se usaron como antocianinas de referencia:
cianidina 3-glucésido, pelargonidina 3-glucosido, cianidina 3,5-diglucésido 'y
pelargonidina 3,5-diglucésido. La proporcion de cada una de las antocianinas presentes
en el extracto se calculo a partir del porcentaje del area de cada pico en el cromatograma
obtenido. Lo anterior se realizé por triplicado para cada tratamiento obteniéndose un valor

promedio (Sanchez-Madrigal et al., 2015).
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Estudio No.1

Extraccion asistida con ultrasonido de fructanos a partir de agave (Agave tequilana

Weber var. azul) a diferentes potencias de ultrasonido y relaciones sélido-liquido

7.1.1. Caracterizacion fisicoquimica de las plantas de Agave tequilana de diferentes

edades

El tamafo y dimensiones (didmetro y peso), asi como pH, °Brix y composicion proximal

de las pifas de agave se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Caracteristicas fisicas y quimicas de plantas
de A. tequilana Weber var. azul de diferentes edades.

Caracteristicas 5 Edad (afos) 7
Didmetro (cm) 116.0 £0.50° 118.1 +0.40°
Peso (kg) 33.80 £ 0.08° 34.73+£0.01°
°Brix 2.00 £0.08°  2.25+0.05°
pH 491+0.04* 522+0.08
Composicion proximal (%)

Humedad 64.57 £0.19*  63.21 +£0.48°
Fibra cruda 2.51+£0.06° 2.49+0.012
Cenizas 0.96 + 0.03° 1.16 £ 0.05%
Proteina 0.46+0.01°> 0.75+0.02?
Grasa 0.15+0.05* 0.16 +£0.03%
Carbohidratos 31.36 £0.22° 32.20 +0.02?

*Media * desviacion estandar. Medias entre edades con diferente
letra presentan diferencias significativas, prueba de Tukey (P <

0.05).

Se observa que el diametro y el peso de las pifias de agave se incrementd de 1.01 y 1.02

veces, respectivamente con el paso de 1 afio, es decir de 6 a 7 anos. Los °Brix y el pH

también fueron significativamente mayores en la pifia de agave de mayor edad (P < 0.05).

Los pesos y los diametros de ambas pifias de agave fueron mas bajos que los reportados

por Arrizon et al. (2010) para una pifia de agave de 6.5 afios; sin embargo, un peso similar

fue reportado por Ifiguez-Covarrubias et al. (2001) para un promedio de 30 cabezas de

agave de 7-9 anos. De acuerdo con estos resultados, Pinal er al. (2009) reportaron niveles

mas altos de °Brix en mostos de agaves de 8 afios que en aquellos de agaves de 4 afos. El
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andlisis de composicion proximal reveld que después del contenido de humedad, los
carbohidratos constituyen la mayor parte de de la planta, seguidos de la fibra cruda,
cenizas, proteinas y grasa. Una composicion similar, pero en materia seca, fue reportada
previamente por Narvaez-Flores et al. (2015) y Flores-Girén et al. (2016). El contenido
de la mayoria de los componentes vari6 significativamente (P < 0.05) entre las cabezas de
agave de diferentes edades: solo el contenido fibra cruda y grasa no presentd diferencia
(P > 0.05). Todos los componentes, excepto la humedad, fueron mayores en la pifia de
agave de 7 afios que en la planta méas joven. También se identificaron diferencias entre los
dos agaves en los tratamientos de extraccion: en la Tabla 14 se observa el analisis de
varianza (ANOVA) el cual reveld que la edad presentd un efecto significativo (P < 0.05)
en el rendimiento de extraccion de carbohidratos (REC), contenido de fructanos (FRU) y
en el grado de polimerizacion promedio (GPn).

Tabla 14. Analisis de varianza del rendimiento de extraccion de
carbohidratos, fructanos y grado de polimerizacion.
Fuente GL REC FRU GPn

Edad 0.000 0.000 0.000
DPU 0.000 0.000 0.000
Relacion S-L 0.000 0.000 0.000
Edad*DPU 0.002 0.098 0.000

Edad*Relacion S-L 0.289 0.036 0.110
DPU*Relacion S-L 0.558 0.062 0.000
Edad*DPU*Relacion S-L 0.006 0.893 0.096

Significativo a P < 0.05. DPU: densidad de potencia ultrasonica; S-L: solido-
liquido; REC: rendimiento de extraccion de carbohidratos; FRU: fructanos;
GP,: grado de polimerizacion promedio.

A bR DDDDDDDO A~

Los resultados de la extraccion de carbohidratos de ambas pifias de agave se muestran en
la Tabla 15, donde se muestra que las concentraciones de carbohidratos aumentaron con
la edad: siendo el REC y el contenido de FRU mayor en la pina de agave de 7 afos que
en la de 6 afos. Esta diferencia puede atribuirse a cambios fisiologicos y morfologicos
que ocurren en las plantas de agave a lo largo del tiempo (Mellado-Mojica et al., 2009).
Resultados similares fueron reportados por Arrizon et al. (2010), pero en agave de 2, 4 y
6.5 afios. Mellado-Mojica y Lopez (2012) también reportaron cambios en el contenido de
FRU durante el crecimiento de agave; y Mellado-Mojica et al. (2009) encontraron que el
contenido de FRU aumenta con la edad en agaves de 4, 6 y 8 afos; y luego disminuye

nuevamente en agave de 10 afos.

65



99

-orpawoid uoroezrrowrjod op opeid " J0) ‘sourjonyy (Y. SOIBIPIYOqILd Op
UOIDJBIIXd P OJUSIWIpUAl : )Y ‘opInbif-opros 1 1-g ‘eoruosenin erousjod op peprsuap :dd (S0°0 > ) A3, op eqanid ‘SeA}ROIJIUSIS SRIOUSISJIP
uejuosaId SOpepa A1Ud BN AJUAIIP U0d T-S uoroe[dl el vied seuwnjod 1od £ g ®©] eled se[y 10d SBIPI]\ IEPUBISY UQIOBIASIP F BIPOAL

LYOFOLET  pl00F86ST  FOOTFTSLL  pl00TF I¥9I 9:1
3100 F 6811 JLOFLLYTL  qOOFCTILL  «£00FSOST k00 F 8E9I1 €1 “do
SLOOTFLOVL  p€00T 809 2P0 F 8891 pqSTO T 0991 1
FSTFSECTIS  9S0FLLOY  pbTOFTEEY L1000 F 0S¥ 9:1 (593 001/5)
€90 F 79°8S LY OFOL'SY  pol9TFLIYEY 4190 F09LE  wsITTFIS9E €1 1
P8 0F €90F  5L80FV6'LE 80T €THE S0 T €0°€E 1
L9OFLLOT  q€TTFPO6]  2qSTOTF 0681 6C0F LTSI 91 (%)
€0 TF91°0¢ @90 F 0961  p€OTFOLLL  p€OTFILII ;280 F 8TEI €1 omm
pOPOF IS8T HIE€0TF 9891  .STOTFH8VI JCS0F 66CT 1
soue /
JIE0TF69CT 8I0TFTTOPI  qelEOTFEISI Y0 F V6 vI 9:1
pEI0OF6LTI OE0TF8IPI  w€00FCTLST  qSS0TF8OSI OE0F C6PI €1 udo
OTOFIOPL  (SOOFILYT  qCOOFS8PI et 0 F9ISI Tl
SLOTFSELY  O0F0F69 1Y  960F 0 0F  p0F 0 F €5°8€ 9:1 (593 001/5)
LS 0 F 8T'€S STOTFSLIY  p0TTT0S8E  8TITF60°SE  10L00F8LTE € i
po€9 T FOS'8E €6 0F0LSE  pLSOTFILTE JLO°0 F 6L°0€ 1
oLV T FVT0T poqC€ T FO6S LT 50951 F €V I 3290 FELTI 9:1 (%)
@66 T F800T 2690 F T88T  opo99' T FL8IT  3SETFHIEI 3790 F SS°TI € N
P T FLEST  50€TFOSHL  sLT°TF8TEI s[S0F T Tl
Do 06 0Z1 08 ot 0 T-S SOUOIBUILLIN(
[onuo) (Tw/pwr) Ndd UoIoB[OY A
mO@& @

‘opInbI]-0p1[0s SaUOIoR[a1 A Opruosen|n 9p serousjod SIIUISJIP € SBPIRIIXS SOPEPI SOJUSIIJIP AP [NZE "IeA JdQIA\ vun]inba;
"y op seyuerd op uoroezudwijod op opeid A SOUR}ONI Op OPIUAIUOI ‘SOJBIPIYOQIED IP UOIIOBIIXD Op OJUIIWIPUDY ‘ST BIqRL



Aunque en este estudio no se incluyeron plantas mayores de 7 afios, las dos plantas
evaluadas en este estudio muestran contenidos de carbohidratos adecuados para la

extraccion de fructanos de agave.

7.1.2. Extraccion de carbohidratos de A. fequilana Weber var. azul

En la Tabla 15 se muestra el REC, el contenido de FRU asi como el GP, de las plantas de
A. tequilana de 6 y 7 afios de edad extraidas a diferentes DPUs y relaciones S:L. Se
encontr6 que la DPU tuvo un efecto significativo en la extraccion de carbohidratos (Tabla
15). Se demostro6 que la sonicacion promueve la extraccion, ya que los contenidos de REC
y FRU en cada relacion S:L fueron mas altos en las muestras sonicadas que en las muestras
extraidas sin ultrasonidos a la misma temperatura (40 °C).

Los extractos obtenidos sin ultrasonido fueron significativamente diferentes (P < 0.05) a
los extraidos con DPUs de 80 y 120 mW/mL. Bajo algunas condiciones de tratamiento,
sin embargo, no hubo diferencias significativas entre las muestras sonicadas y las
extraidas en ausencia de sonicacion, especialmente en el caso de relaciones S:L mas altas
(1:2 y 1:3). Estos hallazgos demuestran que la relacion S:L, como la DPU, tuvieron un
efecto marcado en la extraccion de carbohidratos, como se muestra en los resultados del
ANOVA (Tabla 15), donde las diferentes relaciones S:L arrojaron diferencias
significativas (P < 0.05).

Los niveles mas altos del REC y extraccion de FRU se lograron con la méxima DPU
probada (120 mW/mL) en combinacion con la relacion S:L de 1:6. Con estas condiciones
de extraccion se obtuvieron niveles de REC y FRU de 20.77% y 51.35 g/100 g b.s.,
respectivamente, en el agave de 7 afios; y 20.14% y 47.38 g /100 g b.s., respectivamente,
en el agave de 6 afos. Estos valores fueron significativamente diferentes (P < 0.05) entre
las muestras extraidas con 80 versus 120 mW/mL, asi como también entre las muestras
extraidas con relaciones S:L de 1:3 versus 1:6. Solo en el caso de los niveles de REC en
el agave de 7 anos, las DPUs de 80 y 120 mW/mL no presentaron diferencia significativa.
Los niveles mas altos de REC y FRU observados en muestras extraidas en presencia de
ultrasonido, particularmente a las mas altas DPUs, pueden atribuirse a una intensificacion
del fendmeno de cavitacion, que causa modificaciones y rupturas en la pared celular de la

planta, facilitando asi la transferencia o liberacion de carbohidratos en el medio de
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extraccion (Pardo-Rueda et al., 2015; Narvaez-Flores et al., 2015; Chemat et al., 2017).
A DPUs mas altas, mas solvente (agua) puede entrar en las células y mas carbohidratos
pueden permear la membrana celular (Zou et al., 2010), lo que explica la obtencion de
mejores rendimientos de carbohidratos a DPUs maés altas.

También se ha demostrado que el ultrasonido induce la ruptura quimica de polisacaridos
complejos, lo que contribuye a una mayor cuantificacion de carbohidratos (Ebringerova y
Hromadkova, 2010). Adicionalmente, debido a que la extraccion asistida con ultrasonido
(EAU) se llevo a cabo a baja temperatura (40 °C) dentro de los limites aceptables de
cavitacion, esto pudo influir y mejorar los rendimientos de extraccion de carbohidratos.
Ha sido reportado que el limite del umbral de cavitacion aumenta a medida que disminuye
la temperatura (Gronroos, 2010). Aunque esta temperatura no es la més adecuada para la
solubilizacion de carbohidratos, ya que los rendimientos de extraccidon de carbohidratos
aumentan con el aumento de la temperatura (Narvaez-Flores et al., 2015); también se ha
demostrado que las temperaturas mas altas reducen la cavitacion durante la aplicacion del
ultrasonido, contrarrestando asi su efecto (Zhang et al., 2013; Pardo-Rueda et al., 2015)
disminuyendo el rendimiento de la extraccion. Esto es debido a que a elevadas
temperaturas se induce a un aumento de la presion de vapor, provocando que mas vapores
del solvente entren en la cavidad de la burbuja y numerosas burbujas de cavitacion
colapsen menos violentamente y reduzcan asi el efecto de sonicacion (Santos et al., 2009;
Chemat et al., 2017).

Como ya se menciond, en este estudio se demostréo que la relacion S:L afecta los
rendimientos de extraccion de carbohidratos y FRU de agave, donde se obtuvieron
mayores rendimientos de extraccion con relaciones S:L mas bajas (1:6). Esta observacion
puede explicarse por la mayor diferencia de concentracion entre el tejido y el solvente
exterior en relaciones S:L mas bajas, donde la diferencia de concentracion da como
resultado una mejor extraccién como resultado de una mayor fuerza motriz que promueve
la velocidad de difusion de carbohidratos solubles de la masa de la planta s6lida al medio
de extraccion liquido, dando lugar a un aumento en la eficiencia de la extraccion (Maran
etal.,2013; Zhao et al., 2015).

Ademas, a bajas relaciones S:L se producen medios de extraccidon menos viscosos que a

relaciones S:L mas altas, lo que también afecta la eficiencia del fendmeno de cavitacion
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(Wang et al., 2014; Xu et al., 2014) y, por lo tanto, la eficiencia de extraccion. De esta
manera en este estudio, a mayores relaciones S:L (mayor cantidad de agave en el medio
liquido), los rendimientos de extraccion fueron menores debido a que la extraccion de
polisacaridos presentes en la materia prima no pudo completarse (Flores-Giron et al.,

2016), deido a una saturacion de la fase liquida.

7.1.3. Perfiles de los carbohidratos y GPn de los extractos de agave obtenidos por
HPAEC-PAD

Los extractos de agave analizados por HPAEC-PAD (Fig. 6), revelaron que la fructosa es
el principal mondémero presente en los fructanos de A. tequilana, seguido del disacarido
sacarosa y del monomero glucosa. A la relacion S:L de 1:6, los niveles de liberacion de
glucosa, fructosa y sacarosa fueron mas altos que a las otras relaciones S:L. De acuerdo
con esto, en la Figura 6 solo se muestran los resultados de las muestras extraidas a esta
relacion 1:6 a diferentes DPU.

En la Fig. 6 se muestra claramente el efecto pronunciado del ultrasonido en la liberacion
de azucares simples: las concentraciones mas altas de glucosa 0.07486 g/100 g b.s. (Fig.
6a), de fructosa 3.7281 g/100 g b.s (Fig. 6b), y de sacarosa 0.3009 g/100 g b.s (Fig. 6¢) se
observaron en los extractos sonicados a 120 mW/mL.

Aunque se obtuvieron mayores concentraciones de azucares simples en los extractos de
la pifia de agave de 6 afios, tanto los extractos de agave de 6 y 7 anos de edad exhibieron
la misma tendencia, aumentando las concentraciones de carbohidratos al incremtar la
DPU. La mayoria de los extractos fueron significativamente diferentes (P < 0.05),
particularmente a las potencias (DPUs) mas altas (80 mW/mL y 120 mW/mL); excepto
para el contenido de fructosa del agave de 7 anos, que no difirid significativamente entre
las DPUs (Fig. 6b). También se observo que el agave mads viejo presentd contenidos mas
bajos de glucosa, fructosa y sacarosa y significativamente diferentes que el agave mas
joven (P < 0.05). Estos resultados concuerdan con los GPns determinados para las dos
plantas (Tabla 15): 13.70-18.05 para la planta de 7 anos y 13.69-15.72 para la planta de 6
afios, lo que indica que fructanos mas polimerizados, es decir, mas largos estan presentes
en la planta de mayor edad. Estos GPys son similares a los reportados por Waleckx et al.

(2008), quienes encontraron que el GP, de los fructanos de A. tequilana es 13.6.

69



0.14 7

2 O 6 afios a
< 012 18 7afios b
o0
S 0.10 ~ o
= 0.08 1 d
0 e
; 0.06 1 e ef
§ 0.04 { e g ¢
T 0.02 A1
0.00 T T T T
0 40 80 120  Control
90 °C
DPU (mW/mL)
b)
- 507 o 6 afios a
2 40 1 @ 7afos a
0 b b
(4
S 307 ¢ ¢
I
g d
d
£104]| [d d
=1
S
k‘ 0.0 T T T T
0 40 80 120  Control
90 °C
DPU (mW/mL)
c)
- 0307 0 6 aiios 3
» ~
2 040 - m 7 aios b
o0 b
>
S 0.30 A de c de
> 0301 o fg ef
=~ g
s 0.20
=]
S
g 0.10 -
]
%)
0.00 T T T T
0 40 80 120 %%ngré)l
DPU (mW/mL)

Figura 6. Contenidos de glucosa (a); fructosa (b); y sacarosa (c) en extractos de plantas
de A. tequilana de 6 y 7 afios extraidos a diferentes DPU. Barras con diferentes letras para

los diferentes extractos indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de
Tukey (P < 0.05).
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Los efectos del ultrasonido también fueron evidentes en los GPys: los extractos obtenidos
a mayor DPU (120 mW/mL) presentaron GP,s mas bajos, lo que indica que una DPU alta
puede degradar a los fructanos mediante el rompimiento del enlace glucosidico tanto de
los polisacaridos estructurales y ramificados (Ebringerovd y Hromadkova, 2010; Pardo-
Rueda et al., 2015), lo que acorta la longitud de la cadena.

Este efecto también fue reportado por Lingyun ez al. (2007). Este efecto de acortamiento
de la cadena en fructanos puede considerarse una desventaja o no, dependiendo de su uso
cuando se agregan a los alimentos como ingrediente funcional: ya que las propiedades de
los fructanos incluyendo actividad prebidtica, digestibilidad, promovedor potencial de la
salud, valor calorico, poder edulcorante y capacidad de retencion de agua, dependen del
GP, (Apolinério et al., 2014; Zhu et al., 2016). Ademas, se han reportado alteraciones en
componentes naturales durante la aplicacion de ultrasonido, como en licopeno, acido
ascorbico, en el contenido fenolico total y antocianinas, B-caroteno, entre otros. La mayor
degradacion de estos componentes es atribuida a la generacion de radicales H* y OH*
formados durante la sonicacién (Pingret et al., 2013). Comparando con los extractos
obtenidos a 90 °C sin ultrasonido, los extractos asistidos con ultrasonido tuvieron niveles
de FRU més bajos (Tabla 15), pero GPss mas altos, lo que indica una mayor degradacion
de fructanos en las muestras extraidas con alta temperatura sin sonicar. En términos de
degradacion de fructanos, por lo tanto, el procedimiento de EAU representa ser un mejor
método para la extraccion de fructanos de plantas de agave en comparacion con el método
tradicional (sin sonicacion). Con estos resultados y considerando que las condiciones de
extraccion se realizaron a temperaturas mas bajas con el método de EAU, éste podria
representar una ventaja para posibles aplicaciones a nivel industrial en relacion con el
consumo de energia.

Por otra parte, la diferencia en los niveles de degradacion de fructanos entre el método
tradicional y el método de EAU también fue evidente en la separacion de fructanos
demostrada por HPAEC-PAD (Fig. 7): el perfil de fructanos para el extracto obtenido a
90 °C (Fig. 7c). ) exhibié menos definicion con picos mas altos de glucosa, fructosa y
sacarosa en comparacion con el perfil de los extractos obtenidos por EAU (Fig. 7a'y 7b),

lo que indica una mayor degradacion de fructanos en las muestras tratadas térmicamente.
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También se observaron niveles ligeramente mas altos de fructanos polimerizados mas
largos en la planta de 7 afios que en la de 6 afios (Fig. 7b y 7a, respectivamente). Los
cromatogramas de los fructanos de agave obtenidos por HPAEC-PAD revelaron la
presencia de los fructooligosacaridos GP3, GP4 y GP5. 1-Kestosa (10.59 min), 1,1-
kestotetraosa (22.75 min) y 1,1,1-kestopentaosa (27.80 min) se identificaron en todos los
extractos; y no se observaron diferencias claras entre las edades para estos compuestos.
Sin embargo, en los extractos obtenidos por tratamiento térmico (90 °C), los picos
correspondientes a estos compuestos fueron mayores. Los perfiles mostrados en la Figura
7 concuerdan con el GPys presentado en la Tabla 15 y con los resultados mostrados en la
Fig. 6, donde los contenidos de azucares libres (glucosa, fructosa y sacarosa)
disminuyeron de 6 a 7 afios. Esta tendencia es similar a lo reportado por Arrizon et al.
(2010) y Mellado-Mojica y Lopez (2012), quienes encontraron disminuciones lineales en
el contenido de azucares libres con el aumento de las edades de las plantas de agave (de 2
a 6.5 anos y de 2 a 7 afios, respectivamente).

La identificacion de moléculas con largos GPs en A. tequilana es dificil; porque sus
fructanos existen como una mezcla compleja de neo-fructanos altamente ramificados con
enlaces B-(2-1) y B-(2-6) entre unidades de fructosa (Lopez et al., 2003; Mancilla-Margalli
y Lopez, 2006), los cuales son mas complejos que la serie de inulina simple (series lineales
con enlaces B-(2-1)) de la achicoria.

La separacion de los fructanos de los extractos de agave en este estudio (Fig. 7) no fue tan
clara como la observada para la inulina de achicoria (Fig. 7d). Por esta razdn, la estructura
compleja determinada para los extractos de agave (Fig. 7) no permitié una cuantificacion
precisa del GP. Sin embargo, Lopez et al. (2003), Mellado-Mojica et al. (2009), Arrizon
et al. (2010), y Mellado-Mojica y Lopez (2012), también identificaron una estructura
compleja de fructanos en A. tequilana usando HPAEC-PAD y reportaron GPs de 3 a 29,
3a28,8a30y 6 a?23, respectivamente.
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7.2. Estudio No. 2
Efecto del ultrasonido en la extraccion de carbohidratos a partir de plantas de sotol

(Dasylirion wheeleri) a diferentes potencias y temperaturas

7.2.1. Caracterizacion fisicoquimica de la planta de sotol

El tamafio y dimensiones (diametro y peso), asi como pH, °Brix y composicioén proximal
de la pifia fresca de sotol silvestre y el area superficial especifica del polvo deshidratado.
se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Propiedades fisicoquimicas de la planta de Dasylirion wheeleri

silvestre.

Propiedades Sotol fresco  Sotol deshidratado
Diametro (m) 0.827+0.011 -—--

Peso (kg) 8.50 £ 0.228 -—--
°Brix 12.33 +£0.329 -—--

pH 5.39 £ 0.508 -
Area superficial especifica (m?-g™) - 0.4019 +0.008
Composicion proximal (%)

Humedad 76.64 = 0.03 6.34 £ 0.04
Fibra cruda 6.99 +£0.22 32.25+1.05
Cenizas 2.19+0.55 4.05+0.04
Proteina 0.86 + 0.04 3.15+£0.06
Grasa 0.64 +0.10 2.12+£0.02
Carbohidratos 12.68 + 0.06 52.09 +0.08

*Media de mediciones por triplicado + error estandar.

Esta composicion de la pifia de sotol es similar a la reportada por Cruz-Requena et al.
(2013) en sotol (Dasylirion cedrosanum) y para algunas Agavaceas (Narvaez-Flores et
al.,2015; Flores-Giron et al., 2016). Con respecto al area superficial especifica, se observo
que el polvo de sotol mostrd una histéresis muy pequena (Fig. 8). La histéresis resulta de
los espacios interarticulares del polvo de sotol y no de la presencia de otro tipo de poros
en el material. Por esta razon, el polvo de sotol tiene un area superficial baja (Tabla 16),
lo que indica que es un material no poroso (Hu y Srinivasan, 1999). Este valor bajo de
area superfical no pudo influir en la transferencia de masa durante el proceso de
extraccion. Un valor tipico para un material vegetal fue reportado por Guevara-Amaton et
al. (2010) para cascara de nuez (0.708 m?/g) y altos valores en carbon activado de
almendra y céscara de coco fueron reportados por Marcilla ez al. (2000) y Hu y Srinivasan

(1999), respectivamente
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Algunos estudios muestran que muchos biopolimeros resultan con una gran superficie de
sorcion debido a la existencia de una estructura microporosa intrinseca en los materiales
(Aguerre et al., 1989). Ademas, estas diferencias resultan del numero y tamafio de los
poros en la matriz de carbohidratos, que determinan el area total de sorcion. Por lo tanto,
la velocidad y el grado de hidratacion de los materiales estdn influenciados por las

propiedades superficiales de los poros (Sing, 2001; Rosa et al., 2010).

7.2.2. Ajuste del modelo

Los resultados obtenidos usando diferentes tratamientos para la extraccion asistida con
ultrasonido para CT, AR y FRU asi como el coeficiente de transferencia de masa (K1) y
el GP, son mostrados en la Tabla 17. La influencia de la PU y la temperatura sobre la
extraccion de carbohidratos se muestra en la Tabla 18. El analisis de varianza para todas
las respuestas indico un ajuste adecuado sin una falta significativa de ajuste, excepto para
el contenido de CT. Los coeficientes de regresion se obtuvieron ajustando los datos
experimentales al modelo de segundo orden (Tabla 19). Los modelos mostraron valores

de R? satisfactorios, excepto para el modelo ajustado del contenido CT.

7.2.3. Extraccion de carbohidratos totales (CT)

Los CT incluyen azlicares solubles extraidos durante el proceso de EAU. La temperatura
de extraccion tuvo un efecto significativo (P < 0.05) en la extraccion de CT (Tabla 18).
Sin embargo, el modelo de segundo orden no predijo adecuadamente el comportamiento
de los datos (R? = 0.6468), mostrando una falta de ajuste (P < 0.05). Los efectos de la
temperatura y la PU sobre la extraccion de CT se muestran en la Figura 9. Incrementos en
la temperatura aumentan el contenido de CT, alcanzando un valor maximo de 25.78 g/100
g sotol b.s. con una potencia de ultrasonido de 54.87 W y una temperatura de extraccion
de 36.5 °C. A pesar de estos resultados, los contenidos de CT obtenidos por EAU (Tabla
17) fueron menores (P < 0.05) que los obtenidos por tratamiento térmico-tradicional
(30.95 g/100 g sotol b.s.). La tendencia presentada (Fig. 9) durante la EAU mostro
incrementos en los contenidos de CT a medida que se aument6 la temperatura, alcanzando

el valor maximo descrito anteriormente.
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Carbohidratos totales (g/100 g b.s.)

Figura 9. Superficie de respuesta para el efecto de la potencia ultrasonica y la temperatura
de extraccion sobre los carbohidratos totales de los extractos de Dasylirion wheeleri.
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Esto puede ser debido a que la solubilidad de los azucares es favorecida por los
incrementos de temperatura (Pardo-Rueda er al., 2015; Narvéaez-Flores et al., 2015). Sin
embargo, incrementos adicionales de temperatura causaron una disminucion en el
contenido de CT. Algunos reportes han mostrado que los aumentos de temperatura
minimizan el efecto de cavitacion (Gronroos, 2010; Pardo-Rueda er al., 2015),
disminuyendo la extraccion de componentes, como se observo en este estudio. Los CT
obtenidos en este estudio fueron mas altos que los reportados por Pardo-Rueda et al.
(2015) quienes llevaron a cabo una extraccion sonotérmica a 40 °C de plantas de sotol

(Dasylirion leiophylum).

7.2.4. Extraccion de azicares reductores (AR)

La extraccion de azucares reductores fue significativamente afectada (P < 0.05) por la PU
y la temperatura. El modelo de segundo orden se ajusté adecuadamente para obtener una
R2 de 0.9646 (Tabla 18) y una topografia de valor maximo de 17.49 g/100 g sotol b.s. para
las condiciones de PU y temperatura de 63.36 W y 43 °C, respectivamente. La Fig. 10
representa el comportamiento AR a diferentes niveles de temperatura y PU, mostrando
que a medida que estas variables aumentan, los valores de AR también aumentan,
alcanzando un valor maximo en las condiciones descritas anteriormente. Los contenidos
de AR obtenidos en todos los tratamientos de la EAU dieron como resultado valores mas
bajos (P < 0.05) que el tratamiento térmico tradicional (20.27 g/100 g sotol b.s.). Esto
indica una mayor hidroélisis de polisacaridos complejos por altas temperaturas durante la
extraccion térmica. Resultados similares fueron reportados durante la extraccion
sonotérmica y térmica de carbohidratos de sotol a 40 °C, con una mayor liberacion de AR
por tratamientos térmicos en comparacion con el tratamiento sonotérmico a 40 °C (Pardo-

Rueda et al., 2015).

7.2.5. Extraccion de fructanos totales (FRU)

Los fructanos son polimeros compuestos de unidades de fructosa. Le extracciin de
fructanos fue afectada significativamente por el término cuadratico de la PU (P < 0.05).
El modelo se ajustd adecuadamente a los datos experimentales, dando un R? = 0.8050

(Tabla 18) asi como los coeficientes ajustados por modelo que se muestran en la Tabla 19.
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Azucares reductores (g/100 g b.s.)

Figura 10. Superficie de respuesta para el efecto de la potencia ultrasénica y la
temperatura de extraccion sobre los aztcares reductores de los extractos de Dasylirion
wheeleri.
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Los efectos de ambas variables independientes sobre la extraccion de FRU se muestran
en la Fig. 11a, con valores que variaronn de 7.31 a 8.12 g/100 g sotol b.s. Incrementos en
la PU resultaron en un aumento del contenido de fructanos, alcanzando un valor maximo
de 7.97 g/100 g sotol b.s. a 36 °C y 59.05 W. El méximo contenido de FRU obtenido en
el tratamiento con ultrasonido fue similar (P > 0.05) al del tratamiento térmico tradicional,
sin mostrar una mejoria en la extraccion de FRU. Sin embargo, el tratamiento ultrasonido
requiridé temperaturas mas bajas y tiempos de procesamiento mas cortos (10 min).
Incrementos o decrementos en la PU disminuyeron la extraccion de fructanos (Fig. 11a).
Esta contribucion minima de la temperatura de extraccion en el contenido de fructanos
fue reportada por Narvaez-Flores et al. (2015) durante la extraccion de fructanos de Agave
tequilana Weber var. azul; a pesar de obtener un efecto significativo para la temperatura
de extraccion, esto no se reflejo en la extraccion de estos compuestos bioactivos. Para el
rango de temperatura evaluada (20-40 °C), se observd una solubilidad limitada de
fructanos en el agua, excepto a 40 °C, la cual esta cerca del limite de solubilidad de estos
componentes. Una tendencia similar se observé en este estudio; la temperatura no presentd
un gran efecto en la extraccion de fructanos, pero estuvo cerca del limite de solubilidad
de estos componentes, y por lo tanto la extraccion alcanz6 valores maximos a temperaturas
cercanas a 40 °C. Las condiciones de extraccion a mas altas temperaturas conducen a una
disminucion en la extraccion de fructanos. Esto se puede atribuir a un efecto contrario del
mecanismo de cavitacion, lo cual minimiza la extraccion de componentes (Santos et al.,

2009; Gronroos, 2010; Pardo Rueda et al., 2015; Chemat et al., 2017).

7.2.6. Coeficiente de transferencia de masa (K;) durante la extraccion de fructanos

El coeficiente de transferencia de masa (K;) para la extraccion de fructanos indico que la
velocidad de extraccion de estos componentes fue dependiente de las condiciones
experimentales (Tabla 17). La Tabla 18 muestra que la temperatura y la PU presentaron
efectos significativos tanto lineales como cuadraticos (P < 0.05). EI modelo mostré un
ajuste satisfactorio (R? = 0.9560) en la descripcion del coeficiente de transferencia de
fructanos (K1) durante la EAU. Incrementos en la temperatura y en la PU provocaron un
aumento de los valores de K, alcanzando un valor maximo de 9.33 x 10" m/s a 33.5 °C

y 54.96 W (Fig. 11b).
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Las condiciones experimentales fuera de este rango condujeron a una disminucién en los
valores de Kr. Las mismas condiciones para la PU y la temperatura a la cual el K; alcanz6
un maximo fueron similares a las condiciones Optimas para la extraccion maxima de
fructanos. Estos resultados concuerdan con estudios recientes que muestran que la PU
afecta significativamente el coeficiente volumétrico de transferencia de masa durante la
extraccion de fructanos de agave, con mayores velocidades de extraccion obtenidas a bajas
temperaturas y altos potencias de ultrasonido (Narvaez-Flores et al., 2015). Estos
resultados indican que el ultrasonido causa cambios y rupturas en la pared celular,
favoreciendo la transferencia de carbohidratos al medio de extraccion (Ebringerova y
Hromadkova, 2010). Sin embargo, el uso de temperaturas mas altas no resulta en mejoras
significativas en la extraccion de fructanos. Como ya se describio, esto es debido a que a
altas temperaturas se contrarresta el efecto de la cavitacion (Grodroos, 2010; Pardo Rueda

etal., 2015).

7.2.7. Contenido de glucosa

La glucosa es un azucar reductor que se libera durante la EAU de los carbohidratos. Los
valores de glucosa en el rango experimental oscilaron entre 3.08 y 3.84 g/100 g sotol b.s.
(Tabla 17). Los valores mas altos de temperatura y PU resultaron en una disminucion del
contenido de glucosa (Fig. 12a), mostrando un minimo a 64.19 W y 45.5 °C con un valor
de 3.10 g/100 g sotol b.s., mientras que combinaciones de ambas variables (alta
temperatura-baja PU y alta PU-baja temperatura) resultan en altos contenidos de glucosa.
Estos cambios son causados por el efecto combinado de la sonicacion y la temperatura.
La sonicacion puede romper los componentes de la pared celular y liberar los azlicares
simples de los fructanos como la glucosa bajo ciertas condiciones, como fue reportado por
Toma et al. (2001) y Pardo-Rueda et al. (2015). Incrementos de la temperatura causan un
aumento de la solubilidad de la glucosa. Resultados similares fueron reportados por Pardo-
Rueda et al. (2015) durante la extraccion térmica de carbohidratos de sotol; donde el

contenido de glucosa se increment6 en las extracciones realizadas desde 40 °C a 70 °C.
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7.2.8. Contenido de fructosa

La fructosa es la principal unidad estructural de los fructanos, la cual fue
significativamente afectada (P < 0.05) por los términos cuadraticos de la temperatura y la
PU (Tabla 18). El modelo estim¢ la variabilidad de los datos en un 88.9% y mostré un
valor minimo de fructosa (3.38 g/100 g sotol b.s.) a 56.3 W y 36 °C (Fig. 12b). La mayoria
de los valores de fructosa obtenidos por el tratamiento de EAU fueron similares (P > 0.05)
a los obtenidos por el tratamiento térmico (3.94 g/100 g sotol b.s.), excepto por los
tratamientos realizados a las mas altas PU (Tabla 17) los cuales mostraron los mayores
contenidos de fructosa (P < 0.05). Esto indica que, en ambos tratamientos, se produce
cierta hidrolisis de polisacaridos complejos.

De manera similar, la presencia de fructosa en los extractos obtenidos mediante sonicacion
no solamente indic6 la ruptura de la pared celular, como lo describi6é en Narvaez-Flores
et al. (2015), sino que también causé la ruptura de moléculas de fructanos, liberando
azucares simples como la fructosa y la glucosa. Adicionalmente, este resultado es
consistente con los encontrados en la extraccion de fructanos (Fig. 11a), en la cual, bajo
condiciones similares de PU y temperatura, se obtuvo una liberaciéon minima de fructosa

y un contenido méximo de fructanos.

7.2.9. Perfiles HPAEC-PAD y grado de polimerizacion promedio (GPn) de los
fructanos
Los extractos de sotol analizados por HPAEC-PAD, revelaron de acuerdo con los
estandares de los azlcares individuales y de inulina de achicoria (Fig. 13c), que en los
tratamientos de la Fig. 13a-d, y el tratamiento de la extraccion térmica tradicional (Fig.
13e- f) se identificaron los fructooligosacaridos 1-kestosa (GP3), 1,1-kestotetraosa (GP4)
y (1,1,1-kestopentaosa) (GPS5) (estdndar con mayor GP utilizado en este estudio). De la
misma manera, se pudieron observar picos posteriores, lo que indica la presencia de GPs
mayores de 5 unidades de fructosa. La identificacion de estos fructooligosacaridos ya ha
sido reportada por Alvarado et al. (2014) y Chavez-Rodriguez et al. (2016) en fructanos

secados por aspersion de A. fequilana.
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A pesar de la identificacion de algunos picos utilizando los estandares para la separacion
e identificacion de fructanos de los extractos de sotol, como se puede ver en la Fig. 13, no
se observd una diferencia clara entre los tratamientos sonicados (Fig. 13a-d) y el
tratamiento térmico tradicional. Los perfiles de sotol encontrados en todos los tratamientos
fueron similares a los reportados por Lopez et al. (2003), Mancilla-Margalli y Lopez
(2006), Waleckx et al. (2008), y Chavez-Rodriguez et al. (2016) para A. tequilana Weber
var. azul. Como se puede observar, estos cromatogramas no fueron tan claros como los
obtenidos para la inulina de achicoria (Figura 13g-h). Esto se debe a que la identificacion
de fructanos con GP largos para D. wheeleri en este estudio es dificil; segiin lo informado
por Arrizon et al. (2010) y Waleckx et al. (2008) en fructanos de A. fequilana. Esto es
atribuido a que los fructanos de este tipo de plantas existen como una mezcla compleja de
neo-fructanos altamente ramificados con enlaces B-(2-1) y B-(2-6) entre unidades de
fructosa (Lopez et al., 2003; Mancilla-Margalli y Lopez, 2006), la cual es mas compleja
que la serie simple de inulina (serie lineal de enlaces B-(2-1)) de la achicoria. Por esta
razon, los GPs los cuales, reflejan el nimero de unidades estructurales (fructosas) que
forman una molécula de fructano se cuantificaron de acuerdo con Lopez-Molina et al.
(2005) como GPy, y estos resultados se muestran en la Tabla 17.

Aunque con los perfiles obtenidos por HPAEC-PAD no se observaron diferencias claras
entre los tratamientos sonicados y con el tratamiento térmico-tradicional, en la Tabla 17
se observa el efecto de la PU en el GP.. Esta respuesta fue dependiente tanto del efecto
lineal como cuadratico de la PU y la temperatura del efecto cuadratico (P < 0.05) (Tabla
18). El modelo de segundo orden se ajustd para explicar la variabilidad de los datos en un
92.13% (Tabla 18). El GP, de los diferentes extractos mostro valores que fluctuaron entre
4.37 y 10.56, encontrando que a altas PU los GPns encontrados fueron menores y
significativamente diferentes (P < 0.05) a los tratamientos extraidos a las PU mas bajas
(32.13 y 40 W). La topografia de la superficie de esta respuesta alcanz6 un valor minimo
de 4.18 a 39.3 °C y 70.32 W (Fig. 14). En general, los valores de GP, encontrados en los
extractos obtenidos por sonicacién fueron mayores que los obtenidos por extraccion
térmica tradicional (3.65), con valores altos de GP, (P < 0.05) en los tratamientos EAU

con PU maés baja (Tabla 17).
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Figura 14. Superficie de respuesta para el efecto de la potencia ultrasénica y la
temperatura de extraccion sobre el el grado de polimerizacion promedio (GPn) de los
extractos de Dasylirion wheeleri.
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Estos resultados indican que altas PU provocan la ruptura de las moléculas de fructanos,
dando como resultado extractos con bajo GP. Altas PU pueden degradar los fructanos a
través del rompimiento del enlace glucosidico tanto en los polisacaridos estructurales y
ramificados (Ebringerova y Hromadkova, 2010; Pardo-Rueda et al., 2015). Resultados
similares han sido reportados por Lingyun et al. (2007). El valor més bajo de GP, (3.65)
en el tratamiento térmico tradicional indica una mayor degradacion de los fructanos. Por
lo tanto, en términos de degradacion de fructanos, el proceso de EAU representa un mejor
método para la extraccion de fructanos a partir de plantas de sotol en comparacion con el

método tradicional.
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7.3. Estudio No. 3
Optimizacion de la extraccion de fructanos asistida con enzimas a partir de plantas

de sotol silvestre (Dasylirion wheeleri)

7.3.1. Caracterizacion de la piiia de sotol
El tamafo y dimensiones (didmetro y peso), asi como pH, sélidos solubles (°Brix) y

composicion proximal de la pifia de fresca de sotol se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. Caracterizacion fisica y quimica de la
pina de sotol silvestre (Dasylirion wheeleri).

Propiedades Sotol fresco
Didmetro (m) 0.35+0.05
Peso (kg) 18.4+0.07
°Brix 2.85+0.07
pH 5.62+0.08
Composicion proximal (%)

Humedad 57.76 £0.59
Fibra cruda 6.80 £ 0.23
Cenizas 0.92 +£0.02
Proteina 0.99 +£0.08
Grasa 0.55+0.06
Carbohidratos 32.99 +£0.32

*Media + desviacion estandar.
La composicion quimica fue similar a la reportada por Cruz-Requena et al. (2013) para
sotol (D. cedrosanum), excepto por los contenidos de carbohidratos y humedad. Estas
diferencias pueden atribuirse a las diferencias en variedad, edad y condiciones climaticas.
Ademas, la composicion mostréd similitudes con las reportadas por Montafiez-Soto et al.
(2011), Narvaez-Flores et al. (2015), y Flores-Girén et al. (2016) para Agave tequilana

Weber var. azul.

7.3.2. Constantes de velocidad enzimatica

En general, la produccion de AR es un indicador de la extraccion enzimatica (Gan et al.,
2003; Hammed et al., 2013). El contenido de AR mostrd un comportamiento exponencial
con una tendencia lineal en los primeros minutos de contacto entre el sotol fresco y la
solucion enzimatica, y posteriormente alcanzé un comportamiento asintotico, como se
muestra en la Fig. 15 para el tratamiento 2 (150 U/mL de enzima con 8 g/100 mL de
sustrato) y tratamiento 5 (0 U/mL de enzima con 16.5 g/100 mL de sustrato).
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Figura 15. Cinética enzimatica de AR liberados versus tiempo de extraccion.
m Tratamiento 2 (150 U/mL de enzima con 8 g/100 mL de sustrato). o Tratamiento 5 (0
U/mL de enzima con 16.5 g/100 mL de sustrato).
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Para una mayor concentracion de enzima, se observo una tendencia lineal en AR hasta 90
min, seguida de una estabilizacion a los 120 min de extraccion. Mientras que, en el
tratamiento sin enzima, se observa una pobre liberacion de AR, con una tendencia lineal
alargada sin alcanzar el equilibrio, en comparacion con los tratamientos enzimaticos. La
liberacion de AR en el tratamiento sin enzima se atribuye a los azucares solubles libres
contenidos en el sotol. Ambas cinéticas mostraron efectos contrastantes del tratamiento
enzimatico sobre los carbohidratos complejos contenidos en las paredes celulares de la

planta, causando una mayor liberacion de AR al medio de extraccion.

7.3.3. Ajuste del modelo

Los resultados obtenidos utilizando diferentes tratamientos de extraccion asistida con
enzimas para los AR, CT y FRU, asi como para las constantes de velocidad enzimatica
(Vo) y GP,, se muestran en la Tabla 21. Los resultados del andlisis de varianza para todas
las respuestas se presentan en la Tabla 22 y los coeficientes de regresion obtenidos por el
modelo de segundo orden ajustado a los datos experimentales para cada variable de
respuesta se encuentran en la Tabla 23. En general, las concentraciones de enzima y
sustrato afectaron significativamente (P < 0.05) a los AR, FRU y Vj. El GP, fue afectado
(P < 0.05) por la concentracion del sustrato, mientras que el contenido de CT no fue
significativamente influenciado por las concentraciones de sustrato o enzima. El modelo
de segundo orden ajustado explico satisfactoriamente la variabilidad de los datos para la

mayoria de las respuestas analizadas (Tabla 22).

7.3.4. Azicares reductores

Los azucares reductores liberados a los extractos es el resultado de la ruptura del enlace
glucosidico entre dos unidades de carbohidratos por carbohidrasas, como celulasas,
pectinasas y xiloglucanasas, entre otros (Kashyap et al., 2001). Durante la extraccion
asistida por enzimas, el contenido de AR vari6 desde 4.93 g/100 g b.s. a 15.89 g/100 g
b.s. (Tabla 21). Tanto las concentraciones de enzima como de sustrato afectaron
significativamente (P < 0.05) la extraccion de AR (Tabla 22). El modelo de segundo orden

se ajustd adecuadamente, explicando el 94.61% de la variacion (Tabla 22).
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La topografia de punto silla se muestra en la Fig. 16a, donde se observa un fuerte efecto
de la concentracion de enzima. A altas concentraciones de enzima, la extraccion de AR se
incremento. Los AR alcanzaron valores altos a bajas concentraciones de sustrato cuando
la concentracién de enzima fue mayor de 87.87 U/mL. Resultados similares han sido
reportados por Fan et al. (2015), Liu et al. (2014), y Xu et al. (2015) para sistemas
enzimaticos similares, es decir, encontraron una alta extraccion de polisacaridos a altas
concentraciones de enzima. Las tendencias de AR observadas son consistentes con las
encontradas para los azucares individuales, como la glucosa (Fig. 16b) y la fructosa (Fig.

16¢); debido a su efecto reductor, estan relacionados con esta respuesta.

7.3.5. Carbohidratos totales

Los CT obtenidos de los diferentes extractos no se correlacionaron significativamente (P
>(.05) con la concentracion de enzima y con la cantidad de sotol en el medio. El modelo
ajustado de segundo orden no predijo adecuadamente la extraccion CT (R? = 0.388). La
Fig. 17 resume el efecto de las concentraciones de enzima y sustrato sobre los CT de los
extractos de sotol. A concentraciones intermedias de enzimas, se observaron valores altos
de CT, e incrementos o disminuciones en las concentraciones de enzima resultaron en
disminuciones de la concentracion de CT. Esta tendencia en CT no mostro un efecto claro
con respecto a la actividad enzimatica, ya que los CT se pueden liberar de diferentes
fuentes (celulosa, pectinas, hemicelulosa y fructanos) debido a la heterogeneidad del
sistema de extraccion (Gan et al., 2003). Otro factor que pudo influir en la liberacioén de
CT es la alta solubilidad de los azucares, esto debido a que las moléculas de carbohidratos
tienen un alto caracter hidrofilo, debido a los fuertes y altamente localizados puentes de
hidrégeno presentados por los sistemas agua-carbohidratos (Cardoso et al., 2012); lo cual
pudo minimizar el efecto de la actividad enzimatica de esta respuesta en los diferentes
tratamientos. Los CT obtenidos en este estudio en todos los tratamientos (Tabla 21) fueron
mayores que los reportados por Pardo-Rueda et al. (2015) (36.35 g/100 g b.s.) quienes
realizaron una extraccion enzimatica con Pectinex-Ultra SP-L a 40 °C de plantas de sotol

(Dasylirion leophylum).
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Carbohidratos totales (g/100 g b.s.)

Figura 17. Superficie de respuesta para los efectos de las concentraciones de enzima y
sustrato sobre el contenido de carbohidratos totales de los extractos de Dasylirion
wheeleri.
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7.3.6. Contenido de fructanos totales (FRU)

El andlisis de varianza (Tabla 22) mostr6 un efecto cuadratico significativo de la
concentracion de enzima y efectos lineales y cuadraticos significativos de la concentracion
de sustrato (P < 0.05) en la extraccion de FRU. El modelo de segundo orden predijo
adecuadamente la variabilidad de los datos (98.1%). La Fig. 18a muestra la topografia con
un valor méximo (39.08 g/100 g) a concentraciones de enzima de 83.04 U/mL con 6.70
g/100 mL de sustrato. A concentraciones bajas de sustrato (cantidad de sotol) con
concentraciones intermedias de enzimas, el contenido de FRU tendid a aumentar, hasta
alcanzar los niveles maximos de FRU. Incrementos adicionales en la concentracion de
enzima dieron como resultado una disminucion del contenido de FRU. Tendencias
similares fueron reportadas por Liu et al. (2014) y Xu et al. (2015) durante la extraccion
asistida por enzimas de polisacaridos de Lycium barbarum y grosella negra (Ribes nigrum
L.), respectivamente, en los que una concentraciéon de enzima que excede el optimo
provocd una disminucion en el rendimiento de extraccion. Por otro lado, Pardo-Rueda et
al. (2015) reportaron un menor contenido de FRU (29.55 g/100 g b.s.) extraido de la planta
de sotol mediante un tratamiento pre-enzimatico con Pectinex Ultra SP-L a 40 °C, que el

obtenido en este estudio para la mayoria de los tratamientos (Tabla 21).

7.3.7. Constante de velocidad enzimatica (V))

La Tabla 22 muestra que las concentraciones de enzima y sustrato afectaron
significativamente (P < 0.05) la Vp. El comportamiento de la Vi fue descrito
satisfactoriamente por el modelo ajustado de segundo orden (74.9%). Una topografia de
punto silla con una solucién en un punto critico de 87.63 U/mL de enzima con 26.81 g/100
mL de sotol para obtener una Vy de 14.2 g/100 g b.s./min se observa en la Fig. 18b.
Ademas, se demostrd que, a bajas concentraciones de sustrato y altas concentraciones de
enzimas, se obtuvieron altos valores de V). Esta tendencia fue similar a la obtenida para
AR (Fig. 16a), glucosa (Fig. 16b) y fructosa (Fig. 16¢) en los extractos resultantes de la
accion enzimatica. Gan et al. (2003) reportaron tendencias similares durante la simulacion
de un modelo de hidrdlisis de celulosa, encontrando que al aumentar la concentracion de
la enzima la velocidad de reaccion inicial fue mas rapida, asi como la productividad de

azucar y la velocidad de conversion del sustrato fueron mas altas.
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Los valores bajos de Vp a una alta concentracion de sustrato se pueden atribuir a un efecto
inhibitorio sobre la actividad enzimatica, como se describié anteriormente (Whitaker et

al., 2003), disminuyendo la velocidad de liberacion del producto.

7.3.8. Perfiles de azicares individuales y grados de polimerizacion (GPn)

Los analisis de los azucares individuales de algunos extractos se muestran en la Fig. 19
para estandares comerciales con diferentes grados de polimerizacion, como glucosa,
fructosa, sacarosa, 1-kestosa (GP 3), nistosa (1,1-kestotetraosa) (GP 4) y 1,1,1-
kestopentaosa (GP 5) (a), para el estandar de inulina de achicoria (b), y una muestra del
tratamiento 1 (25.74 U/mL de enzima y 8 g/100 mL sustrato) (d), donde los picos
corresponden a los azucares individuales de cada tratamiento identificados de acuerdo con
los estandares. Ademas, la Fig. 19 muestra el estandar de achicoria (c) desde el GP 4 y el
cromatograma del tratamiento 1 (e), en el cual se identifico la 1,1,1-kestopentaosa (GP 5).
Del mismo modo, se pudieron observar picos posteriores, indicando la presencia de GPs
con mas de 5 unidades de fructosa. El tratamiento enziméatico (T6) condujo a incrementos
en el contenido de glucosa y fructosa (Fig. 20c), con picos mas grandes que el tratamiento
5 (Fig. 20a), ademas del pico identificado como el fructooligosacarido (FOS) 1,1,1-
kestopentaosa de GP 5 aument6 claramente (Fig. 20d) en comparacion con el tratamiento
5 (Fig. 20b), el cual contenia la misma cantidad de sustrato, pero no contenia la enzima.
De acuerdo con Hammed et al. (2013) el uso de enzimas resultard en oligosacaridos de
diferentes tamafos moleculares debido a la segmentacion de polisacaridos con la
suposicion de que siempre se produciran azicares. A pesar de la identificacion de algunos
picos utilizando los estandares para la separacion e identificacion de fructanos de los
extractos de sotol en este estudio, los resultados no fueron tan claros como los obtenidos
para la inulina de achicoria (Fig. 19a). Esto es probablemente debido a que la estructura
compleja de los extractos de sotol no permite la cuantificacion precisa de los GPs usando
este procedimiento. Asi, los fructanos con altos valores de GP para sotol en este estudio,
asi como aquellos encontrados en extractos de agave por Lopez et al., (2003) y Mancilla-
Margalli y Lopez (2006), existen como una mezcla compleja de neofructanos altamente
ramificados con enlaces B-(2-1) y B-(2-6) entre las unidades de fructosa, y esto es mas

complejo que las series de inulina simple (serie lineal con enlaces -(2-1)) de la achicoria.
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Por esta razon, los GPs se cuantificaron de acuerdo con Lopez-Molina et al. (2005) como
GPy, y estos resultados se muestran en la Tabla 21. El GP, se vio significativamente
afectado por la concentracion del sustrato en sus efectos lineales y cuadraticos (P < 0.05).
El modelo de segundo orden explico satisfactoriamente la variabilidad de los datos
(89.9%) (Tabla 22), mostrando una topografia de punto de silla con una solucion en un
punto critico de 5.58 GP; a una concentracion de enzima de 90.87 U/mL con 23.09 g/100
mL de sotol en el medio de extraccion (Fig. 21a). A medida que la concentracion de
sustrato se incremento, el GP, disminuyo, y esto se atribuyo a un aumento gradual del
contenido de sacarosa (Fig. 21b) debido a la actividad de la enzima fructosiltransferasa
(contenida en Pectinex Ultra SP-L); esto pudo contribuir a la formacion de FOS de bajos
GPs (Ghazi et al., 2005; 2007; Tanriseven y Aslan, 2005). Adicionalmente, se observaron
valores méximos de sacarosa a concentraciones intermedias de enzima y sustrato, como
se muestra en la Fig. 21b, dando como resultado valores de GP, de 5.5 (Fig. 21a).
Resultados similares han sido reportados, reflejando la actividad de la fructosiltransferasa
en presencia de sacarosa (Ghazi et al., 2005; 2007; Montilla et al., 2011; Tanriseven y
Aslan, 2005). Ademas, la tendencia del GP, a aumentar se observd a concentraciones
intermedias de enzima (81-87 U/mL) con concentraciones de sustrato de sotol inferiores
a 16 g/100 mL, donde la liberacion de fructanos es méaxima (Fig. 18a) como resultado de
la actividad enzimatica a nivel de pared celular, lo que favorece la extraccion de fructanos
con altos GPs. Los resultados de GP, fueron similares a los reportados para A. tequilana

por Montafiez-Soto et al. (2011) para FOS y por Waleckx et al. (2008) para fructanos.

7.3.9. Optimizacion del proceso de extraccion enzimatica

Utilizando un analisis candnico (Myers, 1971), se localizaron puntos estacionarios para
las respuestas AR, CT, FRU, Vy, GP,, glucosa, fructosa y sacarosa. Las respuestas
importantes con respecto a la calidad fueron FRU y GP;, con bajos contenidos de azticares
reductores individuales. Usando las técnicas graficas de optimizacion de multiples
respuestas (Gomez-Moriel et al., 2012; Quintero-Ramos et al., 2002), se agruparon los
valores estacionarios para seleccionar un Optimo general para el proceso. En esta
optimizacion grafica, se identificaron las condiciones necesarias para obtener los valores

mas altos de fructanos con GP, en el rango de 8-10 y bajos contenidos
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de fructosa. La condicion Optima, basada en el procedimiento grafico, se bas6 en la region
que satisface este criterio de optimalidad. La superposicion de los diagramas de contorno
para el contenido de fructanos, GP, y contenido de fructosa se utiliz6 para determinar la
region optima, indicada por el area sombreada en la Fig. 22. Las condiciones Optimas
fueron 11.6-45.6 U/mL de enzima con cantidades de sotol de 9.15 a 12.56 g/100 mL,
resultando en 7.8-10.6 g/100 g b.s. para el contenido de AR, CT de 37.15-39.01 g/100 g
b.s., fructanos de 37.58-38.58 g/100 g b.s, GP, de 8-10, glucosa de 2.2-3.19 g/100 g b.s.,
fructosa de 1.80-1.81 g/100 g b.s. y 0.17-0.33 g/100 g de sacarosa.

7.3.10. Verificacion

Las condiciones Optimas identificadas se verificaron realizando dos experimentos
independientes. Estos experimentos se realizaron con una pifia diferente de sotol silvestre,
esto para observar la variabilidad del modelo en la extraccion de carbohidratos con plantas
de diferentes caracteristicas. Por esta razon, se probaron dos combinaciones de sustrato y
enzima dentro de la region Optima. La Tabla 24 muestra los valores experimentales
obtenidos y los valores estimados por el modelo para el proceso de optimizacion. Los
valores experimentales y predichos para la mayoria de las respuestas son razonablemente
cercanos. Sin embargo, algunas respuestas como AR, FRU y GP, presentaron una baja
concordancia (Tabla 24). Esto puede deberse al hecho de que los tratamientos de
verificacion se realizaron con una pifia de sotol mas joven (6-6.5 afios), causando una
mayor variabilidad entre los valores experimentales y estimados, lo que incrementd el
error relativo. En algunos reportes, se ha demostrado que, en plantas como el Agave, el
contenido de carbohidratos cambia con la edad, con un mayor contenido de AR en plantas
mas jovenes, que disminuye a medida que aumenta la edad (Mellado-Mojica y Lopez,
2012; Sanchez-Madrigal et al., 2017a). Sin embargo, con el contenido de fructanos y el
grado de polimerizacién ocurre lo contrario, el cual es mayor en las plantas de mayor edad
(Arrizon et al., 2010; Mellado-Mojica y Lopez, 2012; Sanchez-Madrigal et al., 2017a).
También se puede observar con las dos combinaciones probadas, que los valores
estimados presentaron la misma tendencia que los datos experimentales obtenidos, siendo
mas altos en todas las respuestas con un GP, menor en la combinacion de 11 g/100 mL de

sotol con 30 U/mL de enzima que la de 10 g/100 mL con 20 U/mL (Tabla 24).
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Figura 22. Region optimizada obtenida para los diagramas de contorno de las
caracteristicas quimicas de los extractos de Dasylirion wheeleri obtenidos por extraccion
enzimatica (AR, CT, FRU, Vi, GP,, y contenido de glucosa, fructosa y sacarosa).
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7.4. Estudio No. 4
Extraccion enzimatica de fructanos de plantas de sotol silvestre (Dasylirion
wheeleri): Proceso de optimizacion usando la metodologia de la superficie de

respuesta

7.4.1. Caracterizacion fisicoquimica de las plantas de sotol

En la Tabla 25 se muestran los valores promedios del didmetro, peso, pH y °Brix de las
dos pifias frescas de sotol silvestre; asimismo se muestra la composicion proximal
promedio tanto de las pifias frescas como deshidratadas.

Tabla 25. Propiedades fisicoquimicas de las plantas de Dasylirion wheeleri
silvestre.

Propiedades™ Sotol fresco Sotol deshidratado
Diametro (m) 1.142 £ 0.025 -—--
Peso (kg) 20.66 + 1.555 -
°Brix 2.76 +£0.254 -
pH 5.14 +£0.508 -—--
Composicion proximal (%)*

Humedad 56.46 £1.16 7.11+0.03
Fibra cruda 7.57+1.64 11.12+£0.04
Cenizas 1.91 £0.22 3.43+0.44
Proteina 1.59 £0.19 3.60+0.14
Grasa 0.47 £0.02 0.48 £0.04
Carbohidratos 31.97+0.91 74.23 £ 0.51

*Las medias * desviacion estandar pertenecen a dos pifias de sotol.

Respecto a la composicién proximal encontrada en ambas pinas de sotol fue similar a
otros estudios realizados con sotol; Cruz-Requena et al. (2013) quienes trabajaron con
sotol (D. cedrosanum) reportaron contenidos similares de cenizas, grasa, fibra cruda y
proteina, siendo un tanto diferentes en el contenido de humedad y carbohidratos pudiendo
atribuirse a las diferencias en variedad, edad y condiciones climaticas. Asimismo, fueron
similares tanto las propiedades fisicas como quimicas a lo reportado por Sanchez-
Madrigal et al. (2018) en sotol de la misma especie (Dasylirion wheeleri) y de la misma
zona de cultivo. En comparacién con algunas agavaceas el contenido proximal asi como

las propiedades fisicas también fueron similares a lo reportado por Montafiez-Soto et al.
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(2011), Narvaez-Flores et al. (2015), Flores-Girén et al. (2016) y Sanchez-Madrigal et al.,

2017a para Agave tequilana Weber var. azul.

7.4.2. Analisis de los experimentos de factores simples de la extraccion de
polisacaridos de sotol asistida con enzimas

Los efectos de la relacion liquido-solido, tiempo, pH, temperatura y la concentracion de

cada enzima se estudiaron primeramente mediante un disefio de factores individuales de

la siguiente manera: un factor se modificd mientras que los otros factores se mantuvieron

constantes en cada experimento. El efecto de cada factor se evalué determinando el

rendimiento de extraccion de polisacaridos (REP).

7.4.2.1. Determinacion de la relacion liquido-s6lido

La relacion liquido-solido para cada enzima se determind colocando diferentes cantidades
de sotol en el medio de extraccion para mantener la misma concentracion de enzima en
todos los tratamientos. En la Figura 23 se observan los resultados obtenidos para una

enzima ya que se obtuvo el mismo comportamiento para todas las enzimas.

100 T
90 Il
80
70
60
50

40
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Relacion L-S (mL/g)

REP (%)

Figura 23. Rendimiento de extraccion de polisacaridos de sotol a diferentes relaciones
liquido-solido.
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El mejor rendimiento de extraccion de polisacaridos (REP) fue obtenido a relacion
liquido-s6lido de 60 mL/g, el cual fue elegido para continuar estudiando los demas

factores de extraccion.

7.4.2.2. Determinacion del tiempo de extraccion

El tiempo de extraccion es un pardmetro importante que puede influenciar la eficiencia de
extraccion (Wang et al., 2013). Varios estudios han demostrado que largos tiempos de
extraccion favorecen el rendimiento de extraccion (Liu er al., 2006; Wang et al., 2009;
Yin et al., 2011). Al mismo tiempo, un excesivo alargamiento del tiempo de extraccion
puede inducir a cambios en la estructura de la molécula del polisacarido (Cai et al., 2008).
En las Figuras 24 y 25 se observan las cinéticas de extraccion de azlicares reductores y del
rendimiento de extraccion de polisacaridos (REP), respectivamente; de cada enzima

(celulasa, pectinasa, xilanasa y hemicelulasa) asi como de un tratamiento sin enzima.

e Celulasa ¢ Pectinasa » Xilanasa = Hemicelulasa x Sin enzima

§45
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Figura 24. Cinética enzimatica de liberacion de azucares reductores.

En la Figura 24 se muestra que el contenido de azticares reductores para todas las enzimas

después de 60 min, no se aumenta, presentando un comportamiento asintotico en el
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tiempo. Asimismo, se observa que los tratamientos con enzimas liberaron mas azucares
reductores que el tratamiento sin enzima, esto debido a que las enzimas carbohidrasas
como celulasas, pectinasas, xiloglucanasas entre otras, rompen los enlaces glucosidicos
que unen a dos carbohidratos liberando hacia los extractos, mas azucares reductores
(Kashyap et al., 2001). En la Figura 24 también se muestra la diferencia de extraccion de
azucares reductores entre cada enzima, siendo la celulasa la que liberé mayor contenido
de azucares reductores, seguida por la pectinasa, xilanasa y por ultimo la hemicelulasa.

Como ya se menciono la propuesta del uso de enzimas para la mejora de la extraccion, es
que, a través de estas enzimas, se produzca una hidrolisis de los polisacéaridos de la pared
celular como un paso fundamental para liberar los carbohidratos presentes en la planta de
sotol. Pectinas, celulosa y hemicelulosa forman parte de los polisacaridos insolubles de la
pared celular del sotol (Dasylirion spp.) y otras plantas similares como el agave (Leach y
Sobolik 2010). Celulasas, hemicelulasas, pectinasas entre otras enzimas ya han sido
empleadas debido a que son capaces de catalizar la hidrélisis de los enlaces de los
polisacaridos de la pared celular de las plantas y asi descomponer la estructura de la pared
celular (Pinelo et al., 2006). Dicha degradacion de la pared celular realizada por cada
enzima se puede observar con los productos obtenidos, es decir, los azucares reductores.
De manera general la pared celular de las plantas consiste en un esqueleto rigido de
celulosa incrustado en una matriz tipo gel formada de compuestos pécticos, hemicelulosa
y glicoproteinas (Chen et al., 2014; Deng et al., 2014). La mayor o menor liberacion de
dichos productos dependera de la accion de cada enzima sobre la pared celular del sotol.
Por ejemplo, la celulasa y la hemicelulasa actian sobre la celulosa y rompen los enlaces
B-1,4, que estan presentes en la pared primaria debajo de la primera capa de la ldmina
media de la pared celular de la planta, y catalizan su descomposicidon en glucosa, celobiosa
y en polimeros de glucosa mas grandes (Puri et al., 2012; Chen et al., 2014; Deng et al.,
2014). La pectinasa (al ser pectolitica) tiene la capacidad de degradar los compuestos
pécticos y la pectina, que se encuentran en la lamina media de las paredes primarias (Puri
et al., 2012; Chen et al., 2014; Deng et al., 2014). Con todo esto, se puede decir que los

resultados obtenidos en aztcares reductores son debidos en gran parte a la composicion
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de la pared celular, del material del sotol y a la acciéon de cada enzima sobre los
componentes de ésta. Asimismo, a las condiciones de temperatura y pH a las que se llevo
a cabo la extraccion las cuales pudieron afectar en mayor o menor medida a cada una de

las enzimas

® Celulasa @ Pectinasa A Xilanasa B Hemicelulasa < Sin Enzima
60

l.'
§e ¢

- HA

0 60 120 180 240 300 360
Tiempo (min)
Figura 25. Cinética enzimdtica de extracciébn de polisacaridos de sotol, mediante
diferentes enzimas.

El rendimiento de extraccion de polisacaridos (REP) para todas las enzimas se observa en
la Figura 25. En esta se muestra que la extraccion de polisacéaridos fue bastante rapida, ya
que el REP no presentd incrementos significativos después de los 30 minutos para la
mayoria de las enzimas, ya que después de este tiempo el REP comenz6 a mantener un
equilibrio dindmico con el aumento del tiempo de extraccion, y ya no aument6 o descendio
segun la enzima, cuando se alarg6 el tiempo de extraccion a 6 h. Este fendmeno puede ser
debido a que una parte de los polisacaridos son hidrolizados bajo ciertas condiciones de
temperatura y durante el largo tiempo de extraccion (Liu et al., 2009; Yin et al., 2011).

La Figura 25 también muestra el efecto de cada una de las enzimas en la extraccion de
polisacaridos de sotol, en donde la hemicelulasa y la celulasa presentaron mayor

rendimiento en la extraccion, seguido por la pectinasa y la xilanasa, con un incremento en
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el rendimiento del 316%, 310%, 298% y 210%, respectivamente, comparado con el
tratamiento sin enzima a los 30 min de extraccion, que alcanz6 15.46% de REP. Es
importante resaltar que la hemicelulasa fue la que logré extraer mayor rendimiento de
polisacaridos, aunque sin diferencia significativa con la celulasa (P < 0.05), enzima que
present6 la menor liberacion de azicares reductores (Figura 24), resultando interesante
dependiendo del fin que se le quiera dar a los fructanos extraidos del sotol con dicha
enzima.

Los resultados obtenidos en este estudio para el tiempo de extraccidon son cortos
comparados con otros estudios asistidos con enzimas en los que han extraido polisacaridos
de otras plantas, con tiempos que van desde 2.4-3.6 h para polisacaridos de Tricholoma
matsutake (Yin et al., 2011), 91 min para polisacaridos de Lysium barbarum (Zhang et
al.,2011), 97 min para polisacaridos provenientes del fruto Cornus officinalis (You et al.,
2013), 105 min para polisacaridos de Dyctiophora indusiata (Wu et al., 2013), 2.73 h para
polisacaridos de alfafa (Wang et al., 2013), 3 h para polisacaridos de Dendrobium
chrisotoxum (Pan et al., 2015). Como se puede observar los tiempos son largos en
comparacion con lo obtenido para los polisacaridos de sotol en este estudio, lo cual es
positivo. Una de las principales causas en la obtencion de estos tiempos cortos; aparte de
que los fructanos son altamente solubles en agua puede ser que la planta de sotol se
deshidratd y se molio llevandola a cierto tamafio de particula lo cual aumentd la
transferencia de masa al medio de extraccion. Tiempos cortos de extraccion (10 min)
también han sido reportados durante la extraccion de fructanos asistida con ultrasonido a
partir de plantas de agave y sotol deshidratadas y molidas (Narvéaez-Flores et al., 2015;
Sanchez-Madrigal et al., 2017b). Con todo lo anterior queda claro que para mejorar los
rendimientos de extraccion de los polisacaridos presentes en el sotol (Dasylirion
wheeleri); un paso muy importante es la degradacion de los polisacéridos de la pared y
con la propuesta del uso de enzimas como ya se demostré los REP mejoran
considerablemente comparado con el tratamiento de extraccion sin enzima.

Las condiciones Optimas de extraccion con los resultados obtenidos hasta este punto son

una relacion liquido-solido de 60 mL/g y con la cinética del REP para cada una de las
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enzimas (aun sin el conocimiento de la concentracion Optima de cada enzima) se decidio

establecer un tiempo de extraccion de 20 min para los siguientes experimentos.

7.4.2.3. Efecto del pH en el rendimiento de la extraccion de polisacaridos de sotol

El valor del pH puede afectar la actividad de las enzimas porque cada una de ellas tiene
su propio pH 6ptimo, esto puede deberse a que un cambio en el pH afecta la estructura
espacial de las enzimas. Por lo tanto, la conformacion de la enzima y la actividad
enzimatica pueden alterarse por cambios en el pH (Yin ez al., 2011). En este es estudio se
eligieron diferentes niveles de pH para cada enzima para evaluar su influencia en el REP,
manteniendo las demads variables constantes. Esto basado en primer lugar en el pH 6ptimo
registrado por la marca (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, EUA) para el sustrato usado por
la misma. De esta manera para la celulasa los niveles de pH seleccionados fueron (4.0,
4.5,5.0, 5.5 y 6.0), para la pectinasa (3.0, 3.5, 4.0, 4.5 y 5.0), para la xilanasa (3.0, 3.5,
4.0, 4.5, 5.0 y 5.5), y para la hemicelulasa (3.5, 4.0, 4.5, 5.0 y 5.5). El efecto de los
diferentes valores de pH para cada enzima sobre el REP es mostrado en la Figura 25.
Como es observado, en todas las enzimas el porcentaje de extraccion aumentd con el
incremento del pH hasta llegar a un punto 6ptimo para cada una y disminuyendo después
de este pH. Para la celulasa a) el pH 6ptimo fue de 4.5 con un rendimiento de extraccion
de 63.6%, para la pectinasa b) 4.0 result6 ser el pH 6ptimo con un 63.8% de extraccion,
para la xilanasa c) también un pH de 4.0 fue el 6ptimo con un rendimiento del 62.9% y
para la hemicelulasa d) el mayor rendimiento de extraccion (62.9%) fue obtenido a un pH
de 4.5. La Figura 26, también muestra que para todas las enzimas el REP ya no aumenta
cuando el pH es mayor de 4.5. La posible razon de este fendmeno puede ser que el pH
apropiado u Optimo para estas enzimas estd en el rango de 4 a 4.5, sugiriendo que es
necesario un rango de pH adecuado para que las enzimas puedan colapsar las estructuras
de la pared celular y liberen los polisacaridos, de esta manera cuando el valor de pH excede
de 4 0 4.5, la actividad de la enzima empieza a disminuir por un valor inadecuado de pH

(Li et al., 2010; Liu et al., 2010; Yi et al., 2010; Zhang et al., 2010; Pan et al., 2015).
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Por lo tanto, un pH de 4.5 para la celulasa y la hemicelulasa y un pH de 4.0 para la
pectinasa y la xilanasa fueron elegidos para realizar los siguientes experimentos de

extraccion.

7.4.2.4. Efecto de la temperatura en el rendimiento de la extraccion de polisacaridos
de sotol

El coeficiente de difusion y de la solubilidad de polisacaridos dentro del solvente de
extraccion es aumentado conforme se eleva la temperatura, provocando el incremento de
la transferencia de masa de los polisacaridos que salen de las particulas de agave y sotol
dentro de la solucion (Pardo-Rueda et al., 2015; Narvaez-Flores et al., 2015). Asimismo,
estos autores reportaron que el rendimiento de extracciéon aumentd con el incremento de
la temperatura de extraccion debido al aumento de la solubilidad de los polisacaridos a
una temperatura mas alta. Sin embargo, con el uso de enzimas, cada una tiene su propia
temperatura Optima. Para estudiar el efecto de diferentes temperaturas sobre el
rendimiento de extraccion de polisacaridos, el proceso de extraccion se llevo a cabo
usando diferentes temperaturas de extraccion de 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 y 60 °C
dependiendo de la enzima mientras que los otros factores de extraccion se mantuvieron
fijos. Dichas temperaturas también se eligieron de acuerdo con la temperatura Optima
registrado por la marca (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, EUA) y para el sustrato segun lo
indicado para cada enzima, por esto las temperaturas de exploracion fueron diferentes para
cada una. El efecto de las diferentes temperaturas para cada enzima sobre el rendimiento
de extraccion de polisacaridos es mostrado en la Figura 27.

Como se observa, el REP se increment6 cuando la temperatura se aumentd hasta llegar a
un punto Optimo para cada enzima y disminuyd después de ésta. Para la celulasa a) la
temperatura Optima fue de 40 °C con un rendimiento de extraccion de 67.4%, para la
pectinasa b) fue de 45 °C con un 61.38% de extraccion, para la xilanasa c) 40 °C fue la
temperatura Optima con un rendimiento del 58.2% y para la hemicelulasa d) el mayor

rendimiento de extraccion (63.5%) fue obtenido a una temperatura de 40 °C.
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La posible razon de este resultado puede ser por efecto de dos aspectos: en primer lugar,
como ya se mencion6 una temperatura mas alta puede mejorar la transferencia de masa y
acelerar la velocidad de extraccion; en segundo lugar, las enzimas tienen temperaturas de
efecto adecuadas, cuando la enzima estd en condiciones Optimas de temperatura, la
actividad de la enzima alcanza su méximo e incrementos de la temperatura, por arriba de
la temperatura Optima, la actividad enzimatica decrece (Yi et al., 2011).

Las enzimas enddgenas tienen buena actividad a temperaturas que oscilan de 30 — 50 °C,
segin la enzima, pero son inactivadas a altas temperaturas (Puri et al., 2012). Esta
tendencia concuerda con lo que han reportado otros autores en la extraccion de
polisacaridos de diferentes fuentes (Wang et al., 2013; Wu et al., 2013; Zhu et al., 2014,
Pan et al., 2015). Las condiciones Optimas para la obtencion de los mejores 0 maximos
REP, de acuerdo con los andlisis de factores simples hasta este punto, fueron 40 °C para
la celulasa, xilanasa y hemicelulasa y 45 °C para la pectinasa y un pH de 4.5 para la
celulasa y la hemicelulasa y un pH de 4.0 para la pectinasa y la xilanasa, condiciones que

fueron elegidas para realizar los siguientes experimentos de extraccion.

7.4.2.5. Efecto de la concentracion de enzima en el rendimiento de la extraccion de
polisacaridos de sotol
La cantidad de enzima también es un factor importante que debe considerarse para la
extraccion de polisacaridos de materiales vegetales. Si la concentracion de la enzima es
baja, los polisacaridos presentes en la materia prima no podran ser completamente
extraidos con las enzimas, ademas de presentarse tiempos largos de extraccion. Por otro
lado, una alta concentracion de enzimas causara un proceso costoso (Narukawa et al.,
2012; Deng et al., 2014). Diferentes concentraciones de enzima (2.0%, 4.0%, 6.0%, 8.0%
y 10% para la pectinasa, xilanasa y hemicelulasa y hasta 11% y 12% para la celulasa)
fueron usadas para examinar la influencia de la concentracion de enzima sobre el REP,
manteniendo las demds variables fijas. Como se observa en la Figura 28 al aumentar la
concentracion de la enzima celulasa a) de 2% a 12% el REP se increment6, encontrando

que con 11% de celulasa se obtuvo la mayor extraccion de 85.65%.
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Mientras que, para la pectinasa b), con el incremento de la concentracion de 2% a 10% se
obtuvo el mayor porcentaje del REP (80.03%) con un 8% de enzima. Para la xilanasa c)
el aumento del 2% al 10% en su concentracion, se increment6 ¢l REP, alcanzando un
maximo a una concentracion del 6%. Para el caso de la hemicelulasa d) el aumento en su
concentracion del 2% al 10%, condujo a un maximo del REP del 73.8%, a una
concentracion de enzima del 8%. Para todas las enzimas, después de la concentracion
mencionada ya no se observaron incrementos en el REP, lo cual puede atribuirse al hecho
de que las enzimas celuloliticas tienden a ser inhibidas por los productos solubles (glucosa,
celobiosa) de la celulolisis (Patindol et al., 2007; Puri et al., 2012). Asimismo, cuando la
estructura celular se altera, el material liberado de las células, como los azucares, forman
un complejo con las enzimas, lo que resulta en la inhibicion del producto (Ladish et al.,
1983). Es importante resaltar, como ya se menciond, que con la celulasa se obtuvieron los
mejores rendimientos de extraccion con 11% de concentracion a 40 °C. Esto debido a que,
la celulasa tiene una buena actividad hidrolizando los polisacaridos de la pared celular,
como polisacaridos pécticos, xiloglucanos y heteroxilanos (Deker y Walis, 1983;
McDougall y Fry, 1990; Wilkins et al., 2007). Por esta razon el tratamiento con celulasa
pudo conducir a una mayor pérdida de la integridad y desintegracion de la pared celular,
mejorando el contacto del solvente a los polisacaridos y fructanos presentes en el sotol.
Aunque fue necesaria una mayor concentracion de celulasa para extraer el médximo REP;
con esta enzima se obtuvo un mayor REP comparada con las demas. Ademas, el costo de
la celulasa a granel es méas bajo que el costo del resto de las enzimas, indicando que la
celulasa por si sola pudiera ser usada como una opcion para la extraccion a gran escala de
fructanos a partir de pifias de sotol (D. wheeleri). En conclusion, al variar en diferentes
concentraciones a cada una de las enzimas se encontré que con 11% de celulasa dio un
maximo REP de 92.89%, para la pectinasa con 8% se logrd el maximo REP de 80.03%,
con 6% de xilanasa 75.73% de REP fue encontrado como maximo y para la hemicelulasa
con 8% en su concentracion se logré una maxima extraccion del 73.88%. Es decir, los
porcentajes mencionados para cada enzima fueron suficientes para hidrolizar por separado

la pared celular de la planta de sotol y liberar sus polisacaridos en mayor concentracion.
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7.4.3. Efecto de la combinacion de las enzimas en el rendimiento de la extraccion de
polisacaridos de sotol
Con los resultados del analisis de los factores simples obtenidos se fijaron las mejores
condiciones de pH, relacion liquido-solido, tiempo y concentracion de enzima. Como uno
de los objetivos de este estudio fue obtener una mezcla o coctel de enzimas con el cual se
obtuviera un mayor rendimiento para la extraccion de fructanos presentes en la planta de
sotol (D. wheeleri). Se determind si con el uso de las 4 en realidad se obtenia una mejor
extraccion. Para conocer esto, con las condiciones optimas y fijas de las variables antes
mencionadas se analiz6 cada enzima individualmente, después se mezclaron en pares, en
tres y por ultimo con las cuatro enzimas como lo indica la Tabla 5 (Seccion 6.6.2.2.). En
la Figura 29 se muestran los REP obtenidos en cada uno de los tratamientos posibles por
combinacion de las 4 enzimas. Individualmete, la enzima celulasa fue la que logréo mayor
REP, seguida de la hemicelulasa, pectinasa y por tltimo la xilanasa, siendo éstas 2 tltimas
diferentes (P < 0.05) con la celulasa. Al observar los resultados de la combinacion en
pares, la combinacion de celulasa con hemicelulasa fue la que presenté mayor REP,
seguido de la combinacion de celulasa con pectinasa y de pectinasa con hemicelulasa sin
presentar diferencia estadistica entre estos 3 tratamientos. Asimismo, se puede observar
que el REP fue mayor y significativamente diferente (P < 0.05) que el de las enzimas
individuales. El siguiente tratamiento en pares fue el de pectinasa con xilanasa el cual fue
mas alto que el de la pectinasa y la xilanasa por si solas, siendo estadisticamente diferente
solo con el de la xilanasa. Los siguientes tratamientos en pares fueron el de la celulasa con
xilanasa y xilanasa con hemicelulasa que, aunque presentaron una ligera mayor extraccion
al del tratamiento solo con xilanasa no presentaron diferencia estadistica. En cuanto a los
tratamientos con 3 enzimas el de celulasa, pectinasa y hemicelulasa fue el que presentod
mayor REP, siendo mas alto que el de todos los tratamientos con 2 enzimas, pero sin
diferencia significativa a los 2 tratamientos en pares que presentaron mayor extraccion. El
resto de los tratamientos con 3 enzimas no presentaron mejoria en la extraccion,
comparandolos con los mejores tratamientos con solo 2 enzimas. Por Ultimo, se observa

claramente que el tratamiento con las 4 enzimas presentd una mejor extraccion, siendo
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estadisticamente diferente (P < 0.05) a todos los demas tratamientos individuales y de
combinacion de enzimas. Con esto se comprueba que, con el uso de las 4 enzimas,

efectivamente se obtuvo la mayor extraccion de polisacaridos a partir de sotol.

7.4.4. Analisis ortogonal para la optimizacion de la concentracion del complejo de
enzimas
En el proceso de extraccidon asistido con enzimas, varios factores juegan un papel
importante en el rendimiento de extraccion de polisacaridos de acuerdo con los datos
obtenidos anteriormente. Con el proposito de obtener las concentraciones Optimas de cada
una de las enzimas en la mezcla enzimatica deseada; se emple6 un disefio ortogonal Lo
(3%), el cual puede reducir el nimero de experimentos y aprender mas sobre la influencia
de los factores usados. Las concentraciones usadas en este disefio fueron elegidas en base
a lo encontrado en el estudio de factores simples (Seccion 7.4.2.5.), donde la
concentracion establecida como el punto medio para cada enzima fue la que logr6 el
maximo REP de sotol, siendo las otras dos un punto de concentracion mas bajo y otro mas
alto. Lo anterior se observa en la Tabla 26, asimismo se muestra la aplicacion de la
diferencia extrema para analizar los datos del disefio ortogonal. Los resultados de dicha
optimizacion mostraron de acuerdo con los valores de R, que la influencia de los factores
de extraccion asistida con enzimas en el REP fue como sigue: Ra > Rg > Rc > Rp, es
decir, celulasa > pectinasa > xilanasa > hemicelulasa. La enzima celulasa fue la més
importante o la de mayor influencia en la extraccion de polisacaridos de sotol (R = 6.26).
Los valores de K de K a K3 representan cada nivel de cada factor, del mas bajo al mas
alto. El valor de K mas alto, es decir, el mayor rendimiento de extraccion y el mejor nivel
del factor para la celulasa fue K1, el cual represento el nivel de 10%. Para la pectinasa fue
K3, para la xilanasa K> y para la pectinasa K3. De esta manera, la condicion optima fue la
combinacion A1B3C>Ds (1-3 son los niveles), es decir, concentracion de celulasa (10%),
concentracion de pectinasa (10%), concentracion de xilanasa (8%) y concentracion de
hemicelulasa (10%). En estas condiciones, el 91.57% del rendimiento de extraccion podria

ser alcanzado.
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Tabla 26. Resultados del experimento ortogonal.

No. A B C D REP (%)
I 1(10%) 1(6%) 1(6%) 1(6%) 81.73
21 208%) 2@8%)  2(8%) 85.37
3001 3(10%) 3 (10%) 3 (10%) 90.68
4 2(11%) 1 2 3 83.76
5 2 2 3 1 74.44
6 2 3 1 2 80.81
7 3(12%) 1 3 2 82.81
g8 3 2 1 3 75.03
9 3 3 2 1 81.48

K 85.93 82.77 79.20 79.22

79.67 78.29 83.54 83.00
K; 79.78 84.33 82.65 83.16
R 6.26 6.04 4.35 3.94

A, concentracion de celulasa (% p/p).

B, concentracion de pectinasa (% p/p).

C, concentracion de xilanasa (% p/p).

D, concentracion de hemicelulasa (% p/p).

R, se refiere al resultado de analisis extremo.

K, rendimiento de extraccion del mismo factor y nivel en los experimentos, i =
1,203.

Z

7.4.5. Optimizacion de los parametros de extraccion para la mezcla enzimatica
7.4.5.1. Establecimiento de los niveles de los factores experimentales.

Con la combinacion optima del complejo de enzimas encontrado en el disefio ortogonal,
se procedio a optimizar las condiciones de extraccidn mas importantes como temperatura,
pH, relacion L-S y tiempo. Antes de la realizacion del disefio de optimizacion se procediod
a establecer los niveles de los factores antes mencionados del complejo enzimatico
obtenido. En la Figura 30 se observan los resultados obtenidos al variar los niveles de los

factores simples; temperatura, pH, relacion L-S y tiempo.
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Para la temperatura se encontrd que a 40 °C se obtiene el mayor REP, para el pH 4.5
aunque no se present6 una diferencia marcada (Figura 30b), en cuanto a la relacion L-S;
80 mL/g fue la que presentd una mayor extraccion y para el factor tiempo se observa que
la extraccion se logra a tiempos muy cortos debido a la alta solubilidad de los
carbohidratos presentes en la muestra de sotol. Este factor pudo influenciar la liberacion
de polisacaridos por la alta solubilidad de los azucares, esto debido a que las moléculas de
los carbohidratos tienen un alto cardcter hidrofilico, debido a los fuertes y altamente
localizados enlaces de hidrogeno presentados por los sistemas agua-carbohidratos
(Cardoso et al., 2012).

De esta manera, los 3 niveles usados para el factor temperatura fueron 35 °C, 40 °C y 45
°C,parael pH4,4.5y5, paralarelacion L-S 60, 80 y 100 mL/g, para el tiempo se decidid
no incluirlo en el disefio de optimizacién ya que como se menciond, la extraccion se llevo
a cabo a tiempos muy cortos; estableciéndose 20 min como tiempo de extraccidon para

todos los experimentos.

7.4.5.2. Andlisis del disefio y ajuste del modelo

En la Tabla 27 se observan los 17 puntos experimentales del diseio Box-Behnken
utilizado para optimizar los tres parametros elegidos; temperatura (X1), pH (X2) y relacion
L-S (X3). Serealizaron 5 réplicas (experimentos 13-17) como puntos centrales del disefio
para estimar el error puro de la suma de cuadrados.

Los resultados obtenidos usando las diferentes combinaciones arrojadas por el disefio
Box-Behnken para el rendimiento de extraccion de polisacaridos (REP), azlcares
reductores (AR), fructanos totales (FRU), glucosa, fructosa, sacarosa y grado de
polimerizacion promedio (GP,) son mostrados en la Tabla 27.

El andlisis de varianza de los resultados para todas las respuestas es presentado en la Tabla
28 y los coeficientes de regresion obtenidos por el modelo de segundo orden ajustado a
los datos experimentales se encuentran en la Tabla 29. Como se observa en la Tabla 28
tanto la temperatura, el pH y la relacion L-S no afectaron significativamente (P > 0.05) al
REP, a los azucares reductores, al contenido de fructanos y sacarosa. Solamente los 3

factores afectaron significativamente (P < 0.05) al contenido de fructosa y al GPx.
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Esta falta de ajuste en el modelo fue probablemente debido a que como el complejo
enzimatico obtenido estd compuesto por varias enzimas la cuales tienen una actividad
optima de temperatura y pH. Por lo tanto, cuando se combinan estos diferentes factores
una enzima puede actuar mas que la otra, es decir, una enzima puede actuar mejor a un
pH, y no a la temperatura combinada de un tratamiento dado; pero otra puede actuar mejor
a la temperatura de dicho tratamiento sin ser su pH Optimo, por dicha razéon los
rendimientos de extraccion al final del tratamiento llegan a ser iguales. Otra razon por la
que el pH no present6 efecto significativo en el modelo se puede observar en la Figura
30b donde claramente se percibe que, aunque el pH optimo fue de 4.5, conpH de 4y 5 se
obtiene casi el mismo REP. Los graficos de superficie de respuesta obtenidos del
programa estadistico usado no se presentan ya que la mayoria de las respuestas sobre todo

el REP y el contenido de fructanos no se ajustaron al modelo.

7.4.6. Disefio central compuesto para la optimizacion de los parametros de
extraccion de la mezcla enzimatica

Debido a que con el disefio Box-Behnken propuesto no se obtuvieron los resultados

deseados, se decidi6 explorar a través de otro disefio de optimizacion las variables que se

consideraron mas importantes, en este caso la concentracion de cada una de las enzimas y

la temperatura. Esto se realizo6 a través de un disefio central compuesto de 5 factores con

5 niveles. Los niveles se eligieron en base al analisis de factores simples descritos

anteriormente (Seccion 7.4.5.1.).

7.4.6.1. Ajuste del modelo

Los resultados obtenidos usando las diferentes combinaciones de las concentraciones de
enzimas y temperatura de acuerdo con el disefio central compuesto usado para las
respuestas del REP, AR, FRU, glucosa, fructosa, sacarosa y GP, son mostrados en la Tabla
30. El analisis de varianza de los resultados para todas las respuestas es presentado en la
Tabla 31 y los coeficientes de regresion obtenidos por el modelo de segundo orden

ajustado a los datos experimentales se encuentran en la Tabla 32.
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En general, la concentracion de las enzimas (celulasa, pectinasa, xilanasa y hemicelulasa)
y la temperatura de extraccion afectaron significativamente (P < 0.05) a todas las
respuestas. Solamente la concentracion de sacarosa presento falta de ajuste. E1 modelo
ajustado de segundo orden explico satisfactoriamente la variabilidad de los datos para la
mayoria de las respuestas con R? > 0.98. Esto indica que las respuestas fueron soportadas
por las variables; celulasa, pectinasa, xilanasa, hemicelulasa y temperatura explicando la
variabilidad de los datos obtenidos arriba del 98%. Entre mas cercana a 1 sea la R?

obtenida, mejor se ajustara el modelo empirico a los datos reales o experimentales (Lee et

al., 2006).

7.4.6.2. Rendimiento de extraccion de polisacaridos (REP)
Durante la extraccion asistida con enzimas, el REP vari6 de 62.70% a 80.65% (Tabla 30).
Las 4 enzimas, asi como la temperatura afectaron significativamente (P < 0.05) el REP
(Tabla 31). E1 ANOVA demostrd que el modelo de regresion cuadratica propuesto para
este disefio se ajustd adecuadamente, explicando el 99.53% de la variacion de los datos
(Tabla 31).
El modelo de regresion de segundo orden relacionando el REP de sotol, con las variables
independientes se muestra a continuacion:
Y = 70.05 + 1.68X; + 1.08X, + 1.84X5+ 0.77X, + 2.63Xs + 1.86 X7

+ 1.32X2 4+ 0.55X% + 0.96XZ — 0.47XZ + 0.64X, X, Ec. 20

+0.96X, X5 + 2.71X, X, — 0.87X, X5 + 1.24X, X5

+ 1.11X,X, — 2.22X,X5 + 1.15X3X, — 1.70X3Xs

— 2.44X,Xs
Para el caso de la ecuacion 20 el REP obtenido fue considerado como la variable
dependiente o respuesta Y.
Como se observa en la Tabla 31 los términos de P del modelo menores de 0.05 indican
que son significativos. Para esta respuesta (REP) casi todos los términos del modelo
fueron significativos, excepto AB y AE. De esta manera, las variables con bajos niveles
de probabilidad contribuyen al modelo, mientras que los demés pueden ser ignorados o

eliminados del modelo. De acuerdo con Karthikeyan et al. (1996), altas magnitudes de los
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valores ¢ y pequefios valores de P indican una alta significancia de los correspondientes
coeficientes del modelo (Tabla 31). Dichos valores de ¢ no se presentan, pero los valores
de P < 0.05 estan indicados con un * en las Tablas 31 y 32. Las superficies de respuesta
constituyen la representacion grafica de la ecuacion de regresion para determinar los
valores Optimos de las variables dentro de los rangos considerados (Tanyildizi et al.,
2005). Dichos graficos se presentan en la Figura 31 en los cuales se muestran las
interacciones entre las 4 enzimas. Cada grafico de superficie de respuesta representa un
numero infinito de combinaciones de las dos variables de prueba que se muestran en cada
una, manteniendo las otras tres variables en su respectivo nivel cero. El principal objetivo
de las superficies de respuesta es buscar eficientemente los valores Optimos de las
variables, de tal manera que la respuesta se maximice (Tanyildizi et al., 2005). Sin
embargo, para el caso de la respuesta del REP el modelo ajustado dio una tendencia de
punto silla prediciendo los valores fuera del rango de los niveles experimentales, de
acuerdo con la Figura 31. Se observa que tendencias a un mayor rendimiento de extraccion
de polisacaridos de sotol se presentan a concentraciones altas de ambas enzimas, esto es
coincidente en todas las interacciones con cada una de las enzimas (Figura 31a,b,c,d,e,f).
Asimismo, en algunos graficos se observan tendencias de concentraciones altas en el REP
con concentraciones altas de una enzima en combinacién con concentraciones bajas de la
otra enzima, pudiéndose decir con esto que las enzimas tienen un efecto complementario.
Es decir, lo que no se extrae con una enzima; otra enzima con concentracion mas alta logra
extraer el resto. Como ya se ha mencionado la temperatura es una de las variables clave
que afectan la liberacion de polisacaridos y otros compuestos de diferentes fuentes
vegetales, que puede modificar el equilibrio y las condiciones de transferencia de masa en
la extraccion solido-liquido y afectar la actividad de la enzima. Incrementos en la
temperatura puede acelerar la velocidad de reaccion de las enzimas (Yi et al., 2011). Esto
se observa en la Figura 32 para todas las enzimas; donde con un incremento de la
temperatura el rendimiento de extraccion de polisacaridos presentes en la planta de sotol

también se incremento.
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Aunque altas temperaturas tienen efectos positivos sobre los rendimientos de extraccion,
dichas temperaturas no pueden ser incrementadas indefinidamente, debido en parte a la
inestabilidad de los compuestos a extraer, es decir, puede haber hidrolisis parcial de
polisacaridos y a ciertas temperaturas pueden tomar lugar la desnaturalizacion de
membranas (Cacace y Mazza, 2003). Ademas, el aumento de la temperatura puede afectar
en la desnaturalizacion de la enzima, disminuyendo el rendimiento del producto deseado
(Renouard et al., 2010; Pan et al., 2015).

Dicho efecto es observado en las superficies de respuesta de las interacciones de las
interacciones de las enzimas con la temperatura, sobre todo es muy claro a altas

concentraciones de todas las enzimas (Figura 32a, b, ¢ y d).

7.4.6.3. Azucares Reductores (AR)

El contenido de azucares reductores varié de 23.95 g/100 g a 31.05 g/100 g (Tabla 30).
Las concentraciones de las 4 enzimas, asi como la temperatura afectaron
significativamente (P < 0.05) el contenido de azucares reductores en los extractos (Tabla
31). El modelo de regresion cuadrdtica propuesto para este disefio se ajustd
adecuadamente, explicando la variabilidad de los datos en un 99.68% (Tabla 31).

Con el modelo ajustado para esta respuesta se encontr6 una topografia de punto silla (Fig.
33) con una solucidon a un punto critico de concentracion de celulasa de 4.38%, de
pectinasa 6.41%, xilanasa de 8.22%, hemicelulasa de 9.51% y temperatura de 28.27 °C
para obtener un valor de AR de 27.62 g/100 g.

El modelo de regresion de segundo orden relacionando el contenido de AR de sotol, con

las variables independientes se muestra a continuacion:

Y =27.15+ 1.17X; + 1.55X, + 0.90X5 + 1.35X,+ 0.52Xs + 0.37X?
—0.042X2 + 0.043X2 — 0.078X% — 0.36X2 + 0.26X, X, Ec. 21
+ 0.068X; X5 + 0.31X,X, + 0.43X, X5 — 0.62X,X;
— 0.31X,X, — 0.14X,Xs — 0.58X5X, — 0.24X3 X
— 017X, X5
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Para el caso de la ecuacion 21 los AR obtenidos fueron considerados como la variable
dependiente o respuesta Y. Como ya es sabido, los valores de P menores de 0.05 son
significativos para el modelo, los cuales se observan en la Tabla 31 y 32. En esta se puede
observar que las 5 variables en su efecto lineal fueron significativas (P < 0.05). Asimismo,
las interacciones AE, BC, y CD y la concentracion de la enzima celulasa (A) y la
temperatura (E) en su efecto cuadratico. La Figura 33 muestra las superficies de respuesta
obtenidas para el contenido de azlcares reductores con las interacciones entre las 4
enzimas. En dichos graficos se observa que la mayor liberacion de azicares reductores es
obtenida a concentraciones altas de enzimas. Y como efecto contrario, la menor liberacion
de azucares reductores es obtenida con las menores concentraciones de enzimas (Figura
33a, b, c, d, e, f). Como era de esperarse, entre mayor en la concentracion de enzima es
mayor la liberacion de aztcares reductores durante la extraccion asistida con enzimas, esto
debido al rompimiento de los enlaces glucosidicos entre dos unidades de carbohidratos
por efecto de las enzimas del tipo carbohidrasas, como celulasas, pectinasas y
xiloglucanasas, entre otras (Kashyap et al., 2001). Mayores contenidos de azlcares
reductores debido a la hidrolisis por efecto de enzimas ya han sido reportados. Por
ejemplo, Kim et al. (2005) extrajeron polifenoles a partir de cdscara de manzana con
celulasa donde el contenido de azucares reductores aument6 de 20 mg para un tratamiento
no enzimatico a 40 mg con un tratamiento con celulasa. Hanana ez al. (2015) investigaron
la extraccion de fibras de alfa (Stipa tenacissima) usadas en aplicaciones de pulpa y papel,;
con varios procesos de extraccion entre ellos con lacasas, pectinasas y celulasas,
obteniendo con dicho tratamiento enzimatico mejores rendimientos y calidad de las fibras,
asi como mejores propiedades mecanicas y cambios en la supeficies de la fibra y en la
composiciéon quimica. Sanchez-Madrigal et al. (2018) también reportaron mayor
liberacion de azucares reductores a altas concentraciones de enzima (Pectinex Ultra SP-
L) durante la extraccidon de fructanos a partir de sotol fresco (Dasylirion wheeleri). En los
graficos de superficie de respuesta de las interacciones de cada una de las enzimas con la
temperatura (Figura 34) también se observa el que a altas concentraciones de enzima la

liberacion de azucares reductores es mayor.
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Figura 34. Superficies de respuesta mostrando los efectos de la concentracion de las
enzimas y la temperatura en sus diferentes interacciones; celulasa-temperatura (a),
pectinasa-temperatura (b), xilanasa-temperatura (c) y hemicelulasa-temperatura (d) sobre

el contenido de azucares reductores.
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En esta Figura se muestra claramente el efecto de la temperatura en la produccion de
azucares reductores; los cuales como ya es sabido son la base para conocer la actividad de
una enzima (Bailey et al., 1992; Romero-Cascales et al., 2012). De esta manera, la menor
concentracion o liberacion de azucares reductores es obtenida a temperaturas mas bajas,
los cuales aumentan con el incremento de la temperatura para después disminuir el
contenido de AR cuando la temperatura sigue aumentando. Esto es debido a que cuando
la temperatura estd dentro de las temperaturas de efecto adecuadas, la actividad
catalizadora de la enzima aumenta con el incremento de la temperatura enzima y por lo
tanto también la liberacion de AR. Después, cuando la temperatura es mas alta que la
temperatura de efecto adecuada, la actividad de la enzima disminuye con el incremento
de la temperatura disminuyendo también el contenido de AR. Esta tendencia ya ha sido
reportada en otros estudios durante la extraccion de polisacaridos de otras fuentes
vegetales (Liu et al., 2009; Zou y Guo 2010; Yin et al., 2011; Puri et al., 2012; Wu et al.,
2014; Pan et al., 2015). Como se observa en la Figura 34 las interacciones de la
temperatura con las enzimas pectinasa, xilanasa y hemicelulasa fueron similares, sin
embargo, la interaccion con la celulasa (Figura 34a) es un poco diferente, mostrando
menor contenido de AR a mayor temperatura. Esto quizas se debe a que la enzima celulasa
es mas susceptible a las temperaturas altas y por lo tanto se desnaturalizd a dichas
temperaturas disminuyendo su actividad (Pan et al., 2015). Las tendencias en lo obtenido
para los AR son consistentes o similares a lo encontrado para los azucares individuales
glucosa y fructosa, debido a que el efecto reductor lo brindan principalmente a éstos 2

azucares. Por lo tanto, las superfies de respuesta de todas las interacciones no se presentan.

7.4.6.4. Contenido de fructanos totales (FRU)

La Tabla 30 muestra como el contenido de FRU vari6 de 39.94 g/100 g a 47.63 g/100 g.
El andlisis de varianza (Tabla 31) mostr6 que las 4 enzimas, asi como la temperatura
afectaron significativamente (P < 0.05) la extraccion de fructanos. El modelo de segundo
orden para este disefio predijo adecuadamente la variabilidad de los datos en un 99.19,

observandose una topografia de punto silla (Fig. 35) con una solucién a un punto critico
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con concentraciones de las enzimas celulasa, pectinasa, xilanasa y hemicelulasa de 6.58%,
7.365, 4.94%, 5.10%, respectivamente, y una temperatura de 43.83 °C para la obtencion
de 44.73 g/100 g de FRU de sotol.

El modelo de regresion de segundo orden relacionando el contenido de FRU de sotol, con

las variables independientes se muestra a continuacion:

Y = 45.11 + 1.43X; — 0.44X, — 0.059X; — 0.82X,+ 0.42Xs + 0.88X?
+ 0.42X2 4+ 0.52X% 4+ 0.073X2 — 1.08X2 — 0.63X, X, Ec. 22
—0.58X, X5 — 0.72X, X, — 1.01X; X5 + 0.66X, X5 + 0.97X,X,
+ 0.53X,X5 + 1.09X3X, + 0.62X5X5 + 0.77X,Xs

Para el caso de la ecuacion 22 el contenido de FRU fueron considerados como la variable
dependiente o respuesta Y.

En la Tabla 31 también se muestra que las enzimas excepto la xilanasa y la temperatura
fueron significativas (P < 0.05) en su efecto lineal. Asimismo, las interacciones entre
variables menos la de celulasa-xilanasa (AC) y las enzimas en su efecto cuadratico
excepto la hemicelulasa (D) fueron significativas (P < 0.05).

En la Figura 35 se observa que las tendencias de extraccion de mayor contenido de FRU
se encontraron con la interaccion de la celulasa-pectinasa, celulasasa-xilanasa y celulasa-
hemicelulasa (Figura 35a, b, c), dichas interacciones con la concentracion mas alta de
celulasa y con la concentracion mas baja de las otras 3 enzimas, indicando el fuerte efecto
de la celulasa sobre la extraccion de FRU de sotol. En caso contrario con las interacciones
de las demas enzimas pectinasa-xilasa, pectinasa-hemicelulasa y xilanasa-hemicelulasa
(Figura 35d, e, f) se logra alcanzar la maxima concentracion de FRU con las
concentraciones mas bajas de dichas enzimas. Para la interaccion de las enzimas con la
temperatura (Figura 36) se encontré la misma tendencia que para el REP y los AR,
mostrando la gran importancia que tiene la temperatura durante la extraccion asistida con
enzimas. Es decir, bajas concentraciones de fructanos a bajas temperaturas y conforme se
va incrementando el contenido de FRU aumenta hasta disminuir a cierta temperatura y

causar una baja extraccion a temperaturas altas.
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Figura 36. Superficies de respuesta mostrando los efectos de la concentracion de las
enzimas y la temperatura en sus diferentes interacciones; celulasa-temperatura (a),
pectinasa-temperatura (b), xilanasa-temperatura (c) y hemicelulasa-temperatura (d) sobre

el contenido fructanos totales
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Una tendencia similar fue observada para las 4 enzimas (Figura 36a, b, c, d). Esto debido
a lo ya explicado en las secciones anteriores de REP y AR.

Es importante resaltar que el contenido de fructanos encontrado en este estudio fue mayor
a otros estudios en los cuales también extrajeron fructanos de sotol fresco en sistemas
enzimaticos similares. Pardo-Rueda et al. (2015) reportd bajos contenidos de fructanos
(29.55 g/100 g b.s.) a partir de plantas de sotol (Dasylirion leiophylum) con un pre-
tratamiento enzimatico usando Pectinex Ultra SP-L a 40 °C. Sanchez-Madrigal et al.
(2018) reportd contenidos de fructanos un poco mayores encontrando la maxima
concentracion de 39.20 g/100 g b.s. a partir de sotol fresco (Dasylirion wheeleri) a cierta
concentracion de Pectinex Ultra SP-L a 30 °C. En este estudio la maxima concentracion

de fructanos fue de 47.63 g/100 g.

7.4.6.5. Grado de polimerizacion promedio (GPx)

El GP,, de los extractos se muestra en la Tabla 30, los cuales oscilaron de 1.81 a 0.84. Las
4 enzimas, asi como la temperatura afectaron significativamente (P < 0.05) el GP, (Tabla
31). El andlisis de varianza demostrd que el modelo de segundo orden propuesto se ajustd
adecuadamente, explicando el 99.43% de la variacion de los datos (Tabla 31).

El modelo ajustado para el GP, presentd una topografia de punto maximo, a un punto
critico con concentraciones de celulasa de 3.02%, de pectinasa de 1.36%, de xilanasa de
4.02, de hemicelulasa de 4.13% y a una temperatura fuera del rango experimental para la
obtencion de un GP, de 2.15.

El modelo de regresion de segundo orden relacionando el GP, de los extractos de sotol,

con las variables independientes se muestra a continuacion:

Y =1.77 — 0.13X; — 0.15X, — 0.12X; — 0.14X,— 0.017X; — 0.18X?
—0.15X2 — 0.16X2 — 0.15X2 — 0.042X2 — 0.10X, X,
— 0.053X, X5 — 0.085X; X, — 0.15X; X5 + 0.00686X,X;
—0.011X,X, — 0.10X5 + 0.049X3X, — 0.033X5Xs
— 0.042X, X

Ec. 23

147



Para el caso de la ecuacioén 23 el GP, fue considerado como la variable dependiente o
respuesta Y.

Para esta respuesta todas las enzimas excepto la temperatura fueron estadisticasmente
significativas (P < 0.05) en su efecto lineal (Tabla 31). De igual manera fueron
significativas las interacciones AB, AD, AE y BE, es decir, celulasa-pectinasa, celulasa-
hemicelulasa, celulasa-temperatura y pectinasa-temperatura. En su efecto cuadratico tanto
las 4 enzimas como la temperatura presentaron significancia para el modelo (P < 0.05).
La Figura 37 muestra las superficies de respuesta de las interacciones de las enzimas en
las cuales se observa la tendencia al maximo mencionado anteriormente, lo que indica que
a concentraciones intermedias de las enzimas se obtiene el maximo grado de
polimerizacion.

Como ya se menciond la temperatura también afectdo el GP, siendo mas claro en las
superficies de respuesta de las interacciones de las enzimas con esta variable. En primer
lugar, se observa que a bajas temperaturas de extraccion el GP, es mayor que a
temperaturas mas altas, esto puede ser debido a que a temperaturas altas ocurre hidrolisis
en la molécula de los fructanos, como ha sido reportado en otros estudios (Madrigal y
Sangronis, 2007; Zhu et al., 2016) disminuyendo asi su grado de polimerizacion. Esto se
observa en la Figura 38 donde conforme aumenta la temperatura el GP, aumenta
ligeramente, disminuyendo a temperaturas mdas altas. Resultados similares fueron
reportados por Sadnchez-Madrigal et al. (2017a; 2017b; 2018) durante la extraccion de
fructanos de agave y sotol, respectivamente a 90 °C.

Los grados de polimerizacidén encontrados en este estudio son muy bajos en comparacion
con otros estudios en los cuales han extraidos fructanos de plantas de Agave tequilana
(Waleck et al., 2008; Montafiez-Soto et al., 2011; Sanchez-Madrigal et al., 2017a) y de
plantas de Dasylirion wheeleri (Sanchez-Madrigal et al., 2017b; 2018).
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Figura 38. Superficies de respuesta mostrando los efectos de la concentracion de las
enzimas y la temperatura en sus diferentes interacciones; celulasa-temperatura (a),

pectinasa-temperatura (b), xilanasa-temperatura (c) y hemicelulasa-temperatura (d) sobre
el GPx.
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En estos 2 ultimos reportaron GP, de hasta 10.56 durante la extraccion asistida con
ultrasonido y desde 5.70 hasta 16.67 durante la extraccion asistida con el coctel enzimatico
Pectinex Ultra SP-L, respectivamente. Aunque los grados de polimerizacion en este tipo
de plantas tiene que ver mucho la edad de las plantas (Mellado-Mojica y Lopez, 2012;
Sanchez-Madrigal et al., 2017a), las cuales no eran las mismas entre estudios, se puede
decir que al tratarse de un tratamiento enzimatico con 4 diferentes enzimas, posiblemente

¢éstas tuvieron un gran efecto en el rompimiento de la molécula de los fructanos.

7.4.7.0ptimizacion del proceso de extraccion de fructanos de sotol (Dasylirion
wheeleri) asistido con enzimas

A través de la aplicacion de analisis candnico (Myers, 1971) se localizaron los puntos
estacionarios para las respuestas FRU, REP y AR. A través de la técnica de optimizacion
grafica de multirespuestas (Quintero-Ramos et al., 2002; Gémez-Moriel et al., 2011), se
agruparon los valores para seleccionar una optimizacion general de este proceso. El
criterio aplicado para esta optimizacion grafica fue encontrar las condiciones que dieran
lo valores mas altos de FRU y REP con los valores mas bajos de AR. La condicion 6ptima
para este proceso fue basada en encontrar la region la cual satisface el criterio explicado
anteriormente. La sobreposicion de las graficas de contorno de las graficas individuales
de FRU, REP y AR, se us6 para determinar la region Optima, indicada por el area de
diferente color (Figura 39). Para realizar dicha optimizacion grafica se eligio la respuesta
de contenido de FRU, en la que de acuerdo con el analisis de varianza las variables
independientes que tuvieron mayor efecto sobre el modelo fueron la concentracion de
celulasa y la temperatura (Tabla 31). Por lo tanto las concentraciones de las demdas enzimas
se fijaron en 4%, con esto al elegir un punto dentro del 4rea marcada en la Figura 39, se
encontrd que a una concentracion de celulasa de 8.03% y una temperatura de 39.03 °C
permite obtener un contenido de FRU de 50.36 g/100 g, un REP de 71.76%, un contenido
de AR de 21.66 g/100 g, de glucosa de 5.34 g/100 g, de fructosa de 3.95 g/100 g, sacarosa
de 0.72 g/100 g y un GP, de 1.74.

151



10.00

REP:72.2898

925 —

8.50 —

Celulasa (% p/p)

7.75 —

7.00 { { {
39.50 40.75 42.00

37.00 38.25

Temperatura (°C)

Figura 39. Region optimizada de la superposicion de las graficas de contorno de los
extractos de sotol obtenidos por extraccion asistida con enzimas, manteniendo fijas las
concentraciones de las enzimas pectinasa, xilanasa y hemicelulasa en 4%. FRU, REP, AR.
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7.5. Estudio No. 5
Optimizacion de la extraccion enzimatica asistida con ultrasonido de polisacaridos

de plantas de sotol silvestre (Dasylirion wheeleri)

7.5.1. Caracterizacion fisicoquimica de las plantas de sotol

Para este estudio se utilizé el mismo polvo de sotol obtenido en el estudio anterior.

7.5.2. Efecto de diferentes tratamientos de extraccion en el rendimiento de la
extraccion de polisacaridos de sotol (seleccion de tratamientos sinérgicos)
Se combinaron tratamientos independientes de extraccion enzimatica y ultrasonido para
investigar si la extraccion asistida con ultrasonido y la extraccion asistida con ultrasonido
podrian funcionar de forma sinérgica para aumentar los rendimientos de extraccion de
polisacéridos de sotol. La Figura 40 muestra el rendimiento de extraccion (REP) de sotol
bajo diferentes tratamientos de extraccion. Como ya se demostré anteriormente, los
tratamientos asistidos con ultrasonido o con enzimas pueden incrementar
significativamente el REP de sotol (P < 0.05) debido a que en la extraccion enzimatica se
utilizan como en este estudio; celulasas, pectinasas, xilanasas y hemicelulasas para
hidrolizar y degradar los componentes de la pared celular de las plantas para mejorar la
liberacion de los diferentes compuestos bioactivos intracelulares (Pinelo et al., 2006;
Karki et al., 2011; Puri et al., 2012; Chen et al., 2014; Deng et al., 2014) y la extraccion
con ultrasonido utiliza la cavitacion ultrasonica, el cual es le principal factor que mejora
esta extraccion (Mason et al., 2003; Gronroos, 2010; Chen et al., 2012). Al comparar los
tratamientos se encontr6 que el tratamiento solo con ultrasonido alcanzé un rendimiento
significativamente menor (P < 0.05) que el tratamiento asistido con enzimas, lo cual indica
que las enzimas logran una mayor contribucion para mejorar el REP de sotol comparado
con el ultrasonido. Este resultado concuerda con otros estudios realizados previamente.
You et al. (2013) demostraron que la extraccion asistida con enzimas extrajo mayor
rendimiento de polisacaridos de Cornus officinalis que los tratamientos de extraccion con
agua caliente y la extraccion asistida con ultrasonido. Wu et al. (2014) también

encontraron que la extraccion asistida con enzimas da mayores rendimientos que el
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tratamiento convencional y que el tratamiento asistida solo con ultrasonido durante la
extraccion de polisacaridos de calabaza (Cucurbita moschata). Liao et al. (2015) durante
la extraccion enzimatica asistida con ultrasonido de polisacaridos de Corbicula fluminea
encontraron mejores resultados que con tratamiento sin ultrasonido.

El efecto de los tratamientos de extraccion simples (sin enzima, solo con ultrasonido,
enzimatico y convencional a 85 °C) asi como los tratamientos sinérgicos sobre el REP de
sotol se observan en la Figura 40. Esta comparacion muestra que las extracciones
alternativas por si solas (ultrasonido y enzimatico), asi como las extracciones por separado
primeramente una extraccion con ultrasonido seguida de una extraccion enzimadtico (U-
E), y otra extraccion asistida con enzimas seguida de ultrasonido (E-U); no son la mejor
opcion para mejorar la eficiencia en el rendimiento de extraccion de los polisacéaridos
presentes en la planta de sotol (D. wheeleri), ya que como se puede observar en la Figura
40 la extraccion de polisacaridos de sotol es mejorada usando ambos tratamientos
simultaneamente (E-Us) (P < 0.05), atribuido a un incremento en el area superficial de
contacto entre las fases por efecto de la sonicacion, que incrementan la transferencia de
masa. Esto ha sido reportado por Capelo et al. (2005), donde describe que un aumento en
el area de contacto entre las fases causadas por la cavitacion reduce las limitaciones de
transferencia de masa en el sistema enzima-sustrato. Asimismo, a que una alta intensidad
de ultrasonido enfocada causa una reduccion simple en el tamafio de las burbujas, lo que
permite que mas area del sustrato esté en contacto con la enzima. Ademads, las mejores
velocidades de reaccion causadas por el ultrasonido se han atribuido a un aumento en las
colisiones entre la enzima y el sustrato (Wu et al., 2014). El incremento de la velocidad
de transferencia de masa y mejora en las cinéticas enzimaticas en este tipo de sistemas de
extraccion se atribuye al incremento en el numero de burbujas de cavitacion causado por
el ultrasonido (Tsochatzidis ez al., 2001; Vale et al., 2008). De esta manera, el tratamiento
enzimatico (mezcla de celulasa, pectinasa, xilanasa y hemicelulasa a 10%, 10%, 8% y
10%, respectivamente) asistido con ultrasonido (39 W) realizado simultaneamente (E-Us),
fue elegido para realizar este estudio, por lo tanto, se procedid a optimizar las condiciones

de este sistema de extraccion.
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7.5.3. Efecto de las variables independientes sobre el rendimiento de extraccion de

polisacaridos de sotol

7.5.3.1. Efecto del tiempo de ultrasonido sobre el rendimiento de polisacaridos

El efecto del tiempo de ultrasonido sobre el rendimiento de extraccion de polisacaridos
(REP) se muestra en la Figura 41. La cinética se realizd obteniendo muestra a 5, 10, 15,
20, 30, 45 y 60 min para examinar la influencia del REP manteniendo los demas
parametros de extraccion fijos: potencia de ultrasonido 39 W, temperatura 40 °C, pH 4.5,
concentracion de enzima (10% de celulasa, 10% de pectinasa, 8% de xilanasa y 10% de

hemicelulasa) y una relacion L:S de 50 mL/g.
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Figura 41. Cinética de la extraccion enzimatica asistida con ultrasonido de polisacaridos
de sotol.
El REP se increment6 con el tiempo de extraccion asistida con ultrasonido y alcanz6 un

valor maximo de 66.56% a los 20 min de extraccion, luego la curva comenzé a disminuir
ligeramente debido a la pérdida del ultrasonido posproceso (Chen et al., 2007). Este
fendmeno también puede ser explicado al dafio que suftre la estructura celular, en periodos
de tiempo muy cortos (al inicio de la extraccion) liberando los polisacaridos; mientras que
a tiempos prolongados de extraccion el ultrasonido puede inducir a la degradacion de los
polisacaridos (Liu et al., 2014) disminuyendo el REP. Por lo tanto 20 min se establecieron
como el tiempo de maxima extraccion para los siguientes experimentos. Tiempos

similares de extraccion han sido reportados en otros estudios para procesos de extraccion
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enzimaticos asistidos con ultrasonido de polisacéaridos de otras fuentes vegetales; Liu et
al. (2014) reportaron 20 min como el tiempo en el que encontraron un valor critico de
extraccion de polisacaridos de Lycium barbarum. Xu et al. (2015) reportaron 25 min el

cual alcanzaron el méximo rendimiento de extraccion de polisacaridos de grosella negra.

7.5.3.2. Efecto de la relacion liquido-sélido sobre el rendimiento de polisacaridos

La extraccion enzimatica asistida con ultrasonido se realizo a diferentes relaciones
liquido-solido (polvo de sotol) manteniendo fijos los demés pardmetros de extraccion:
temperatura 40 °C, pH 4.5, tiempo 20 min, concentracion de enzima (10% de celulasa,
10% de pectinasa, 8% de xilanasa y 10% de hemicelulasa) y una potencia de 39 W. Como
se muestra en la Figura 42 el REP fue afectado por las diferentes relaciones liquido-solido.
Con un incremento de la relacion de 25 mL/g a 50 mL/g el REP aument6 alcanzando una
maxima extraccion de 66.15% =+ 0.25; luego el REP disminuy6 con un incremento en la
relacion liquido-sdlido. Esto se debe a que a relaciones liquido-sélido demasiado bajas o
demasiado altas no se favorece el movimiento de las células de la planta al sitio activo de
la enzima y por lo tanto la transferencia de polisacaridos al medio bajo tratamiento

ultrasonico es menor (Wang et al., 2014).

80

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Relacion liquido-sélido (mL/g)

Figura 42. Efecto de la relacion liquido-so6lido sobre el rendimiento de polisacaridos de
sotol.
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Estas tendencias en sistemas de extraccion similares ya se han reportado durante la
extraccion de polisacaridos de otras fuentes vegetales (Wu et al., 2104; Xu et al., 2015;
Liao et al., 2015). Para este estudio se decidi6 no explorar dentro del disefio definitivo
esta variable, por lo tanto, para el resto de los tratamientos de extraccion se fijo la relacion

liquido-sélido

7.5.3.3. Efecto de la potencia de ultrasonido sobre el rendimiento de polisacaridos

El rendimiento de extracciéon de polisacaridos de sotol a diferentes potencias de
ultrasonido de 18-60 W se muestran en la Figura 43, manteniendo los demas pardmetros
de extraccion fijos: temperatura 40 °C, pH 4.5, tiempo 20 min, concentracion de enzima
(10% de celulasa, 10% de pectinasa, 8% de xilanasa y 10% de hemicelulasa) y una
relacion L:S de 50 mL/g. Los resultados indicaron rendimientos similares a través de todas
las potencias de ultrasonido, solo se observa una insignificante disminuciéon del REP a

potencias altas.
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Figura 43. Efecto de la potencia de ultrasonido sobre el rendimiento de polisacéaridos de
sotol.

Esto puede deberse a que altas potencias de ultrasonido pueden causar la
despolimerizacion de polisacaridos, asi como la disminuciéon de la agregacion y

viscosidad, lo cual resulta en la disminucién del rendimiento de extraccion (Chen et al.,
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2012). Liu et al. (2014) y Wu et al. (2014) reportaron resultados similares durante la
extraccion de polisacaridos de Lycium barbarum y calabaza (Cucurbita moschata),
respectivamente. Debido a estos resultados y al Liucomparar con otros reportes, se decidio
extender los niveles de potencia de ultrasonido ya que el equipo de ultrasonido utilizado
en este estudio lo permitia, de esta manera para el diseno definitivo se utilizd, ademds una

potencia mas baja y mas alta que lo observado en la Figura 43 (11 y 67 W).

7.5.4. Estudio de optimizacion de la extraccion enzimatica asistida con ultrasonido

de polisacaridos de plantas de sotol

7.5.4.1. Establecimiento de las variables de extraccion

Las variables de extraccion como el pH, temperatura y concentracion de enzima son muy
importantes en este tipo de sistemas de extraccion. Sin embargo, como se decidio trabajar
con la mezcla enzimética encontrada como Optima con el disefio ortogonal del estudio
anterior y el pH encontrado como 6ptimo de dicha mezcla fue de 4.5, se decidio
establecerlo como fijo ya que se considerd sin efecto importante para esta extraccion. Para
el caso de la temperatura no se realizaron estudios de factores simples, solo se decidio
estudiar diferentes temperaturas en un rango de accion para la mezcla enzimatica de 20,
30, 40, 50 y 60 °C. Ademas, se decidio incluirlo en el disefio ya que se ha reportado que
la extraccion asistida con ultrasonido también es afectada por la temperatura (Santos et
al., 2009; Gronroos, 2010; Zhang et al., 2013; Chemat et al., 2017). Para el caso de la
concentracion de enzima, aunque ya se mencion6 que se uso la mezcla y concentraciones
optimas de las 4 enzimas celulasa, pectinasa, xilanasa y hemicelulasa en 10%, 10%, 8% y
10%, respectivamente. Esta se consider6 como una mezcla enzimatica la cual tiene una
actividad no conocida de cada una de las enzimas, ya que solo se encontré que a dicha
relacion en % p/p con respecto a la cantidad de sotol la extraccion de polisacaridos de
sotol fue mayor. Por lo tanto, para este estudio ya obtenida dicha mezcla, se decidid
investigar diferentes relaciones enzimaticas, es decir, se diluy6 en diferentes volimenes
para conocer si en realidad con esa cantidad se obtenian mejores rendimientos o si se

podria usar menor cantidad de enzima. Al final de acuerdo con los célculos
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correspondientes se usaron diferentes concentraciones de mezcla enzimatica, la cual tenia
una concentracion inicial de las 4 enzimas de 20 g/L. Al diluir esta solucion los diferentes

niveles usados en el disefio fueron 0, 1, 2,3 y 4 g/L.

7.5.4.2. Analisis del diseiio y ajuste del modelo al proceso de extraccion

En la Tabla 33 se muestran los 20 tratamientos del disefio central compuesto al combinar
de las diferentes variables independientes usadas para este estudio: potencia de ultrasonido
(X1), temperatura de extraccion (X2) y concentracion de enzima (X3). Los resultados
obtenidos en los diferentes tratamientos para el rendimiento de extraccion de polisacaridos
(REP), azucares reductores (AR), fructanos totales (FRU), glucosa, fructosa, sacarosa y
grado de polimerizacién promedio (GPn) son mostrados en la Tabla 33.

El analisis de varianza de los resultados para todas las respuestas es presentado en la Tabla
34 y los coeficientes de regresion obtenidos por el modelo de segundo orden ajustado a
los datos experimentales se encuentran en la Tabla 34.

En general, la potencia de ultrasonido, la temperatura y la concentracion de la mezcla
enzimadtica afectaron significativamente (P < 0.05) a todas las respuestas.

El modelo ajustado de segundo orden explicéd satisfactoriamente la variabilidad de los
datos para la mayoria de las respuestas con R? > 0.85. Valores mayores de 0.85 indican
que el modelo es apto, sugiriendo para este estudio que el disefio experimental propuesto
fue adecuado para la prediccion de las diferentes respuestas evaluadas en la extraccion

enzimatica de fructanos de sotol (Dasylirion wheeleri) asistida con ultrasonido.

7.5.4.3. Rendimiento de extracciéon de polisacaridos (REP)

Durante la extraccion enzimatica asistida con ultrasonido, el REP vario de 48.60 a 72.08%
(Tabla 33). Las 3 variables: potencia de ultrasonido, temperatura y la concentracion de
enzimas afectaron significativamente (P < 0.05) el REP (Tabla 34). El analisis de varianza
demostré6 que el modelo de regresion de segundo orden propuesto se ajustd

adecuadamente, explicando el 87.19% de la variacion de los datos (Tabla 34).
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La concentracién de enzimas en su efecto lineal y las 3 variables en su efecto cuadratico
afectaron significativamente (P < 0.05) al REP. Para observar los efectos combinados de
dos parametros de extraccion sobre el REP, se generd la respuesta en funciéon de dos
variables independientes a valor constante. Una variable fue mantenida constante en su
respectivo valor de rango central y las otras dos variables variaron dentro de sus rangos
experimentales para comprender sus efectos principales e interactivos sobre las variables
dependientes. En la Figura 44 se muestran los resultados de la influencia interactiva de la
potencia de ultrasonido, temperatura de extraccion y concentracion de enzimas sobre el
REP. Esto también fue usado para determinar las condiciones dptimas. De acuerdo con la
Figura 44, las diferentes graficas muestran una topografia con un valor maximo de 69.95%
de REP de sotol, a una potencia de ultrasonido de 43.79 W, temperatura de extraccion de
44.09 °C y concentracion de enzima de 3.06 g/L. La Figura 44a-b muestra el REP en
funcién la potencia de ultrasonido (X1) y la temperatura (X2) y concentracion de enzimas
(X3), respectivamente; mientras que la Figura 44c¢ en funcion de la temperatura (X2) y la
concentracion de enzimas (X3).

En las 3 superficies de respuesta se observa una tendencia al maximo, en donde el REP
presentd un incremento al aumentar la temperatura y la potencia de ultrasonido (Figura
44a), hasta alcanzar un maximo y decreciendo posteriormente con incrementos posteriores
de ambas variables. Un comportamiento similar, se presento en la Figura 44 (b, y c) para
las interacciones de potencia ultrasonica-enzima y temperatura-enzima, respectivamente.
Donde se alcanzaron valores maximos de REP para luego disminuir con incrementos de
dichas variables. Respecto a la temperatura, el incremento de los rendimientos de
extraccion al aumentar la temperatura puede ser debido a varias causas; una de ellas es
que se disminuye la viscosidad del solvente, lo que favorece una mejora en la
permeabilidad del solvente en la matriz de las particulas, ocurriendo una mayor desorcion
de los polisacaridos estrechamente unidos en la matriz de la planta, traduciendo esto en
un mayor coeficiente de difusion de polisacdridos y una mayor solubilidad de
polisacaridos en el solvente de extraccion (Li et al., 2012; Chen et al., 2012). Ademas, se

mejoran las actividades catalizadoras de las enzimas para romper la pared celular de la
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Figura 44. Superficies de respuesta mostrando los efectos de la potencia de ultrasonido,
temperatura y concentracion de enzimas en sus diferentes interacciones; (a) potencia-
temperatura (con enzima fija en 2 g/L), (b) potencia-enzima (con temperatura fija en 40
°C), (c) temperatura-enzima (con potencia fija en 39 W) sobre el rendimiento de

extraccion de polisacaridos.
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planta e hidrolizar los polisacaridos estructurales y favorecer la liberacion de polisacéaridos
(Chenetal.,2012; Wu et al., 2014). Sin embargo, al seguir incrementando la temperatura,
el REP disminuye, esto pudiéndose atribuir a que a altas temperaturas se disminuye el
numero de burbujas de cavitacion generadas por el ultrasonido debilitando el impacto del
colapso en la cavidad en muestras homogéneas (Palma y Barroso 2002; Wu et al., 2014),
asimismo se disminuye la bioactividad enzimatica (Yin et al., 2011) y a la degradacion
térmica de los poliscaridos (Chen et al., 2012). En cuanto a la potencia de ultrasonido el
aumento del REP de sotol al incrementar ésta, se debe a la vibracion que se produce en
las interfces entre el solvente y la matriz s6lida causada por las ondas ultrasonicas. Dicho
aumento en el REP, como ya se ha mencionado se debid al aumento en el nimero de las
burbujas de cavitacion formadas y con esto al aumento de la velocidas de transferencia de
masa (Li et al., 2007). De acuerdo con Talukder et al. (2006) cuando se combinan enzimas
con ultrasonido, la extraccion durante cortos tiempos puede mejorar la actividad de las
enzimas. Ademas, otros estudios (Vargas et al., 2004; Lee et al., 2008; Tran y Le, 2011)
han reportado que la sonicacion a bajas frecuencias puede incrementar la actividad de
algunas enzimas como las pectinasas pudiendo desintegrar la pared celular y membranas
de diferentes fuentes vegetales liberando sus compuestos biactivos. Por lo tanto, un
aumento de la potencia de ultrasonido hasta cierto grado provoca un aumento en los
rendimientos de extraccion (Figura 44a-b), disminuyendo a potencias altas pudiéndose
deber también a la inactivacion de las enzimas. Asimismo, altas potencias causan un
aumento en el numero de burbujas en el solvente de extraccion durante la cavitacion,
reduciéndose la eficiencia de la energia ultrasonica transmitida al medio. Al mismo
tiempo, la aplicacion de ultrasonido a altas potencias también causa, despolimerizacion,
agregacion y disminucion de la viscosidad de los polisacaridos, lo que da lugar a la
disminucion del REP (Chen et al., 2012). Para el caso de la concentracion de enzimas,
conforme es aumentada el REP de sotol también se incrementa (Figura 44b-c) esto debido
como ya se ha mencionado a su efecto en la degradacion de la pared celular de las plantas
e hidrolisis de sus polisacaridos estructurales (Puri ef al., 2012; Chen et al., 2014; Deng

et al., 2014). Después de cierta concentracion el REP empieza a disminuir, esto debido a
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que altas concentraciones de enzimas hay mayor hidrdlisis causando una mayor obtencion
de productos solubles (azlicares), los cuales forman complejos con las enzimas, resultando
en una inhibicion por producto, en este caso el REP (Ladish et al., 1983; Zhang et al.,

2015).

7.5.4.4. Azucares reductores (AR)

El contenido de AR durante la extraccion enzimatica asistida con ultrasonido vario de 4.64
a 19.09 g/100 g (Tabla 33) En el efecto lineal solo la concentracion de enzimas afectd
significativamente (P < 0.05) la liberacion de AR, siendo significativa (P < 0.05) en su
efecto cuadratico la temperatura de extraccion y la concentracion de enzimas. De acuerdo
con el ANOVA se demostr6 que el modelo cuadratico propuesto se ajustd adecuadamente
explicando la variabilidad de los datos experimentales en un 99.21% (Tabla 34). Para esta
respuesta el modelo dio una tendencia al maximo, de acuerdo con el analisis de cordillera,
prediciendo los valores dptimos fuera de rango de los niveles experimentales, esto debido
probablemente a lo encontrado por efecto de la concentracion de enzimas, es decir, mayor
liberacion de AR entre mayor enzima afiadida. En la Figura 45 se muestran las superficies
de respuesta de las interacciones de las diferentes variables potencia-temperatura (a),
potencia-enzima (b), temperatura-enzima (c). En la primera (Fig. 45a) se observa
claramente que a altas potencias la liberaciéon de AR aumentd, esto debido a que el efecto
sonomecanico del ultrasonido induce a la ruptura celular promoviendo el desprendimiento
de azucares reductores de la pared celular (Toma er al., 2001; Lingyun et al., 2007,
Ebringerova y Hroméadkova, 2010). Para el efecto de la temperatura se observa que con el
aumento de ésta a potencias bajas la liberacion de AR se incrementa para después
disminuir a mayor temperatura, esto puede ser atribuido a que a altas temperaturas la
actividad de las enzimas disminuye, decreciendo el contenido de AR, sin embargo, este
efecto también es observado a potencias de ultrasonido altas, con una tendencia de
incremento en el contenido de AR. En estas condiciones los menores contenidos de AR
son debidos a que a altas temperaturas se reduce la cavitacion durante la aplicacion del

ultrasonido, contrarrestando asi su efecto (Zhang et al., 2013; Pardo-Rueda et al., 2015).
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Figura 45. Superficies de respuesta mostrando los efectos de la potencia de ultrasonido,
temperatura y concentracion de enzimas en sus diferentes interacciones; (a) potencia-
temperatura (con enzima fija en 2 g/L), (b) potencia-enzima (con temperatura fija en 40
°C), (c) temperatura-enzima (con potencia fija en 39 W) sobre el contenido de aztcares

reductores.
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Esto es debido a que a elevadas temperaturas se induce a un aumento de la presion de
vapor, provocando que mas vapores del solvente entren en la cavidad de la burbuja y
numerosas burbujas de cavitacion colapsen menos violentamente y reduzcan asi el efecto
de sonicacion (Santos et al., 2009; Chemat et al., 2017). Para las otras 2 superficies de
respuesta (Figura 45b-c) la tendencia fue la misma, observandose claramente que la
liberacion de AR es por efecto principalmente del incremento de la concentracion de
enzimas. Esto como ya se ha mencionado es debido a que las enzimas como las celulasas,
hemicelulasas, pectinasas entre otras, hidrolizan los enlaces de los polisacaridos de la
pared celular de las plantas descomponiendo la estructura de la pared celular (Pinelo et
al., 2006). Dicha degradacion de la pared celular realizada por cada enzima se puede
observar con los productos obtenidos, es decir, los azucares reductores. Por dicha razon
entre mayor concentracion enzima se agregue mayor hidrolisis habrd y mayor generacion

de productos o AR se liberaran.

7.5.4.5. Azicares individuales (glucosa, fructosa y sacarosa)

En la Tabla 33 se muestra el contenido de glucosa y fructosa, el cual varié de 0.63 a 10.80
2/100 gy de 0.51 a3.16 g/100 g, respectivamente. El ANOVA demostrd que para estas 2
respuestas el modelo fue significativo (P <0.05), ajustandose a la variabilidad de los datos
experimentales en un 99.24% y 99.08%. Para el contenido de fructosa, la potencia de
ultrasonido, la temperatura y la concentracion de enzimas presentaron efecto significativo
(P <0.05), mientras que la glucosa fue afectada (P <0.05) por la temperatura de extraccion
y la concentracion de enzimas (Tabla 34). Para la glucosa y la fructosa las superficies de
respuesta presentaron la misma tendencia en todas sus interacciones, como se observa en
la Figura 46. Debiéndose a que estos 2 azlicares tienen efecto reductor, ademas de que son
los productos de la hidrolisis por efecto de las enzimas. Para estas 2 respuestas el modelo
también dio una tendencia al maximo prediciendo los valores Optimos fuera de rango de
los niveles experimentales. Para el contenido de sacarosa, éste varid de 0.32 a 1.17 g/100
g (Tabla 33). El analisis de varianza (Tabla 34) indic6 que para esta respuesta el modelo

cuadratico fue significativo estadisticamente (P < 0.05), obteniéndose una R? de 0.9566.
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Solo la concentracion de enzimas present6 efecto significativo en su efecto lineal y en su
efecto cuadratico tanto la temperatura como la concentracion de enzimas presentaron
significancia (P < 0.05). En la Figura 47 se muestran las superficies de respuesta de las
diferentes interacciones entre variables para el contenido de sacarosa. El modelo ajustado
para esta respuesta presentd una topografia de punto minimo (0.2789 g/100 g) a una
potencia de ultrasonido de 42.53 W, temperatura de extraccion de 32.53 °C y la
concentracion de enzimas de 2.58 g/L. En la interaccion entre potencia y temperatura (a)
se observa que solo con la temperatura se observa un efecto aumentando la concentracion
de sacarosa a altas temperaturas, pudiéndose deber a que a dichas temperaturas la
actividad de las enzimas disminuye provocando menos hidrolisis de la sacarosa
lograndose una mayor cuantificacion. En la siguiente interaccion entre potencia y enzima
(b) se muestra que a menor concentracion de enzimas el contenido de sacarosa es mayor,
esto también debido al efecto de las enzimas (mayor contenido por menos hidrdlisis). Para
la interaccion entre temperatura y enzima (c) se observa que tanto en las combinaciones
de baja y alta temperatura con baja concentracion de enzimas y tanto con alta
concentracion de enzimas a temperaturas altas y bajas la sacarosa present6 una tendencia
a incrementar. Esto también debido a que en dichos extremos la actividad de las enzimas

es menor causando menor degradacidon de la molécula de sacarosa.

7.5.4.6. Contenido de fructanos totales (FRU)

El contenido de FRU de acuerdo con la Tabla 33 vario de 41.89 a 51.48 g/100 g. Tanto la
potencia de ultrasonido, la temperatura y la concentracion de enzimas afectaron
significativamente (P <0.05) el contenido de FRU. El modelo de segundo orden propuesto
para este disefio presentd un ajuste adecuado, con una variabilidad de los datos
experimentales de 86.53% (Tabla 34). Para la extraccion de FRU solo la concentracion de
enzimas fue estadisticamente significativa en su efecto lineal (P < 0.05) y las 3 variables
en su efecto cuadratico presentaron significancia para el modelo (P < 0.05). La Figura 48
muestra las superficies de respuesta de las interacciones entre las variables independientes

usadas para este disefio.
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Figura 47. Superficies de respuesta mostrando los efectos de la potencia de ultrasonido,
temperatura y concentracion de enzimas en sus diferentes interacciones; (a) potencia-
temperatura (con enzima fija en 2 g/L), (b) potencia-enzima (con temperatura fija en 40
°C), (¢) temperatura-enzima (con potencia fija en 39 W) sobre en contenido de sacarosa.
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Figura 48. Superficies de respuesta mostrando los efectos de la potencia de ultrasonido,
temperatura y concentracion de enzimas en sus diferentes interacciones; (a) potencia-
temperatura (con enzima fija en 2 g/L), (b) potencia-enzima (con temperatura fija en 40
°C), (c¢) temperatura-enzima (con potencia fija en 39 W) sobre el contenido de fructanos

totales.
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Como se puede observar la tendencia encontrada para esta variable dependiente (FRU)
fue similar en todas sus interacciones a los obtenido para el REP (Figura 44a-c).
Debiéndose dicho comportamiento a lo explicado en la seccion de REP. Con el modelo
ajustado para el contenido de FRU se encontrd una topografia de punto méaximo a un
rendimiento de 51.69%, con las condicines de potencia de ultrasonido de 50.19 W,
temperatura de 50.73 °C y concentracion de enzimas de 3.28 g/L. Es importante resaltar
que el contenido de fructanos encontrado en este estudio fue mayor a otros estudios en los
cuales también extrajeron fructanos de sotol fresco en sistemas enzimaticos similares.
Pardo-Rueda er al. (2015) reportaron bajos contenidos de fructanos (29.55 g/100 g b.s.) a
partir de plantas de sotol (Dasylirion leiophylum) con un pre-tratamiento enzimatico
usando Pectinex Ultra SP-L a 40 °C. Sanchez-Madrigal et al. (2018) reportaron contenidos
de fructanos un poco mayores encontrando la méxima concentracion de 39.20 g/100 g b.s.
a partir de sotol fresco (Dasylirion wheeleri) a cierta concentracion de Pectinex Ultra SP-
L a 30 °C. En este estudio de extraccion enzimadtica asistida con ultrasonido la maxima
concentracion de fructanos determinada experimentalmente fue de 51.52 g/100 g. Este
mayor contenido de FRU obtenidos después de la extraccion enzimatica asistida con
ultrasonido, es debido a la alteracion de la estructura celulare por los efectos sinérgicos
del ultrasonido y las enzimas presentes en la superficie celular, lo que produce un aumento
de la permeabilidad celular y la liberacion de polisacaridos extracelulares e intracelulares.
Esta liberacion de polisacaridos al medio extracelular produce un mayor rendimiento de

extraccion (Liao et al., 2015).

7.5.4.7. Grado de polimerizaciéon promedio (GPx)

Los valores encontrados del grado de polimerizacion promedio variaron de 1.073 a 1.509
(Tabla 33). Las variables independientes potencia de ultrasonido, temperatura y
concentracion de enzimas presentaron efecto significativo para el modelo (P < 0.05). El
modelo cuadratico propuesto se ajustd significativamente (P < 0.05) para esta respuesta
con una R? de 0.8607, es decir, la variabilidad de los datos experimentales fue explicada

en un 86.07% (Tabla 34). La temperatura y la concentracion de enzimas fueron
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significativas en su efecto lineal (P < 0.05), asi como la interaccion temperatura-
concentracion de enzimas (BC) y las 3 variables en su efecto cuadratico. Las superficies
de respuesta de las interacciones entre variables se muestran en la Figura 49. En estas se
observa un efecto contrario a lo obtenido tanto para el REP como para el contenido de
FRU, es decir, en donde se encontrdé mayor rendimiento de extraccion, el GP, fue menor.
Esto puede ser debido por efecto de las condiciones con las que tanto la potencia de
ultrasonido, la temperatura y la concentracion de enzimas lograron tener mayor
efectividad para la liberacion de polisacaridos de la planta de sotol, también se encontrd
una mayor degradacion en la molécula de los fructanos, disminuyendo el GP. Para esta
respuesta el modelo dio una tendencia al minimo prediciendo los valores Optimos fuera
de rango de los niveles experimentales. Los GP encontrados en este estudio son muy bajos
en comparacion con otros estudios en los cuales han extraido fructanos a partir de plantas
de Agave tequilana (Waleckx et al., 2008; Montafiez-Soto et al., 2011; Sanchez-Madrigal
etal.,2017a)y de plantas de D. wheeleri (Sanchez-Madrigal et al., 2017b; 2018). En estos
2 ultimos reportaron GP, de hasta 10.56 durante la extraccion asistida con ultrasonido y
desde 5.70 hasta 16.67 durante la extraccion asistida con el coctel enzimatico Pectinex
Ultra SP-L, respectivamente. Aunque los GP en este tipo de plantas es afectado por la
edad de las plantas (Mellado-Mojica y Lopez, 2012; Sanchez-Madrigal et al., 2017a), las
cuales no eran las mismas entre estudios, se puede decir que, al tratarse de un tratamiento
de extraccion enzimatico y ademas asistido con enzimas, posiblemente estos 2 tratamiento
tuvieron un gran efecto en el rompimiento de la molécula de los fructanos. En otros
estudios se ha reportado (Liao et al., 2015) que el peso molecular de polisacaridos de
Corbicula fliuminea extraidos con un proceso sinérgico entre enzimas con ultrasonido
disminuye aun mas comparado con un proceso solo con enzimas, comprobandose con ésto
que el ultrasonido no solo afecta la integridad de la superficie celular logrando que sus
componentes sean mas accesibles a la extraccion, sino que también causé una mayor
despolimerizacién de compuestos en fragmentos de bajo peso molecular. En este mismo
estudio reportaron que, aunque los polisacaridos extraidos sinérgicamente con enzimas y

ultrasonido tuvieron bajo peso molecular, también presentaron una mayor actividad
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Figura 49. Superficies de respuesta mostrando los efectos de la potencia de ultrasonido,
temperatura y concentracion de enzimas en sus diferentes interacciones; (a) potencia-
temperatura (con enzima fija en 2 g/L), (b) potencia-enzima (con temperatura fija en 40
°C), (c) temperatura-enzima (con potencia fija en 39 W) sobre el GP;.
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antioxidante que los polisacéridos extraidos solo con enzimas, atribuyéndoselo a la posible
degradacion de polisacaridos y a cambios adicionales en la estructura quimica como
resultado del efecto del ultrasonido. Con esto se pretende resaltar que, aunque se
disminuye significativamente el grado de polimerizacion de los fructanos, otros cambios
en su estructura quimica pueden ocurrir proporcionandoles diferentes caracteristicas. Por
ejemplo el efecto de acortamiento de la cadena en los fructanos se puede considerar como
desventaja o no, esto dependiendo del uso al que vayan a ser destinados o agregados a los
alimentos como un ingrediente funcional; ya que las propiedades de los fructanos
incluyendo actividad prebidtica, digestibilidad, promotores potenciales de la salud, valor
calorico, poder edulcorante y capacidad de retencion de agua, son dependientes de su

grado de polimerizacioén (Apolinério et al., 2014; Zhu et al., 2016).

7.5.5. Optimizacion del proceso de extraccion enzimatica asistido con ultrasonido de
fructanos de sotol (Dasylirion wheeleri)

A través de la aplicacion de andlisis candnico (Myers, 1971) se localizaron los puntos
estacionarios para las respuestas FRU, REP y AR. A través de la técnica de optimizacion
grafica de multirespuestas (Quintero-Ramos et al., 2002; Gémez-Moriel et al., 2011), se
agruparon los valores para seleccionar una optimizacion general de este proceso. El
criterio aplicado para esta optimizacion grafica fue encontrar las condiciones que dieran
lo valores mas altos de FRU y REP con los valores mas bajos de AR. La condicion optima
para este proceso fue basada en encontrar la region la cual satisface el criterio explicado
anteriormente. La sobreposicion de las graficas de contorno de las gréaficas individuales
de FRU, REP y AR, se us6 para determinar la region Optima, indicada por el area de
diferente color (Figura 50). Las condiciones 6ptimas encontradas fueron: una potencia de
ultrasonido de 45 W (la cual se fij6 de acuerdo a lo encontrado como potencia dptima para
extraer el maximo REP y contenido de FRU), temperatura de extraccion de 47.08 °C y
concentracion de enzimas de 3.00 g/L, que permiti6 obtener un contenido de FRU de
51.49 g/100 g, un REP de 69.71%, un contenido de AR de 18.75 g/100 g, de glucosa de
8.98 g/100 g, de fructosa de 2.79 g/100 g, sacarosa de 0.48 g/100 g y un GP, de 1.22.
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Figura 50. Region optimizada de la superposicion de las graficas de contorno de los
extractos de sotol obtenidos por tratamientos enzimaticos asistidos con ultrasonido,
manteniendo fija la potencia de ultrasonido en 45 W. FRU, REP, AR.
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7.6. Estudio No. 6
Aplicacion de fructanos de agave (Agave tequilana var. azul) en la encapsulacion de

antocianinas de maiz azul (Zea mays L.) por secado por aspersion

7.6.1. Caracterizacion del extracto de maiz azul (Zea mays L.)

Para este estudio el maiz azul fue usado como materia prima para la preparacion del
extracto de antocianinas, el cual fue caracterizado fisicoquimicamente y los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 36. De acuerdo con los resultados, el extracto presentd
un valor de °Brix de 5.73 £ 0.11, con un contenido de materia seca o gramos de so6lidos
secos de 4.02 £ 0.02 g s.s./100 g. El extracto present6é un pH de 1.79 £+ 0.02, este valor es
muy bajo, es decir, su pH es muy acido ya que para su extraccion el solvente se acidifico
porque las antocianinas son mas estables a pH’s bajos y asi al momento del secado por

aspersion y almacenamiento tuvieran mayor estabilidad.

Tabla 36. Caracteristicas fisicoquimicas del extracto de maiz azul

(Zea mays L.)

Determinacion Contenido*
°Brix 5.73£0.11
Humedad (%) 95.97 +£0.02
Actividad de agua (aw) 0.99 £0.03
pH 1.79 £ 0.02
Antocianinas totales (mg/100 g b.s.) 412.97 £24.13
Polifenoles totales (mg EAG/g b.s.) 2042.42 +£51.28
Actividad antioxidante (umol ET/g b.s.) 93.57+£3.10
L* 34.30+£0.03
a* 37.44 £0.07
b* 9.75 £ 0.04
Croma* 38.69 £ 0.08
Hue® 0.254 £ 0.001

*Medias + desviacion estandar. EAG, equivalentes de acido galico; ET,
equivalentes de trolox; b.s., base seca; L*, a*, b*, Croma*, Hue®, parametros de
color.

El contenido de antocianinas totales presentes en el extracto fue de 412.97 mg/100 g base
seca (b.s.). En comparacion con lo reportado por Ersus y Yurdagel, (2007) para un extracto

de antocianinas de zanahoria negra (Daucus carota L.) con 6 °Brix (2721.61 mg/100 g)
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es bajo; asi como por lo reportado por Tonon et al. (2010) para un jugo de agai (Euterpe
Oleracea Mart.) con 3946.14 mg/100 g y por Stoll ez al. (2016) en un extracto de orujo de
uva con 5491.90 mg/100 g, y por Selim et al. (2008) quienes cuantificaron un contenido
maximo de antocianinas de 1457 mg/100 g con etanol acidicado con HCI extracto de flor
de jamaica (Hibuscus sabdariffa L.).

Sin embargo, para ser de un extracto de maiz azul en el cual las antocianinas solo se
encuentran en el pericarpio y en la capa de aleurona o en ambas (Salinas-Moreno et al.,
1999) este tipo de granos pigmentados representan una fuente importante de antocianinas,
por lo que el interés en el uso potencial de antocianinas de maiz azul o morado como
colorante natural se ha incrementado (Garcia-Tejeda et al., 2015). Aunando a lo anterior,
al potencial que representa este cultivo en su rendimiento lo que hace posible obtener
grandes volumenes en tiempos relativamente cortos.

En cuanto a la determinacioén del contenido de polifenoles y actividad antioxidante se
obtuvo como resultado 2042.42 mg EAG/100 g b.s. y 93.57 umol ET/g b.s,
respectivamente. Dichos valores también son bajos al compararlos con extractos de otras
fuentes ricas en antocianinas; Tonon et al. (2010) para un jugo de agai reportaron 1230.43
umol ET/g b.s., Bakowska-Barczak y Kolodziejczyk, (2011) para diferentes variedades
de grosella negra (Riber nigrum L.) encontraron valores de polifenoles totales de 4615.97
mg EAG/100 gb.s. a3823.19 mg EAG/100 g b.s. Sin embargo, es mas alto al compararlo
con el contenido de polifenoles totales y actividad antioxidante de un jugo de tuna
(Opuntia ficus indica) reportado por Ruiz-Gutiérrez et al. (2014) con 1467 mg EAG/100
gb.s. y6.36 umol ET/100 g b.s., respectivamente.

Como se menciond, el extracto de grano de maiz azul para este estudio fue concentrado y
con los resultados obtenidos se puede comprobar la eficiencia en dicha concentracion, ya
que al comparar con lo reportado por Sanchez-Madrigal et al. (2015) para un grano de
maiz azul de la misma zona cultivo pero de otra temporada de cosecha el contenido de
antocianinas totales fue de 61.22 mg/100 g, para polifenoles totales 298.47 mg EAG/100
g y para actividad antioxidante 2.58 umol ET/g.
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7.6.2. Caracterizacion de los polvos

7.6.2.1. Propiedades fisicas de los encapsulados de antocianinas de maiz azul

Los resultados de densidad aparente, humedad, actividad de agua, higroscopicidad, pH,
IAA, ISA y temperatura de transicion vitrea (Tg) de los encapsulados producidos con
fructanos de agave como agente acarreador en diferentes concentraciones son presentados

en las Tablas 37 y 38.

7.6.2.2. Densidad aparente

La densidad aparente de los encapsulados oscilo de 0.6254 a 0.6477 g/cm?, la cual solo
mostré diferencia significativa (P < 0.05) entre el 6% y 12% de adicion de fructanos. Sin
embargo, se observa una ligera tendencia de mayor densidad aparente entre mayor adicién
de fructanos. De acuerdo con Tonon et al. (2010) la densidad aparente de los encapsulados
es relacionada con el peso molecular de los materiales acarreadores. Entre mas pesado es
el material, mas facilmente se acomoda en los espacios entre las particulas ocupando
menos espacio y resultando en valores de densidad aparente mas altos. Chegini y
Ghobadian (2005) reportaron que polvos obtenidos por secado por aspersion los cuales
presentaron mayor contenido de humedad tendieron a tener un mayor peso por volumen,
esto debido a la presencia de agua, la cual es considerablemente mas densa que el s6lido
seco. Este comportamiento puede ser asociado con los resultados obtenidos en este estudio
(Tabla 37), porque los encapsulados producidos con mayor cantidad de fructanos (12%)
mostraron mayor contenido de humedad. Los valores de densidad aparente encontrados,
son similares a lo reportado por otros autores al encapsular diferentes pigmentos con
distintos acarreadores. Cai y Corke (2000) durante la encapsulacion de betalainas
provenientes de plantas y hojas frescas de amaranto con maltodextrina y almidones de
maiz (0.52 - 0.67 g/cm?). Ruiz-Gutiérrez et al. (2014) al encapsular betalainas de jugo de
tuna con B-glucanos (0.52 — 0.62 g/cm?). Asimismo, son altos en comparacién con lo
reportado por Mahdavi er al. (2016) al encapsular antocianinas de frutos de Berberis
vulgaris con maltrodextrina, goma arabiga y gelatina (0.395 — 0.431 g/cm?®) y a los

reportados por Tonon et al. (2010) en encapsulados de antocianinas de agai con diferentes
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acarreadores (0.37 a 0.48 g/cm?), asi como a los resultados divulgados por Saikia et al.
(2105) en encapsulados de polifenoles provenientes de orujo de Averrhoa carambola
(0.21 — 0.34 g/cm®). Sin embargo, en otros reportes como los presentados por Khazaei et
al. (2014) y Jafari et al. (2016) quienes encapsularon antocianinas de pétalos de azafran
(Crocus sativus) con maltodextrinas y goma arabiga, los valores de densidad son altos de
1.2 a 2.22 g/em® y de 1.87 a 2.85 g/cm’, respectivamente en comparacion con los
encontrados en este estudio. Dichas diferencias pueden ser atribuidas como ya se
menciono a varios parametros como el contenido de humedad, distribucion del tamafio de
particula y morfologia entre los diferentes acarreadores (Walton, 2000). Rajam y
Anandharamkrishnan (2015) reportaron valores mas altos de densidad aparente en
encapsulados que contenian solo fructooligosacaridos (FOS) que, con los otros
acarreadores usados, esto atribuyéndoselo a la agregacion de las particulas y a menor
espacio entre ellas (Goula y Adamoupolus, 2012).

A pesar de lo encontrado, los valores de densidad de este estudio se encuentran dentro de
los rangos reportados para diferentes polvos, cumpliendo con una caracteristica

importante para su manejo, almacenamiento y procesamiento.

7.6.2.3. Contenido de humedad

Para el contenido de humedad se encontraron diferencias significativas (P < 0.05) entre
los encapsulados obtenidos con 6% y 12% de fructanos afiadidos con valores de 9.47 y
11.07%, respectivamente (Tabla 37). Como se observa, humedad aumentd conforme se
incremento la cantidad de fructanos como acarreador. Esto se debe probablemente a que
los fructanos al ser altamente higroscopicos entre mayor cantidad de estos en los
encapsulados hay una mayor afinidad de los fructanos por el agua en funcioén de la
presencia de mayores grupos hidrofilicos que se unen fuertemente al agua (de Barros
Fernandes et al., 2014b) lo que contribuye a la obtencion de mayor contenido de humedad.
de Barros Fernandes er al. (2014a; 2014b) reportaron que al microencapsular aceite
esencial de romero con diferentes acarreadores, la humedad de los polvos se incremento

con la adicion de inulina. Saénz et al. (2009) también reportaron mayor contenido de
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humedad en las microcapsulas de compuestos bioactivos de tuna (Opuntia ficus-indica)
adicionadas con inulina. Los contenidos de humedad encontrados en este estudio son un
poco altos en comparacion con lo reportado por otros estudios. Cai y Corke (2000)
reportaron humedades de 1.95 — 6.80% en encapsulados de betalainas de plantas de
amaranto con maltodextrina y almidones, Ersus y Yurdagel (2007) encontraron
humedades de 1.09 a 3.76% en capsulas de antocianinas de zanahoria negra, Saénz et al.
(2009) en capsulas de betalainas de jugo tuna adicionadas con inulina reportaron
contenidos de humedad de 2.21 a 5.12%, Pitalua et al. (2010) obtuvieron humedades de
3.59 a 5.33% en microencapsulados de jugo de betabel con goma arabiga, Bakowska-
Barczak y Kolodziejczyk, (2011) determinaron contenidos de humedad de 1.70 a 3.90%
al final de la microencapsulacion de polifenoles de grosella negra (Riber nigrum L.),
Garcia-Tejeda et al. (2015) encapsularon antocianinas de maiz morado con almidones de
maiz como acarreadores y encontraron humedades de 2.44 a 3.10%, de Barros Fernandes
et al. (2014a; 2014b) al encapsular aceite esencial de romero con diferente materiales de
pared reportaron humedades de 0.59 — 1.28% y de 1.55 — 3.48%, respectivamente,
Khazaei et al. (2014) obtuvieron capsulas de antocianinas a partir de pétalos de azafran
con maltodextrinas y goma arabiga con porcentajes de humedad de 1.66 a 4.38%, Robert
et al. (2015) al encapsular jugo de tuna roja utilizando maltodextrina reportaron de 5.6 —
7.7% de humedad, Mahdavi et al. (2016) determinaron humedades de 3.07 a 4.26% en
capsulas de antocianinas provenientes de frutos de Berberis vulgaris con maltodextrina,
goma arabiga y gelatina. De acuerdo con Pitalua ef al. (2010) el contenido de humedad
depende del acarreador y de las condiciones de secado. Estos 2 factores pudieron ser los
responsables para que los contenidos de humedad encontrados en este estudio fueran mas
altos ya que solo se cambiaron los frutanos de agave en diferentes porcentajes, pero al
final de cuentas la base del acarreador eran solo fructanos los cuales son altamente
higroscopicos, lo cual favorece a la absorcion de humedad en los encapsulados, como ya
fue explicado anteriormente. Por otro lado, el secado por aspersion que se llevo a cabo a
150 °C, evitdé una mayor eliminacion de la humedad en los encapsuldos de los diferentes

tratamientos contribuyendo a contenidos altos de humedad.
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7.6.2.4. Actividad de agua (aw)

La actividad del agua se considera como uno de los factores que mas influyen en la
seguridad y estabilidad de los alimentos y, junto con la temperatura, controla las
propiedades fisicas y quimicas de los polvos (Pitalua et al., 2010). La actividad de agua
también presentd diferencias significativas (P < 0.05) entre los polvos encapsulados, pero
solamente entre los polvos con 6% y 12% de adicion de fructanos (Tabla 37). Los valores
de ay para estos 2 tratamientos fueron de 0.123 y 0.156, respectivamente. La tendencia
encontrada para la actividad de agua fue similar a la encontrada para el contenido de
humedad, comprobandose que a mayor cantidad de fructanos; se les atribuyen mayores
propiedades higroscopicas por su mayor afinidad por el agua. Sin embargo, todos los
encapsulados obtenidos se encuentran dentro del rango reportado por otros autores durante
la encapsulacion de diferentes pigmentos y compuestos bioactivos con diferentes
acarreadores. Jafari ef al. (2016) en capsulas de antocianinas de pétalos de azafran (Crocus
sativus) con maltodextrinas y goma arabiga reportaron ay de 0.069 — 0.289. Garcia-Tejeda
et al. (2015) en encapsulados de antocianinas de maiz morado obtuvieron ay 0.17 a 0.25.
Bustos-Garza et al. (2013) encontraron ay entre 0.27 a 0.36 en encapsulados de oleorresina
de astaxantina. Con las aw encontradas para este estudio se puede decir que la estabilidad
de los pigmentos en los polvos encapsulados est4 asegurada, debido a la minimizacion del
deterioro bioquimico y crecimiento microbiano (Kha ef al., 2010). Esto debido a lo
encontrado por algunos autores; Pitalua er al. (2010) realizaron un estudio en el cual
colocaron a diferentes ayw las microcapsulas obtenidas, reportando que en atmosferas secas
el agua es fuertemente atraida a los sitios polares en la superficie de las microcapsulas, vy,
por lo tanto, no est4 disponible para ningln tipo de reaccion, esto debido a que a aw <
0.521 encontraron valores bajos e intermedios de degradacion de betalainas. Por el
contrario, Serris y Biliaderis (2001), reportaron que cuando los valores de actividad de
agua son altos (aw > 0.748) el fendmeno de adsorcion produce hinchamiento

conformacional y cambios en la estructura de los polvos secos.
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7.6.2.5. Higroscopicidad

Para la higroscopicidad de los encapsulados se encontraron diferencias significativas (P <
0.05) entre los porcentajes de adicion de fructanos de 6%, 8% y 10%, sin presentar
diferencias los de 12% de adicion con los de 10% (Tabla 37). Dichos valores de
higroscopicidad oscilaron en un rango de 38.17% a 49.68%, obteniéndose el valor mas
alto en los polvos encapsulados adicionados con el menor porcentaje de fructanos (6%) y
disminuyendo la higroscopicidad conforme se aument6 el porcentaje de fructanos en los
encapsulados. La disminucion de la higroscopicidad al aumentar la concentracion de
acarreador (maltodextrinas) ya ha sido reportado por Saikia et al. (2015). de Barros
Fernandes er al. (2014b) encontraron que la presencia de inulina como acarreador
disminuyo la higroscopicidad durante el almacenamiento a humedades relativas altas.
Asimismo, en otro estudio, estos mismos autores reportaron que al mezclar en diferentes
concentraciones aislado de proteina de suero de leche con inulina como acarreadores no
hubo diferencias sobre la higroscopicidad (de Barros Fernandes ef al., 2014a).

Como se puede observar, en este estudio los valores de higroscopicidad disminuyeron
inversamente con el aumento del contenido de humedad (Tabla 37), es decir, a menor
contenido de humedad de los polvos la higroscopicidad fue mayor. Este mismo
comportamiento fue reportado por Tonon et al. (2009), por Mahdavi et al. (2016) y por
Otalora et al. (2015). De acuerdo con estos autores los polvos con menor contenido de
humedad tienen mayor capacidad de absorber agua del ambiente, esto debido a un mayor
gradiente de concentracion de agua entre el producto (encapsulados) y el aire circundante,
en consecuencia: una mayor higroscopicidad en los polvos secados por aspersion se debio
a un menor contenido de humedad.

Los valores de higroscopicidad encontrados para este estudio son altos en comparacion
con otros estudios; de Barros Fernandes et al. (2014a) reportaron valores de 15.7 a 17.1%,
Mahdavi et al. (2016) encontraron porcentajes de higoscopicidad de 19.53 a 20.44% y
Saikia et al. (2015) reportaron valores de higroscopicidad de 8.32 a 9.45. Sin embargo,
son similares o mas bajos a lo reportado por Khazaei et al. (2014) en encapsulados de

antocianinas con maltodextrinas y goma arabiga (46.6% - 63.47%), Ersus y Yurdagel
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(2007) en microcapsulas de antocianinas de zanahoria negra con diferentes acarreadores
encontraron porcentajes de higroscopicidad de 72.83 a 83.33%, Cai y Corke (2000)
reportaron valores de higroscopidad de 44.6 a 49.5% en encapsulados de betalainas de
plantas de amaranto con maltodextrina y almidones y Jafari er al. (2016) al encapsular
antocianinas de pétalos de azafran con maltodextrinas y goma arabiga encontaron de 46.6

a 61.74% de higroscopicidad.

7.6.2.6. pH

En la Tabla 38 se muestran los resultados de pH de los encapsulados, los cuales
presentaron diferencias significativas (P < 0.05) entre los porcentajes de adicién de
fructanos de 6% y 8% con los de 10% y 12%. Como se observa, los pH’s de los polvos
encapsulados son bajos esto debido a que el extracto del cual se partio presentd un pH de
1.79. Sin embargo, el pH aument6 ligeramente con el aumento del porcetaje de fructanos,
siendo los encapsulados con 12% de adicion los que presentaron el pH mas alto (2.23),
esto debido a que el pH que presentd el acarreador utilizado fue de 5.12. Como ya se
menciond, aunque los encapsulados presentaron valores de pH bajos, estos son adecuados

para la estabilidad de las antocianinas (Brouillard, 1982; He y Giusti, 2010).

7.6.2.7. Indice de absorcién de agua (IAA) e indice de solubilidad en agua (ISA)
Tanto el IAA como el ISA fueron significativamente afectados (P < 0.05) por el porcentaje
de adicion de fructanos en los encapsulados de antocianinas de maiz azul. Presentando
diferencias estadisticas entre todos los porcentajes de adicion para el IAA y para el ISA
los porcentajes de 10% y 12% fueron diferentes (P < 0.05) con los encapsulados de 6% y
8% de adicion, siendo estos 2 ultimos diferentes entre ellos.

En la Tabla 38 se muestra que el IAA disminuyd conforme se aument6 el porcentaje de
adicion de fructanos, siendo este comportamiento similar y por las mismas causas a lo
encontrado para los valores de higroscopicidad. Ahmed er al. (2010b) reportaron
tendencias en la disminucion del [AA a mayor concentracion del acarreador

maltodextrina. Estos mismos autores, indican que las variaciones en el IAA pueden ser
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debidas al grado de compromiso de los grupos hidroxilo para formar puentes de hidrégeno
y enlaces covalentes entre las cadenas del acarreador.

Para el ISA se encontré una tendencie contraria, aumentando con el incremento de la
concentracion de fructanos en los encapsulados. Asimismo, se observa que los
encapsulados presentaron menor ISA que los polvos no encapsulados (acarreador). Estas
diferencias pueden ser atribuidas a que la estructura de los fructanos cambia por efecto de
la acidez del extracto disminuyendo su solubilidad. Ahmed et al. (2010b) también
reportaron incrementos en el ISA al aumentar la concentracion del acarreador
(maltodexrina).

El incremento en el ISA puede ser debido a que a altas concentraciones de fructanos la
interaccion entre las particulas que los conforman son mas cercanas y pueden formar
aglomerados, contribuyendo a la obtencion de IAA mas pequefios y subsecuentemente en
incrementos de los ISA de los encapsulados (Ahmed ef al., 2010b; Ruiz-Gutiérrez et al.,
2014). Los ISA son mayores que los reportados por Ruiz-Gutiérrez et al. (2014) en
encapsulados de betacianinas usando B-glucanos como acarreador (0.640 — 0.766) y
menores a los reportados por Ahmed et al. (2010b) en encapsulados de compuestos
bioactivos de camote morado con maltodextrinas y 4cido citrico como acarreadores (1.92
— 2.56). A pesar de las tendencias obtenidas, se puede decir que los ISA encontrados en
todos los encapsulados son aceptables ya que ninguno presentd dificultad para
solubilizarse, esto se debe a que los componentes de los polvos obtenidos como
pigmentos, azlcares y acarreador presentan una alta solubilidad en agua. De acuerdo con
Syamaladevi et al. (2012) la solubilidad es considerada como una propiedad instantanea
importante (humectabilidad, dispersabilidad, solubilidad) para polvos encapsulados ya
que pueden ser sometidos a rehidrataciéon cuando son usados como ingrediente en

alimentos.
7.6.2.8. Temperatura de transicion vitrea (Tg)

Para las propiedades térmicas no se encontrd efecto significativo (P > 0.05) entre los

porcentajes de adicion de fructanos como acarreador, sin diferencias estadisticas entre los
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encapsulados obtenidos (Tabla 38). Las T, encontradas para este estudio son favorables
ya que de acuerdo con Oikonomopoulou et al. (2016) las temperaturas de almacenamiento
superiores a la T, proporcionan mayor movilidad molecular acelerando las velocidades de
reaccion. Por el contrario, condiciones de temperatura por debajo de la T, proporcionan
una mayor estabilidad de los productos contra el deterioro durante el almacenamiento. El
rango de temperatura obtenido entre los encapsulados oscilé desde 50.01 °C a 53.55 °C,
representado como ya se mencion6 condiciones de almacenamiento favorables. Aunque
en este estudio no se encontraron diferencias entre los encapsulados, se ha reportado que
cambios en la T pueden ser debidos a varias causas; por ejemplo, Goula y Adamopoulus
(2008) reportaron una reduccion en la Ty debido al incremento de la humedad debido al
efecto plastificante del agua. Cai y Corke (2000) reportaron que el Ty esta relacionada con
el peso molecular de los materiales acarreadores, disminuyendo el Ty conforme el peso
molecular es mas pequefio. Leon-Martinez et al. (2010) indican que también estd
relacionada con la rigidez de la cadena y con estructura de la cadena del polimero
acarreador, aumentando la T; a medida que se incrementa la densidad de los enlaces
cruzados.

Las temperaturas de transicion vitrea encontradas para este estudio son mayores a las
obtenidas por otros autores; Ahmed et al. (2010b) reportaron Ty de 10.15 a 29.37 °C, Ruiz-
Gutiérrez et al. (2014) encontraron Ty de 32.27 °C a 37.69 °C, Otalora et al. (2015) en
encapsulados de jugo de tuna con mucilago de nopal y maltodextrina como acarreadores
encontraron una Ty de aproximadamte 40 °C, Cai y Corke (2000) reportaron T similares
entre 45.4 °C — 54.7 °C.

Aunque como ya se menciond las T, no presentaron diferencias (P > 0.05), este pardmetro
es uno de los mas importantes a considerarse para encapsulados de diferentes compuestos
bioactivos, ya que de éste dependen las condiciones de conservacion a las que deben
someterse para asegurar su estabilidad. Saavedra-Leos et al. (2018) reportaron que, si los
encapsulados se almacenan a temperaturas superiores a su Tg 0 se someten a condiciones
de humedad relativamente altas, el sistema puede experimentar un cambio repentino en la

microestructura, desde un estado rigido amorfo a un estado gomoso.
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7.6.2.9. Color de los encapsulados de antocianinas de maiz azul

Otra se las caracteristicas importantes de los encapsulados de pigmentos es el color, ya
que una de sus funciones es impartir color o pigmentar alimentos. En la Figura 51 se
observa el color obtenido en los encapsulados en sus diferentes concentraciones de
fructanos como acarreador. En cuanto a los parametros de color obtenidos para los
encapsulados de antocianinas de extracto de maiz azul se muestran en la Tabla 39.

El pardmetro de luminosidad (L*) el cual representa la tendecia del negro (0) al blanco
(100), fue afectado significativamente (P < 0.05) por el porcentaje de adicion de fructanos.
En la Tabla 39 se muestra que el valor de este pardmetro aumentd a mayor concentracion
de fructanos, es decir, los encapsulados se volvieron mas luminosos (blancos), se
obtuvieron al 6% y 8%, los cuales fueron estadisticamente diferentes (P < 0.05) con los
encapsulados de 10% y 12% de adicion de fructanos.

Para el parametro a* de los encapsulados de maiz azul no se encontr6 efecto significativo
(P > 0.05) entre concentraciones de fructanos. El parametro a* mide las tonalidades del
verde al rojo (-a*= verde; +a*= rojo), por lo tanto, se encontr6 que al aumentar el
porcentaje de fructanos no se afecto la tonalidad roja de los encapsulados, manteniendo
valores positivos de 36.25 a 36.33, caracteristicos de las antocianinas. Dicha tendencia en
el color rojo es visualmente detectable en la Figura 50.

Respecto al parametro b* la adicidon de fructanos no causé efecto significativo (P > 0.05)
sobre esta tonalidad en el color. En la Tabla 39 se muestra como los valores fueron
similares entre tratamientos; este parametro mide las tonalidades del amarillo al azul
(+b*= amarillo; -b*= azul) encontrandose valores positivos de 13.46 a 13.79, es decir, los
encapsulados obtenidos tendieron més hacia el color amarillo.

Para el croma* y el angulo hue se observa el mismo comportamiento, es decir, no se
observaron diferencias estadisticas (P > 0.05) entre los diferentes encapsulados, indicando
una intensidad en el color (o saturacidon) similar entre muestras, asi como una pureza en
el color, respectivamente. El croma® mostro valores de 38.73 a 38.90, mientras que para
el angulo hue valores entre 0.355 a 0.363 confirmando con estos valores cercanos a 0°, la

tendencia de los encapsulados a un color rojo puro.
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Figura 51. Polvos encapsulados de antocianinas de maiz azul producidos con fructanos
de agave. a) 6%, b) 8%, c) 10%, d) 12%.
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Valores similares en algunos parametros en encapsulados de antocianinas de diferentes
fuentes ya han sido reportados. Souza ef al. (2015) usando maltodextrina y Kuck y Norefia
(2016) con goma arabiga, polidextrosa y goma guar como agentes acarreadores
encontraron en microencapsulados de extractos de piel de uva (Vitis labrusca var. Bordo),
parametros de color similares excepto en los valores del parametro b*. Ersus y Yurdagel
(2007) en encapsulados de extracto de antocianinas de zanahoria negra con diferentes
acarreadores, asi como Ahmed et al. (2010b) en encapsulados de extractos de camote
morado con maltodextrina y acido ascorbico también encontraron parametros similares,
con valores de b* un poco mas parecidos que los anteriores estudios. Jafari ez al. (2016)
asi como Khazaei et al. (2014) al encapsular antocianinas de pétalos de azafran con
maltodextrinas y goma ardbiga reportaron valores de L* mads altos, es decir, mas
luminosos y con valores mas bajos de b* (negativos) lo que indica mayores tendencias al
azul que los encontrados para los encapsulados de antocianinas de maiz azul de este
estudio.

Ademas, se obtuvo la diferencia total de color (AE) para los encapsulados para la cual se
encontr6 efecto significativo (P < 0.05) entre concentraciones de fructanos. En la Tabla
39 se observa claramente que la adicion de diferentes porcentajes de fructanos afectan el
color (AE), principalmente al parametro L*, por sus contribuciones en la luminosidad, ya
que se relacionan con el color blanco, como se muestra en los resultados obtenidos (Tabla

39).

7.6.2.10. Microscopia electréonica de barrido (SEM)

Los resultados del analisis de microscopia electronica de barrido de los encapsulados de
antocianinas de maiz azul con diferentes concentraciones de fructanos de agave se
muestran en la Figura 52. En las micrografias (Fig. 52a, b, c, d) se observan los
encapsulados como una matriz de esferas, algunas de ellas comprimidas y con poca
aglomeracion entre las capsulas (pequefios racimos), en cambio en el control de fructanos
sin encapsular (Fig. 52¢) se observan las esferas mas completas, es decir, con menos

esferas colapsadas o comprimidas solo con pequefias marcas debido al acomodo entre las
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particulas de los fructanos. Cai y Corke (2000) reportaron que con la disminucién de los
solidos en la alimentacion (maltodextrina) antes del secado por aspersion el tamafio de
particula de los encapsulados de betacianinas de plantas de amaranto disminuyd. Sin
embargo, en este estudio no se observan diferencias claras entre los encapsulados con
diferente concentracion de fructanos.

Las esferas de los diferentes tratamientos presentan superficies lisas, aunque también
muestran pequefias corrugaciones, asi como variacion en el tamafo de las particulas (5 —
30 um). Estas diferentes morfologias e irregularidades en la superficie de las capsulas
pueden ser debidas a la composicion de la alimentacion, el tamafio de las gotas y de la
temperatura durante el proceso de secado (Alamilla-Beltran et al., 2005; Handscomb y
Kraft 2010).

Las céapsulas no esféricas o con forma irregular con aparicion de cavidades en la superficie
son atribuidas al colapso de la pared de la capsula debido a la rapida evaporacion del agua
y a la consecuente contraccion de las particulas durante el proceso de secado (Alamilla-
Beltran et al., 2005; Saénz et al., 2009; Osorio et al., 2010; Saikia et al., 2015). Resultados
similares han sido reportados por Beirdo-da-Costa er al. (2013) en capsulas de aceite
esencial de orégano con inulina como acarreador, quienes indicaron que el hallazgo de
diferentes tamafios y formas en estas cépsulas fueron influenciadas por el material
acarreador, la temperatura de secado y el contenido de inulina en la solucion de
alimentacion.

Morfologias similares fueron observadas en microcapsulas de compuestos bioactivos de
tuna (Opuntia ficus-indica) con maltodextrina e inulina como agentes acarreadores (Saénz
et al.,2009). Asi como en encapsulados de oleorresina de astaxantina de Haematococcus
pluvialis con maltodextrina, goma arabiga, proteina de suero y entre ellos inulina de Agave
tequilana Weber como acarreadores en diferentes proporciones (Bustos-Garza et al.,
2013). En encapsulados de aceite esencia de romero con diferentes acarreadores entre
ellos inulina también se observaron morfologias con algunas similitudes (de Barros

Fernandes et al., 2014a).
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7.6.3. Propiedades quimicas de los encapsulados de antocianinas de maiz azul
7.6.3.1. Antocianinas totales

El contenido de antocianinas totales de los encapsulados de extracto de maiz azul se
presenta en la Tabla 40, donde se observa que su contenido disminuye (P <0.05) conforme
se aumenta el porcentaje de fructanos (Fig. 53). Este comportamiento puede estar
relacionado a que con el aumento en el contenido de solidos totales originados por la
adicion de fructanos, el contenido de antocianinas totales disminuye. Resultados similares
han sido reportados por Ahmed et al. (2010a) en harinas de camote morado obtenidas por
secado por aspersion tratadas con a-amilasa y maltodextrina. Asimismo, por Ahmed et
al. (2010b) en encapsulados de camote morado obtenidos por secado por aspersion con
acido ascorbico y maltodextrina como acarreadores. En ambos estudios el contenido de
antocianinas totales disminuy6 al aumentar la cantidad de maltodextrina de 0.3% a 0.5%
y de 0.3% a 1.0% con el otro acarreador fijo.

Otra de las razones por las cuales disminuyd el contenido de antocianinas con la adicion
de fructanos pudo ser debida a que los encapsulados en esas condiciones presentaron
mayor humedad y ay, por lo tanto, las antocianinas encapsuladas pudieron presentar
mayor susceptibilidad debido a que su estructura principal (cation flavilio) pudo hidratarse
y degradarse a su estructura incolora (chalcona) (Brouillard y Delaporte, 1977). Osorio et
al. (2010) reportaron que en antocianinas de Corozo (Bactris guineensis) encapsuladas
con maltodextrinas fueron altamente afectadas por la humedad del ambiente (>76%).

Al comparar los encapsulados con el extracto de maiz azul se observa una pérdida
significativa (P < 0.05) en el contenido de antocianinas totales. Los porcentajes de
retencion variaron de 26.49% a 17.14% para los encapsulados con menor y mayor
concentracion de fructanos, respectivamente (Tabla 40). Como se puede observar en la
Figura 53 las antocianinas fueron muy susceptibles a las temperaturas del secado por
aspersion ya que las pérdidas fueron considerables.

Laleh et al. (2006) pueden ser debidas a que la destruccion rapida de las antocianinas
podria ser por la hidrolisis de la estructura 3-glucésido a altas temperaturas, la cual tiene

un efecto protector en la antocianina inestable.
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Otra posibilidad es que a temperaturas altas la hidrdlisis del anillo pirilio resulta en la
produccion de chalconas, las cuales son responsables de la coloracion café desarrollada
en los alimentos que contienen antocianinas (Brouillard, 1982). Ersus y Yurdagel (2007)
reportaron que altas temperaturas causaron mayores pérdidas de antocianinas durante el
secado por aspersion, encontrando 160 °C como la temperatura con la que encontraron
menores pérdidas que 180 °C y 200 °C. De igual manera reportaron que para los
encapsulados de extracto zanahoria negra obtenidos con maltodextrinas con ED < 29
(equivalentes de dextrosa) se puede usar una temperatura de entrada de hasta 180 °C.
Bakowska-Barczak y Kolodziejczyk (2011) no encontraron efecto significativo en los ED
de las maltodextrinas en el contenido de antocianinas, pero si encontraron que con los
acarreadores usados el contenido de antocianinas disminuyd conforme aumento la
temperatura de secado; las temperaturas probadas fueron 150 °C, 160 °C, 180 °C y 205 °C.
Sin embargo, en este mismo estudio también reportaron que con temperaturas de entrada
debajo de 180 °C no se afectd significativamente el contenido de antocianinas de los
polvos encapsulados. Estos mismos autores también probaron inulina como acarreador;
reportando que con el uso de éste el contenido de antocianinas totales fue menor y
significativamente diferente (P < 0.05) a los obtenidos con maltodextrinas, pudiéndose
deber a una mayor higroscopicidad de la inulina, siendo los encapsulados con este
acarreador mas susceptibles a la degradacion de estos compuestos. Esto también pudo ser
una causa por la que en este estudio la pérdida de antocianinas durante el secado por
aspersion fue alta, ya que solo se usaron fructanos de agave en diferentes porcentajes de
adicion.

El contenido de antocianinas totales de los encapsulados de maiz azul es menor a lo
reportado por Bakowska-Barczak y Kolodziejczyk (2011) con contenidos de antocianinas
totales en encapsulados de grosella negra con maltodextrinas de 361 a 454 mg/100 g y
con inulina de 296 a 399 mg/100 g. Asimismo, es menor a lo encontrado por Kuck y
Norena (2016) en capsulas de extractos de piel de uva variedad Bordo con goma arabiga,
polidextrosa y goma guar con contenidos de antocinaninas desde 1718 a 2105 mg/100 g.

Nayak y Rastogi (2010) también reportaron contenidos mas altos de antocianinas desde
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485.2 a 325.3 mg/100 g en encapsulados de extractos de frutos de Garcinia indica con
maltodextrinas de diferentes ED y mezcla de maltrodextrina, fosfato tricalcico y goma
arabiga. Ersus y Yurdagel (2007) en microcapsulas de antocianinas de zanahoria negra
con diferentes acarreadores cuantificaron desde 482.96 hasta 630.92 mg/100 g. En otro
estudio, reportaron contenidos de antocianinas mas cercanos de 118 a 131 mg/100 g en
encapsulados del fruto de la palma de corozo (Bactris guineensis) con maltodextrinas
como acarreador (Osorio et al., 2010). De igual manera, Garcia-Tejeda et al. (2015)
reportaron en encapsulados de extracto de granos de maiz morado usando como agentes
acarreadores almidon de maiz normal y ceroso tanto hidrolizados como acetilados,
contenidos de antocianinas totales similares a algunos tratamientos de este estudio, asi
como menores (46 — 85 mg/100 g). Robert ef al. (2010) también encontraron contenidos
similares en encapsulados de extracto de granada (Punica granatum) de 47 a 84 mg/100
g. Asimismo, Ahmed er al. 2010b encontraron en cépsulas de camote morado con
maltodextrinas y acido citrico como acarreadores contenidos mas bajos de 52 a 57 mg/100
mg.

Las diferencias en el contenido de antocianinas totales al comparar con otros estudios se
deben en primer lugar a que las fuentes o frutos de los que son obtenidos son ricos
principalmente en este tipo de compuestos, ademés de que su composicion en cuanto al
tipo de antocianinas como monoglucésidos, diglucdsidos, entre muchas otras, asi como
las proporciones de éstas es bastante diferente. Otra causa, puede ser como ya se menciono
el tipo de acarreador usado en los diferentes estudios, asi como las condiciones de secado,

cuando se emplea este método para “encapsular”.

7.6.3.2. Polifenoles totales

El andlisis de los polvos encapsulados mostr6 que el contenido de polifenoles fue afectado
significativamente (P < 0.05) por la cantidad de fructanos de agave afiadidos al extracto
de maiz azul. Conforme se incrementd el porcentaje de fructanos, el contenido de
polifenoles totales disminuyd (Tabla 40), lo cual también esté relacionado con el aumento

en el contenido de sélidos originados por los fructanos. Este resultado concuerda con lo

200



reportado por Ruiz-Gutiérrez et al. (2014) quienes encontraron menor contenido de
polifenoles totales en encapsulados de jugo de tuna roja (Opuntia ficus indica) al agregar
mayor contenido (15%, 22.5% y 30%) de fibra soluble (B-glucanos). Al comparar los
encapsulados obtenidos con el extracto de maiz azul se observa que existe una
disminucion significativa (P < 0.05) del contenido de polifenoles totales (Figura 54), para
todos los encapsulados. Estos resultados indican que los polifenoles son perdidos durante
el proceso de secado por aspersion. Dicha pérdida esta relacionada con la susceptibilidad
de algunos acidos fendlicos a la degradacion y polimerizacion durante la exposicion a
altas temperaturas y al oxigeno (Changchub y Maitsuthisakul 2011; Kuck y Norefia,
2016). Respecto al efecto ejercido por la adicion de fructanos, los porcentajes de retencion
oscilaron de 66.11% a 54.76% para los encapsulados con menor y mayor concentracion
de fructanos, respectivamente (Tabla 40), observandose una mayor retencion a bajos %
de adicion de fructanos (6-8%). El contenido fenolico de los encapsulados de extracto de
maiz azul es menor que lo reportado por Ahmed et al. (2010b) en encapsulados de
compuestos bioactivos de camote morado con maltodextrinas y acido citrico como
acarreadores con contenidos de 3692 a 5723 mg EAG/100 g. Asimismo, son bajos
comparando con lo reportado por Kuck y Norefia (2016) en encapsulados de extractos de
piel de uva variedad Bordo con goma arabiga, polidextrosa y goma guar como agentes
acarreadores (2143 a 2503 mg EAG/100 g). Sin embargo, son similares a lo encontrado
por Bakowska-Barczak y Kolodziejczyk (2011) en microcapsulas de grosella negra con
dextrosa como acarreador (1163.5 a 1251.4 mg EAG/100 g) y con inulina 967.2 mg
EAG/100 g a 150 °C, siendo mayores comparadas con las microcapsulas obtenidas a 160
°C, 180 °C y 205 °C. De igual manera, Saikia et al. (2015) cuantificaron valores mas bajos
de polifenoles totales de 535 a 825 mg EAG/100 g en encapsulados de orujo de Averrhoa
carambola con maltodextrina. Igualmente, Robert et al. (2010) reportaron contenidos de
polifenoles menores en encapsulados de granada (Punica granatum) de 284 a 151 mg

EAG/100 g.

201



0¢

‘Ayn 1, 9p eqonud e[ dueIpaw
(S0°0 > d) eAIIEOIJIUSIS BIOUIIOJIP UBIUISAIAIT SeIIRQ SB[ U SQJUIIJIP SBIOT "9ABSE Op SOUBIONIJ 3P SOUOIDIPE SAIUAIJIP U0
uorsiadse 1od opeods 10d sOpIuL)qo [NZe Zrew 9p 039enNXd Ip sopensdesus soj op sa[e10} sojoudjijod ap OopruAUO)) ‘S AN

(9) souB)INI 3P UODIPY
%¢ClI %01 %38 %9 [nZe ZIe]N 0JoenXy

0
00¢
0001
)
P )
q
®

- 00T

- 000¢C

(3 001/9VH Sur) sa[e)0) sajoudjIjod

00S¢C



Las diferencias tan marcadas con otros estudios se deben en primer lugar a que la fuente
de la que parten algunos estudios contiene mayores cantidades de compuestos fendlicos,
ademas de que los encapsulados son obtenidos con otros agentes acarreadores, siendo
segin Robert er al. (2010) el tipo de agente encapsulante y la relacion ntcleo (compuesto
a encapsular): recubrimiento las variables mas importantes para la encapsulacion de

polifenoles.

7.6.3.3. Actividad antioxidante

La adicién de fructanos de agave afectd significativamente (P < 0.05) la actividad
antioxidante de los encapsulados de extracto de maiz azul. A mayor contenido de
fructanos, los encapsulados presentaron menor actividad antioxidante (Tabla 40). Ahmed
et al. (2010b) reportaron resultados similares, encontrando menor actividad antioxidante
en encapsulados con mayores concentraciones de acido ascérbico y maltodextrina que en
los encapsulados con menores concentraciones de los mismos acarreadores. Esta
diferencia la relacionaron con el menor contenido de antocianinas encontrado también en
los encapsulados con mayor concentracion de acarreadores. Comparando los
encapsulados con el extracto de maiz azul se encontr6 una disminucion significativa (P <
0.05) de la actividad antioxidante (Figura 55). Los porcentajes de retencion variaron de
38.54% a 29.05% para los encapsulados con menor y mayor concentracion de fructanos,
respectivamente (Tabla 40). En la Figura 55 también se puede observar que el método de
secado afectd significativamente la actividad antioxidante en los encapsulados, ya que
estos presentaron una diminucidn notoria, respecto al contenido del extracto inicial.
Ruiz-Gutiérrez et al. (2014) reportaron durante la encapsulacion de compuestos de tuna
roja que la actividad antioxidante no se ve afectada significativamente por las condiciones
del secado por aspersion. Sin embargo, Kuck y Norefa (2016) durante la encapsulacion
por secado por aspersion de compuestos presentes en la piel de la uva variedad Bordo;
reportaron que la actividad antioxidante disminuyd de 42.7% a 53.07%. Los resultados

obtenidos en este estudio pueden ser debidos a que los componentes presentes en el maiz
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azul como las antocianinas son mas susceptibles a las temperaturas altas de secado (Ersus
y Yurdagel 2007; Bakowska-Barczak y Kolodziejczyk, 2011). Esto confirmandose con lo
obtenido en polifenoles totales (Fig. 54) como en antocianinas totales (Fig. 53), ya que
estos dos andlisis y la actividad antioxidante presentaron el mismo comportamiento.
Estudios previos han reportado una alta correlacion de la actividad antioxidante con el
contenido de antocianinas y la composicion de polifenoles totales en alimentos (Camire
et al., 2002; Moyer et al., 2002; Huang et al., 2006). Como ya se mencion6 Ahmed et al.
(2010b) reportaron que el contenido de antocianinas en encapsulados de compuestos de
camote morado tiene relacion con lo obtenido en la actividad antioxidante. De igual
manera, Oki et al. (2002) reportaron que la actividad antioxidante de harina de camote
morado es atribuida al contenido de antocianinas. Suda et al. (2002) indican que al menos
un grupo cafeoil acilado de las antocianinas contribuye a una alta actividad de captacion

de radicales.

7.6.3.4. Antocianinas individuales

En la Figuta 56 (a) se muestra el cromatograma de los estdndares de antocianinas
utilizados en este estudio: cianidina 3,5-diglucosido (pico 1, 3.4 min), pelargonidina 3,5-
diglucosido (pico 2, 4.4 min), cianidina 3-glucdsido (pico 3, 5.8 min) y pelargonidina 3-
glucosido (pico 4, 7.5 min).

El perfil cromatografico de las antocianinas encontradas en el extracto de maiz azul se
observa en la Figura 56 (b), en la cual se observan 13 picos, de los cuales solo 2 pudieron
ser identificados de acuerdo con su tiempo de retencion. De esta manera, el pico 1
corresponde a la cianidina 3-glucésido y el pico 3 a la pelargonidina 3-glucosido con una
concentracion de 215.50 mg/100 g b.s. g y 31.70 mg/100 g b.s., respectivamente. Los
otros 2 estandares se utilizaron debido a que otros estandares de antocianinas que existen
en el mercado como la cianidina 3-galactésido y la malvidina 3-glucésido no se
encontraron en un maiz azul de la misma zona, pero de otra cosecha (Sanchez-Madrigal

etal., 2015).
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Figura 56. Cromatogramas de los estandares (a) y del extracto de maiz azul (b). Pico 1:
cianidina 3-glucosido, pico 3: pelargonidina 3-glucésido, picos 2, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13 (no identificados).
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Por lo tanto, se adquirieron otras antocianinas (cianidina 3,5-diglucésido y pelargonidina
3,5-diglucosido) para probar su presencia; sin embargo, éstas 2 antocianinas tampoco
fueron identificadas en el cromatograma del extracto de maiz azul (Fig. 56b) de este
estudio, ya que no se observaron picos en los tiempos de retencion de estos 2 estandares,
obteniéndose el primer pico (cianidina 3-glucosido) hasta después de los 5 minutos.

La proporcion de las antocianinas identificadas cianidina 3-glucésido y pelargonidina 3-
glucosido fue del 15.74% y 4.97%, respectivamente. Sin embargo, se encontraron 2 picos
con proporciones mas altas que la cianidina 3-glucésido; el pico 5 con 39.25% y el pico 7
con 17.88%, las cuales de acuerdo con otros estudios podrian ser antocianinas aciladas.
Fossen et al. (2001) identificaron la cianidina 3-glucésido, la pelargonidina 3-glucosido,
peonidina 3-glucoésido y antocianinas del tipo acilado en flores y hojas de la planta del
maiz. Las antocianinas reportadas fueron cianidina 3-(6”-malonilglucésido), cianidina 3-
(37,6"-dimalonilglucosido), peonidina 3-(6”-malonilglucésido) y peonidina 3-
dimalonilglucésido, constituyendo estas antocianinas aciladas mas del 40% del total de
las antocianinas.

En maiz morado también se ha reportado la contribucion significativa de antocianinas
aciladas teniendo como grupo acilo el acido malonico, estas antocianinas incluyen a la
cianidina 3-(6"-malonilglucésido), pelargonidina 3-(6"-malonilglucésido), peonidina 3-
(6"-malonilglucésido) asi como la dimalonil cianidina 3-glucosido, también
constituyendo con mas del 40% del total de las antocianinas (de Pascual-Teresa et al.,
2002; Pedreschi y Cisneros-Zeballos 2007). Salinas-Moreno et al. (2003) y Cortés-Gomez
et al. (2006) reportaron resultados similares en maiz azul, identificando a la cianidina 3-
glucdsido, la pelargonidina 3-glucosido y la malvidina 3-glucésido, asi como dos
antocianinas en mayor proporcion del tipo acilado que probablemente sean dos de las ya
mencionadas; la 3-(6"-malonilglucosido) y la cianidina 3-(3”,6"-dimalonilglucésido)
(Salinas-Moreno et al., 2005).

Asimismo, se observaron 2 picos mas altos que la pelargonidina 3-glucdsido (pico 4 y 6)

con proporciones del 7.66% y 9.35%, respectivamente.
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Los resultados de la cuantificacion de las antocianinas individuales a partir de los
estandares usados se muestran en la Tabla 41. En donde como ya se mencion6 para el
extracto de maiz sin procesar y por lo tanto para los encapsulados obtenidos, no se
encontrd6 la cianidina 3,5-diglucosido y la pelargonidina 3,5-diglucésido. La
concentracion de cianidina 3-glucosido disminuyo6 conforme se incremento la proporcion
de acarreador (fructanos de agave), siendo estadisticamente diferentes (P < 0.05) los
encapsulados de 6% con los de 10% y 12%, sin presentar diferencias (P > 0.05) éstos dos
ultimos. Al comparar con la concentracion del extracto de maiz sin procesar, los
porcentajes de retencion variaron de 21.04% a 8.04% para los encapsulados con menor y
mayor concentracion de fructanos, respectivamente (Tabla 41). Para la concentracion de
la pelargonidina 3-glucosido, ésta también disminuyo al incrementar la concentracion de
fructanos, siendo significativamente diferentes (P < 0.05) los encapsulados con 6% y 8%
de acarreador con los de 10% y 12%.

Los porcentajes de retencion para esta antocianina individual oscilaron de 18.05% (para
los encapsulados con 6% de fructanos) a 10.54% (para los encapsulados con 12% de
fructanos). Los resultados obtenidos para entocianinas individuales, es decir, el
comportamiento de disminuir conforme se aumenta la cantidad de acarreador es similar a
lo encontrado para el contenido de antocianinas totales; relacionandose como ya se
menciond con el aumento en el contenido de sdlidos totales y ademds a una mayor
humedad y aw generada por una mayor adicion de fructanos, lo cual pudo afectar el anillo
del cation flavilio favoreciendo su degradacion en la formacion de su respectiva chalcona
incolora.

De igual manera, es claramente observada la susceptibilidad de éstas 2 antocianinas
individuales a la temperatura provocada por el secado por aspersion, ya que sus pérdidas
fueron considerables; de un 78.95% para la cianidina 3-glucésido y de un 81.94% para la
pelargonidina 3-glucosido; para los encapsulados con los mejores resultados en cuanto a
contenido de pigmentos y antioxidantes se refiere (6% de acarreador).

Los cromatogramas de los encapsulados de extracto de maiz azul se muestran en la Figura

57.
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En todos los encapsulados también se observan los 13 picos encontrados en la muestra de
extracto de maiz azul (Fig. 56b), confirmandose con esto que, aunque el secado por
aspersion disminuy6 considerablemente el contenido de antocianinas individuales, ningiin
pico, es decir, ninguna antocianina individual desapareci6 totalmente.

Aunque solo se identificaron y se cuantificaron 2 antocianinas, al comparar el pico mas
alto de cada cromatograma (pico 5) se confirma lo obtenido para éstas 2, ya que en la
Figura 57 se observa de una manera mas clara lo obtenido en la cuantificacion tanto de la
cianidina 3-glucésido como de la pelargonidina 3-glucésido. El pico 5 (no identificado)
disminuyé al aumentar la concentracion de acarreador, encontrandose para los
encapsulados con 6% de fructanos un area promedio de 23.95 (Fig. 57a), para los
encapsulados con 8% un area de 18.33 (Fig. 57b), para los que contenian 10% el area
promedio fue de 16.25 (Fig. 57c) y para los de 12% el area fue de 14.72 (Fig. 57d). Lo
anterior también se observa con para los picos no identificados 4, 6 y 7, los cuales como
ya se menciond pertenecen a los picos con mayor proporcion dentro de los
cromatogramas; con esto se puede decir que los resultados obtenidos en antocianinas
totales en todos los tratamientos fueron mayormente influenciados por estos picos no

identificados (4, 5, 6 y 7), ademas de la cianidina 3-glucdsido.
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VIII. CONCLUSIONES

8.1. Estudio No.1

La extraccion de carbohidratos de A. fequilana Weber var. azul se mejord con el uso de
ultrasonido. Tanto la DPU como la relacion S:L afectaron significativamente la extraccion
de carbohidratos: con la DPU mas alta y la relacion S:L més baja se obtuvieron los niveles
mas altos de REC, glucosa, fructosa, sacarosa y FRU. La planta de agave de 7 afos
presento los niveles mas altos de REC y FRU pero los niveles mas bajos de glucosa,
fructosa y sacarosa. El GP, fue mayor en la planta de mayor edad (7 aios), lo que indica
la presencia de polimeros de fructanos mas largos. También la DPU mads alta provoco
cierta degradacion de los fructanos, disminuyendo el GP, en ambas pifias de agave. A
pesar de este efecto, la extraccion de altos niveles de carbohidratos usando ultrasonido
puede ser una ventaja sobre los métodos tradicionales de extraccion térmica, que producen
una mayor degradacion de los fructanos con GPns mdas bajos. Adicionalmente,
considerando la temperatura de extraccion de ambos métodos, la EAU podria representar
un menor consumo de energia en comparacion con el tratamiento térmico tradicional a
altas temperaturas. Estos resultados sugieren que la tecnologia de EAU es prometedora
para la extraccion de fructanos y otros polisacaridos encontrados en diferentes plantas. Sin
embargo, para considerar esta tecnologia como un método superior, para su aplicacion a
escala industrial, se requieren mas estudios para evaluar este proceso, como el consumo
de energia que se puede evaluar junto con las mejores condiciones para la extraccion de

fructanos de estos tipos de plantas (Agavaceas).
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8.2. Estudio No.2

El modelo propuesto de segundo orden, que implica la metodologia de superficie de
respuesta, predijo adecuadamente la extraccion de fructanos asistida por ultrasonido a
partir de sotol silvestre (D. wheeleri), a diferentes PU y temperaturas. Un aumento de la
PU de hasta 59.05 W y 36.01 °C condujo a un aumento en el contenido de fructanos, con
una liberacion minima de azicares simples (glucosa y fructosa), indicando una hidrélisis
minima de fructanos. Esto resultd en extractos con valores de GP, de 4.7. Aunque el
contenido de fructanos no fue diferente de los obtenidos por extraccion térmica
tradicional, la EAU minimiz6 el dafio de la molécula de azucar, resultando en fructanos
con mayor GP, en tiempos de extraccion cortos. Estos resultados sugieren que la EAU es
una alternativa amigable con un menor consumo de energia para la extraccion de fructanos

de tejidos de plantas como el sotol (D. wheeleri).
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8.3. Estudio No.3

El modelo de segundo orden explicé adecuadamente las tendencias en AR, FRU, glucosa
y GP, durante la extraccion de carbohidratos solubles de pifias de sotol a varias
concentraciones de enzima y sustrato. Concentraciones bajas de sustrato con
concentraciones de enzima de mas de 87.87 U/mL resultaron en altas concentraciones de
AR. A condiciones cercanas de extraccion (83.04 U/mL de enzima; 6.70 g/100 mL de
sustrato), se observd el maximo contenido de fructanos. Ambas respuestas fueron
coincidentes con el GP, obtenido, que varid de 5.48 a 16.18. Las mejores condiciones de
extraccion estimadas se obtuvieron a una concentracion de enzima de 11.6-45.6 U/mL y
cantidad de sotol en el medio de 9.15 a 12.56 g/100 mL, resultando en extractos con AR
de 7.8210.6 g/100 g b.s., fructanos de 37.58 a 38.58 g/100 g b.s., y GP, de 8-10, con bajo
contenido de glucosa, fructosa y sacarosa. Los resultados mostraron que la extraccion de
carbohidratos complejos, como los fructanos, es una alternativa tecnologica prometedora
a otros métodos de extraccion, ya que favorece la extraccion de estos componentes, dando
como resultado extractos con GPs que pueden aplicarse para formulaciones de productos
funcionales con bajo e intermedia viscosidad con efectos prebidticos. Se necesitan
estudios adicionales para evaluar la extraccion enzimatica con enzimas individuales y

optimizar aun mas la extraccion de fructanos.
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8.4. Estudio No.4

En este estudio, se investigaron las condiciones Optimas para la extraccion asistida con
enzimas de polisacaridos de sotol (Dasylirion wheeleri) a través de pruebas de factores
simples, de un experimento ortogonal y usando la metodologia de la superficie de
respuesta. Entre todos los pardmetros investigados, el pH, la temperatura, las enzimas
utilizadas, su concentracion presentaron efecto significativo en la extraccion de
polisacaridos de D. wheeleri. Asimismo, los resultados de este estudio demostraron que
la extraccion asistida por enzimas ofrece mejores rendimientos que un tratamiento sin
enzimas. Los mejores rendimientos de polisacaridos de sotol con enzimas individuales
fueron logrados en 20 min a 40 °C por la celulasa y hemicelulasa. Sin embargo, se
demostrd que con el uso de las 4 enzimas (celulasa, pectinasa, xilanasa y hemicelulasa) se
obtuvo el mas el mayor rendimiento de extraccion de polisacéridos de sotol. De acuerdo
con el disefio ortogonal las concentraciones 6ptimas de cada enzima en % p/p fueron 10%,
10%, 8% y 10%, respectivamente. El modelo de segundo explicdé adecuadamente las
tendencias en el REP, FRU, AR, glucosa, fructosa, sacarosa y GP, a diferentes
concentraciones de enzimas y temperatura. De acuerdo con la optimizacion grafica se
obtuvieron mejores resultados, prediciendo los REP y contenido de FRU mas altos de
71.76% y 50.36 g/100 g, respectivamente; esto a una concentracion de la enzima celulasa
del 8%, pectinasa, xilanasa y hemicelulasa del 4% a una temperatura de extraccion de 39
°C. A estas condiciones el modelo ajustado también predice un contenido de AR de 21.66
g/100 g, de glucosa de 5.34 g/100 g, de fructosa de 3.95 g/100 g, sacarosa de 0.72 g/100
g y un GP, de 1.74. Con estos resultados se demuestra que la extraccion asistida con
enzimas podria ser una alternativa para la extraccion de fructanos y de otros polisacaridos
presentes en plantas de sotol, aunque con extractos de bajo grado de polimerizacion pero
que podrian ser aplicados para la formulacion de productos con efecto prebiotico. Sin
embargo, para considerar esta extraccion con posibilidad de aplicacidén a mayor escala, se
tendrian que realizar mayores estudios de viabilidad como costos por las enzimas o
considerar utilizar solo la enzima celulasa que es la de menor costo pudiendo atn asi

encontrar buenos rendimientos de extraccion de polisacaridos de D. wheeleri.
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8.5. Estudio No.5

La extraccion enzimatica asistida con ultrasonido fue la mas efectiva comparada con
varios tratamientos sinérgicos de extraccion, resultando con valores de REP de hasta
72.08% en comparacion con el control a 85 °C con solo 46.01%. Ademas, se obtuvieron
cortos tiempo de extraccion, por lo que esta extraccion podria ser usada para mejorar los
rendimientos de extraccion de polisacaridos de sotol (Dasylirion wheeleri). Se
optimizaron los rangos de tres de los principales factores que afectaron el REP de sotol de
acuerdo con experimentos de factores simples. Posteriormente, para optimizar alin mas
las condiciones de extraccion de polisacaridos de sotol, potencia de ultrasonido,
temperatura de extraccion y concentracion de enzimas se uso la metodologia de superficie
de respuesta. El modelo de segundo orden dio una descripcion satisfactoria de los datos
experimentales obtenidos del REP, FRU, AR, glucosa, fructosa, sacarosa y GP,. Asi como
las condiciones Optimas de extraccion de potencia de ultrasonido 43.79 W, temperatura
de extraccion 44.09 °C y concentracion de enzimas 3.06 g/L, para encontrar el maximo
REP de 69.95%. Asimismo, se encontraron las condiciones Optimas para la maxima
extraccion de FRU (51.69%)), la cuales fueron de 50.19 W, 50.73 °C y 3.28 g/L. Ambos
resultados presentaron valores predichos muy cercanos a los encontrados graficamente
69.71% y 51.49 g/100 g, respectivamente. Los resultados mostraron que la extraccion
enzimatica asistida con ultrasonido de fructanos de sotol puede ser una alternativa
tecnoldgica prometedora a otros métodos que favorece la extraccion de dichos
compuestos; aunque los extractos obtenidos presentaron bajos GPs pueden ser aplicados
para formular productos alimenticios funcionales con baja viscosidad y efectos

prebidticos.
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8.6. Estudio No. 6

Este estudio describe el uso de fructanos de agave en diferentes concentraciones como
material de pared o acarreador para la encapsulacion de extracto de maiz azul usando la
técnica de secado por aspersion. Los resultados de este estudio indicaron que la
concentracion de fructanos de agave afectd las propiedades fisicoquimicas de los
encapsulados de maiz azul. El incremento de la cantidad de fructanos como acarreador
aumento la densidad aparente, la humedad, la aw, el pH y el ISA; por el contrario,
disminuyo la higroscopicidad, el IAA, asi como el contenido de pigmentos y antioxidantes
de los encapsulados (antocianinas totales, polifenoles totales, actividad antioxidante y
antocianinas individuales). El color también fue afectado estadisticamente con el aumento
de la concentracion de fructanos; incrementdndose la luminosidad y afectando
principalmente este parametro L* a la diferencia total de color (AE) de los encapsulados.
Las propiedades térmicas (Tg) y morfolégicas (SEM) no se vieron afectadas por las
diferentes concentraciones de fructanos usadas. Los resultados sugieren que mezclas con
fructanos de agave a concentraciones del 6% (p/v) con extractos ricos en antocianinas
provenientes de maiz azul, para su encapsulacién por secado por aspersion a 150 °C,
favorecieron altos valores de retencion de antocianinas (26.49%), polifenoles (66.11%) y
actividad antioxidante (38.54%) con propiedades fisicas adecuadas para su maxima
estabilidad. Los polvos encapsulados de extracto de maiz azul usando fructanos de agave
como acarreador representan un aditivo alimenticio prometedor para su posible
incorporacion en alimentos y asi pigmentarlos de forma natural, ademas de impartirles
propiedades antioxidantes y presencia de componentes bioactivos (fibra soluble) que

puede beneficiar la salud del consumidor.
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IX. PERSPECTIVAS

Con los resultados obtenidos a lo largo de este estudio se obtuvieron condiciones de
extraccion de carbohidratos de agave (Agave tequilana Weber var. azul) y sotol
(Dasylirion wheeleri) con diferentes métodos alternativos de extraccion para mejorar
rendimientos de extraccidon y calidad en los carbohidratos obtenidos a partir de estas 2
plantas. A partir de lo obtenido a través del método de extraccion asistido con ultrasonido
se encontraron resultados favorables que sugieren que esta tecnologia es prometedora para
la extraccion de fructanos y otros carbohidratos de plantas de agave y sotol. Sin embargo,
para considerarla como un método superior para su aplicaciéon a escala industrial se
requieren mas estudios para evaluarlo, como consumo de energia, lo cual puede ser
evaluado en conjunto con las mejores condiciones para la extraccion de fructanos de estos
tipos de plantas. En cuanto a la extraccion asistida con enzimas, se obtuvieron mejores
rendimientos de extraccion, sin embargo, los GP de los fructanos se vieron afectados,
disminuyendo considerablemente. Asimismo, se obtuvo una mezcla dptima de 4 enzimas
para la obtencidon de un mayor rendimiento de carbohidratos de sotol, sin embargo, para
considerar esta extraccion con posibilidad de aplicacion a mayor escala, se tendrian que
realizar mayores estudios de viabilidad como costos por las enzimas o considerar utilizar
solo la enzima celulasa que es la de menor costo pudiendo ain asi encontrar buenos
rendimientos de extraccion de polisacaridos de sotol. Aunque en este estudio solo se
evaluaron extractos, los posibles polvos de fructanos que podrian ser obtenidos a través
de la extraccion enzimatica podrian ser aplicados en diferentes alimentos y brindar efecto
prebidtico por su bajo GP. Asimismo, estos polvos podrian ser usados en diferentes
procesos, por ejemplo, como excipiente en la elaboracion de pastillas y causar al mismo
tiempo efecto prebidtico. Otro de los posibles usos es el investigado en este estudio, es
decir, como acarreadores para la encapsulacion de pigmentos u otros compuestos
bioactivos, tal como se demostré en este estudio que pueden ser usados sin el uso de otro
acarreador, sin embargo, podrian evaluarse en conjunto con otros acarreadores como
maltodextrinas, goma guar, entre otros, para mejorar algunas caracteristicas de los polvos

encapsulados.
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ANEXOS

ANEXO 1

Curva de calibracion para la cuantificacion de aziicares totales
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ANEXO 2

Curvas de calibraciéon para azicares individuales (HPAEC-PAD)

Curva de calibracion para la cuantificacion de glucosa
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Curva de calibracion para la cuantificaciéon de sacarosa
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ANEXO 4

Actividad enzimatica experimental

Los resultados de la actividad enzimadtica para cada enzima se muestran en la Tabla 41.
La actividad especifica de las enzimas comerciales en U/g, resultd ser mayor para la
pectinasa, seguido de la xilanasa y por Ultimo la hemicelulasa. Para la hemicelulasa se
probaron 3 azucares reductores, sin embargo, la actividad especifica fue similar; siendo
mayor para la xilosa, seguido de la galactosa y manosa.

Asimismo, se observa la actividad especifica de la mezcla de las 4 enzimas (usada en el
estudio 4 y 5). La actividad de la celulasa fue similar, sin embargo, la de las enzimas
pectinasa y xilanasa disminuyeron y la de la hemicelulasa aumento6 en el mismo orden de

azucares reductores probadas para esta enzima (xilosa > galactosa > manosa).

Tabla 42. Actividad enzimatica de la celulasa, pectinasa, xilanasa y hemicelulasa.

Enzimas Sustrato Producto Actividad especifica
(azucar reductor) (U/g)
Celulasa CMC Glucosa 16.20 £ 0.85
Pectinasa Acido poligalacturénico Acido galacturdnico 624.86 = 38.19
Xilanasa Xilano Xilosa 216.66 +3.72
Manosa 1.39£0.08
Hemicelulasa Goma de algarrobo Xilosa 1.98+0.12
Galactosa 1.55+0.09
Mezcla de enzimas
Celulasa CMC Glucosa 16.27 £0.57
Pectinasa Acido poligalacturénico  Acido galacturénico 190.97 + 16.39
Xilanasa Xilano Xilosa 123.9+ 2.66
Manosa 3.19+£0.09
Hemicelulasa Goma de algarrobo Xilosa 4.64+£0.14
Galactosa 3.52+0.10

Medias + desviacion estandar. CMC, carboximetilcelulosa.

La actividad celulasa (endo-1,4-B-D-glucanasa) y xilanasa (endo-1,4-B-xilanasa)
obtenidas fueron similares a lo reportado por Wikiera et al. (2016) con 10 U/gy 229 U/g,

respectivamente para enzimas de la misma marca (Sigma-Aldrich) a pH de 5.0 y 40 °C.
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ANEXO 5

Curvas de calibracion para la determinacion de la actividad enzimatica

Curva de calibraciéon para la cuantificacion de glucosa (celulasa)
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Curva de calibracion para la cuantificacion de acido galacturdnico (pectinasa)
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Curva de calibracién para la cuantificacion de xilosa (xilanasa)
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Curva de calibracién para la cuantificacion de manosa (hemicelulasa)
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Curva de calibracion para la cuantificacion de xilosa (hemicelulasa)
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Curva de calibracion para la cuantificacion de galactosa (hemicelulasa)
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ANEXO 7

Barrido de longitud de onda y determinacion del pico mas alto para la

cuantificancion de antocianinas totales
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ANEXO 8

Curva de calibracion para la cuantificacion de polifenoles totales
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ANEXO 9

Termograma obtenido del analisis de calorimetria diferencial de barrido de los
encapsulados de extracto de maiz azul para la determinacion de la temperatura de
transicion vitrea.

Sample: mike DSC

Size: 6.7500 mg Operator: DLG

Method: RAMPA Run Date: 18Sep2018 11:02

Comment: ARGON Instrument: DSC Q200 V24.11 Build 124
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ANEXO 10

Curvas de calibraciéon para antocianinas individuales (HPLC)

Curva de calibracion para la cuantificacion de cianidina 3-glucésido
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Curva de calibracién para la cuantificaciéon de pelargonidina 3-glucésido
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