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RESUMEN

La miel o jarabe de agave es un subproducto de las plantas de agave que tienen propiedades
nutricionales y funcionales debido a su contenido de minerales, fructooligosacaridos,
aminoacidos o compuestos bioactivos, que han permitido ampliar la variedad de
edulcorantes para la poblacion debido a su bajo indice glucémico (IG), ademés de su
actividad antioxidante dado por su contenido de compuestos bioactivos. El objetivo de este
trabajo fue optimizar las condiciones de obtencion de jarabe de agave por evaporacion
rotatoria al vacio (ERV), utilizando un disefio Box-Behnken para obtener un edulcorante
natural. El proyecto se dividio en 4 etapas iniciando con la caracterizacion de la materia
prima (aguamiel), posteriormente, la optimizacion del proceso de elaboracion, también, se
determind la vida atil del producto durante 90 dias a temperatura ambiente y en dos
condiciones de almacenamiento (Luz y oscuridad). Asimismo, la muestra optima y los
jarabes comerciales fueron analizados, con el fin de determinar sus propiedades
(fisicoguimicas y actividad antioxidante), y por ultimo se estimé el I1G in vitro (elG) para
conocer su contenido de glucosa. La superficie de respuesta para sélidos solubles totales
indicd una R? de 97.8 y una R? de prediccion de 70.2, con respecto a los compuestos y
actividad antioxidante no se pudo obtener una R? alta (<50%), pero si se preservaron los
compuestos y propiedades. La mejor combinacion para la optimizacion dando un valor fijo
de SST y un maximo en las concentraciones de compuestos y actividad antioxidante, de
acuerdo con el programa, fue de 68°C, 65 mbar y 25 min, la cual presento actividad
antioxidante similar a las mieles de agave comerciales de la especie pulquera (p.ej. DPPH™"
Maye ® 13.56 mg ET/ 100 g, ABTS"" y FRAP Hacienda de Amoltepec=21.97 mg ET/ 100
g y 8.20 mmnol Fe 2*/ 100 g respectivamente) y mayor que la especie tequilera (p.gj.
Enature DPPH"=2.60 mg ET/ 100 g, ABTS"=1.31 mg ET/ 100 g y FRAP=1.36 mmnol
Fe 2*/ 100 g). La muestra 6ptima obtuvo 75.20 + 0.9 °Brix, un porcentaje de cenizas y
proteinas de 1.12 + 0.20 y 2.31 + 0.028 respectivamente, 51.55 + 0.005 g/100g de azucares
reductores, el color de la muestra mostré coordenadas L*= 51.90 + 0.20, a*=-3.41 + 0.36 y
b*=12.23 £ 0.08 y una viscosidad de 3226.66 + 45.09 cP. La estimacion de IG del jarabe
fue de 36.65 durante un tiempo de 180 min. Se concluye que el uso del rotovapor reduce

tiempos y temperaturas en la concentracion del aguamiel preservando sus propiedades

Caroline Cor Jamera



g{/(’AMMWL

nutricionales, compuestos y actividad antioxidante, generando un edulcorante natural

benéfico para el consumidor.

Palabras clave: Jarabe de agave, agave spp., indice glucémico, actividad antioxidante,

evaporacion rotatoria al vacio

ABSTRACT

Honey or syrup agave is a by-product of agave plants that have nutritional and functional
properties due to their content of minerals, fructooligosaccharides, amino acids or bioactive
compounds, which have made it possible to expand the variety of sweeteners for the
population due to their low index glycemic acid (Gl), in addition to its antioxidant activity
given by its content of bioactive compounds. The objective of this work was to optimize
the conditions for obtaining agave syrup by vacuum rotary evaporation (VRE), using a
Box-Behnken design to obtain a natural sweetener. The project was divided into 4 stages,
beginning with the characterization of the raw material (aguamiel), later, the optimization
of the elaboration process, also, the useful life of the product for 90 days at room
temperature and in two storage conditions (Light and darkness). Likewise, the optimal
sample and the commercial syrups were analyzed in order to determine their properties
(physicochemical and antioxidant activity), and finally the in vitro Gl (eGl) to determine
their glucose content was estimated. The response surface for total soluble solids indicated
a R2 of 97.8 and a prediction R2 of 70.2, with respect to the compounds and antioxidant
activity, a high R2 (<50%) could not be obtained, but the compounds and properties were
preserved. The best combination, according to the program, for optimization was 68°C, 65
mbar and 25 min, which presented antioxidant activity similar (DPPHs+ Maye ® 13.56 mg
TE/ 100 g, ABTSe+ and Hacienda de Amoltepec FRAP= 21.97 mg TE/ 100 g and 8.20
mmnol Fe 2+/ 100 g respectively) to commercial agave syrups of the pulquera species and
higher that tequila species (p.ex. Enature DPPHe+ = 2.60 mg ET/ 100 g, ABTSe+= 1.31
mg ET/ 100 g and FRAP= 1.36 mmnol Fe 2+ / 100 g). The optimal sample obtained 75.20
+ 0.9 °Brix, a percentage of ash and protein of 1.12 + 0.20 and 2.31 + 0.028 respectively,
51.55 + 0.005 ¢/100g of reducing sugars, the color of the sample showed coordinates L*=
51.90 £ 0.20, a*=-3.41 + 0.36 and b*=12.23 + 0.08 and a viscosity of 3226.66 + 45.09 cP.
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The GI estimation of the syrup was 36.65 during a time of 180 min. It is concluded that the
use of rotovapor reduces times and temperatures in the concentration of mead, preserving
its nutritional properties, compounds and antioxidant activity, generating a beneficial

natural sweetener for the consumer.

Key words: agave syrup, agave spp., glycemic index, antioxidant activity, vacuum rotary

evaporation.
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. INTRODUCCION

México cuenta con aproximadamente 200 especies de agave los cuales se encuentran
distribuidos en la mayor parte del territorio, generando productos alimenticios, bebidas
alcohdlicas o productos de uso textil, ornamental o con fines religiosos. El estado de
Hidalgo es considerado uno de los estados con mayor produccion de pulque, que es una
bebida alcohdlica con propiedades nutricionales benéficas para el consumidor, debido al
proceso de elaboracion y sobre todo a su materia prima. El aguamiel es la savia del agave
pulquero que se recolecta después de realizar un raspado en el centro de la planta (también
llamada maguey), esta actividad la realiza un “Tlachiquero” (persona encargada de cultivar
el maguey, recolectar el aguamiel y elaborar el pulque). Para que este proceso se lleve a
cabo debe esperar a que el maguey cumpla con una edad determinada que va de los 10 a 12

anos.

Para la elaboracion de este proyecto, la toma de muestra de la materia prima “Aguamiel” se
realizd en diferentes dias, considerando los SST (°Bx) de 11 como un parametro de
homogenizacion para la elaboracion de la superficie de respuesta. Adicionalmente se
analizaron pardmetros como pH, acidez titulable, azlcares reductores compuestos y

actividad antioxidante.

La superficie de respuesta se realizé con el fin de optimizar la elaboracion de jarabe de
agave mediante la combinacion de tres factores que se pueden controlar en un equipo de
rotovapor (temperatura, vacio y tiempo). La respuesta principal fue la concentracion de
solidos solubles totales (SST), posteriormente el contenido de compuestos y la actividad
antioxidante. Una vez obtenida la muestra ptima se compard con muestras de mieles o
jarabes comerciales de la especie pulquera y tequilera. También se evalud la vida util en
dos condiciones (luz y oscuridad) durante 90 dias. Por Gltimo, se realizd una elG in vitro

con el fin de conocer la liberacién de glucosa durante un tiempo determinado.

En una tercera seccion se describen los resultados y el analisis de la materia prima, la
superficie de respuesta con sus respectivas variables respuestas (°Bx, compuestos y

actividad antioxidante), la comparaciéon fisicoquimica, indices de calidad, color y la
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viscosidad de la muestra dptima con respecto a muestras comerciales. La evaluacion de la
vida util durante los 90 dias y por ultimo el resultado de la elG. Los paquetes estadisticos
utilizados fueron el software Minitab version 18 (superficie de respuesta) y SPSS statictics
version 25 (analisis estadisticos).  Finalmente, la dltima seccion se encuentran

conclusiones, recomendaciones, referencias y anexo.
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[I. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades

2.1.1 Agave

El agave también llamado “maguey”, pertenece al género de Asparagales que proviene de
la familia Agavacea, que contiene a mas de 200 especies de las cuales el 75% se encuentran
en México (1,2), con fines alimenticios, medicinales, textiles, religiosos e incluso
ornamentales. En la industria alimentaria la produccién de bebidas alcohdlicas como lo son
el tequila, mezcal, el bacanora, raicilla y pulque, el cual es un proceso que comienza
cuando un agave ya se encuentra en un estado de madurez avanzada que va de los 7 a 10
afos (2,3). Es utilizado con fines culinarios y medicinales debido a sus carbohidratos, y por
el contenido de flavonoides, &cidos fendlicos y saponinas, entre otros compuestos

respectivamente (4).

El agave no solo se utiliza como alimento, sino también para la construccion, cordeleria,
vestimentas, control de suelos y eventos ceremoniales (5). El agave florece y con ello se
realiza una cosecha con fines comestibles (6), la inulina, una fibra dietética que puede ser
del bagazo del maguey (7); asi mismo y como ya se mencion0 para la elaboracion de
bebidas alcohdlicas (8), incluso en la generacion de etanol como un biocombustible (9). En
las familias campesinas el maguey tiene amplia variedad de usos, desde las pencas, cuales
se utilizan como recipiente para servir alimentos, o beber pulque, como combustible (lefia),
en la elaboracion de cepillos, estropajos y papel, incluso la elaboracion de viviendas, la
extraccion de gusano rojo y blanco e incluso para la preparacion de barbacoa (10). Se ha
indicado que la base econdémica de estas plantas puede expandirse para aplicaciones en
alimentos, forraje, ensilaje, agricultura, medicina, energia, textiles, cosméticos y estética en

la medida en la que se le dé uso posterior a la biomasa de esta planta (2).

2.1.1.2. Agave pulquero
El agave pulquero es aquella planta que produce aguamiel, el cual es recolectado para
elaborar pulque. Las especies para la producciéon de aguamiel son: Agave americana, A.

atrovirens, A. ferox, A. mapisaga, y A. salmiana (11), los cuales son especies importantes
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en el ecosistema del Valle de México, pero algunas practicas de manejo han propiciado la
reduccién de la densidad de siembra (12,13), entre los principales estados productores en
Meéxico se encuentra Hidalgo, Edo. De México, Puebla y Tlaxcala y en menor proporcion
San Luis Potosi, Michoacan, Querétaro, Morelos, Guanajuato y Veracruz (12). En la Figura
1 se muestra la ubicacion geogréafica donde se encuentra presente el Agave salmiana en el
territorio nacional indicando estados como Coahuila, Nuevo Leén, Durango, San Luis
Potosi, Jalisco, Zacatecas, Aguascalientes, Guanajuato, Edo. De México, Querétaro,

Hidalgo, Michoacan, Morelos, Tlaxcala CDMX, Guerrero, Puebla, Oaxaca, Veracruz y

L

Figura 1.Estados de la republica mexicana donde se cultiva el Agave salmiana

Chiapas.

Fuente: Instituto de biologia de UNAM (14)

El cultivo del maguey implica ciertos cuidados durante 10 a 12 afios para que esta planta
este en produccién de aguamiel de 4 a 6 meses (19), el proceso se observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Sinopsis de las practicas agricolas del maguey pulquero

Actividades realizadas en cada afio

0 1-2 3-10
1.Preparacion del terreno 1.Seleccion del  material 1. Cultivo intensivo
(arar y rastra) vegetal (semilla, bulbilo o

propagulos rizomatosos)

2. Trasplante 2. Deshierbe y poda anual

3. Plantacién definitiva 3. Control de plagas vy
enfermedades

4. Deshierbe y poda anual 4. Asociacién con otros
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cultivos (maiz, frijol, etc.)
5. Control de plagas y 5. Desahije (4 afios de
enfermedades edad)

6. Fertilizacion 6.Fertilizacion

Fuente obtenida de: Jose y Garcia (12)

Observando en la Tabla 1, el desarrollo del maguey pulquero implica ciertas actividades las
cuales se desarrollan durante 10 afios pero durante este periodo la planta sufre alteraciones
en su composicion quimica; se reporta que durante el periodo de crecimiento de la planta
los fructanos se sintetizan y se acumulan en el tallo, y cuando el maguey esta listo para su
etapa reproductiva de (6 a 8 afios) los fructanos comienzan un proceso de hidroélisis
(generando fructosa y glucosa), dado el gasto energético que se lleva en esta etapa, es
importante tener un contenido de carbohidratos adecuados debido a que este parametro
determina el rendimiento del producto final (17), es por eso que se debe mantener un buen
cuidado de la planta y saber la edad de la misma para iniciar la etapa de recoleccién de la

savia y que esta sea de calidad.

2.1.2. Aguamiel
La aguamiel es la savia (liqguido compuesto de azlcares) del agave que se obtiene de

diferentes géneros de agaves pulqueros que es transformada en bebida alcohdlica Ilamada
pulque (18,19). Cuando la planta tiene alrededor de 8 a 12 afios, comienza el proceso para
la obtencion del pulgue, iniciando con el careo, castracion, picazon, sazonado, raspado,
explotacion, recoleccion de aguamiel, trasportacion al tinacal, elaboracion del pulque y por
ultimo la comercializaciéon (12), este proceso se puede observar en la Figura 2 donde se

observan los puntos mas importantes del procedimiento de obtencion de aguamiel
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‘ Castracion Raspado Prodycci;é’n

cicatrizacion

de 10-15 dias Rendimiento por
y planta de hasta
5 L/dia durante
3-6 meses i o
= ; .
El raspado diario del Se da una produccion
1. De la planta madura interior del meyolote continua de aguamiel

se quitan algunas estimulala produccion  Extraccion

hojas y la parte basal A

2. Se deja afejar
dos semanas

3. Se pica el meyolote o
pifia con una barreta

4. Se raspa el interior
para que cicatrice

Se succiona el aguamiel
con un acocote

Figura 2. Proceso de obtencion de aguamiel

Fuente: Huezcas-Garrido et al (20).

Este proceso comienza cuando el tallo de la planta alcanza su altura méaxima (1.23 a 2.8 m)
y se realiza un hueco en el centro del maguey; el cual sera tallado, y la recoleccion de la
savia se lleva a cabo cada 12 horas, pudiendo durar su produccion entre los 4 a 6 meses, el
volumen de aguamiel varia durante el tiempo de la cosecha (15,16), y se consiguen
recolectar hasta 1000 litros de aguamiel, la cual, estacompuesta de glucosa, fructosa,
fructooligosacéridos, inclusive diversas especies de bacterias, que se puede consumir de
manera fresca (inmediata) o fermentada (4,13). Algunas de las especies microbianas mas
importantes del aguamiel son: Saccharomyces cerevisiae, encargado de la fermentacion
alcohdlica, las bacterias del género Leuconostoc encargas de la sintesis de polisacaridos los
cuales pueden tener actividad probidtica o prebidtica (11). En la Tabla 2 se observa la

composicion del aguamiel del estado de Hidalgo.
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Tabla 2. Parametros experimentales de aguamiel en el estado de

Hidalgo

pH 6.40
Acidez (%) 0.08
Sélidos solubles totales (°Bx) 15.67
indice de Refraccion 1.3342
Proteina (%0) 3.03
AzUcares reductores totales (%) 10.03
Capacidad antioxidante ABTS 5.15
(umol ET/g)

Fenoles (mg AG/g) 6.95
Color L* 43.32
Color a* 1.32
Color b* 8.74

Fuente modificada de: Espindola-Sotre et al., (21)

La norma mexicana NMX-V-022-1972 “aguamiel” define a este producto como un liquido
traslicido, de color ambarino, de olor y sabor caracteristicos, el cual contiene compuestos
bioactivos como los son las saponinas, vitaminas, aminoacidos, grasas, acidos grasos,
minerales y fructooligosacaridos (FOS), lo que la convierte en una bebida funcional
(22,23). Otro estudio indicé que el aguamiel contenia 11,5% en peso de materia seca, la
cual estaba compuesta principalmente de azicares como glucosa, fructosa y sacarosa (75%
en peso), el 10% en peso eran fructooligosacaridos (FOS) ademas se encontrd que el 0,3%
del peso eran aminoacidos libres, 3% en peso de proteinas y 3% en peso de cenizas (16).
Uno de los usos que se le puede dar al aguamiel es en la produccion de miel o jarabe, este
ultimo es un edulcorante natural que se realiza mediante deshidratacion, la cual, tiene valor
nutritivo debido a los componentes antes mencionados. Este producto se pude utiliza para
preparar mermeladas, galletas, atole, agua de sabor y articulos para el cuidado de la piel
(10).

El jarabe de agave es un néctar obtenido por la concentracion del aguamiel o savia del
maguey, que tiene un uso como endulzante 100% natural para el consumo alimenticio (24).

Este producto también llamado néctar de agave, tiene un consumo mayor en la region
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occidente de México, ya que se utiliza como alternativa a los edulcorantes tradicionales
porque tiene un indice glucémico bajo (17-27) en comparacion con la miel y la sacarosa
(IG 55 y 68 respectivamente) lo cual le ha dado el status de ser un producto vegano (25).
Por otra parte la norma oficial mexicana relativa a las caracteristicas de sanidad, calidad
agroalimentaria, autenticidad, etiquetado y evaluacion de la conformidad del jarabe de
agave (NOM-003-SAGARPA-2016), propone esta definicion de jarabe de agave como una
“sustancia dulce natural producida por hidrolisis de los fratanos provenientes de la planta
del agave”, que tiene el doble de poder edulcorante que el azicar comun gracias a su

composicidn, que es principalmente fructosa y dextrosa o glucosa (26).

El jarabe de agave también contiene otros compuestos los cuales se observan en la Tabla 3,
se muestran los resultados de la composicion fisicoquimica del jarabe de agave realizado en
el estado de Hidalgo.

Tabla 3. Parametros experimentales de jarabe de agave del estado de

Hidalgo

pH 7.31
Acidez (%) 0.05
Solidos solubles totales °Bx 63.33
indice de Refraccion 1.34
Proteina (%0) 3.07
A.R. totales (%) 59.55
Capacidad antioxidante ABTS 21.36

(umol de equivalente de

Trolox/g)

Fenoles (mg AG/g) 19.32
Color L* 13.03
Color a* 18.33
Color b* 7.80

Fuente modificada de: Espindola-Sotre et al. (21)

La composicion fisicoquimica del jarabe de agave es: Humedad 24-26%, carbohidratos
totales 99.9 g, proteina 0.50 mg/100g también se pueden encontrar minerales como el
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potasio, calcio, y magnesio. Este producto tiene un pH que va de 4 a 4.5 y puede tener una
densidad de 1.39g/mL (27).

La miel o jarabe de agave se elabora a partir de la obtencion de la savia de agave
(aguamiel) mediante hidrolisis enzimatica, tratando de preservar la transferencia de
nutrientes de la planta a la savia, principalmente los fructano (23), las sustancias dulces
naturales que se producen cuando los pinos de agave son sometidos a un proceso hidrolitico
de fratanos para desplegar polisacaridos llamados agavinas que son polimeros de fructosa
que generan la dulzura (28). Algunos estudios han estandarizado la obtencion de jarabe de
agave realizando una hidrdlisis térmica, donde se somete a la materia prima a diferentes
temperaturas y tiempos que pueden ser a los 65°C a 60 minutos 0 85°C a 120 minutos (29),
otros han concentrado el aguamiel con estufa de vacio (24 atm y 60°C) o con parrilla en
agitacion a una temperatura de 70°C para alcanzar 60 °Bx (27). De manera industrial el
jarabe de agave se obtiene cuando la planta tiene 6 afios de vida como minimo y es
cosechada a mano, posteriormente se realizan diversos pasos pero en la hidrolisis térmica se
trabaja con temperaturas de 80°C (25). Los jarabes de agave estan ganando popularidad
como nuevos edulcorantes naturales, este producto se utiliza como sustituto del azlcar ya
que tiene un bajo indice glucémico, capacidad antioxidante (baja), incluso propiedades
antibacterianas (30,31).

2.1.3 Indice glucémico en alimentos

La composicion de los jarabes de agave les confiere un IG bajo ya que sus principales
compuestos son la fructosa, seguido de glucosa y con trazas de sacarosa (28). El “indice
glucémico” es una propiedad de un alimento que se evalla con el uso de sujetos humanos
(32), este mide la velocidad con que un alimento que contiene carbohidratos eleva el nivel
de glucosa en la sangre. También se puede utilizar como un sistema de clasificacion de los
alimentos que contienen carbohidratos, esta medida nos indicara la calidad de los
carbohidratos basada en su efecto directo sobre los niveles de glucosa en sangre durante 2
horas despues de la ingesta del producto. Se utiliza como punto de referencia la glucosa,
con IG igual a 100 (33,34).

12



@rtecedentes

La determinacion y clasificacion del IG de un producto alimenticio ahora esté estandarizada
por la Organizacion Internacional de Normalizacion, también nos ayuda a comparar la
naturaleza glucémica del carbohidrato en diferentes alimentos con uno de referencia (32).

Existe tablas confiables de 1G que se realizan a partir de la literatura cientifica. Las tablas
internacionales de IG enumeran la miel con un IG de 32 a 87 (referencia glucosa),

dependiendo del origen botanico y contenido de fructosa (35).

2.1.4. Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos de origen vegetal se han definido como compuestos quimicos
naturales presentes en pequefias cantidades en las plantas con beneficios para la salud
humana (36), estos compuestos también conocidos como fitoquimicos o fitonutrientes se
pueden clasificar en 4 grupos de compuestos bioactivos (sustancias nitrogenadas, azufradas,
terpénicas y fendlicas), estos compuestos participan en procesos biolégicos de las plantas
incluidos la formacion de color y olor de plantas comestibles (37,38). En el agave se
encuentran compuestos bioactivos como las saponinas, compuestos fendlicos y terpenos,
con efectos bioldgicos como los antimicrobianos, antifungicos, antioxidantes, actividad
antiinflmatoria inflamatoria, antihipertensiva, inmunomoduladora, antiparasitaria y
anticancerosa (3). Algunos compuestos bioactivos que se encuentran en la miel de abeja 'y

en el agave en sus diferentes partes de la planta se presentan en la Tabla 4.

13



Tabla 4. Compuestos bioactivos importantes en la miel y el agave

@tecedentes
Miel de abeja Agave ssp
Compuesto Nombre Actividad biol6gica Compuesto Nombre Actividad bioldgica
Flavonoide Apigenina Antibacteriano, Compuestos Glucosidos flavonoides, Estimulacién de
antiinflamatorio fendlicos proantocianinas expresion de
enzimas
Acacetina Antialérgico, Flavonoides diméricos, Anticancerigeno
contra el cancer quercetina
kaempferol
Quercetina Anticancerigeno, Isorhamnetina Insecticida
antialérgico, Hexdxido de acido elagico
antibacteriano,
antiinflamatorio
Galangina Anticancerigeno, 24 .6-trinitrofenol Insecticida
antioxidante Flavonoides
Acidoscarboxilicos
2-aminometil-propanol
Pinocembrina Antimicrobiano, Homoisoflavonoides Antiinflamatorio
anticancer
Crisina Antibacteriano, Apigenina Antifangico
antiinflamatorio,
anticancerigeno
Fisetina Antibacteriano, Acido p-cumarico Antidiabético
antialérgico,
anticancerigeno
Ester Fenetilico Antitumoral, anticancer Saponinas Kammogenina Anticancerigena
14
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Del Acido

Cafeico

Luteolina

Antioxidante
Antiinflamatorio

antitumoral

pentaglucdsido,
tetraglucosido,

gentrogenina

Cantala-saponin-1

Antineuroinflamatorio

Pinobanksina

Antioxidante

Glicosidos-kammogenin

Anticancerigena

Hesperetina

Antioxidante

antiinflamatorio

Smilagenina-diglucésido

Inmunomodulador

Antiinflamatoria

Saponinas esteroideas

glicosiladas

Citotéxico

Naringenina Neuroprotector
antioxidante
Genisteina Anticancer

Saponinas esteroidea-

hexaglicosilada

Antiulcerogenico

Acido fendlico

Carolina Cortn. Jamora

Acido p-Cumarico

Antigenotdxico

B-sitosterol-hglucésido

Cicloartenol

Inmunomodulatorio

antiinflamatorio

neuroprotector
Acido Galico Antianxiolitico
Acido Elagico Antioxidante

Quimiopreventivo

antiproliferativo

Acido Ferulico

Antioxidante

Antiinflamatorio
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neuroprotector

Acido Siringico Antioxidante

anticancerigeno

Fuente modificada de: Pasupuleti et.al; (39) y Bermldez-Bazan et. al;(40)

Carolina Cortn. Jamora
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2.2 Antecedentes del problema
El interés de la elaboracion del jarabe de agave se ha dado en los ultimos afios debido a su
reporte de bajo 1G, siendo una alternativa més de edulcorante natural con beneficios

antioxidantes para el consumidor.

Existe tablas confiables de IG que se realizan a partir de la literatura cientifica, en ellas se
mencionan el 1G de edulcorantes naturales en especial de la miel de abeja y en menor o
incluso nulo reporte de otros edulcorantes naturales. Esta reportado el IG de la miel con un
IG de 32 a 87 (referencia glucosa), dependiendo del origen botanico y contenido de
fructosa (35). En la Tabla 5 se puede observar el IG de mieles de abeja y el de jarabe de
agave, el cual puede varear dependiendo el origen botanico.

Tabla 5. indice glucémico (1G) de diferentes mieles y jarabe

de agave
Tipos de miles Evaluacion de 1G
Miel de citricos 44.9
Miel de leche de algarroba 69.1
Miel de castafia 55.5
Miel de tomillo 52.6
Miel de lima 55.3
Miel de pino 58.8
Jarabe agave 17-27

Fuente: Atayoglu et.al (41); Willemsy Low (25)

Otro estudio similar fue realizado en Estados Unidos donde se evalud el IG de diferentes
mieles. Las muestras fueron miel de trébol (1G=69.2), tupelo (IG=74.1), algodon (1G=73.6)
y trigo sarraceno (IG=73.4) (42). También se han evaluado mieles silvestres de los paises
de Malasia y Australia dando IG de 65 y 59 respectivamente(43). Como ya se menciond, la
composicion de los jarabes de agave les confiere un IG bajo ya que sus principales
compuestos son la fructosa, seguido de glucosa y con trazas de sacarosa (28), un estudio
determino el 1G del jarabe de agave salmiana indicando un IG bajo (47.6)(44). La miel, por

otro lado, al ser también un producto dulce natural, tiene una composicion compleja, pero
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en comparacion con el aztcar (IG de 60), tiene un IG aproximado de 58 y un valor
energético mas bajo (45).

Los estudios revelan que la miel contiene aproximadamente 200 sustancias, en las que se
encuentran compuestos que actian como antioxidantes (vitamina C, la vitamina E, los
compuestos fenolicos y las enzimas, como la catalasa y la peroxidasa) (46), mientras que en
el jarabe de agave; se han reportado compuestos fitoquimicos mediate ensayos cualitativos,
la presencia de saponinas, flavonoides, quinosas, glucosidos, glucosidos cardiacos,
terpenoides, cumarinas y compuestos fendlicos pero adn se desconoce la concentracion de
cada uno de estos compuestos, estos compuestos se reportan en su totalidad en el jarabe de
agave de la especie salmiana y en menor proporcion e incluso ausentes en el jarabe de

agave tequilena (28).

Estudios previos han medido la actividad antioxidante de mieles determinando su poder
antirradical evaluado por el ensayo de eliminacién de radicales DPPH™" y su poder
antioxidante, evaluado mediante el ensayo FRAP (47). EI DPPH™" es un radical libre
centrado en nitrogeno inquebrantable que se ha empleado ampliamente para probar la
capacidad de eliminacion de radicales libres. Al evaluar el potencial de eliminacién de
radicales de las mieles, la actividad de eliminacion de DPPH"" indica una actividad
antioxidante. FRAP es una prueba simple y directa que se usa ampliamente para evaluar la
capacidad antioxidante; esta prueba calcula la cantidad de antioxidantes o reductores
presentes en una muestra en funcidén de su capacidad para reducir compuestos férricos
(Fe 3*) a ferrosos (Fe 2*)(46). Un estudio caracteriz6 y evalué el compuestos con capacidad
antioxidante de mieles italianas mediante HPLC-UV y ensayos como DPPH y FRAP, estos
autores indicaron que las mieles contienen fenoles y flavonoides como &cido galico, &cido
clorogénico, p-acidocumarico, 4acido cafeico, miricetina, quercetina, genisteina,
kaempferon, apigenina, crisina y galangin, los autores mencionan que los componentes
caracterizados son los responsables de la actividad antioxidante de las mieles y que aun
falta por caracterizar compuestos acuosos y lipofilicos como ascorbato, alfa-tocoferol y
carotenoides que se han reportado en las mieles y que también ejercen una actividad
antioxidante (48).
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Se ha reportado que un alimento con altas concentraciones de azlcares y compuestos
fitoquimicos, como es la miel de abeja o la savia concentrada del agave (jarabe de agave),
muestran capacidad antioxidante y ésta va aumentando durante su almacenamiento debido
a la liberacion de diversos compuestos (19,49). La evaluacion de la capacidad antioxidante
en mieles se ha reportado, mostrando que en la miel de acacia tiene un porcentaje de
62.17% en DPPH"" y un rango de 193.31 a 379.53 uM Fe (11)/100 g (46), en otro estudio
donde se evaluaron diferentes mieles de Malasia encontraron que la miel de Tualang
presento un porcentaje de 59.89% en DPPH™" y 576.91 uM Fe (11)/100 g (50). También en
Turquia se evaluaron diferentes tipos de mieles mostrando un rango entre 0.64 a 4.30 uM
Fe (11)/100 con una actividad de DPPH"" de 12.56 a 152.40 mg/mL(51). A pesar de la
forma de elaboracion del jarabe de agave, el cual implica altas temperaturas y tiempos
prolongados, se han reportado una actividad antioxidante, un estudio indicé que la mayor
capacidad antioxidante de edulcorantes naturales fue del jarabe de agave de la especie
salmiana con un promedio de inhibicion de radical libre del 28.33%, en jarabe de agave
tequilana del 23.56%, para miel de abeja del 24.16% y jarabe de maiz del 8.6% (28). Otro
estudio evalud la capacidad antioxidante de 3 concentrados de savia de agave salmiana
(jarabe de agave) realizados de manera artesanal obtenidos en tiendas de Monterrey,
México, teniendo concentraciones de 12.7 a 18.9 ET umol/g (peso seco) (19). Un estudio
evalud la capacidad antioxidante de extractos de hojas de agave atrovirens, el cual fue
concentrado con un rotovapor a 65°C y una presiéon de 0.6 a 0.7 Bar, hasta llegar a una
concentracion de solidos solubles totales de 20°BXx, este estudio demostré que compuestos
fenolicos o saponinas e incluso la actividad antioxidante sufrian un cambio minimo por el
proceso al que fue sometido el extracto de hojas del agave, concluyendo que las hojas del
agave para la elaboracién de jarabes mediate evaporacion rotatoria al vacio podria ser una
alternativa més de edulcorante natural (52).

2.3 Planteamiento del problema

Los carbohidratos han tenido principal atencion en el sector salud, debido a su asociacion
con ciertas enfermedades (53), sin embargo, diferentes tipos de carbohidratos producen
respuestas glucémicas e insulinicas variables, un ejemplo son los carbohidratos de

absorcion lenta (disacaridos, oligosacaridos y polisacaridos), los cuales producen efectos
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benéficos sobre el control de glucosa, la hiperinsulinemia, la resistencia a la insulina, los

lipidos en sangre y la saciedad (54,55).

México se ha convertido en unos de los principales paises consumidores de edulcorantes
ocupado el 6° lugar a escala mundial en consumo de azucar (56,57), debido a esto hoy en
dia se buscan alternativas de endulzantes naturales para la sustitucion de azucar, un ejemplo
claro es la miel, un alimento nutricional que tiene un IG bajo (50-60) (debido a sus
composicién principal de fructosa y glucosa (58-60). Otro ejemplo es el jarabe de arce

también es considerado un endulzante natural con un IG menor a la sacarosa (54) (61,62).

En la actualidad existen otras opciones de edulcorante como el néctar, jarabe o miel de
agave, el cual es un edulcorante rico en fructosa que es extraido de una planta llamada
maguey Y contiene un 1G bajo comparandolo con el azlcar refinado (63,64). La elaboracion
de estos productos se realiza de manera artesanal o industria con tiempos prolongados y
altas temperaturas (80-90°C) para la concentracion de la savia, lo cual afecta la
composicién de la materia prima y sus compuestos bioactivos como saponinas, terpenoides,
flavonoides y taninos, los cuales se han reportado en el agave (19,25,28), sin embargo,
existen estudios donde observan beneficios de estos jarabes. Hooshmand et. al, realizaron
un estudio donde comparan el efecto del néctar de agave y la sacarosa en ratones,
observando una mejora en el incremento del peso, el peso de la almohadilla grasa, la
glucosa plasmatica e insulina (63). Otras de las aplicaciones de este producto es como
sustituto de sacarosa en productos de panificacion como pasteles sin gluten o barras de
cereal (65,66). El jarabe de agave no solo proporciona dulzor, sino que también,
compuestos bioactivos que son benéficos para el consumidor (19,44). Estudios indican que
los alimentos con IG bajo tienden a ser mas saludables, permitiendo al consumidor disfrutar
del sabor dulces de productos alimenticios, debido a su lenta liberacién de glucosa
manteniendo niveles séricos bajos (67). Por ello, se propuso obtener un edulcorante o
jarabe natural a partir de aguamiel, mediante evaporacion rotatoria al vacio, con un 1G bajo

y con un aporte de antioxidantes.
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111. JUSTIFICACION

Hidalgo cuenta con la mayor produccién nacional de pulque (78.14 %), extraido del agave
pulquero o también Ilamado maguey, (68), esto indica que el aguamiel; la materia prima
para la elaboracion de esta bebida, se encuentra disponible para ser utilizada en la
elaboracion de mieles o jarabes de agave, debido a que es un liquido compuestos
principalmente por azucares (69), no obstante también del maguey se pueden obtener otros

productos como el gusano de maguey (blanco y rojo), ixtle, pulque y curados (70).

Hoy en dia, en México, existen una gran variedad de jarabes de agave en el mercado, pero
estos son elaborados a partir del Agave tequilana y en menor proporcion de agaves
pulqueros mediante métodos artesanales (calentamiento directo de la savia),
semiindustriales o industriales (hidrolisis enzimética o térmica, seguido de una
evaporacion) (25,71), estos procesos utilizan una alta temperatura y un tiempo prolongado a
la explosion caldrica, alterando las caracteristicas de la savia como lo son sus compuestos
bioactivos (4,72). Por otro lado, es de conocimiento que, en la miel o jarabes de agave
(endulzantes naturales) no solo existen mono y oligosacéridos, sino también otros
compuestos bioactivos, como fenolicos, flavonoides, acidos organicos, derivados de
carotenoides, metabolitos de 6xido nitrico (NO), &cido ascorbico, productos de la reaccién
de Maillard, compuestos aromaticos, oligoelementos, vitaminas, aminoacidos y proteinas, y
existe evidencia sobre los beneficios en la salud al consumirla aumentando los

antioxidantes plasmaticos y mejorado el estrés oxidativo en los tejidos (28,73).

Por lo anterior, se propone obtener un jarabe, que es un subproducto a partir de aguamiel
de agave pulquero, mediante evaporacion rotatoria al vacio (método no convencional) que
preserva y evita las pérdidas de compuestos bioactivos, debido al uso de bajas temperaturas
y tiempos cortos de concentracion de la savia del agave. Esta endulzante natural coadyuva a
disminuir el consumo de edulcorantes caléricos y no caléricos con alto contenido de
glucosa, siendo una alternativa de endulzante natural con un IG bajo y beneficios

adicionales como vitaminas, minerales e incluso antioxidantes.
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IV. HIPOTESIS

La concentracion de aguamiel, para la produccion de jarabe de agave, a través de
evaporacion rotatoria al vacio, mejorara las propiedades fisicoquimicas y comportamiento
reoldgico, conservando la calidad nutrimental y funcional de sus componentes bioactivos,

obteniendo un edulcorante natural con un IG bajo.

V. OBJETIVOS
5.1  Obijetivo General

Optimizar las condiciones de obtencidn de jarabe de agave por evaporacion rotatoria al
vacio utilizando un disefio de superficie de respuesta (Box-Behnken) para la obtencion de

un endulzante natural con un bajo IG.

5.2  Obijetivos Especificos
1. Optimizar el proceso de obtencidn de jarabe de agave por evaporacion rotatoria al vacio

aplicando un disefio de experimentos de tipo Box-Behnken.

2. Evaluar la vida util del producto mediante parametros fisicoquimicos que permitan

determinar su estabilidad durante un tiempo determinado

3. Evaluar pardmetros fisicoquimicos, reoldgicos y actividad antioxidante del producto que

permitan definir su calidad, asi como su comparacion con productos comerciales similares.

4. Estimar el indice glucémico del jarabe agave mediante un ensayo in vitro para clasificar

al producto en base al IG.
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VI MATERIALES Y METODOS
6.1 Tipo y disefio de estudio

El estudio realizado fue del tipo experimental, cuantitativo y longitudinal.
6.2 Seleccion de la muestra, criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusién:
1. Aguamiel de agave pulquero de la especia salmiana ssp.Xamini
2. Contenido de SST de 11°Bx

3. Edad minima de la planta de 8 a 10 afios

Criterios de exclusion:

1. Aguamiel en proceso de fermentacion

2. Aguamiel con un contenido menor a 11°Bx
3. Adulteracion con agua o azlcar afiadida
4

Savia de agaves de otras especies

6.3 Tamafio de muestra y muestreo

Las muestras de aguamiel se obtuvieron de agaves pulqueros (Agave salmiana ssp. Xamini)
de San Agustin Tlaxiaca, Hidalgo, a primeras horas del dia con el fin de preservar la
muestra. El aguamiel se recolectd con ayuda de un cultivador (Tlachiquero) en frascos de
vidrio estériles (1 L). Las recolectas de materia prima, la cual solo se realizd, para la
elaboracion de la superficie de respuesta, se tomo a partir de diferentes platas seleccionadas
al azar por el mismo cultivador de agave en el mes de septiembre del 2021 debido a que
estas plantas se encontraban bajo explotacién comercial.

Las muestras de jarabe comerciales se adquirieron en centros comerciales o tiendas locales

de los estados de Hidalgo y Puebla.

6.4 Definicion de variables (dependientes, independientes)

Las definiciones de las variables se presentan en la Tabla 6
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Tabla 6. Definicion de variables independientes y dependientes

Variable Definicion Dimensiones Indicadores Escala e
instrumento
Independientes
Aguamiel Savia que contiene el cogollo de las plantas Recoleccion Litros y calidad Escala valorativa (%)

conocidas como maguey; pertenecientes a la
familia de los agaves, especialmente de los
magueyes pulqueros

Probeta

Jarabe de agave

Es el Jarabe producido por hidrolisis a partir Elaboracion

de los fratanos provenientes del agave.

Litros y calidad

Escala valorativa (%)

Dependientes

Viscosidad Medida de su resistencia a las deformaciones ~ Medicion Tipo de jarabe segln mPas o cP
graduales producidas por tensiones cortantes o su alto, medio o baja Viscosimetro
tensiones de traccion viscosidad

Humedad pérdida de peso que sufre la muestra por Medicion Nos indica la cantidad %
calentamiento hasta obtener peso constante de agua que tienen el Estufa

jarabe

pH Concentracion de hidrogeniones en un Medicion pH de la miel que Ecala de 0-14
alimento Escala oscilaentre 4 a 6 Potenciémetro

Acidez Representa a los acidos organicos libres y se Medicion Medicion de acidez Gramos de NaOH/g
mide con su neutralizacion a partir de una Escala que presenta el jarabe  de muestra
solucion base de agave Titulacion

SST (°Bx) Unidad que sirve para determinar el cociente Medicion Solutos totales del °Bx
total de materia seca disuelta en un liquido Escala jarabe entre 60 a Refractémetro

90°Brix

Color modelo cromatico usado normalmente para Medicién Qué tipo de color L* a* b*
describir todos los colores que puede percibir tienen la miel (desde Colorimetro
el 0jo humano oscura hasta clara)

Azlcares reductores  son aquellos azlicares que poseen su grupo Medicién Conocer la cantidad de  ¢/100 g
carbonilo intacto, y que a través del mismo azucares reductores Espectrofotometro
pueden reaccionar como reductores con otras gue pueda contener el
moléculas que actuaran como oxidantes. jarabe

Azucares totales Los azUcares son la forma méas simple de Medicion 0/100 g

Carolina Cortn. Jamora
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carbohidratos. Estan compuestos por &tomos
de oxigeno (0), carbono (C) e hidrégeno (H)

Espectrofotometro

Sacarosa* AzUcar que se encuentra en el jugo de muchas  Medicion Conocer las muestras ~ * Espectrofotometro
plantas y se extrae especialmente de la cafia son adulteradas
dulce y de la remolacha; se emplea en
alimentacion como edulcorante nutritivo y sus
ésteres como aditivos.
Hidroximetil furfural  Es un aldehido y un furano formado durante la Medicién Verificacion de la Cromatografo
descomposicidn térmica de los glacidos temperatura de
elaboracion
Cenizas incineracion de la muestra a 600 °C para Medicién Determinar la cantidad %
quemar todo el material organico, al material de minerales que Mufla
inorgénico no destruido se le llama ceniza contiene el jarabe
Proteinas Micro-Kjeldahl Medicion Determinacion de %
Método basado en la oxidacion proteina bruta Kjeldahl (Digestion,
destilacion y
titulacion)
Carbohidratos son biomoléculas compuestas principalmente  Medicion Conocer la cantidad de  Por diferencia*
de carbono, hidrégeno y oxigeno, aunque carbohidratos
algunos de ellos también contienen otros presentes en el jarabe
bioelementos tales como nitrégeno, azufre y
fosforo.
Actividad Es la capacidad de una sustancia para inhibir ~ Medicion Conocer la cantidad de  Fenoles, flavonoides,
antioxidante la degradacion oxidativa antioxidantes que FRAP, DPPH
contiene el jarabe ABTS
Contenido de fenoles  Son compuestos organicos en cuyas medicion Conocer si lamuestra Mg EAG/mL
totales estructuras moleculares contienen al menos un de jarabe contiene
grupo fenol, un anillo aromético unido a un fenoles
grupo hidroxilo
FRAP Radical libre que mide la habilidad de reducir ~ Medicion Conocer la actividad mmol Fe (11) /200 g
el ion férrico a complejo ferroso antioxidante del jarabe
DPPH Radical libre que reacciona con compuestos Medicion Conocer la actividad mg ET/100 g
lipofilos. antioxidante del jarabe
ABTS Radical libre que reacciona con compuestos Medicion Conocer la actividad mg EAA/100 g

Carolina Cortn. Jamora
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hidrofilos y lipofilos.

antioxidante del jarabe

Vida util

Periodo de uso en servicio. Se ha definido Determinacion
como "la vida dtil total de un producto en uso

desde el punto de venta hasta el punto de

descarte™" y se distingue de la vida de

reemplazo”

Conocer cuél es la
viabilidad del producto

Indice Glucémico

Sistema para cuantificar la respuesta Determinacién
glucémica de un alimento que contiene la

misma cantidad de carbohidratos que un

alimento de referencia

Verificar si el indice
glucémico del jarabe
es medio a bajo

Tiempo

Carolina Cortn. Jamora
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6.5 Diagrama de la metodologia experimental

La metodologia general empleada para el desarrollo de este proyecto se muestra en la
Figura 3. Comenzando con una recoleccion de la materia prima (aguamiel) a primeras horas
del dia y trasportandola en hielera con el fin de evitar su fermentacion, posteriormente se
realizd un pretratamiento (centrifugacion y pasteurizacion) del aguamiel para poder ser
utilizada en la elaboracion de los diferentes jarabes por rotavapor de acuerdo con las
diferentes combinaciones de temperatura y vacio que indic6 el disefio experimental Box-
Behnken. Una vez analizado las diferentes superficies de respuesta se determind la
condicién dptima para la obtencion de un jarabe de agave la cual se analiz6 y comparo con
otros productos comerciales similares a la muestra. El jarabe de agave obtenido se
monitoreo para conocer su vida Util y finalmente se le determino el indice glucémico in

vitro.
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6.6 Instrumentos de recoleccion

6.6.1 Pretratamiento de materia prima (aguamiel)
Una vez recolectada el aguamiel se sometio a centrifugacion a 7000 rpm por 10 minutos a 4
°C en una centrifuga refrigerada (Beckman Culter ® modelo Allegra 25R) con el fin de
eliminar particulas contaminantes del aguamiel, seguido de un tratamiento térmico
(pasteurizacion) a 80 °C por 15 minutos para eliminar la carga microbiana evitando la

fermentacion.

6.6.2 Analisis de la materia prima

En primer paso se analiz6 la materia prima para poder indicar su calidad e inocuidad para la
elaboracion de una superficie de respuesta que ayudo a optimizar el proceso de elaboracion
de jarabe de agave pulquero.

6.6.2.1 Analisis microbiolégico

Fundamento

Existen diferentes tipos de deterioro en los alimentos uno de ellos es a partir de los
microorganismo presentes en los alimentos, pero el crecimiento o propagacion se pueden
parar con un proceso de esterilizacion parcial, que se conoce como “pasteurizacion” y s
aplicable al vino, la cerveza, la sidra, el vinagre, la leche y un sinnimero de otras bebidas
perecederas, y alimentos organicos (74). Debido a las propiedades en la composicién de la
miel, es considerada como un alimento seguro, sin embargo, puede contener una gran
variedad de bacterias y en especial hongos, los cuales pueden generar infecciones en el ser
humano (75).

Procedimiento

La determinacién microbiolédgica solo se analiz6 a la materia prima (aguamiel) antes y
durante las diferentes etapas previas a la concentracion por rotavapor tomado una alicuota
de 10 mL las cuales fueron colocadas en frascos previamente esterilizados, las muestras se
colocaron inmediatamente en frio para evitar cualquier proceso de fermentacion.
Posteriormente el analisis microbiol6gico se realizé con la técnica de microgota (76).
Previamente se prepararon cajas de siembra con agar Recuento Total en condiciones de
esterilidad. Se prepard una solucién de agua peptonada de acuerdo con las indicaciones del

fabricante y se colocaron 900 uL en tubos eppendorf para realizar las diluciones (-1 a -10)
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de las diferentes muestras de aguamiel (sin ningin tratamiento, centrifugacion vy
pasteurizacién). La caja de siembra se dividi6 en 4 y en cada cuadrante se inoculo 20 uL de
la muestra y se procedio a realizar la siembra con ayuda de un asa bacterioldgica. Las cajas
fueron incubadas (LSI-30162 Labtech, Korea)) durante 48 hr a 30°C. Transcurrido el
tiempo se realizd un conteo en placa de las colonias observadas, las cuales se multiplicaron
por el inverso de la dilucién correspondiente, los resultados fueron calculados obteniendo el
logaritmo base 10 de unidades formadoras de colonias por mililitro (log UFC/mL)

6.6.2.2 Solidos solubles totales (SST)

Fundamento

Los sélidos solubles se miden con ayuda de un refractometro, este equipo se basa en el
cambio de direccion que sufren los rayos luminosos en el limite de separacion de dos
medios en los cuales es distinta la velocidad de propagacion y se utiliza para conocer la

cantidad de azUcares de un liquido dando unidades de grados Bx (77,78)

Procedimiento

La metodologia realizada fue de acuerdo con la norma NMX-F-103-1982 alimentos. Frutas
y derivados. Determinacion de grados brix. El refractometro (FG-113 y ATC Portable
Refractomter, Chincan) antes de ser utilizado para la lectura de las muestras se calibr6 con
agua, posteriormente se colocaron unas gotas de aguamiel antes y después del tratamiento
térmico en el refractometro con una escala de 0 a 30 la medicion se realizd por triplicado

expresando los resultados como °Bx (77).

6.6.2.3 pH

Fundamento

El pH es el inverso del logaritmo de la concentracion de iones de Hidrégeno presentes en
solucion acuosa o semisdlidos, el método establece el grado de acidez, neutralidad o
alcalinidad de un alimento, se utiliza un electrodo de vidrio y uno de referencia a través de

un aparato de pH (potencidmetro)(79).

Procedimiento
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La determinacion del pH se hizo utilizando un potenciémetro (Hanna Intruments, 210 ®,
Rumania), después de haber sido calibrado con soluciones amortiguadoras de pH 4y 7 a
temperatura ambiente. Se colocaron 10 mL de aguamiel en vaso de precipitados y
posteriormente se introdujo el electrodo para realizar la lectura por triplicado; de acuerdo
con la NMX-F-317-NORMEX-2013 (79).

6.6.2.4 Acidez Titulable

Fundamento

La acidez titulable es representada por los acidos organicos libres y se mide con su
neutralizacion a partir de una solucién base. A partir de una solucion indicadora
(fenolftaleina), la cual se adiciona a la muestra, y mediante titulacion con una solucién base
(NaOH) usada para neutralizar la sustancia, donde el punto final de la reaccién lo indica la
aparicion de un color rosa palido (80).

Procedimiento

Se colocd 10 mL aguamiel en un matraz Erlenmeyer con 5 gotas de solucion indicadora
(fenoftaleina al 1% disuelta en una solucién etanoica), la neutralizacion se realizé con
NaOH 0.1 N hasta la aparicion de un color rosa. La acidez titulable se determin6 por
triplicado mediante el método 939.05 de la AOAC (81), expresando los resultados como
mg/L.

VxNxEq

Acid l =
cidezmg/ T

Donde:
V= volumen gastado de NaOH (mL); N= Normalidad de NaOH (0.1); Eq= Equivalentes de

acido lactico (90); Vm=Volumen de muestra (mL)

6.6.2.5 Azucares reductores (AR)

Fundamento

El método de DNS (&cido 3,5 dinitrosalicilico). Se utiliza para calcular la concentracion de
azucares reductores (AR) en distintos materiales. El procedimiento se basa en una reaccién
redox que ocurre entre el DNS y los azucares reductores presentes en la muestra. Cambia su
coloracion de amarillo-naranja a rojo. La principal ventaja es su alta sensibilidad y
productividad debido a que es un método espectrofotométrico (82).
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Procedimiento

Se tomd 30 pL de la muestra previamente diluida (hasta que entrara en la curva de
calibracion), se agregd 180 pL del reactivo DNS, se homogenizaron con ayuda de un
Vortex ®, posteriormente se incubaron por 15 min 100°C, pasado el tiempo de incubacion
se adicion6 1230 L de agua, la lectura fue en un espectrofotometro (Power WaveXs UV-
Biotek, sofware KC Junior, USA, acoplado a PC con sofware Gen 0.5) a 540 nm.

La curva de calibracion se realizd con glucosa a concentraciones de 0 a 1000 mg/L;

siguiendo el mismo procedimiento para las muestras, la cual se muestra en el anexo A-1.

6.6.2.6 Compuestos y actividad antioxidante

La determinacion de compuestos y actividad antioxidante se llevé a cabo con el fin de
conocer y corroborar si ciertos compuestos de interés si se encontraban presente en la
materia prima.

6.6.2.6.1 Contenido de fenoles totales
Fundamento
El método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con
agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sodico,
que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-
fosfotungstico (83,84).

Procedimiento

Se tomo una alicuota de 100 pL de la muestra (previamente diluida) mas 500 pL de la
solucion Folin-Ciocalteu (1:10), posteriormente se agregé 400 uL de carbonato de sodio
(7.5%). La muestra se incub6 durante 30 min a temperatura ambiente y las muestras se
leyeron en un espectrofotdmetro (Power WaveXs UV-Biotek, sofware KC Junior, USA,
acoplado a PC con sofware Gen 0.5) a 765 nm. los resultados se expresaron como mg
EAG/100 g. Previamente se realizé una curva de calibracion con &cido galico de 0 a 300

mg/L la cual se muestra en el anexo A-2.

6.6.2.6.2 Contenido de acido ascorbico
Fundamento
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La determinacion espectofotometria se basa en la reduccion por del 2,6 dicloroindofenol
(DCPI), el cual va de una coloracion trasparente a rosado, es el método mas sencillo y

fiable para determinar el contenido de &cido ascorbico en alimentos (85).

Procedimiento

Se prepard una solucion de 2,6-Diclorofenolindofenol (DCPI) (3 mg diluido en 250 mL de
agua desionizada), una solucion de acido oxalico (1g diluido en 250 mL de agua
desionizada), solucion de &cido ascérbico con 100 mL de la solucion de acido oxalico
previamente preparada, y por Gltimo una solucion amortiguadora (3 g de acetato de sodio
aforada con 10 mL de &cido aceético glacial y 7 mL de agua desionizada). Se tomaron 100
pL de la muestra previamente diluida en &cido oxalico, se adicion 100 pyL de la solucion
amortiguadora y 800 uL de la solucion CDPI. Las muestras fueron leidas en un
espectrofotometro (Power WaveXs UV-Biotek, sofware KC Junior, USA, acoplado a PC
con sofware Gen 0.5) a 520 nm.

La curva estandar de &cido ascorbico fue con concentraciones de 0 a 50 mg/L (acido
ascorbico/acido oxalico) siguiendo el mismo procedimiento que las muestras La curva de

calibracién se muestra en el anexo A-3.

6.6.2.6.3 Contenido de betalainas

Fundamento

Las betalainas son pigmentos abundantes en la naturaleza, los cuales se dividen en dos
grupos: betacianinas (tonalidades rojizas) y betaxantinas (tonos amarillos). Este grupo de
pigmentos se encuentran involucrados para la proteccion contra la oxidacion celular debido
a su actividad antioxidante (83).

Procedimiento

La cuantificacion de betaxantinas y betacianinas se determiné de acuerdo con la
metodologia de Stintzing et al. (86). se tom6 1 mL de la muestra previamente diluida (1:10)
y se coloco en tubos eppendorf los cuales fueron centrifugados (Grant-bio, pvc-2400L, EU)
durante 10 min, se leyeron las muestras a 535 y 480 nm en un espectrometro (Power
WaveXs con un sofware Gen 0.5. La absorbancia obtenida se utilizé6 para conocer el

contenido de betalainas (CB) con la siguiente férmula:
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CB (%) Ax FD x MW x 1000

Donde: A= Absorbancia; FD= Factor de dilucion; I= Volumen de la celda (0.316 cm?)

exl

Para cuantificacion de betacianinas y betaxantinas, se aplicaron los pesos moleculares (PM)
y los coeficientes de excitacion molar (e) que se muestran a continuacion:

MW= 550 g/mol y e= 60,000 L/mol cm en H>O para betaninas

MW= 308 g/mol y e= 48,000 L/mol cm en H>O para betaxantinas

La determinacion se realizd por triplicado indicando el contenido de betaninas y

betaxantinas (mg Equivalentes/100 mL)

6.6.2.6.4 Ensayo DPPH °**
Fundamento

El fundamento del método descrito por Brand Williams et al, consiste en que el radical libre
estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH*®*) tiene un electréon desapareado y la solucion
es de color azul-violeta, virando hacia amarillo pélido por reaccion con una sustancia
capturadora de radicales libres; la absorbancia es medida espectrofotométricamente. La
diferencia de absorbancias, permite obtener el porcentaje de captacion de radicales libres
(87,88).

Procedimiento

El analisis de este ensayo fue de acuerdo a la metodologia propuesta por por Brand-
Williams et al. con algunas modificaciones (89). Se pesaron 7.4 mg de DPPH*" que
posteriormente se aforaron a 100 ml con etanol, se realiz6 una curva estandar de Trolox de
0 a 300 umol ET/L (Anexo A-4), la finalidad de la curva fue para interpolar la absorbancia
de las muestras analizadas y conocer la concentracién mediante una molécula de referencia
(Trolox) en el rango establecido por la metodologia. Se tom6 100 uL de muestra y 500 uL
de la solucion de DPPH**, las cuales se mezclaron y posteriormente se dejaron en reposo
durante una hora, transcurrido el tiempo se colocaron en microplacas y se leyeron en un
espectrofotdmetro (Power WaveXs UV-Biotek, sofware KC Junior, USA, acoplado a PC
con sofware Gen 0.5) a 515 nm. La determinacion fue con las muestras previamente

diluidas yexpresando los resultados en mg ET/100 g.
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6.6.2.6.5 Ensayo ABTS*"
Fundamento

Se fundamenta en la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS**, debido a la
interaccion con especies donantes de hidrogeno o de electrones, el radical cationico ABTS™
es un cromoforo que absorbe a una longitud de onda de 734 nm y se genera por una
reaccion de oxidacion del ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil benzotiazolin-6-sulfonato de

amonio) con persulfato de potasio) (89).

Procedimiento

Este método se llevd a cabo de acuerdo con Thaipong et al (88). Se realiz6 una solucion de
ABTS** 7 mM (76.8 mg de ABTS*" diluido en 20 mL de agua desionizada), a la cual se le
adicion0 persulfato de potasio al 2.45 mM, (6.6 mg en 10 mL de agua) para generar una
solucion total 2:1; la cual se dej6 en reposo y oscuridad durante 16 horas. Para la lectura de
las muestras la solucion se diluyé con agua hasta obtener una lectura de absorbancia
0.7+0.1 a 754nm. Asi mismo, se elabor6 una curva estandar de Trolox de 0 a 300 pmol
ET/L (anexo A-5) para interpolar la absorbancia de las muestras analizadas y conocer la
concentracion mediante una molécula de referencia (Trolox) en el rango establecido por la
metodologia.

Se tom6 60 uL de muestra y 980 uL de la dilucion de ABTS*®*, con un tiempo de reposo de
7 min, se prosiguio a la medicion espectrofotométrica a 754 nm en un lector de microplacas
(Power WaveXs UV-Biotek, sofware KC Junior, USA, acoplado a PC con sofware Gen
0.5) Se ejecutd la misma metodologia para las muestras previamente diluidas y se

expresaron los resultados en mg ET/100 g.

6.6.2.6.6 Ensayo FRAP
Fundamento

Este método evalla la capacidad antioxidante de una muestra de acuerdo a su capacidad
para reducir el hierro férrico (Fe3*) presente en un complejo con la 2,4,6-tri(2-piridil)-s-
triazina (TPTZ) hasta la forma ferrosa (Fe?*), que presenta un maximo de absorbancia a una
longitud de onda entre 590-595 nm (88).

Procedimiento
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Para este ensayo, se hizo la metodologia (con algunas modificaciones) de la técnica descrita
por Benzie y Strain (89). Se prepard el reactivo de FRAP en una proporcion 10:1:1 con
100 mL de un amortiguador de acetato 0.3 M a pH 3.6, 10 mL de TPTZ (2,4,6-tripiridil-
1,3,5-triazina) a 10 mM (31.33 mg disuelto en 10 mL de HCI al 0.04 M) y 10 mL de FeCls
a 20 mM. Para la determinacion se tomaron 30 pL de la muestra (previamente diluida), 90
uL de agua y 900 pL de FRAP, la mezcla resultante se homogenizdé en un voértex y
posteriormente se colocaron en bafio de agua a 37°C durante 10 minutos, transcurriendo ese
tiempo las muestras se leyeron en un espectrofotométro (Power WaveXs UV-Biotek,
sofware KC Junior, USA, acoplado a PC con sofware Gen 0.5) a 593 nm, la determinacion
se realizd6 por triplicado. Se elabor6 una curva estandar de sulfato ferroso en
concentraciones de 0 a 50 mmol Fe (I1)/L la cual se presenta en el anexo A-6, ésta curva se
realizd con el fin de interpolar la absorbancia de las muestras analizadas para conocer la

concentracion en el rango establecido por la metodologia en unidades de mmol Fe?*/L.

6.6.3. Disefio experimental de superficie de respuesta
Fundamento
Los disefios Box-Behnken son modelos de superficie de respuestas de segundo orden que
ayudan a economizar y realizar una prediccion de un experimentos completamente

aleatorizado (90).

Procedimiento

La elaboracién de un disefio experimental de tipo Box-Behnken, fue hecho para observar el
efecto sobre los compuestos antioxidantes, actividad antioxidante y la concentracion de
SST (°Bx) del jarabe de agave al concentrar el aguamiel mediante roto evaporacion. Se
consideraron 3 factores (temperatura, vacio y tiempo), con 3 valores en cada factor (bajo,

central y superior) Tabla 7.
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Tabla 7 Factores y niveles aplicados en el disefio de experimentos para la
obtencion de jarabe de agave pulquero mediante ERV

Niveles seleccionados

Factores de control -1 0 1
A Temperatura (°C) 60 65 70
B Vacio (mbar) 60 75 90
C Tiempo (min) 20 25 30

Una vez establecido los parametros como factores y niveles de trabajo, se sometieron a
analisis de regresion lineal multiple utilizando el sofware estadistico Minitab 18® y se

ajustaron a un modelo polinomial de segundo orden, dado en la siguiente ecuacion

Yi =Bo + B1X1 + B2X2 + BaX3z + P12 X1 X2 + B1s X1 X3 + B2z X2X3 + P11 X12 + Baz X2 +
Baz X3?

Donde Yi es la respuesta prevista, pO es el coeficiente constante, 1, 2 y B3 son los
coeficientes de regresion en sus términos lineales (temperatura, vacio y tiempo)
respectivamente), 12, B13 y B23 es el coeficiente de interaccion y f11, 22 y B33 son
coeficientes de regresion cuadraticos, cada una de las ecuaciones de las diferentes variables

respuestas se encuentran en el Anexo A-8.

Las variables de respuesta que se ajustaron al modelo matemético de superficie de
respuesta (RSM, por sus siglas en inglés: Response Surface Methodology) fue la variable
SST (°Bx), alcanzando R2>90 y una R2p>70, de igual forma se interpretaron tras la
elaboracion de figuras tridimensionales y las figuras de Pareto las diferentes variables

respuestas
En la Tabla 8 se muestran las 15 combinaciones que calculd el programa Minitab® para
realizar la superficie de respuesta.
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Tabla 8. Condiciones para la obtencion de jarabe de agave por
ERV, corridas ordenadas de manera aleatoria por el programa

Orden Corrida  Temperatura  Vacio Tiempo

aleatorio (°C) (mbar) (min)
14 1 65 75 275
4 2 70 90 27.5
3 3 60 90 275
13 4 65 75 27.5
9 5 65 60 25
11 6 65 60 30
15 7 65 75 275
5 8 60 75 25
12 9 65 90 30
2 10 70 60 275
7 11 60 75 30
6 12 70 75 25
8 13 70 75 30
1 14 60 60 275
10 15 65 90 25

6.6.3.1 Sélidos solubles totales (°Bx)
De acuerdo con la metodologia descrita en el apartado 6.6.2.1 utilizando un refractometro
de 30 a 80 °Bx.
6.4.3.2 Compuestos y actividad antioxidante
Se realizaron las determinaciones de acuerdo con el apartado 6.6.2.5

6.6.4 Evaluacion vida util
Fundamento
La vida util de un producto es un término que tiene importancia para el consumidor y un
vendedor debido a que este indica la cantidad de tiempo que un alimento puede ser
guardado. Es importante mencionar que un producto alimenticio tiene una vida util
microbioldgica, quimica, funcional y organoléptica, pues el deterioro de un alimento puede
ser de diferentes maneras y ritmos (91).

6.6.4.1. Disefio experimental para vida til

Para conocer la estabilidad del producto a lo largo del tiempo se realizd una estimacion de
vida 0til donde las muestras fueron colocadas en 2 condiciones de almacenamiento (luz y

oscuridad) a temperatura ambiente durante un periodo de 90 dias.
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Procedimiento

La toma de muestra del jarabe de agave obtenido por evaporacion rotatoria al vacio se
realizd desde el dia 0 y posteriormente cada 30 dias (hasta cumplir los 90 dias de
almacenamiento) a temperatura ambiente, con el fin de analizar su comportamiento durante
su almacenamiento en los parametros de SST (°Bx), pH, acidez titulable, indicadores de

calidad, color, viscosidad, compuestos y actividad antioxidantes.

6.6.5 Andlisis de jarabes o mieles de agave
6.6.5.1 Composicién fisicoguimica
La muestra Optima obtenida mediante evaporacion rotatoria al vacio y las muestras de
jarabes o mieles se analizaron la determinacién de SST (apartado 6.6.2.1), pH (apartado
6.6.2.2) y acidez titulable (apartado 6.6.2.3). De igual forma se realizaron otras

determinaciones que a continuacion se presentan.

6.6.5.1.1 Determinacion de humedad
Fundamento

Todos los alimentos, cualquiera que sea el método de industrializacién a que hayan sido
sometidos, contienen agua en mayor o menor proporcion. Las cifras de contenido en agua
varian entre un 60 y un 95% en los alimentos naturales (92).

Procedimiento

La determinacion fue con el método 925.10 de la AOAC (81). En charolas de aluminio
(previamente a peso constante) se colocaron de 2 a 3 g de miel o jarabe de agave, las cuales
se colocaron en un horno (Scopion Scientitic, Horno Oven) a 105°C durante 4 a 6 horas.
Transcurrido el tiempo se colocaron en un desecador (Bel-Artproducts, desecador TM,
USA) durante 15 minutos para dejar enfriar y proseguir a su pesaje.

El porcentaje de humedad se determinara de acuerdo con la siguiente formula:

Po — Pf
% Humedad = — x 100

Donde:
Po= Peso de la charola con muestra antes del secado (g); Pf= Peso de la charola con

muestra después del secado (g); m= peso de la muestra fresca.
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6.6.5.1.2 Determinacion de cenizas
Fundamento
Las cenizas de un alimento son un término analitico equivalente al residuo inorganico que
queda después de calcinar la materia organica. Las cenizas normalmente, no son las mismas
sustancias inorganicas presentes en el alimento original, debido a las pérdidas por
volatilizacién o a las interacciones quimicas entre los constituyentes (92).
Procedimiento
La determinacién aplicada fue por el método 923.03 de la AOAC (81). En crisoles de
porcelana a peso constante, se colocaron de 2 a 3 g de jarabe o miel de agave, con ayuda de
un mechero, dentro de una campana de extraccion de humos, se realiz6 la calcinacion de las
muestras, este proceso concluyd hasta que las muestras dejaran de desprender humao.
Posteriormente se incineraron colocando los crisoles en una mufla a 550°C hasta obtener un
color homogéneo de las cenizas. Por Gltimo, los crisoles con la muestra calcinada fueron
colocados en un desecador con el fin de bajar la temperatura y posteriormente ser pesado.
El porcentaje de cenizas se determinara con la siguiente formula:

] Pf — Po
% Cenizas = 0 x 100

Donde:
Pf=Peso del crisol con la muestra después de incineracion (g); Po= Peso del crisol a peso

constante (g); m= peso de la muestra fresca.

6.6.5.1.3 Determinacion de proteina
Fundamento
El procedimiento de referencia Kjeldahl determina la materia nitrogenada total, que incluye
tanto las no proteinas como las proteinas verdaderas. EI método se basa en la determinacion
de la cantidad de Nitrogeno organico contenido en productos alimentarios, compromete dos
pasos consecutivos: a) La descomposicion de la materia organica bajo calentamiento en
presencia de acido sulfarico concentrado y b) El registro de la cantidad de amoniaco

obtenida de la muestra (92).

40



Makeriales y métodos

Procedimiento

La determinacion de proteina se aplicé de acuerdo al método de Kjeldahl, (método oficial
de la AOAC 920.152) (81)., la cual se divide en dos etapas. En un primer paso se realiz6
una digestion Kjeldahl colocando 1 g de muestra, 1 tableta catalizadora (5 g K2SO4 + 0.59
CuSO4x 5 H20) y 15 mL de &cido sulfurico concentrado en un tubo digestor los cuales se
colocaron en un digestor (Gerhardt,Kjeldatherm, KB8 ) con las diferentes condiciones de
tiempos y temperaturas de acuerdo con la rampa de calentamiento establecida en el equipo.
Una vez concluido la digestion se colocaron los tubos en un destilador (Gerhardt, vapodest,
50 ) el cual adiciond hidroxido de sodio al 32% liberando amoniaco, el cual es disuelto en
acido borico al 3% formando borato de amonio, el cual es valorado con acido clorhidrico
0.098 N. EIl contenido de nitrogeno presente en las muestras se multiplicé por el factor de
conversion (F) de 6.25 para obtener el porcentaje de proteina.

% Proteina = % Nitrégeno x F

6.6.5.2 Contenido de azucares y carbohidratos

6.6.5.2.1 AzUcares reductores

La metodologia se realizd de acuerdo con el apartado 6.4.2.4

6.6.5.2.2 Az(cares totales y sacarosa
Procedimiento
Se pesd 5 g de muestra y se diluyd en 50 mL de agua (1:10), posteriormente se colocé 10
mL de acido clorhidrico (1:1), la mezcla se dejé reposar durante 18 horas a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo se afiadi6 5 mL NaOH 10 N y se ajust6 el pH de la
muestra entre 5y 7 con una solucion de NaOH 1 N, el contenido se transfirié a un matraz
volumétrico de 100 mL y se aford con agua desionizada. Se tomo una alicuota de 1 mL y se
trasfirié a un matraz volumétrico de 100 mL y se volvié a aforar con agua desionizada.
Posteriormente se siguio el mismo procedimiento para azUcares reductores descrito en el
6.6.2.4
Para conocer la cantidad de azlcares totales y la sacarosa presentes en la muestra se
realizaron los siguientes célculos con las férmulas:

Sacarosa (mg/mL) = (ARf - ARL-) x 0.95
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Azucares Totales (mg/mL) = Sacarosa (mg/ml) + AR (mg/ml)
Donde:
ARs = AzUcares reductores totales después de la inversion; AR; =AzUcares reductores antes

de la inversién

6.6.5.2.3 Carbohidratos totales
Fundamento
El método de Orcinol o Bial se realiza en condiciones de temperatura y tiempo
establecidos, utilizando una mezcla de acido clorhidrico o sulfarico, orcinol y FeCls. La
reaccion de color para medir la concentracion de carbohidratos solubles por lector de placas
se basa en la utilizacion del método colorimétrico de fenol-sulfurico. El &cido rompe los
enlaces glicosidicos y deshidrata los monosacéaridos derivados de hidrolizados a furfural
para la condensacion con el orcinol, asi como para la oxidacion de los grupos carbonilos
libres. Se utiliza para identificar pentosas gracias a la coloracion que genera (93)
Procedimiento
Se prepard la solucion de orcinol al 0.1% con acido sulfarico al 70% en una cama de hielo
con agitacion constante hasta su total solubilizacion del orcinol. Se tomé una alicuota de
250 pL de la muestra previamente diluida (1:300 o 1:400) colocados en una cama de hielo
para poder adicionar 1 mL de la solucion de orcinol al 0.1%, posteriormente se colocaron
en bafio maria a 100°C durante 5 min. Las muestras se leyeron en un espectrofotdmetro
(Power WaveXs UV-Biotek, sofware KC Junior, USA, acoplado a PC con sofware Gen
0.5) a 420 nm.
Para la curva de calibracion se realizard con glucosa a concentraciones de 0 a 120 ppm

siguiendo el mismo procedimiento para las muestras la cual se muestra en el anexo A-7.

6.6.5.3 Indicadores de calidad
6.4.5.3.1 Determinacion de hidroximetil furfural (HMF)
Fundamento
Es uno de los compuestos de importancia en mieles, formado por la degradacion de los
productos azucarados, en particular por deshidratacion de la fructosa. Su formacion, esta

directamente relacionada con alteraciones de color y el desarrollo de sabores y olores
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extrafios (94). EI método espectrofotométrico utiliza dos alicuotas clarificadas de una
muestra, a la cual a una de ellas se le adiciona agua y a otra bisulfito de sodio (blanco), el
cual neutraliza el HMF (95).
Procedimiento
Se prepararon las soluciones Carrez | (1.5 g ferrocianuro de potasio aforado a 10 mL con
agua desionizada), Carrez 1l (3 g acetato de zinc aforado a 10 mL con agua desionizada) y
la solucion de sulfito &cido de sodio a 2%. Se tomaron 5 g de muestra y se adicionaron 25
mL de agua desionizada méas 0.5 mL de la solucion de carrez | (reactivos) y 0.5 mL de
carrez 1l, se mezclaron con ayuda de un vortex, posteriormente se aforaron a 50 mL.
Después las muestras fueron filtradas (despreciando los primeros 10 mL), tomando dos
alicuotas de 10 mL en diferentes tubos. Al primer tubo de le adicioné 10 mL de agua y al
segundo tubo 10 mL de la solucidn de sulfito &cido de sodio. Las muestras fueron medidas
a 284 nm y 336 nm a través de un lector de microplacas (Power WaveXs UV-Biotek,
sofware KC Junior, USA, acoplado a PC con sofware Gen 0.5)
La cantidad de HMF se determiné con la siguiente formula

(A1—-A2)xF x5

p

HMF (mg/100 g) =

Donde:
Al= Absorbancia de la muestra a 284 nm; A2= Absorbancia de la muestra a 336 nm; F=

Factor de 14.97; P=Peso de la muestra g

6.5.5.3.2 Determinacion del indice de oscurecimiento
Fundamento
Una de las caracteristicas mas importante de un producto alimenticio es el color, el cual
sufre cambios por su proceso de fabricacion o deterioro propio del alimento. El

pardeamiento de un producto puede deberse a la parte enzimética o no enzimatica (96).

Procedimiento

La determinacion se realizé mediante la metodologia propuesta por Meydanv et al. (97) con
algunas modificaciones, se realizé una dilucién 1:10 de las muestras las cuales fueron
centrifugadas durante 10 min a 3400 rpm en una centrifuga (Halmiton Bell ® v6500, USA)

posteriormente se tomo una alicuota de 5 mL y se mezclaron con 5 mL de etanol y se
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volvioé a centrifugar en las mismas condiciones. Se tom6 muestras del sobrenadante y se
midié la absorbancia a 420 nm en un lector de microplacas (Power WaveXs UV-Biotek,
sofware KC Junior, USA, acoplado a PC con sofware Gen 0.5)

6.6.5.4 Color

Fundamento

En los productos alimenticios la apariencia es uno de los puntos mas importantes para el
consumidor, destacando el color como el atributo de mayor relevancia en la apariencia final
(98).

Procedimiento

La determinacion de color se realizd utilizando un colorimetro portétil (Kimble Chase,
Japdn) el cual se calibré de acuerdo con las indicaciones del fabricante, posteriormente se
coloco aproximadamente 3 a 5 g de muestra en contenedores circulares de color blanco, la
muestra fue aislada con papel film con el fin de tener una superficie mas homogénea y no
contaminar el lente del colorimetro. Los resultados que se obtuvieron del equipo fueron las

coordenadas L*, a*, b* asi como C y h.

6.6.5.5 Viscosidad

Fundamento

Es la propiedad de los fluidos que se caracteriza por su resistencia a flujo, debida al
rozamiento entre sus moléculas. En el Sistema Internacional se mide en Pascales por
segundo, pero la unidad més utilizada es el centipoise (Cps) (99,100).

Procedimiento

Se colocaron 30 mL de jarabe de agave en tubos de ensayo, la muestra se atempero a 20°C,
las mediciones se realizaron con un viscosimetro (Brookfiel ® DV3T, USA) a 60 RPM con

aguja LV-64 (mayor viscosidad). Los valores se expresaron en centipoises (Cps)

6.6.5.6 Compuestos y actividad antioxidante

De acuerdo con lo descrito en el apartado 6.6.2.6
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6.6.6 Indice Glucémico in vitro
Fundamento
El indice glucémico (1G) fue originalmente concebido para clasificar los alimentos ricos en
carbohidratos segun su impacto fisiologico sobre la glucemia postprandial. El IG se define
como el efecto que tiene un CHO glucémico, en una comida determinada, sobre la glucosa
sanguinea, expresado como un porcentaje del efecto provocado por una cantidad igual de
glucosa u otro CHO patron (101,102).

Procedimiento
El procedimiento se realiz6 de acuerdo a las metodologias descritas por Gofii et al., Diaz-
Osorio et al. y Aleixandre et al. (103-105), con algunas modificaciones. Se colocaron 500
mg de la muestra m&s 30 mL de la solucion buffer Tris 0.1 M a un pH de 6.9,
posteriormente las muestras fueron colocadas en un bafio maria a 37°C y se les agregé 52
uL de a-amilasa 50 U/mL. Se tomaron alicuotas de 1 mL al minuto 0, 15, 30, 60, 90, 120,
150 y 180 las cuales se colocaron en un bafio maria a 100°C durante 5 min para inactivar la
enzima. Las alicuotas se almacenaron en hielo hasta obtener la Gltima muestra. A todas las
alicuotas se les afiadié 3 mL del buffer acetato de sodio 0.4 M pH 4.75 y 200 50 pL de
amiloglucosidasa 330 U/mL vy se llevaron a incubar a 60 °C durante 5 min. Posteriormente
se tomaron muestras y se procedié a realizar la metodologia GOP-POD que indica el
Fabricante. Para esta metodologia se utiliz6 como muestra de referencia jarabe de glucosa.
Los calculos para la determinacion se realizaron mediante las metodologias propuestas por
Ferrer-Mairal et al. (106) y las anteriormente mencionadas; donde en primera instancia se
calcul6 el porcentaje de hidrolisis (HI) y el area bajo la curva con el programa magicplot
2.5.1 (AUC) tanto de la muestra de referencia y la muestra de jarabe de agave, por Gltimo,
se estimo el indice glucémico de acuerdo con la siguiente formula:

elG =8.198 + 0.862HI1

6.7 Analisis Estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé un nivel de significancia de p< 0.05, con ayuda del
software SPSS Statics version 25, en él se realizaron pruebas como T-student (para

comparar el valor predicho por el programa y el valor experimental) y ANOVA con prueba
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post-hoc de Tukey para el analisis de los lotes de aguamiel utilizados, el analisis de la vida
atil y la comparacion de las propiedades fisicoquimicas con otros jarabes comerciales.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

Para la realizacion de superficie de respuesta se utilizd el software Minitab version 18, el
cual nos indico las diferentes combinaciones de temperatura, vacio y tiempo, al igual que
las gréficas de contorno, superficie de respuesta diagramas de Pareto y ANOVA de cada

variable respuesta.
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VII RESULTADOS
7.1 Anaélisis de la materia prima

7.1.1 Analisis microbioldgicos

La determinacién del andlisis microbiol6gico se realizé para evaluar la eficacia del
pretratamiento del aguamiel en disminuir la carga microbiana, evitando el proceso de
fermentacion de la materia prima, esta determinacion se realiz6 solo en un lote de aguamiel
previo a la utilizacion del aguamiel para la elaboracion de la superficie de respuesta, como
se observa en la Tabla 9, la centrifugacion disminuyd el contenido inicial de
microorganismos de 4.91 a 3.32 log UFC/mL. Por otro lado, el tratamiento térmico elimino

el total de los microorganismos presentes en el aguamiel.

Tabla 9. Analisis microbiol6gico al aguamiel durante el pretratamiento

Tratamiento Meséfilos aerobios
(log UFC/ mL
Aguamiel fresca (sin tratamiento) 491 +43.11
Aguamiel centrifugado 3.32 £ 14.47
Aguamiel pasteurizado 0

Resultados promedio del triplicado y desviacion estandar.

7.1.2 Sélidos solubles totales, pH, acidez titulable y azlcares reductores

Los resultados de SST, pH, acidez titulable y azlcares reductores de 4 lotes de aguamiel
recolectada en el estado de Hidalgo se encuentran plasmados en la Tabla 10 que se muestra
a continuacion.

Tabla 10. Caracteristicas fisicoquimicas del aguamiel

Determinacion Lote
1 2 3 4
SST (°Bx) 11.00 £0.10*  11.00 + 0.50? 10.6 £0.20° 10.20 £ 0.30?
pH 5.05 + 0.05? 4,79 +£0.012 4.45 +0.05% 5.6 + 0.622
Acidez titulable (g/L) 1.80 + 0.05? 1.86 +0.172 2.67 £0.11° 2.36 +0.11°
AR (g/100 mL) 11.04 +0.01°¢  11.13 +0.03¢ 10.25+0.04>  9.48 + 0.002

Resultados promedio del triplicado y desviacion estandar. 9 Letras superindices diferentes en fila
indican diferencia estadisticamente significativa (p<0.05). SST= Solidos solubles total, AR=
Azucares reductores.

Valores similares se observan en los resultados para SST y pH, indicando la ausencia de

diferencia estadistica a entre las muestras de aguamiel de los 4 lotes, obteniendo un valor de
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10.2 a 11 °Bx para SST y para pH de 4.45 a 5.6. Con respecto a la acidez titulable se
observé diferencia significativa, teniendo mayor acidez el aguamiel del lote 3 con un valor
de 2.67 £ 0.11 g/L y de menor acidez la del lote 1 con un valor de 1.80 + 0.05 g/L, esto
indica que el lote 4 es 74 % mas acida el lote 1y 2. También, en AR, indicando el aguamiel
del lote 4 fue la que tuvo menor cantidad (p< 0.05) con un valor de 9.48 + 0.00y el lote 2 la

de mayor concentracién (11.13 = 0.03) dando una diferencia del 14.82%.

En general, se obtuvo una relacion inversa entre la acidez titulable con respecto a la
concentracion de AR, observando que a mayor concentracion de AR menor acidez y a

menor concentracion mayor acidez.

7.1.3 Compuestos y actividad antioxidante

Los compuestos antioxidantes (fenoles totales, acido ascérbico y belatainas) y la capacidad
antioxidante realizada con los ensayos DPPHe+, ABTS++ y FRAP en los 4 lotes de
aguamiel recolectada para la elaboracion de la superficie de respuesta se presentan en la
Tabla 11.

Tabla 11. Compuestos y actividades antioxidantes del aguamiel

Determinacion Lote
1 2 3 4

Contenido de fenoles totales  22.28 +0.02¢ 18.59 + 0.00° 19.30 £ 0.00° 9.38 + 0.00?
(mg EAG/100mL)

Acido ascorbico (mg 2473 +1.15° 23.72+0.01° 12.92+0.00° 7.92+0.00?
EAA/100 mL)

Betacianinas (mg/100mL) 0.10 £ 0.01° 0.32 £ 0.00? 0.11+0.08* 0.32+0.03*
Betaxantinas (mg/100 mL) 0.098 £0.00*°  0.29+0.00*8 0.098 +0.06* 0.29 +£0.02°
DPPH™ (mg ET/100 mL) 4.11 +0.03° 4.36 +0.03° 4,40 +0.04° 2.40 +0.028
ABTS™ (mg ET/100 mL) 10.17£0.04¢  7.32+0.01° 7.14+0.02° 6.67 £0.01?
FRAP (mmol Fe?*/100 mL) 0.82+0.01° 0.81+0.00® 0.82+0.01* 0.79 +0.00?

Resultados promedio del triplicado y desviacion estandar 9 Letras superindices diferentes en fila indican
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)

El lote 4 de aguamiel mostré un contenido de fenoles totales, acido ascorbico y la actividad
antioxidantemenor a los demas lotes. Con respecto al contenido de fenoles totales el
aguamiel que mas contenia fue el lote 1 con una diferencia del 57.9% mas que la del lote 4,
para acido ascorbico no se encontraron diferencia significativa en las muestras del lote 1 y
2 (24.07 £0.00 y 23.71 + 0.02 mg EEA/100 mL respectivamente) siendo aproximadamente
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67.1% maés que la del lote 4. EI contenido de betalainas no mostr6 diferencia significativa
entre los diferentes lotes de aguamiel analizados.

Con respecto a la actividad antioxidante en el ensayo DPPH", el lote de aguamiel que
mayor actividad antioxidante mostraron fueron el 2 y 3 con una cantidad de 4.36 £ 0.03 y
4.40 £ 0.04 mg ET/100 mL respectivamente, se observa una diferencia del 45.45% mas que
el lote 4. Para el ensayo ABTS™, el lote 1 mostré la mayor cantidad de actividad
antioxidante (10.17 £ 0.04 mg ET/100 mL), por ultimo, para el ensayo FRAP, los lotes1, 2
y 3 de aguamiel analizada indicaron similitud en la actividad antioxidante (0.82 + 0.01,0.81
+0.0y 0.82 + 0.01 mmol Fe?* /100 mL respectivamente)

7.2 Disefio de superficie de respuesta

7.2.1 Solidos solubles totales, compuestos y actividad antioxidante

En primera instancia, se realizdé una superficie de respuesta con los 4 lotes de aguamiel
descritos anteriormente, en cada lote existia diferencia estadistica tanto en SST como en las
diferentes determinaciones, la R? de prediccion de la superficie de respuesta, de los 4 lotes
de aguamiel, para SST fue de 28.88%, lo cual no fue deseable, lo que no permitio la
optimizacién de obtencion del jarabe con el valor minimo de SST que indica la norma
mexicana (74°Bx). También se observo que el valor inicial de SST del aguamiel afecta a la
optimizacion del proceso. Por esta razén se realiz6 una segunda superficie de respuesta
iniciando con un contenido de SST de 11 °Bx para todas las muestras de aguamiel
recolectadas. Los resultados se muestran en la Tabla 12 para cada corrida realizada, al igual

que sus diferentes R?.
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Tabla 12. Resultados de las diferentes variables respuestas de acuerdo con cada corrida realizada para la obtencidn de jarabe de agave por ERV ordenadas de manera aleatorizadas
por el programa

Orden Corrida  Temperatura Vacio Tiempo SST Fenoles Acido Betacianinas ~ Betaxantinas DPPH ABTS FRAP
aleatorio (°C) (mbar) (min) (°Brix) (mg ET/ ascorbico mg/100 g mg/100 g (mg (mg (mmol
100g) (mg EAA/ ETrolox/  ETrolox/  Fe (I)/
1009) 100 g) 100 g) 100 g)
14 1 65 75 27.5 65.0 18.03 22.63 0.11 0.10 14.74 66.47 8.15
4 2 70 90 27.5 69.0 19.46 30.18 0.12 0.11 12.19 67.97 8.38
3 3 60 90 27.5 34.0 7.48 23.23 0.12 0.09 5.64 6.96 2.11
13 4 65 75 2715 68.0 14.62 45.88 0.12 0.11 13.17 31.06 7.65
9 5 65 60 25 74.0 14.23 29.02 0.13 0.12 11.91 69.07 10.00
11 6 65 60 30 97.5 28.18 38.16 1.36 1.24 14.95 110.99 19.42
15 7 65 75 275 72.0 14.08 55.83 0.19 0.17 12.17 68.34 7.94
5 8 60 75 25 35.0 6.60 23.83 0.37 0.33 511 50.79 2.66
12 9 65 90 30 61.0 12.13 23.83 0.33 0.29 14.61 40.85 7.41
2 10 70 60 27.5 93.0 14.52 39.61 1.17 1.04 19.08 110.22 17.34
7 11 60 75 30 51.5 10.57 23.58 0.23 0.20 7.18 44.17 4,71
6 12 70 75 25 725 16.33 64.81 0.31 0.28 9.40 56.56 8.64
8 13 70 75 30 99.0 16.52 28.76 0.19 0.18 21.34 60.94 16.48
1 14 60 60 27.5 59.0 14.67 42.45 0.10 0.10 13.70 91.03 9.08
10 15 65 90 25 37.0 7.80 25.85 0.08 0.07 7.20 17.91 4.90
R? (%) 97.79 78.70 55.71 74.12 74.91 92.62 85.06 99.42
R2 ajustado (%) 93.81 40.36 0.00 27.55 29.75 79.33 58.17 98.38
R2 prediccion (%) 70.24 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 91.21
50
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Para la segunda superficie de respuesta la R? de prediccion en SST dio como resultado un
70.24% (Tabla de andlisis de varianza, Diagrama de Pareto y las Graficas de superficie de
respuesta, Anexo B-1). Al analizar los resultados del analisis de varianza para la variable
respuesta SST, se observa que los factores de control temperatura y vacio tienen un valor de
significancia (en términos lineales) menor a p<0.001 mientras que la variable control
tiempo dio una p< 0.05, estos datos nos indican que el tiempo no es un factor que dependa
de las variables temperatura y vacio expresando que no existe una interaccién significativa
entre las 3 variables. En la Figura 4 se muestra el comportamiento de SST en las diferentes

combinaciones de temperatura, vacio y tiempo.

Vacio*Temperatura Tiempo*Temperatura

°Brix

90

< 30

W 30 - 40

80 W 40 - 50
[ 50 - 60

60 - 70

70 I 70 - 80
B 80 - 90

[ ] > 90

Valores fijos
Temperatura 65
Tiempo*Vacio Vacio 75
Tiempo 275

60.0 62.5 65.0 67.5

27.5

25.0
60 70 80 920

Figura 4. Graficas de contorno para SST (°Bx)
El diagrama de Pareto mostro que la concentracion de SST se ve afectada por los 3 factores
control (Temperatura vacio y tiempo). De igual forma se observa en la Figura 4, que la
mayor concentracién de SST se encuentra los extremos de cada grafico, mostrando que
mayor temperatura, menor vacio y tiempos prolongados incrementan la concentracion de
SST.
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COMPUESTOS ANTIOXIDANTES
A. Contenido de fenoles totales

Los compuestos fendlicos del aguamiel al ser concentrada mediante ERV con las
diferentes combinaciones de temperatura vacio y tiempo, mostraron un comportamiento
estable cuando se trabajaban con la temperatura maxima (70°C), una presion de vacio bajo
(60 mbar) y tiempos largos de concentracién (30 min), este comportamiento se puede
apreciar en los extremos de las graficas de contorno (Figura 5).

Vacio*Temperatura

Tiempo*Temperatura

Fenoles
(mg
EAG/100
9
< 5
5- 10
1w - 15
W15 - 20
[ | > 20

Valores fijos
Temperatura 65
Vacio 75
Tiempo 275

30.0

275

60.0 625 650 675 700 60.0 625 650 675 70.0

Tiempo*Vacio

275

25.0
60 70 80 920

Figura 5. Gréficas de contorno para contenido de fenoles totales (mg EAG/100 g)

El diagrama de Pareto (Anexo B-2) revela que los factores control (temperatura, vacio y
tiempo) no afectan estadisticamente esta respuesta, también se analizd en el andlisis de
varianza, los valores lineales, cuadrados y de interaccion de los factores control, mostraron
un valor de p>0.05. Por otro lado, en la Figura 5, se expresa que la mayor concentracién de
estos compuestos se observa en los extremos en las combinaciones vacio-temperatura y
tiempo-temperatura, este comportamiento demuestra que al trabajar presiones de vacio
mayores no importa la temperatura se mantendrd una alta concentracion de compuestos
fenolicos, esto aunado con el tiempo, se confirma que mientras mas pasa el tiempo y

aumenta la temperatura, la concentracion de compuestos fenolicos incrementa . Esto indica
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que, a mayor temperatura, presion de vacio bajo y un tiempo prolongado incrementa la
concentracion de fenoles en la elaboracion de jarabe pulquero.

B. Contenido de acido ascérbico

El comportamiento del acido ascérbico; presente en el aguamiel, al ser concentrada
mediante ERV mostré comportamientos distintos con las diferentes combinaciones de
temperatura vacio y tiempo, como se observa en la Figura 6 la mayor concentracion de este

compuesto no se aprecia en los extremos de las graficas.

Vacio*Temperatura

Acido
Ascorbico

(mg
EAA/100g)
[ | < 20
W20 - 25
W25 - 30
30 - 35
35 - 40
250 W40 - 45
60.0 62.5 65.0 67.5 70.0 60.0 62.5 65.0 67.5 70.0 . 45 - 50
[ ] > 50

Valores fijos
Temperatura 65
Vacio 75
Tiempo 275

275

Tiempo*Vacio

60 70 80 90

Figura 6. Graficas de contorno para contenido de acido ascorbico (mg EAA/100g)

El diagrama de Pareto (Anexo B-3) expresa que los factores control (temperatura, vacio y
tiempo) no afectan estadisticamente esta respuesta, esto se puede confirmar con el analisis
de varianza debido a que arrojo valores de p>0.05 en todos los factores control (manera
lineal, cuadratica y en sus diferentes combinaciones). Ademas, se muestra en la Figura 6
que la combinacién vacio-temperatura incrementa la concentracion de acido ascérbico en
un rango de vacio de 60 a 80 mbar y temperaturas de 67.5 a 70°C. La combinacion tiempo-
temperatura indica que la mayor concentracion se da cuando los tiempos son cortos (25
min) y las temperaturas altas (70°C). Con respecto a la combinacién tiempo-vacio se puede

observar una zona Optima con valores aproximadas 70 mbar y 26 min (circulo verde)
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indicando que en esta zona se obtienen la mayor concentracion de acido ascorbico al

momento de elaborar el jarabe de agave mediante ERV.
C. Contenido de betalainas (betacianinas y betaxantinas)

Las betacianinas y betaxantinas son compuestos que no se encuentran reportados en el
aguamiel debido a esto se analizd previamente y se corrobord su presencia los diferentes
jarabes obtenidos para la elaboracion de la superficie de respuesta, en la Figura 7 se puede
notar el comportamiento de la concentracion del aguamiel mediante ERV generara jarabe

de agave.
% Vacio*Temperatura 300 Tiempo*Temperatura Betacianinas
mg/100 g
| < 0.0
80 o0 -02
02 - 04
275 04 - 06
70 o6 -108
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Temperatura 65
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25.0

Vacio*Temperatura Tiempo*Temperatura

Betaxantinas

90 30.0
mg/100 g_1
[ ] < 0.0
80 W00 -02
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Figura 7.Gréficas de contorno para contenido betacianinas mg/100 g
(A-Betacianinas, B-Betaxantinas)

Los diagramas de Pareto para estas dos respuestas se observan en el Anexo B-4 y B-5
ensefian que la temperatura, vacio y tiempo no afectan estadisticamente estas respuestas, y
muestran un comportamiento similar al momento de la concentracion del aguamiel por
ERV para elaborar un jarabe. Semuestra en la Figura 7 que el contenido de estos
compuestos aumenta cuando la temperatura es alta, presion de vacio baja y el tiempo es

prolongando.
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
A. Ensayo DPPH

El comportamiento de la actividad antioxidantes, mediante el ensayo DPPH"*, del aguamiel
concentrada para obtener un jarabe mediante ERV se muestra en la Figura 8 de acuerdo con

las diferentes combinaciones de temperatura, vacio y tiempo.

Vacio*Temperatura o Tiempo*Temperatura " DPPH |
(mg

ETrolox/
100 g)

< 6

6 - 9
mo-1n
|2 -1
|-
[ ] > 18

Valores fijos
Temperatura 65
Vacio 75
Tiempo 275

60.0 625 650 675 700 600 625 650 675 70.0

Tiempo*Vacio

275

25.0
60 80 20

70
Figura 8. Graficas de contorno para el ensayo DPPH""( mg ET/100g)

El diagrama de Pareto (Anexo B-6) muestra que la temperatura fue el factor con mayor
relevancia para esta respuesta indicando que afecta estadisticamente, seguido del tiempo y

en menor proporcion el vacio, esto se corrobora con el valor de p en el andlisis de varianza
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(temperatura p<0.005, tiempo p<0.01 y vacio p<0.05 esto en términos lineales). En la
Figura 8, se observa que la concentracion de la actividad antioxidante DPPH** aumenta

cuando la temperatura es mayor, la presion de vacio es baja y el tiempo es prolongado.
B. Ensayo ABTS™*

Por otro lado, actividad antioxidante mediante el ensayo ABTS™* del aguamiel concentrada
para obtener un jarabe mediante ERV mostro diferentes comportamientos enas diferentes

combinaciones de temperatura, vacio y tiempo, esto se observa en la Figura 9.

Vacio*Temperatura

Tiempo*Temperatura

ABTS (mg
ETrolox/
100 mg)

< 20

20 - 40
I 40 - 60
W60 - 80
Il 80 - 100
[ | > 100

Valores fijos
Temperatura 65
Tiempo*Vacio Vacio 75
Tiempo 275

60.0 62.5 65.0 67.5 70.0 60.0 62.5 65.0 67.5 70.0

25.0

60 70 80 90

Figura 9. Graficas de contorno para el ensayo ABTS"* (mg ET/100g)

El diagrama de Pareto y en el anélisis de varianza (Anexo B-7) para esta variable respuesta,
mostrd que el Unico factor control que afectd estadisticamente fue el vacio, con un valor de
p< 0.01 mientras que la temperatura y tiempo dieron valores de p<0.5. En la Figura 9 se
observa que en la combinacién vacio-temperatura, la mayor concentracion de actividad
antioxidante esta presente cuando la presion de vacio es menor a 70 mbar no importando la
temperatura. Con respecto la combinacion tiempo-temperatura, se muestra que
temperaturas superiores a 65°C y tiempos mayores a 27.5 min existe una mayor

concentracion de esta actividad antioxidante. Por Gltimo, en la combinacion tiempo-vacio
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indicé que a mayor tiempo (30 min) y una presion de vacio menor (60 mbar) existio una

mayor concentracion de esta actividad antioxidante.
C. Ensayo FRAP

El comportamiento de la actividad antioxidantes mediante el ensayo FRAP, en la
concentracion de del aguamiel para obtener un jarabe mediante evaporacién al vacio, se

observa en la Figura 10 con las diferentes combinaciones de temperatura, vacio y tiempo.

Vacio*Temperatura 300 Tiempo*Temperatura

FRAP (
mmol
Fe(ll)/
100 g)

[ | < 3
|

90

80

275 _ 6
- 9
- 12
W2 -1
60 25.0 |5 - 18

60.0 62.5 65.0 67.5 70.0 60.0 62.5 65.0 67.5 70.0 . > 18

70

o o w

Tiempo*Vacio Valores fijos

Temperatura 65
Vacio 75
Tiempo 275

30.0

27.5

60 70

Figura 10. Gréficas de contorno para el ensayo FRAP (mmol Fe (11)/100 g)

Para esta variable respuesta el diagrama de Pareto muestra que los factores control y sus
combinaciones afectan significativamente este resultado, esto se confirma con el valor de p
de cada factor control que arroja el analisis de varianza indicando que temperatura, vacio y
tiempo muestran un valor de p<0.0001 (Anexo B-8), mostrando en primer lugar al vacio,
seguido de la temperatura y por Gltimo el tiempo, en cuanto a las combinaciones de estos
factores afectaron significativamente vacio-vacio, vacio-tiempo y temperatura-tiempo
(p<0.01). En la Figura 10, se muestra que, a una temperatura alta, presion de vacio bajo y
tiempo prolongado incrementa la concentracion de esta actividad antioxidante en la

elaboracion de jarabe de agave pulquero mediante ERV.
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7.2.2 Optimizacion en la obtencién de jarabe de agave por evaporacion al vacio

La variable respuesta de mayor interés para el estudio fue la concentracion de SST, con
ayuda del programa Minitab se fijo a un valor a 75°Bx y maximizando las concentraciones
en las demas variables respuesta (valores de y en la figura 11). El programa indic6 una serie
de combinaciones entre temperatura, vacio y tiempo, eligiendo la mejor combinacion en el
que se obtuvo los valores predichos maximos en las variables respuestas de compuestos y
actividad antioxidante, siendo este de: Temperatura 68°C, Vacio 65 mbar y Tiempo 25 min
(Figura 11).

MNuevo Temperat Vacio Tiempo
Alto 70.0 90.0 30,0
D:0.4262
o Act [68.0] [65.0] [25.0]
Predecir Bajo 60.0 60.0 25.0

*Brix
Obj: 75.0
y = 754362
d=098182

)
I\
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Maximo
y = 13.3947
d=0.31478
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Acido As
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I
I
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d = 0.40005

\

i
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y = 66.8613
d=057582

\

G

FRAP (p
Mazximo
y =9.8754
d = 0.44859

N\

|

Figura 11. Resultado de la optimizacion del jarabe de agave pulquero con las variables
respuesta con la condicion optima y maximizando su concentracion en el programa
MiniTab
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7.2.3 Reproducibilidad del estudio

Esta combinacién de temperatura, vacio y tiempo se ejecutd con el fin de mantener y
preservar la mayor cantidad de compuestos y actividad antioxidante, el cual se realizé por
triplicado, de igual forma se determinaron las variables respuesta y se compararon con los
valores predichos. En la Tabla 13 se reportan los valores predichos por el modelo de
superficie de respuesta, asi como los resultados obtenidos experimentalmente con la

condicién 6ptima.

Tabla 13. Comparacion de los valores predichos por la superficie de respuesta y los
obtenidos experimentalmente

Determinacion Valor predicho Valor Experimental

Sélidos solubles totales (°Bx) 75 75.2 £0.90

Fenoles totales mg EAG/ 100g 13.39 14.77 £ 0.10*
Acido ascorbico mg/100g 46.51 30.93 £ 0.004*
Betacianinas mg/100 g 0.35 0.10 £ 0.002*
Betaxantinas mg/100 g 0.39 0.10 £ 0.003*
DPPH™ mg ET/100g 11.60 13.34 £ 0.05*
ABTS™ mg ET/100g 66.86 28.54 + 0.03*
FRAP mmol Fe (11)/100 g 9.87 6.16 £ 0.017*

Resultados promedio del triplicado y desviacién estandar. (*) indica diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05)

Se observa en la Tabla 13 que el unico valor que es estadisticamente igual, y el cual se
puede repetir experimentalmente, es el contenido de SST. Para la variable respuesta de
Fenoles totales y actividad antioxidante DPPH™" los datos obtenidos de la muestra
experimental fueron mayor, mientras que para el resto de las variables respuesta los valores

experimentales disminuyeron.

7.3 Evaluacion vida util

Al observar cambios fisicoquimicos en el jarabe de agave obtenido por ERV, se decidid
analizar su comportamiento durante 90 dias, en dos condiciones de almacenamiento (luz y

oscuridad a temperatura ambiente).

A. Cambios fisicoquimicos
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En la Figura 12 se nota el comportamiento de las determinaciones fisicoquimicas (SST, pH
y acidez titulable). Para SST el comportamiento fue lineal, con un valor minimo de 73.5y
un maximo de 77.5 teniendo una media 76 °Bx. En el pardmetro pH se presentd una
disminucién en los primeros 60 dias, teniendo el comportamiento mas rapido el jarabe
almacenado en oscuridad, por otro lado, a los 90 dias, en ambas condiciones de

almacenamiento hubo un incremento de pH.

Para el caso de acidez titulable hubo un incremento en ambas condiciones siendo mas lineal
la muestra almacenada en luz, en el caso de la muestra almacenada en oscuridad
esteincremento de acidez se detuvo a los 60 dias, ya que al dia 90 se mantuvo constate este

valor.

79 5.65
=78 (A) T (B)
M iD
ey L\a faa 360 =8 5
% 76 IAG L Aa T
e i J 5.55 1 N
g " -4 .
274 J -=-Luz 5.50 b:* - 7 “=Luz
é 73 Oscuridad § Jb* Oscuridad
én 5.45 T
= a®l
= |
w’ 5.40
70 0 30 60 90
0 i 3?1 i 69 ; 20 Dias de alamacenamiento
ias de almacenamiento
120.00 D*
5 : ©)
Q
£ 100.00
S €t o
o &
% 80.00 ]
< 60.00 b <
=l 1 -Luz
)
4 40.00 Is Oscuridad
o
= 20.00
& Aa
0.00
0 30 60 90

Dias de alamacenamiento

Figura 12. Gréficas del comportamiento de determinaciones fisicoquimicas del jarabe de agave
obtenido por ERV durante 90 dias de almacenamiento a temperatura ambiente y en dos condiciones
(luz y oscuridad). (A)SST (°Bx), (B) pH y (C) Acidez titulable. AP Letras diferentes indican
diferencia estadistica entre dias de almacenamiento en luz. *¢ Letras diferentes indican diferencia
estadistica entre dias de almacenamiento en oscuridad. * indica diferencia estadistica entre grupo
(luz u oscuridad)

B. Indicadores de calidad
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Se utilizaron 2 indicadores de calidad uno fue la concentracion de Hidroximetilfurfural
(HMF) y el otro el indice de oscurecimiento (Figura 13). Para el contenido de HMF, existié
un aumento a partir del dia 30 en la condicion almacenada a la luz y su concentracion fue
igual en los dias 60 y 90, mientras que la muestra almacenada en oscuridad mostré un
comportamiento constante en la concentracion durante los primeros 60 dias vy

posteriormente hubo un aumento al dia 90 de almacenamiento.

Con respecto al parametro de indice de oscurecimiento, incremento exponencial en ambas
condiciones de almacenamiento durante los primeros 30 dias teniendo un oscurecimiento
mayor la muestra almacenada en luz, pero no teniendo diferencia estadistica con la muestra

almacenada en oscuridad.

14.50

14.00 bi (A) 0'0§ (B)
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Dias de almacenamiemto Dias de almacenamiento

Oscuridad

Aa

Figura 13. Graficas del comportamiento de indicadores de calidad para el jarabe de agave obtenido
por roto evaporacion al vacio durante 90 dias de almacenamiento a temperatura ambiente y en dos
condiciones (luz y oscuridad). (A) Hidroximetilfurfural y (B) indice de oscurecimiento. A Letras
diferentes indican diferencia estadistica entre dias de almacenamiento en luz. ¢ Letras diferentes
indican diferencia estadistica entre dias de almacenamiento en oscuridad. * indica diferencia
estadistica entre grupo (luz u oscuridad).

C. Color

En la determinacion de color se analizaron los valores de L*, a* y b* (Figura 14). El valor
de L* esta relacionado con el indice de oscurecimiento (que se mencioné anteriormente).

Hubo una disminucién en los valores de este parametro para ambas muestras de jarabe de
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agave almacenadas en diferentes condiciones, con un comportamiento similar en al jarabe

almacenado en luz.

Para la coordenada b*, incremento su valor a partir del dia 30 y una disminucion en el dia
90, siendo mas bajo el valor en el jarabe almacenado en luz. Para el caso de la coordenada
a* se notd un aumento constante hasta el dia 60, ya que al dia 90 hubo una disminucion en

ambas condiciones de almacenamiento.

La diferencia de color durante el almacenamiento revela que durante los diferentes dias
existe un cambio mayor al dia 60, estos cambios se observan mas en el jarabe almacenado
en oscuridad, mientras que el almacenada en luz su mayor cambio fue al dia 90. Las
diferencias de color (AE) muestran valores altos indicando que estos cambios son

perceptibles al ojo humano.
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Figura 14. Gréficas del comportamiento en la coloracion jarabe de agave obtenido por roto
evaporacion al vacio durante 90 dias de almacenamiento a temperatura ambiente y en dos
condiciones (luz y oscuridad). (A) Coordenada L, (B) Coordenada a*, (C) Coordenada b* y (D)
deltas de diferencia de color. P Letras diferentes indican diferencia estadistica entre dias de
almacenamiento en luz. *9 Letras diferentes indican diferencia estadistica entre dias de
almacenamiento en oscuridad. * indica diferencia estadistica entre grupo (luz u oscuridad).
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D. Compuestos antioxidantes

Los compuestos antioxidantes analizados fueron el contenido de fenoles totales, el &cido
ascorbico y las betalainas (Figura 15), en el caso del contenido de fenoles totales
incrementd en ambas muestras de jarabes almacenados (luz y oscuridad), pero con un
comportamiento diferente para cada condicion de almacenamiento. Para el acido ascorbico
hubo un aumento, siendo mayor la concentracion en el jarabe de agave almacenado en

oscuridad que la de luz, pero el jarabe almacenado en luz comienza un decrecimiento al dia
90.

Para el contenido de betacianinas ambas condiciones tuvieron el mismo comportamiento
durante los 90 dias de almacenamiento teniendo un incremento al dia 60 y posteriormente
reduciendo su concentracion al dia 90. En el caso de la betaxantina de igual forma no hubo
diferencia en ambas condiciones de almacenamiento, pero si en el tiempo, ya que después
del dia 30 se notd una disminucion de su concentracion.
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Figura 15. Gréficas del comportamiento en la concentracion de compuestos antioxidantes del
jarabe de agave obtenido por roto evaporacién al vacio durante 90 dias de almacenamiento a
temperatura ambiente y en dos condiciones (luz y oscuridad). (A) Contenido de fenoles totales, (B)
acido ascoérbico y (C) contenido de betalainas. Letras diferentes mayusculas #° indican diferencia
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estadistica entre dias de almacenamiento en luz, #9 Letras diferentes indican diferencia estadistica
entre dias de almacenamiento en oscuridad. Nota para betalainas: AP letras diferentes indican
diferencia estadistica entre contenido de betacianinas almacenado en luz, letras diferentes
mindsculas #¢ indican diferencia estadistica entre contenido de betacianinas almacenado en
oscuridad; B letras diferentes indican diferencia estadistica entre contenido de betaxantinas
almacenado en luz; ¢ letras diferentes indican diferencia estadistica entre contenido de betaxantinas
almacenado en oscuridad * indica diferencia estadistica entre grupo (luz u oscuridad).

E. Actividad antioxidante

En el caso de la actividad antioxidante se evaluaron los ensayos DPPH"", ABTS™ y FRAP
revelando los diferentes comportamientos en la Figura 16. ElI ensayo DPPH*" mostrd un
incremento en la actividad antioxidante a partir del dia 30 en ambas condiciones de
almacenamiento (luz y oscuridad), posteriormente el jarabe almacenado en luz se mantuvo
constante en los dias 60 y 90, caso contrario en la muestra almacenada en oscuridad donde

siempre revel6 un incremento gradual.

En el ensayo ABTS™ los jarabes de agave indicaron un comportamiento similar en ambas
condiciones con un incremento en los primeros 60 dias y posteriormente un deceso en la
concentracion al dia 90, en el ensayo FRAP después del dia 0, las muestras mostraron un

deceso exponencial en sus concentraciones en ambas condiciones de almacenamiento.
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Figura 16. Gréficas del comportamiento en la actividad antioxidante del jarabe de agave obtenido
por roto evaporacion al vacio durante 90 dias de almacenamiento a temperatura ambiente y en dos
condiciones (luz y oscuridad). (A) ensayo DPPH, (B) ensayo ABTS™" y (C) ensayo FRAP. AP
Letras diferentes indican diferencia estadistica entre dias de almacenamiento en luz, #9 Letras
diferentes indican diferencia estadistica entre dias de almacenamiento en oscuridad. * indica
diferencia estadistica entre grupo (luz u oscuridad).

7.4 Analisis de jarabes o mieles de agave
7.4.1 Composicion fisicoquimica

Una vez obtenida la muestra éptima del jarabe de agave por ERVal vacio, se realiz6 una
comparacion en cuanto a su composicién fisicoquimica con jarabes de agave comerciales,
los resultados de las diferentes determinaciones se reportan en la Figura 17. Los resultados

de las diferentes determinaciones se observan la Tabla 14.
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Figura 17. Muestras comerciales de jarabes o mieles de agave. De izquierda a derecha, los dos
primeros son de agaves pulqueros y los dos dltimos de agave tequilero
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Tabla 14. Composicion fisicoquimica de jarabes de agaves

Agave pulquero Agave Tequilero Azul

Determinacion JAERvV* Maye® Hacienda Abeja Enature®
Amoltepec Reyna®

Sélidos solubles totales 75.20 + 0.90P 72.16 £0.28? 73.20 £ 0.26? 75.25 + 0.25P 76.41 +0.14°
(°Bx)
Acidez mg AL/L 88.31+4.02¢  159.16 + 5.90° 56.13 + 4.84°¢ 25.89 + 0.50P 15.41 £ 0.292
pH 4,57 £0.02° 4.66 + 0.00° 5.15+0.02¢ 3.93 £ 0.00? 4.59 +0.29°
Humedad (%0) 25.50 £ 0.93¢ 28.20 + 0.28¢ 26.02 £ 0.51° 19.94 + 0.022 22.00 +0.10°
Cenizas (%) 1.12 +0.20° 2.01 £ 0.50¢ 0.16 £ 0.622 ND ND
Proteina (%) 2.31+0.028° 2.55 £ 0.03¢ 1.21 +0.042 ND ND
Carbohidratos totales 74.57 + 2.822 75.91 + 2,762 88.22 + 6.01° 82.61 + 2.70%® 91.66 + 3.36°
9/100g
AzUcares Reductores 51.55+0.005%  81.10 + 0.005° 92.91 +0.10¢ 93.03 £ 0.02¢ 92.48 £+ 0.34°¢
9/100g
Sacarosa g/100g 49.52 +0.01¢ 30.13 + 0.02¢ 22.61 £0.01¢ 4.32 +£0.02° 0.69 £ 0.012
Azlcares Totales g/100g  62.67 + 0.01°¢ 44.91 + 0.022 58.11 + 0.02° 68.96 + 0.03¢ 69.31 + 0.01¢

Resultados promedio del triplicado y desviacion estandar. 9 Letras superindices diferentes en fila indican diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05). JAERv *=Jarabe de Agave pulquero obtenido por ERV muestra 6ptima*. ND = No

Detectable

Carolina Cortn. Jamora
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Para SST las muestras de jarabes o mieles de agave que presentaron menor cantidad fueron
de las marcas Maye y Hacienda de Amoltepec (72.16 y 73.20, respectivamente) mientras
que el JAERv* mostré similitud (p<0.05) con los jarabes de agave azul con un tenido de
75.20 a 76.41 °Bx.

En la determinacién de acidez titulable las concentraciones mas altas correspondieron a las
muestras elaboradas a partir de agave pulquero (JAERv* Maye y Hacienda de Amoltepec)
comparadas con las de agave azul. Un comportamiento similar revel6 las muestras con
respecto a la determinacion de pH se demostré que el jarabe con un pH mas bajo lo
presentd el jarabe de agave azul y el mas alto la muestra de Hacienda de Amoltepec (3.93 'y
5.15 respectivamente).

La determinacion de humedad expresada en porcentaje indicO que los jarabes de agave
elaborados a partir de agave azul contienen un porcentaje menor de humedad, en cambio
los de agave pulquero exhibieron un porcentaje mayor destacando la marca Maye con un
28.20 %.

El contenido de cenizas y proteinas no se encontraron presentes en las mieles o jarabes
obtenidos a partir del agave azul pero si en el agave pulquero. La miel de la marca Maye
fue la que mayor porcentaje en cenizas y proteina contenia con un 2.01% y 2.55%

respectivamente.

Observando los resultados de la Tabla 14 con respecto a la determinacién de carbohidratos
totales, existio una diferencia estadistica (p<0.05) entre los jarabes de agave pulquero y los
jarabes de agave tequilero especie azul, ya que los jarabes JAERvV* y Maye obtuvieron

menor concentracion al resto.

Los resultados obtenidos para los AR de los diferentes agaves de agave analizados
revelaron que los jarabes de agave elaborados a partir de agave azul son las que mayor
concentracion presentan, al igual que, la muestra de la Hacienda de Amoltepec. Por otro
lado, se observa que la muestra obtenida experimentalmente (JAERvV* ) es la que menor
cantidad presentd (51.55 g/100g).

68



Reonlltadon

Caso contrario para el resultado en sacarosa, ya que el JAERv*es la que mayor cantidad de
este compuesto presenta (49.52 g/100g) comparandolo con las de miel o jarabe de agave
azul (4.32 — 0.69 g/100 g). Las muestras de jarabe que mayor cantidad de azUcares totales
contenian, fueron de la especie de agave azul, con 68.96 g/100g para la marca jarabe de

agave azul y 69.31 g/100g para el jarabe de agave organico.
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7.4.2 Indicadores de calidad

Los parametros que se eligieron indicadores de calidad fueron la concentracion de HMF y
el indice de oscurecimiento, mostrando los resultados de los diferentes jarabes analizados

en laTabla 15.

Tabla 15. Indicadores de calidad en jarabes de agaves

Agave pulquero Agave Tequilero Azul
Determinacion JAERv  Maye®  Hacienda Abeja Enature®
* Amoltepec Reyna®
HMF (mg/100 10.82 + 17.44 + 13.05 + 0.13° 33.54+0.11° 238+0.122
9) 0.07° 0.20¢
indice de 0.008 + 0.95 + 0.44 +0.05¢ 0.42+0.01° 0.23+0.02°
0.002 0.06¢

oscurecimiento
(420 nm)
Resultados promedio del triplicado y desviacion estandar. ¢ Letras superindices diferentes en fila
indican diferencia estadisticamente significativa (p<0.05). JAERv *=Jarabe de Agave pulquero
obtenido por ERV al vacio muestra 6ptima*

De acuerdo al andlisis el jarabe de agave azul de la marca Abeja Reyna, obtuvo mas
concentracion de HMF (33.53mg/100g) y el de menor concentracién fue la de la marca

Enature, con un contenido de 2.38 mg/100 g.

Con respecto al indice de oscurecimiento los jarabes de las marcas Maye, Hacienda de
Amoltepec y Abeja Reyna mostraron los valores mas altos (0.95, 0.44 y 0.42

respectivamente), el JAERv* alcanzé el valor més bajo (0.008).
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La determinacion de color se realizé a los diferentes jarabes de agave, las coordenadas y los

valores de C* y h° se observan en la Tabla 16.

Tabla 16. Determinacion de color en jarabes de agaves

Agave pulquero

Agave Tequilero Azul

Coordenadas JAERv Maye® Hacienda Abeja Enature®
* Amoltepec Reyna®

L* 51.90 + 39.88 + 41.94 +£0.91° 42.86 +0.10° 4131+
0.20 0.36 2.49

a* 341+ -3.91 + -3.61 + 2.76° -046+0.13*  -152+0.63°
0.36 1.252

b* 1223 + 5.99 + 2.98 +0.57° 3.63+0.21%°  3.41+0.24
0.08° 5.87%

C* 12.77 + 5.41 + 3.66+0.18? 3.78 £ 0.35 17.70
0.32¢ 0.90° 6.63¢

he 1049+ 14977+ 97.18 + 1.42° 111.36 +9.92° 94.14 +
0.89% 7.95° 1.46

AE - 144.28 81.24 108.45 16.18

Resultados promedio del triplicado y desviacion estandar. *9 Letras superindices diferentes en fila indican
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05). JAERv*=Jarabe de Agave pulquero obtenido por ERV muestra

Optima*

La coordenada L* indica la luminosidad, se observa que elJAERv * fue el que obtuvo el

valor mas alto (51.90), y el jarabe con el valor mas bajo fue de la marca Maye (39.88),

pero estadisticamente no se observé diferencia entre cada muestra de los diferentes jarabes.

la coordenada a* present6 un comportamiento similar

Para la coordenada b* el JAERv* fue el Unico con diferencia estadisticamente (p<0.05)

comparado con los jarbes de Hacienda de Amoltepec, Abeja Reyna y Enature, pero si

reveld similitud con el jarabe de la marca Maye. Los valores de C* de los diferentes jarabes

analizados, mostraron diferencia estadisticamente significativa, indicando que el jarabe con

el valor mas alto es de la marca Enature y los valores méas bajos fueron para los jarabes de

las marcas Hacienda de Amoltepec y Abeja Reyna.

Carolina Coré Jamora
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Los valores que arrojaron las diferentes muestras de los jarabes para h°, indicaron que el
JAERV* tiene similitud con el jarabe de Hacienda de Amoltepec, Abeja Reyna y Enature.
De igual forma se observo en la Tabla 16, que el jarabe de agave que mostrO menos
diferencia de color (AE) con la muestra JAERv* fue de la marca Enature ® con una
diferencia de 16.18

7.4.4 Compuestos y actividad antioxidante

La determinacién de algunos compuestos antioxidante, al igual que, su capacidad de las
diferentes muestras de jarabes de agave se puede observar en la Tabla 17.
Tabla 17. Compuestos y actividad antioxidante de jarabes de agaves

Agave pulquero Agave Tequilero Azul

Determinacion JAERvV * Maye® Hacienda Abeja Enature®
Amoltepec Reyna®

Fenoles totales 14,78 £ 25.31 £ 0.07¢ 12.82 £ 0.02¢ 6.67 + 0.02° 1.87 £0.012
(mg EAG/ 100g) 0.10¢

Acido ascorbico 30.89 + 27.86 £0.01°¢ 59.70 £ 0.00¢ 16.65 + 0.00° 7.39 £0.018
(mg/100 g) 0.001¢

Betacianinas 0.10 + 0.00° 0.82 £0.01¢ 0.26 + 0.00¢ 0.18 £ 0.00° 0.03 £ 0.0082
(mg/100 g)

Betaxantinas 0.10 + 0.00° 1.28 +0.02° 0.39 + 0.00¢ 0.22 £ 0.00° 0.03 £ 0.008
(mg/100 g)

DPPH™ (mg 13.34 + 13.56 + 0.04° 10.56 + 0.03¢ 6.66 + 0.07° 2.60 £ 0.062
ET/100 g) 0.06¢

ABTS™ (mg 28.54 + 14.66 +0.01°¢  21.97 +0.06¢ 7.60 + 0.001° 1.35 + 0.012
ET/100 g) 0.04¢

FRAP (mmol Fe 6.17 £0.02° 14.20 £0.02¢ 8.20 + 0.02¢ 4.44 +0.02b 1.36 £ 0.012
(11)/100 g)

Resultados promedio del triplicado y desviacién estandar. ¢ Letras superindices diferentes en fila indican
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05). JAERv*=Jarabe de Agave pulquero obtenido por ERV muestra
Optima*
Para el contenido de fenoles totales existio diferencia significativa entre los diferentes
jarabes de agave, observando que las muestras de jarabe con menor cantidad son las de
agave tequilero azul (Enature= 1.87 y Abeja Reyna =6.67 mg EAG/100g) y la que presento
mayor concentracion de fenoles totales fue el jarabe de agave de la marca Maye (25.31mg

EAG/100g).

En la determinacion de acido ascorbico se presentd una diferencia estadistica, debido a que
los jarabes de agave con mayores concentraciones fueron los pertenecientes al agave
pulquero (Hacienda de Amoltepec=59.70, JAERv*=30.89 y Maye=27.86 mg/100g) y los
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de agave tequilero azul tenian una menor concentracion (Enature=7.39 y Abeja
Reyna=16.65 mg/100g).

El contenido de betacianinas los jarabes de agave con una concentracion menor fueron de la
marca Enature (0.03 = 0.00 mg/100g) y la obtenida experimentalmente (0.10 mg/100g), por
otro lado, las muestras de jarabes con mayor concentracion fueron de la marca Maye (0.82
mg/100g) y Hacienda de Amoltpec (0.26 mg/100g).

De igual forma para el contenido de betaxantinas, los jarabes de agave de la marca Enature
(0.03 mg/100g) y la obtenida experimentalmente (0.10 mg/100g) mostraron menor
concentracion, mientras que el jarabe que mayor concentracion tuvo fue de la marca Maye
(1.28 mg/100g).

En la determinacion de la actividad antioxidante por el ensayo DPPH™* los diferentes
jarabes de agave mostraron diferencia estadistica, siendo el jarabe obtenido
experimentalmente (JAERV*) y el de la marca Maye los que mayor concentracién (13.34 y
13.56 mg ET/ 100g respectivamente).

En el ensayo ABTS™" los jarabes con mayor concentracion en esta actividad antioxidante
fue la obtenida experimentalmente (JAERv*) con un valor de 28.54 mg/100 g. Por otro
lado, en el ensayo FRAP indic6é que la muestra con mayor concentracién fue de la marca
Maye con un valor de 14.20 mmol Fe (11)/100g. Un aspecto importante a resaltan en la
Tabla 17, fue que los jarabes que proceden de agave tequilero azul, presentaron menor

concentracion en los diferentes ensayos, tantos compuestos como actividad antioxidante.
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7.4.5 Viscosidad

La viscosidad se determind en las diferentes muestras de jarabe de agave, los resultados se
muestran en la Tabla 18.

Tabla 18. Viscosidad de jarabes y mieles de agaves

Agave pulquero Agave Tequilero Azul
Determinacion JAER Maye® Hacienda Abeja Enature®
* Amoltepec Reyna®
Viscosidad (cP) 3226.6 1866.66 + 1180.00 % 2026.66  1073.33
6 = 20.81°¢ 300 +5.77¢ 5.772

45.09¢
Resultados promedio del triplicado y desviacion estandar. *¢ Letras superindices diferentes en fila

indican diferencia estadisticamente significativa (p<0.05). JAERv*=Jarabe de Agave pulquero
obtenido por ERV muestra dptima*

Se observa que la muestra con mayor viscosidad significativamente fue la obtenida
experimentalmente (JAERv*) con un valor de 3226.66 cP, por otro lado, el jarabe que
presentd menor viscosidad fue el jarabe orgénico de la marca Enature con un valor de
1073.33 cP.

7.5 indice glucémico in vitro

La determinacion de la estimacion del 1G (elG) se realizd en la muestra obtenido

experimentalmente y los jarabes de agave comerciales (Tabla 19).

Tabla 19. Estimacion del indice glucémico in vitro de jarabes y mieles de agaves

Agave pulquero Agave Tequilero
Azul
Determinacion JAERv* Maye® Hacienda Abeja  Enature®
Amoltepec Reyna®
ABC 39217.39 37744.35 60637.71 54279.66 42155.27
IH 33.01 31.77 51.04 45.69 35.48
elG 36.65 35.58 52.19 47.58 38.78

ABC= Area Bajo la curva de hidrolisis después de 180 min; IH= indice de hidrolisis; elG=
Estimacion de indice glucémico; ABC muestra de referencia Jarabe de glucosa: 118793.30; elG
fue calculado con forme la metodologia de Grandfeldt et al.(107). JAERv*=Jarabe de Agave
pulquero obtenido por ERV muestra 6ptima*
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Observando los resultados de la elG, todas las muestras analizadas se pueden catalogar
como producto con un IG bajo, lo cual se debe a su composicion y a la materia prima de la

cual estan elaborados.
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VI11. DISCUSION

8.1 Optimizacion de jarabe de agave por evaporacion al vacio

Para la optimizacion del proceso de obtencion del jarabe de agave pulquero mediante la
evaporacion rotario al vacié se utilizd un disefio de superficie de respuesta de tipo Box-
Bechken, el cual; permite estimar el comportamiento de variables respuesta en procesos
experimentales y asi poder optimizar el proceso; esto se realizé con el fin de preservar los
compuestos bioactivos del aguamiel, y generar una alternativa en la elaboracion de jarabe

de agave pulquero y ofreciendo una opcion mas como edulcorante natural.

8.1.1 Caracteristicas fisicoquimicas del aguamiel

En una primera etapa de este estudid se caracterizd la materia prima con el fin de
determinar su calidad. El aguamiel es la savia extraida del agave pulguero, la norma
mexicana NMX-V-022-1972 “aguamiel” lo clasifica como Tipo | y 1l (22). Los resultados
de las determinaciones en los diferentes lotes de aguamiel, que se ocuparon en la
elaboracion de la primer superficie de respuesta (la cual no fue reproducible), mostraron
valores en SST de 11 - 10.2 °Bx, pH de 4.45 - 5.6 y acidez titulable de 1.80 - 2.67 g/100
mL (Tabla 8), clasificando la muestra de aguamiel para este estudio como del tipo 11 debido
a que la norma (dicha anteriormente ) establece que las caracteristicas del aguamiel debe
cumplir con un valor no menor a 7 para SST (g/100 mL), pH no menor a 4.5y el contenido

de acidez no mayor de 4 g/100 mL.

El pH del aguamiel tiende a ser de baja acidez (de acuerdo a la norma antes mencionada)
(22), lo cual se ve demostrado en el pH de los diferentes lotes de aguamiel analizado,
siendo similar con los valores del aguamiel del A. americana con valores de 4.85 a 5.75
(108) y con lo reportado por Rodriguez et al (109). quienes analizaron el bagazo del agave
tequilero indicando un pH de 4.8. Considerando que el pH esta relacionado con la acidez
del aguamiel, esta no puede ser tan alta, por que indicaria el inicio de un proceso de
fermentacion, el cual genera diversos acidos organico, principalmente lactico, convirtiendo

el aguamiel en pulque, que no era deseado para esta investigacion (8).

En el aguamiel del Agave salmiana existe la presencia de carbohidratos, destacando la
fructosa, seguido de glucosa y en pequefias cantidades sacarosa (110). En este estudio el

aguamiel analizado para la realizacion de la superficie de respuesta nimero 1, indicé un
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contenido en AR de 9 a 11 ¢g/100 mL sugiriendo que la mayor concentracion de solidos
solubles totales son AR, destacando la fructosa. Con respecto al contenido permitido de
AR, la NMX-V-022-1972 “aguamiel” (22), indica que debe ser mayor a 6 g/100 mL,
corroborado que el aguamiel utilizado en este trabajo se encuentra en la clasificacion de

tipo I1.

Tanto la cantidad de SST asi como AR, se pueden ver afectados por las condiciones
climéaticas donde se encuentra la planta, generando una fluctuacion en su concentracion
(13,111), como se observé en la Tabla 10. Enriquez-Salazar et al, reportaron que la
composicién de SST aumenta en invierno y primavera, de igual forma que la glucosa,
mientras que la fructosa es constante en todas las épocas del afio, pero la sacarosa aumenta
en primavera y verano, debido al metabolismos del acido crasulaceo de los agaves (13).
Esto confirma que los AR presentes en el aguamiel contiene en su mayoria fructosa, y en

menor proporcién glucosa, porque la recolecta del aguamiel se llevé a cabo en otofio.

El aguamiel no solo contiene azlcares simples, también se ha reportado la presencia de
fructanos o fructooligosacaridos (FOS), los cuales presentan capacidad antioxidante (112).
Picazo et al, evaluaron el efecto de hidroélisis de fructanos para incrementar los FOS vy la
actividad antioxidante en el aguamiel, mediante un complejo enzimatico producido a partir
de Aspergillus oryzae, posterior al tratamiento enzimatico, observaron un alto incremento
en los ensayos de DPPH"" (de 34.81 a 116.46 mg/ET) y FRAP (42.65 a 298.86 mg/ ET),
ellos menciona que el incremento de la actividad antioxidante se debe a la relacion de la
degradacion enzimatica parcial para la produccion de FOS u otros compuestos de fructosa
que inducen la formacion de compuestos heterociclicos (113), también se observa que los
valores de actividad antioxidante en estas dos determinaciones para el aguamiel, son

superiores a los obtenidos en este estudio (Tabla 9).

Ademas, la actividad antioxidante también se ve acrecentado por compuestos bioactivos
que la favorecen . Como bien se sabe, los compuestos fenolicos tienen| un papel importante
en la mantencién de la salud humana, debido a que ejercen efectos favorables sobre los
radicales libres, la inflamacion, la microbiota intestinal, incluso la carcinogénesis, estos
compuestos son considerados metabolitos secundarios de las plantas, los cuales

desempefian papeles fisioldgicos cruciales en ellas, por ejemplo en el proceso de desarrollo
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con la division celular, la regulacién hormonal, la actividad fotosintética, mineralizacion de
nutrientes y reproduccion (114,115). ElI aguamiel utilizada para la elaboracion de la
superficie de respuesta, mostrdé una concentracion de 9.38-22.28 mg EAG/ 100 mL para
fenoles totales, estos resultados son similares con lo reportado por Ramirez-Cuellar donde
analizaron el contenido de fenoles totales de aguamiel, recolectada en diferentes semanas
en el estado de Zacatecas y observaron valores estadisticamente diferentes (14.59 — 20.52
mg/100 g) en cada semana (116). Otro estudio muestra la presencia de compuestos
fendlicos en aguamiel liofilizada extraida de Agave atrovirens con una concentracion de
3.02 mg EAG/g de aguamiel (117). Estos resultados indican que la concentracion de los
compuestos fendlicos varia de acuerdo con la region geografica, el dia de recoleccion y el

tipo de especie botanica de la cual es extraida el aguamiel.

Con respecto al acido ascérbico (vitamina C), es un compuesto soluble en agua, con
capacidad antioxidante capaz de interactuar con radicales libres para formar moléculas
estables (ascorbilo y &cido dehidroascorbico), formas oxidadas del &cido ascérbico (118).
Debido a su caracteristica hidrofilica, se ha reportado como un metabolito endégeno del
agave con un rango de concentracion de 2.01 a 24.07 mg/ 100 mL (8,119) o de 35.1
mg/250 mL (110). Sin embargo, su contenido depende del origen botéanico y lugar
geografico, datos similares a los obtenidos en este trabajo, observando una concentracién
en un rango de 7.92-24.07 mg EAA/100g.

Las betalainas son pigmentos nitrogenados con actividad antioxidantes que se dividen en
dos grupos: las betacianinas (rojo-violeta) y betaxantinas (amarillo-naranja) (120), el
aguamiel al ser un liquido extraido de una planta y con tonalidad amarilla, se cuantifico el
contenido de betalainas encontrando concentraciones que van de 0.1 a 0.32 mg/ 100 mL en
betacianinas y de 0.098 a 0.29 mg/ 100 mL para betaxantinas, lo que se sugiere que esta
coloracion se debe a la presencia de estos compuestos, debido a que no se ha encontrado

evidencia cientifica que indique que se encuentran presentes en el aguamiel.

Debido a que ya se comprobd la presencia de ciertos compuestos que contribuyen a la
actividad antioxidante, este pardmetro se evalué mediante diferentes ensayos, obteniendo
valores méaximos de 4.40 mg ET/100 mL para DPPH™", 10.17 mg ET/100 mL en ABTS"y
0.82 mmol Fe?*/100 mL en FRAP, estos resultados son similares a los reportados por
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Tovar-Robles et al.(110), donde observaron que el aguamiel tiene una mayor capacidad
antioxidante comparado con el pulque y que el jugo de naranja mezclado con extracto de

nopal, mostrando un comportamiento similar en el contenido de compuestos fendlicos.

Estos resultados confirman que los compuestos que contiene el aguamiel tienen efectos
benéficos para la salud, desde los FOS que sirven como sustratos para la microbiota, siendo
un prebiotico para microrganismos como Lactobacillus o Bifidobacterium,(113) y su
variedad de compuestos bioactivos con capacidad antioxidante (compuestos antioxidantes),

indicando que el aguamiel es una buena fuente para generar jarabe de agave pulquero.

Otro aspecto importante y que afect6 a los resultados de este estudio, es la composicion
quimica del aguamiel, que se ve afectada por la zona geografica, clima o estacion del afio,
incluso la hora de recoleccion de la savia (111), por lo que, para la elaboracion de la
superficie de respuesta, se optd por realizarla con aguamiel que tuvieran caracteristicas del
lote 1 y 2 debido a que presenté mayor cantidad de SST (11°Bx) y mayor concentracion de

compuestos y actividad antioxidante.

Previo a su concentraciobn mediante la evaporacion rotatoria al vacio, se realizd un
tratamiento térmico de esterilizacion a baja temperatura en donde se verificd la ausencia de
microorganismos. Este fue un punto importante para poder garantizar la inocuidad del
producto final (jarabe), debido a que en el aguamiel se puede encontrar microrganismos
nativos como Lactobacillus, Leuconostoc y Saccharomyce cerevisea que son los

encargados de la acidificacion y fermentacion alcohdlica del aguamiel (11,13,18,23).

8.1.2 Efecto de la temperatura, vacio y tiempo sobre solidos solubles totales, compuestos y
actividad antioxidante

La evaporacion es una operacion unitaria que logra separar liquidos y sélidos por la
suministracion de calor al liquido con el fin de recuperar el soluto, por otro lado, la
tecnologia de vacio se esta utilizando ampliamente en muchas aplicaciones quimicas, el
principal fin de esta tecnologia es realizar operaciones térmicas y mecanicas basicas para

procesar productos y poder preservan el producto (121,122).
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La técnica de evaporacion rotaria se estd utilizando para aplicaciones industriales a gran
escala con una amplia gama de usos como pueden ser la concentracion, el secado, la
recristalizacion, la purificacion de solventes y destilacion, esta técnica es rapida y con bajas
temperaturas de evaporacion que disminuyen la degradacion térmica (123). Debido a estas
ultimas ventajas se optd por realizar la concentracion del aguamiel con un rango de
temperatura de 60 a 70°C, una presion de vacio de 60 a 90 mbar con un rango de tiempo de
20 a 30 min.

El comportamiento de la variable respuesta de SST se ve afectado por la temperatura, vacio
y tiempo, lo cual se corrobora en los extremos de los cuadrantes de los diagramas de
contorno (Figura 4), estos fendmenos de evaporacion al vacio se han utilizado en la
concentracion de jugo de naranja (124), con el fin de reducir espacio de almacenamiento,
desactivacion de algunas enzimas y la disminucion de la carga microbiana , en un segundo
estudio evaluaron el efecto del evaporacion al vacio acoplado a un sistema de
calentamiento 6hmico en un jugo de frutas, indicando que el valor de la conductividad
eléctrica aumentada con la evaporacion al vacio, y fue similar en productos como agua de
mar, pasta de tomate, jugo de granada y cereza, a consecuencia del aumento de la
concentracion de SST (125).

En las superficies de respuesta se observa un comportamiento similar, cuando la
temperatura y la presion de vacio van en incremento y el tiempo es prolongado incrementa
la concentracion de SST, debido a que la alta presién de vacié (70 a 60 mbar) desciende el
punto de evaporacion del agua concentrando més rapido la cantidad de solutos de la materia
prima y a baja temperatura. Esto se debe a las propiedades coligativas de la materia prima,
debido a que la presion de vapor de un disolvente desciende cuando este contine un soluto
no volatil, en este caso los carbohidratos, debido a la disminucién del nimero de moléculas
del disolvente (agua) en la superficie libre y al incremento de fuerzas de atraccion entre las
moléculas del soluto (carbohidratos), lo que dificulta el paso del vapor (126), este
comportamiento se observd durante la cinética de concentracion, ya que cuando se
alcanzaba una concentracion mayor del 80% las muestras se concentraban rapidamente con

variaciones de minutos e incluso segundos.
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De igual forma, la composicion de la materia prima afecta este proceso de evaporacion al
vacio, evidencia cientifica reporta que la dextrosa y sacarosa pueden aumentar o disminuir
la tension superficial dependiendo su concentracion (127), debido a la poca concentracion
de sacarosa en el aguamiel la tension superficial fue baja, facilitando la evaporacion del
agua, caso similar ocurrio6 en la elaboracién de jarabe de coco con roto evaporacion a 60°C

a una presion de 250 mbar en un tiempo aproximado de 12 minutos (123).

Como se mencion0 anteriormente, los fenoles no se ven afectados por los rangos de
temperatura, vacio y tiempo utilizados para la elaboracion de la superficie de respuesta, ya
que, cuando existia un incremento en la temperatura, tiempo y la presion de vacio la
concentracion aumentaba, comportamiento similar en un estudio donde incremento el
contenido total de fenoles en miel, cuando esta se calentaba a 65°C (128), esto se debe a
que las estructuras quimicas de los fenoles pueden mostrar resistencia al calor (129) y a
temperaturas mayores de 70°C es cuando inicia la degradacion (130), por lo que en esta
variable respuesta se puede observar la tendencia a una concentracion de estos compuestos,

debido a que la temperatura mas alta fue 70°C y un tiempo maximo de 30 min.

Con respecto a la variable respuesta de acido ascorbico, el diagrama de Pareto y el
ANOVA, indica que este analito no se afect6 por los 3 factores control (anexo B-2), lo que
nos muestra que los rangos de temperatura, vacio y tiempo no son perjudiciales. De igual
forma, se observa que la combinacion de temperatura y tiempo son factores que influyen
en la concentracién, lo cual se corrobora con la literatura, debido a que en un estudio
determinaron la degradacion de &cido ascorbico durante un proceso de deshidratacion en el
procesamiento de tomate fresco (131), indicando que la degradacion disminuye cuando se
trabaja a temperaturas estables durante un tiempo prolongado. Otro estudio determind la
mejor condicion de temperatura y tiempo para el escaldado de pulpa de mango sin afectar
la concentracion de acido ascérbico, obteniendo como mejor condiciéon a 85°C durante 15
minutos (132), esto muestra que el &cido ascérbico puede soportar altas temperaturas sin
tener una degradacion como se observa en este trabajo. De la misma manera, un estudio
compard 3 métodos diferentes de obtencion de jarabe de coco (sistema abierto, roto
evaporacion y microondas) concluyendo que el método que preservaba este compuesto fue

por roto evaporacion a 60 °C (133).
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Otros compuestos poco estudiado en el aguamiel son betalainas, las cuales presentan
propiedades antioxidantes y fungen como agentes quelantes que pueden actuar como
estabilizadores (134), su degradacién se puede llevar a cabo por diferentes mecanismo ya
sea intrinsecos o extrinsecos, como puede ser la temperatura, el oxigeno y la luz. Bajo el
conocimiento de que la temperatura y el oxigeno promueven su degradacion, observando
en las superficies de respuesta (anexo B-3) que la evaporacion al vacio ayuda a su
preservacion, debido a la eliminacion de oxigeno por la condicion de vacio utilizado y las
bajas temperaturas, reportando que su degradacion aumenta entre 80 a 90°C a un pH de 7
(135), lo que explica el por qué los valores de las condiciones utilizados en la superficie de
respuesta no afectan esta degradacion, observando un incremento en su concentracion
cuando la temperatura fue cercana a 70°C. Otro componente de la materia prima (aguamiel)
que ayuda a la estabilidad de estos compuestos es el acido ascorbico, debido a que se ha
reportado que mejora la estabilidad de las betalainas (136).

Por otro lado, se ha reportado que las betacianinas son compuestos estables en ciertos
minerales, como pueden ser K* y Fe?*, pero poco estables con azlicares como glucosa y
fructosa (137), lo cual son compuestos que se encuentran presentes en el aguamiel
(117,138). Con respecto a la temperatura se ha reportado que en un rango de 70 a 80°C,
durante un tiempo de 5 horas, la degradacion de estos compuestos es mas rapida (137), de
acuerdo a estos reportes, los minerales ayudan a su estabilidad, al igual que la temperatura
y tiempo méximo utilizado para la elaboracién de la superficie de respuesta, ya que no
sobrepasan los 70°C y el tiempo méximo fue de 30 min. Por lo tanto, los factores control
utilizados no afectan a este compuesto, con lo que concuerda con los datos observados en el

diagrama de Pareto para esta variable respuesta.

Comportamiento similar se observd para betaxantinas. Estos compuestos son los
responsables de dar un color amarillo al aguamiel y al jarabe después de su concentracion
(24,116). Se ha reportado que su degradacion se puede dar por calor, pH, luz, oxigeno,
iones metalicos e incluso la actividad de agua (139). Como ya se menciond, la ausencia de
oxigeno por el uso del vacio, la presencia de minerales en el aguamiel y las bajas
temperaturas son condiciones y factores que no afectaron a esta variable, lo cual concuerda

con el diagrama de Pareto.
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Dada la presencia de compuestos antioxidantes en el jarabe de agave por evaporacion al
vacio se determin0 su capacidad antioxidante, para el ensayo DPPH"" se observé que los
factores temperatura, vacio y tiempo, afectaron estadisticamente incrementado su actividad
antioxidante, y esto se debe a que a mayor concentracion de compuestos propios del

alimento (en este caso sacarosa 0 acido citrico) aumentan la capacidad antioxidante (140).

El ensayo ABTS™ se utiliza para determinar la capacidad antioxidante de alimentos con
nutrientes hidrofilico, lipofilicos, de alta humedad o pigmentados (141), el aguamiel al
tener una caracteristica mas hidrofila (mayor cantidad de agua), se observé que el vacio si
afecta significativamente y de manera positiva la capacidad antioxidante para el ensayo
ABTS™, ya que se puede observar en un aumento en su capacidad cuando las presiones de

vacio estan en 60 mbar.

El ensayo FRAP se ve afectado de manera positiva por todos los factores control al igual
que algunas de estas combinaciones de factores, también este ensayo indica la presencia de
compuestos antioxidantes como pueden ser acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol
(vitamina E), acido urico, bilirrubina y compuestos polifenélicos como catequinas y otros
flavonoides (142), lo cual concuerda con los resultados anteriores, debido a que los
compuestos como acido ascorbico o compuestos fendlicos no se vieron afectados por las
condiciones de temperatura, vacio y tiempo incrementando su actividad antioxidante

observado en este ensayo.

8.1.3 Reproducibilidad

La reproducibilidad de estudio solo se logré para SST (R?= 97.8 y una R? de prediccion =
70.2), el cual fue un parametro que se pudo controlar desde la materia prima, por ser una
determinacion rapida, de igual manera este valor era el de mayor interés ya que la NMX-
FF-110-SCFI, menciona que para ser considerado un jarabe de agave debe tener al menos
un contenido en solidos solubles de 74°Bx (143), lo cual si se pudo reproducir con la

condicidn dptima establecida (Temperatura 68°C, Vacio 65 mbar y Tiempo 25 min).

Para las variables de respuesta como los compuestos (&cido ascorbico, fenoles y
betacianinas) y actividad antioxidante (ABTS™", FRAP y DPPH™), son factores que se ven

afectados por la madurez de la planta (144), hora de recoleccion del aguamiel e incluso el
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clima, por lo que se catalogaron como factores externos, los cuales no se pudieron controlar

afectando la reproducibilidad del estudio para estas variables respuesta (R? prediccion <0)

Por otro lado, este disefio de superficie de respuesta ayuda a reducir tiempos en la
elaboracion de jarabe de agave, ya que se ha reportado que se requieren temperaturas altas
(mayores a 90°C) y tiempos prolongados para su elaboracion (6 a 8 horas). Un estudio
elaboro jarabe de agave a partir de aguamiel de manera artesanal, se comparé dos métodos
de evaporacion, donde el primero consistia en un calentamiento previo de 60 min a 65°C
seguido de una evaporacion de 125 min a 75°C, y el segundo método, solo realizaban una
evaporacion a 85°C durante 120 min, el cual si logro una concentracion de 74°Bx (145).
En otro estudio elaboraron jarabes de agave pulquero de la especie salmiana mediante una
evaporacion en sistema abierto (sartén y estufa de gas), utilizando diferentes temperaturas
(50, 60, 70, 90 y 95°C), y el tiempo de calentamiento se detenia cuando la muestra alcazaba
los 65°BX, ellos mencionan que las temperaturas de 50 y 60°C la descartaron por el tiempo
tan prolongado, mientras que las temperaturas de 70 y 80°C detuvieron el tiempo a las 14 y
10 hrs respectivamente, mientras que a 90 y 95°C el tiempo de evaporacion fue de 4y 3
hrs respectivamente (4). Un estudio reportd que en la elaboracién del jarabe de agave
tequilana, de manera industrial, utilizan una temperatura de hidroélisis de 80°C seguido de
una evaporacion a 95°C (25), estos estudios reportan que la elaboracion de jarabes de agave
ocupan temperaturas altas afectando la estabilidad o los compuestos bioactivos de la savia

del agave.

También se ha comprado diferentes métodos de concentracion para la elaboracion de
jarabe de coco, los métodos utilizados fueron: sistema abierto, microondas y EVR al vacio,
dando el mejor resultado la concentracion por ERV ya que no afectaba las propiedades
(color, indice de oscurecimiento, concentracion de azlcares y perfil, cenizas y solidos
solubles totales)(123). En el estudio también compararon el tiempo de concentracion,
indicando que con evaporacion al vacio a 60°C y 250 mbar fue la mas rapida (12.2 min),
Ilegando a una concentracion de SST de 65 °Bx la cual era su objetivo. Comparando estos
datos con lo realizado en este proyecto, se indica, que al trabajar con altas presiones de

vacio (60 mbar), se logro reducir tiempos (< 30 min) y temperaturas (< 70°C) de
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evaporacion, lo que indica que la evaporacion por este método genera un edulcorante que

preservay concentra los compuestos bioactivos de la materia prima (aguamiel).

8.1.4 Vida util del jarabe de agave pulquero

La vida dtil, un término reconocido en la legislacion alimentaria de la Unién Europea y el
Reino Unido, el cual define como el periodo durante el cual un producto alimenticio
permanecera seguro y apto para su uso (91), por lo que se evalud el jarabe de agave
,obtenido por rotaevaporacion al vacio, durante 90 dias en condiciones de luz y oscuridad

permitiendo evaluar los cambios fisicoquimicos de compuestos y su actividad antioxidante.

Como primer parametro, por su importancia, se evalué la cantidad de SST, debido a que es
uno de los factores que ayudan a la preservacion del jarabe por su alta concentracion
(75°Bx aproximadamente), esta concentracion aumenta la presion osmotica del sistema,
inmovilizando el agua libre y evitando el crecimiento bacteriano, de la misma forma como
ocurre en el jarabe con alto contenido de azucar (146). Durante el almacenamiento no se
observd un cambio en esta concentracion, indicando que durante los 90 dias no hubo
pérdida de agua, también la conservacion de SST ayudd a que no hubiera crecimiento
bacteriano.

Un alimento con un pH por debajo de 4.6 se considera un alimento inocuo donde el
deterioro por microorganismo patdégenos no es posible (146), este dato es importante
debido a que el jarabe con el pH més bajo, durante el almacenamiento, fue al dia 60 con un
valor de 5.45, esta disminucion no es el factor principal para detener la proliferacion de

microorganismo como lo es la alta concentracion de SST.

La acidez del jarabe de agave fue un parametro que desde el dia 0 tuvo un incremento en
ambas condiciones de almacenamiento hasta el dia 60, dato similar fueron reportados por
Cavia et al (147), donde evaluaron la acidez en mieles de abeja durante 20 meses, ellos
mencionan que este comportamiento fue lineal asociandolo al tiempo de almacenamiento y
el proceso de fermentacion que se puede generar, debido a que los azucares y alcoholes de
la miel se transforman en &cidos por la accion de las levaduras, estos microorganismos
osmofilos son capaces de sobrevivir en medios con una alta cantidad de azucares en el
medio (148).
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Como se observa en la Figura 13-A, el comportamiento del 5-hidroximetil-2-furfural (5-
HMF) tiene un aumento significativo en ambas condiciones de almacenamiento, pero con
menor velocidad en la muestra almacenada en oscuridad. EI 5-HMF es un producto de
descomposicion térmica de los sacaridos, su formacion puede ser por dos vias; la primera,
durante la reaccion de Maillard y la segunda por deshidrataciéon térmica de sacaridos en
condiciones acidas (149), debido a estas condiciones y caracteristicas, el jarabe de agave es
un producto que cuenta con tales compuestos quimico, los cuales se han reportado con
potencial genotdxico, mutagénico y cancerigeno(149). Pero existen otros parametros que
afectan la formacion de 5-HMF como son la temperatura, el tiempo, el pH, la actividad del
agua, el tipo de sacarido y los aminoacidos y esto se observo y confirmo en este proyecto,
debido a una relacion entre pH (antes mencionado) y el tiempo de almacenamiento. Un
estudio analiz6 la concentracion de HMF, indicando que su aumento tenia relacion con el
contenido de agua libre, la presencia de iones Ca y Mg y pH bajo (< 6) (150), mismo
comportamiento se observa en la Figura 12-B y Figura 13-A, donde la muestra almacenada
a la luz directa, reporta la mayor concentracion de HMF al dia 60, al igual que la mayor
disminucion de pH en ese mismo dia, mientras que en el dia 90, esta concentracion se
mantuvo constante lo que se puede asociar al incremento del pH del jarabe de agave
pulquero. Con respecto la concentracion de HMF en el jarabe de agave pulquero
almacenada en oscuridad, hubo un incremento exponencial después del dia 60 pero su pH'y
acidez siempre estaban por debajo que la muestra almacenada en Luz directa. Después del
dia 60, se observa un aumento en el pH y una disminucion en la acidez. La acidez y el
HMF tiene relacion, debido a la presencia de los acidos levulinico y férmico, ya que son
derivados de dicho compuesto, en una reaccion sucesiva cuando existen moléculas de agua
en el medio, las cuales se une con dos moléculas de agua, aumentando la concentracion de
acidez libre (147).

Otro parametro de calidad que se analizo fue el indice de oscurecimiento (Figura 13-B), la
reaccion de oscurecimiento se realizd en amabas condiciones (luz y oscuridad) teniendo
una diferencia minima entre ellas, esto indica que la luz no afecta la coloracion del jarabe
de agave pulquero, sino la secuencia de las reacciones no enzimaticas del mismo producto.
De igual forma, en la Figura 13, el incremento del oscurecimiento se da en los primeros 60

dias de almacenamiento, es importante mencionar que el oscurecimiento de un alimento
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puede ser mediante reacciones enziméticas o no enzimaticas. Dentro de las reacciones no
enzimaticas se encontra a la caramelizacion y la reaccion de Maillard, estas reacciones se
producen por tratamiento térmico. La caramelizacion se da por una deshidratacion y una
reaccion de pirdlisis generando azucares oxidados y compuestos como enodioles y
dicarbonilos. Por otro lado, la reaccion de Maillard es una reaccion de polimerizacion entre
azucar, agua y aminoacidos (los cuales son parte de la materia prima) generando
melanoidinas 0 compuestos precursores toxicos y/o mutagénicos (146) estos reportes
indican que ambas reacciones se llevan a cabo en la obtencién del jarabe y estas se van

modificando con el paso del tiempo.

La estabilidad de los colorantes naturales puede ser fundamental para mantener la
aceptacién de un producto por parte del consumidor, y se ven afectados por factores como
la disponibilidad de oxigeno, la temperatura, exposicion a la luz y el pH, asi como muchos
procesos naturales como el enzimatico o crecimiento microbiano (146). Un estudio evalud
los cambios en los azlcares y su comportamiento de mieles de abeja en diferentes
condiciones de almacenamiento durante 24 semanas, reportando cambios en su coloracion
volviéndose mas oscura (151), ocurriendo un comportamiento similar en el jarabe de agave

pulquero.

Debido a esto se evaluo las coordenadas L*, a* y b* en el jarabe donde el almacenamiento
en ambas condiciones (luz y oscuridad) no mostraron diferencia, ya que se observa un
mismo comportamiento durante el periodo de evaluacién (Figura 14). Esto indica que la luz
no es un factor que afecte la estabilidad de los pigmentos naturales del alimento, pero el pH
si, por otra parte, cuando el pH disminuye del dia 0 al 60 existe un cambio drastico en las
coordenadas L, a* y b*; y cuando el pH aumenta (dia 90) hay un comportamiento diferente.
Estos datos concuerdan con lo reportando en mieles de abeja, donde mencionan que la
degradacion de azlcares en medio acido generan compuestos como 2-acetilfurano,
isomaltol, 3,5-dihidroxi-2-metil-5,6-diidropiran-4-ona y maltol, compuestos que se forman
por el calentamiento y la presencia de aminoacidos y que contribuyen al cambio de
coloracion de la miel de abeja (152). Un estudio donde evaluaron el cambio de coloracion
de la miel de abeja con diferentes grados de humedad (153), reporto que en la coordenada

L* (luminosidad), la miel con 18% en humedad, presentd el valor mas bajo (28
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aproximadamente), datos similares se obtuvieron en el almacenamiento del jarabe de agave
pulquero (Figura 14-A). Con respecto a los parametros oxigeno, temperatura, presencia de
enzimas 0 microorganismo no se puede generar una correlacion debido a que no se
controlaron o midieron estos parametros, esto indica que el almacenamiento del jarabe de

agave pulquero no se ve afectada por la luz, pero si por su composicion.

Teniendo en cuenta que el color tiene gran relacion en la actividad antioxidante, también se
monitoreo la concentracion de compuestos y su actividad. Con respecto a compuestos
fenolicos, se observa un aumento en su concentracion durante el periodo de
almacenamiento, siendo mayor en el jarabe de agave pulquero almacenado bajo luz,
reportado que los compuestos fenolicos son responsables de la coloracion en mieles de
abeja (color méas oscuro) durante su almacenamiento debido a su degradacion (154), caso
contrario con el JAERv*, ya que durante el almacenamiento hubo un aumenté en su
concentracion, lo cual, indica que el método de elaboracion (ERV) no afectan a estos

compuestos ni a su degradacion.

Con respecto al acido ascorbico, se sabe que es un compuesto inestable debido a la
oxidacion quimica y enzimatica, también estos cambios se deben a factores como luz,
oxigeno y el calor (155), como se puede observar en la Figura 15-B, la concentracion de
acido ascorbico aumenta con respecto al paso del tiempo y es mayor la concentracion
cuando el jarabe es alanceado en oscuridad, por otro lado, cuando el jarabe es almacenado a
la luz, si afecta a este compuesto Este aumento se puede deber, a la presencia de oxigeno,
ya que el acido ascorbico se degrada a &cido deshidroascérbico, y este compuestos posee
actividad completa de vitamina C (85). La presencia de enzimas, como la oxidasa y
peroxidasa, son otro factor que afecta negativamente la concentracion de acido ascérbico,
estas enzimas se pueden inactivar por tratamientos térmicos, existiendo la evidencia en un
estudio con un concentrado de fresa, ya que hubo una inactivacion cuando alcanz6 una
temperatura de 80°C manteniéndose el acido ascérbico (156), estos resultados indican que
el pretratamiento térmico que se le aplicd al aguamiel, ayudo a la inactivacion de estas

enzimas, manteniendo el acido ascérbico durante el tiempo de almacenamiento.

En el caso del contenido de betalainas, (Figura 15-C), hubo una mayor degradacién de las

betaxantinas después del dia 30, siendo mayor que la de betacianinas, las cuales se
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degradan a partir del dia 60, esto se ha sido reportado por Sapers y Hornstein quienes
describieron este comportamiento a temperatura ambiente (157), esta estabilidad se debe a
que las betacianinas realizan un proceso de esterificacion con acidos alifaticos y acidos
aromaticos (158), los cuales pueden estar presentes en el jarabe de agave pulquero

aumentando su estabilidad durante el periodo de almacenamiento.

La actividad antioxidante en un alimento, que contiene tiene azucares esta asociada a los
compuestos que se generan a partir de la reaccién de Maillard, la caramelizacion,
compuestos de Amadori, reductoras reactivas, premelanoidinas y melanoidinas (159). Los
cambios de la actividad antioxidante durante el almacenamiento fueron evaluados mediante
los ensayos DPPH™, ABTS™ y FRAP. Con respecto al ensayo DPPH"*, se observo un
aumento en la actividad después del dia 30 (Figura 16-A), mismo dia donde ocurre los
cambios mas relevantes en el color (Figura 13-B). Este comportamiento en el ensayo
DPPH"" se puede deber a los compuestos propios de la materia prima (aguamiel), ya que se
ha reportado que moléculas que tienen relacion con proteinas, inhiben una alta
concentracion del radical DPPH ", debido a una capa hidrofébica que se generan por el
calentamiento de proteinas, haciendo que las moléculas interactien mas con compuestos
hidréfobos como el DPPH™", también las melanoidinas son compuestos que interactGan en
dicho ensayo (159). Con respecto al ensayo de ABTS™* , se observa una disminucién de la
actividad después del dia 60, no importando la condicion de almacenamiento (luz y
oscuridad), y esto se debe a que los primeros productos o compuestos de la reaccion de
Maillard interactian eficientemente con radicales hidrofilicos como ABTS™ en solucion
acuosa, mientras que los ultimos productos de la reaccion tendran mayor actividad con el
ensayo DPPH™ |, los cuales son los pigmentos de color marron que se producen
posteriormente (160), este comportamiento se observa en la Figura 16-A y B. Por otro lado
el ensayo FRAP permite conocer el poder reductor/antioxidante mediante la reduccion del
cloruro férrico-ferricianuro a ferroso (Fe?*), los compuestos de la reaccion de Maillard que
interactdan con este ensayo son los grupos hidroxilo, pirrol, melanoidinas de alto peso
molecular, compuestos heterociclicos y los de Amadori (159), pero estos compuestos se
pueden degradar al paso del tiempo, comportamiento similar se aprecia en la Figura 16-C,

con una disminucion de la concentracion del ion Fe2* durante el almacenamiento.
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8.2 Caracteristicas nutrimentales del jarabe de agave pulquero

En este apartado del estudio se analiz6 con mayor detalle la composicion fisicoquimica del
jarabe de agave pulquero, también la actividad antioxidante, al igual que la estimacion del
indice glucémico (elG), todo esto con el fin de conocer su calidad nutricional y poder

compararlos con otros productos comerciales.

La norma oficial mexicana NOM-003-SAGARPA-2016, define al jarabe como una
“solucion acuosa, de consistencia viscosa, con alta concentracion de carbohidratos con un
sabor dulce caracteristico” (26), de acuerdo a esta definicién, se indica que el producto que
se obtuvo, después de realizar la superficie de respuesta, concuerda con lo establecido con
la norma ya que la materia prima es procedente de un agave, su mayor contenido son
carbohidratos y presenta una consistencia viscosa. Por otro lado, la Norma Mexicana
NMX-FF-110-SCFI- 2008 (143), define al jarabe de agave como “una sustancia dulce
natural producida por hidrolisis a partir de oligosacaridos del agave”, de igual forma esta
norma indica, que un jarabe de agave debe contener un minimo de 74°Bx, lo cual fue un
criterio en el disefio de la superficie de respuesta, ya que el jarabe de agave Optimo, con
fines précticos de manipulacion, se fijo en 75°Bx. Como se observa en la Tabla 12, los
jarabes de agave que cumplen con este parametro son: el obtenido experimentalmente
(JAERV*) y los dos jarabes comerciales de agave azul (Abeja Reyna y Enature). Un
estudio compar6 caracteristicas de edulcorantes naturales entre ellos el jarabe de agave
azul, jarabe de maiz, cafia y también la miel, reportaron que los jarabes de agave azul en
promedio tenian una concentracion de SST de 76°Brix, los jarabes de maiz de 75° Brix, los
de cafia 79 °Bx y la miel mostrd la mayor concentracién con un promedio de 82°Bx (64),
este estudio indica que los jarabes no sobrepasan los 80°Brix, como en el caso de la miel
mostrando una mejor manipulacion del producto. De igual forma este estudio indica que un
jarabe con un bajo contenido en SST y un alto contenido de humedad hace susceptible al

producto al desarrollo de patégenos.

La NOM-003-SAGARPA-2016 (26) indica que un jarabe de agave debe tener una cantidad
de humedad entre 20 a 28 g/100 g, comparando la norma con las muestras analizadas, el

JAERV* cumple con este parametro, al igual que los jarabes comerciales a excepcion del
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jarabe de la marca Abeja Reyna ®. Otros autores indicaron un contenido promedio de
humedad del 22% para el jarabe de agave azul (64). La humedad o el agua es un factor
importante en la miel, debido a la relacién con su calidad, porque afecta propiedades como
el color, cristalizacion, peso especifico, viscosidad, estabilidad y caracteristicas sensoriales,
indicando que una miel con baja humedad son muy dificiles de manejar y procesar,
mientras que las mieles con una alta humedad tienden a sufrir procesos de fermentacion
(161).

Con respecto al pH, la NOM-003-SAGARPA-2016 (26) indica un rango de 4 como
minimo y un maximo de 6, con respecto a los resultados obtenidos en la Tabla 12, se
observa que la muestra JAERv* cumple con los parametros de la norma (pH= 4.57) al igual
que las marcas comerciales, y Unicamente el jarabe de agave de la marca Abeja Reyna ®,

mostrd el valor mas alto no cumpliendo con los parametros de esta norma.

En la determinacion de acidez, el jarabe obtenido experimentalmente JAERV* tenia una
cantidad de 88.31 mg/L, mientras que el jarabe que mostré una concentracién menor fue de
la marca Enature ® y la mayor concentracion fue el jarabe de la marca Maye (Tablal2),
esta concentracion de acidez se debe a los diferentes &cidos organicos que tiene la planta
como consecuencia de la fotosintesis, debido a que los agaves son plantas con un
metabolismo del &cido crasulaceo (proceso de transpiracion nocturna, en la cual abren sus
estomas en la noche y fijan el carbono en acidos organicos (162). Observando los
resultados de la Tabla 12, la mayor concentracion de acidez titulable se encuentra presente
en las muestras de jarabes de agave de la especie pulguera, indicando que aun en la etapa de
rapado el agave produce estos &cidos organicos aumentando y preservando su

concentracion en el aguamiel.

Con respecto al contenido de cenizas la NOM-003-SAGARPA-2016 menciona un valor
méaximo de 0.60 g/100g (26), observando los resultados de la Tabla 12 las muestras que
cumplen con este requisito son las procedentes de agave tequilero (Abeja Reyna y Enature)
y del jarabe de agave pulquero de la marca Hacienda de Amoltepec,. Este resultado se debe
a que los jarabes de agave pulquero estan elaborados a partir de aguamiel, la cual reporta un
porcentaje de cenizas en base seca de 3.10%, teniendo como minerales al potasio, calcio,

sodio y en menor proporcion hierro, cobre, magnesio, selenio y zinc (117), esto indica que
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en el jarabe pulquero preserva estos minerales no importando su método de elaboracion

(rotavapor o sistema abierto).

Con respecto al contenido de proteina la NOM-003-SAGARPA-2016 y laNMX-FF-110-
SCFI- 2008 no mencionan un rango de valor o si debe estar ausente del producto, al ser el
aguamiel la materia prima de los jarabes de agave pulquero, estos mostraron la presencia de
proteina con un porcentaje de 2.31%, 2.55% y 1.21% en las muestra de jarabes JAERv*,
Maye y Hacienda de Amoltepec respectivamente, este porcentaje se puede deber a la
presencia de aminoacidos en el aguamiel como &cido aspartico y glutamico, serina, glicina,
histidina, arginina, treonina, alanina, prolina, tirosina, valina, metionina, cisteina,
isoleucina, leucina, fenilalanina y lisina (117), en un estudio reportaron que el contenido de
proteina en jarabes de agave oscilaba entre 3.4 y 4.2 (% peso seco) y que la mayoria era
aminoacidos libre y en especial prolina (19). Por otro lado, un estudio evalué el contenido
de proteina en el jarabe de agave pulguero, indicando un mayor concentraciéon la especie
salmiana (5.64%), cuando el aguamiel era concentrada a una temperatura de 80°C, pero
esta disminuia cuando la temperatura era 95°C o el tiempo era mas prolongado (tiempos de
14 horas), mismo comportamiento se observo con el jarabe de agave pulquero de la especie
atrovirens donde la muestra presento valores mas altos en proteina, y con un mismo
comportamiento con los factores temperatura y tiempo (antes mencionados)(4), podriamos
indicar que al ser 80°C una temperatura que no ocupd tantas horas de exposicion al calor la
reaccion de Maillard no se lleva a cabo por completo, preservando proteina libre. Estos
estudios resaltan que la presencia de los aminoacidos se encuentra presentes después de la
elaboracion de jarabe no importando el método de concentracion, pero es importante

controlar temperaturas y tiempos de concentracion.

En la parte de evaluacion microbioldgica (la cual, no se realizé en el jarabe obtenido), la
norma tiene limites permisibles para el jarabe de agave de un méaximo de 100 UFC/g, es por
eso que a la materia prima se realizé un pretratamiento, observando que la carga bacteriana
disminuia considerablemente en la centrifugacion y la eliminacién de cualquier
microorganismo al término de la pasteurizacion (Tabla 10). Esto indica que, si se mantiene
las condiciones Optimas de higiene y esterilidad de la materia prima, el crecimiento

bacteriano no se llevara a cabo, cumpliendo con los parametros establecidos en la norma.
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Otra caracteristica que favorece la no proliferacién de microorganismos en el jarabe de
agave es la reduccion de la actividad de agua, ya que al ser una alimento con un porcentaje
de humedad no mayor a 25% (Tabla 12) se puede deducir una reduccién de la actividad de
agua, lo cual previene el crecimiento de células microbianas vegetativas, la germinacion de
esporas y la produccion de toxinas por mohos y bacterias (163). También esta disminucién
de la actividad de agua, por la concentracion de sélidos, genera en los microorganismo una
condicion de estres (estrés hiperosmdtico), debido a que las bacterias liberan el agua que
contienen en su interior a través de la membrana plasmatica, dejando a la bacteria seca y

finalmente Ilevandola a la muerte (164).

Dos criterios importantes de calidad de la miel son la concentracion de 5-hidroximetil-2-
furfural (HMF) y el color (153), estos criterios se analizaron en los jarabes de agave, tanto
de la especie pulquera y tequilera. La NOM-003-SAGARPA-2016establece que el valor
maximo permitido es de 0.7 g/100g. esto indica que tanto el JAERv* (10.82 mg/100g)
como los jarabes comerciales (2.38 a 33.53 mg/100g) cumplen con este parametro. Como
ya se menciond, este parametro indica frescura o un calentamiento excesivo de las mieles,
debido a que las pentosas y hexosas se descomponen en una enolizacion lenta y una rapida
eliminacién de agua, formando estos compuestos indeseables (furanos principalmente 5-

HMF), derivado de hexosas como la glucosa y la fructosa)(165),

Comparando el jarabe obtenido experimentalmente (JAERv*) con las comerciales, el
JAERvV* presentd un indice de oscurecimiento menor al restos, tanto de origen de agave
pulquero como agave tequilero, se ha reportado que el color &mbar de la miel de abeja lo
proporcionan principalmente los compuestos fendlicos y los productos de la reaccién de
Maillard, y este color se va oscureciendo durante el almacenamiento debido a la
degradacion de los compuestos fendlicos y la reaccion de Maillard, pero otros factores
como la composicion propia del alimento, la actividad del agua, el pH, el tratamiento
térmico aplicado durante el procesamiento, la temperatura y la duracion del
almacenamiento afectan el pardeamiento (153) como se observd anteriormente en la

seccion “vida atil”.

De igual forma los indices de oscurecimiento que muestra los otros jarabes, se deben a la

reaccion de Maillard producida por el tipo de elaboracion del producto (Temperatura y
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tiempo de calentamiento), un estudio donde elaboraron jarabe de agave pulquero en sistema
abierto, indico que las muestras que tenian mayor coloracion oscura fueron las muestras de
70°C y 80°C con un tiempo de evaporacion de 14 horas aproximadamente (4). También, el
oscurecimiento se observd mas en el jarabe que contenian una concentracion mayor en
compuestos fendlicos (Tabla 15), como fue el caso de la muestra de jarabe de agave de la
marca Maye, este resultado concuerda con un estudio donde evaluaron la coloracion de
jarabes de arce indicando que los jarabes méas oscuros mostraron mayor contenido de
fenoles totales (166).

A las diferentes muestras de jarabe de agave también se les determino el color con ayuda de
un colorimetro, iniciando con la coordenada L, se observa en la Tabla 14, que la muestra
que tuvo el valor méas bajo fue de la marca Maye ® (L* = 39.88), esto concuerda con el
valor mas alto en indice de oscurecimiento. Por otro lado, la muestra que presentd mayor

luminosidad (mas clara), fue la muestra JAERv* con un valor de 51.90.

Un estudio evalud el color con las coordenada CielLab en jarabes de agave de diferentes
estados de la republica: Estado de México, Hidalgo y Tlaxcala (21), los autores mencionan
que en coordenada L* los jarabes de agave tuvieron valores de 21.11, 19.14 y 21.02,
respectivamente, estos valores indicaron que los jarabes tenian una coloracion mas oscura
al JAERv* y los jarabes comerciales analizadas en este estudio (Tabla 14). Para la
coordenada a* los valores que reportaron los autores fueron de: 12.82, 18.33 y 12,29
(respectivamente) y en coordenada b* de 4.66, 7.80 y 3.44 (respectivamente), estas
coordenadas indican que los jarabes analizados en el estudio tienden a un color rojizo (21),
mientras que el jarabe JAERv* (a=-3.41 y b= 12.23) tiende a un color amarillento, y los
otros jarabes tienden a estar mas cerca del centro indicando una coloracién mas oscura.
Con respecto a los pardmetros C* y h* la muestra obtenida mostro valores de 12.77 y 104.9
respectivamente, con en C*, el jarabe que se asemeja al JAERv* fue de la marca Enature
®, para h*, los jarabes que tiene un comportamiento similar fueron de las marcas Abeja
Reyna ® y Enature ® (Tabla 14). Un estudio donde evaluaron la coloracién en la
elaboracion del jarabe de agave pulquero (salmiana y atrovirens) indican que el valor de

C* aumento con el incremento de la temperatura dando valores de 4.36 a 6.61 pero en h*
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no se observo este comportamiento, ya que las temperaturas de 90°C mostraron un menor

valor, indicando que el tiempo de calentamiento y la temperatura afecta a estos valores (4).

Brudzgnskin y Miotto (167) y Singh et al. (166), mencionan que la coloracion mas oscura
en edulcorantes naturales (miel o jarabe de arce), tiene relacion con una mayor capacidad
antioxidante, por lo que se decidié evaluar de igual forma sus compuestos y actividad
antioxidante de las mieles o jarabes de agave comerciales. En los compuestos fendlicos, en
el JAERv* contiene 14.78 mg EAG/100 g, estos compuesto son metabolitos aromaticos
secundarios de las plantas ampliamente distribuidos en todo el reino vegetal y asociados
con el color, las cualidades sensoriales y las propiedades nutricionales y antioxidantes de
los alimentos (168), Lopez-Romero (169) reporté la presencia de compuestos fendlicos en
un extracto de Agave agustifolia, con una concentracion de 21.7 mg EAG/g, este reporte
indica que la concentracion de aguamiel para elaborar jarabe mediante evaporacién al
vacio, ayuda a la concentraciéon de estos compuestos (Tabla 9 y 15), pero la especie de
agave influye significativamente, debido a que los jarabes de agave pulquero mostraron
mayor cantidad que las de agave tequilero, lo cual concuerda con los resultados de
Ahumada-Santos (170), reportando la presencia de flavonoides en A. ornithobroma vy
cantidades trazas en agave tequilero Tabla 16. Lopez-Romero et al indicaron la presencia
de compuestos fendlicos como kaempferol, kaemperol-3-glucoside, miricentin-3-O-

rhamnoside y quercetin-3-O-arabinoside (171).

El &cido ascorbico es un compuesto antioxidante presente en aguamiel, y que se ve
afectado por tratamientos térmicos de pasteurizacion (105°C por 15 minutos), ya que hubo
una disminucién de 13.50 mg/100 g a 11.98 mg/100g después de someterla a este proceso
(108), caso contrario en la concentracion del aguamiel para la obtencion del jarabe (muestra
JAERvV*), en las Tablas 9 y 15 se muestra, que existe un aumento en su concentracion
después de ser sometida a evaporacion al vacio, esto demuestra que la temperatura y la
ausencia de oxigeno, a lo que fue sometida el aguamiel, no afecta a este compuesto. De
igual forma se observa que la concentracion de acido ascorbico depende del origen

botanico, reportandose cantidades que van desde 2.01 hasta 9 mg/100 mL en el aguamiel
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(8,172) y esto concuerda con los datos presentes en la Tabla 16, donde los jarabes de agave

pulquero mostraron mayor cantidad que los de agave tequilero.

Las betalainas son compuestos que dan coloraciones amarillas y rojas, el JAERv* tenia una
tonalidad amarilla clara, suponiendo la presencia de estos compuestos en una concentracion
de 0.10 mg/100 g para betacianinas y betaxantinas, este resultado es similar a lo reportado
por Skalicky et al (173), donde compararon la coloracion de extractos de hipocétilos de
Beta vulgaris, donde uno de los extractos muestra se asemejaba al color del jarabe obtenido
experimentalmente, el extracto tenia un contenido de 0.16 mg/100 mL para betacianinas y
0.35 mg/100 mL betaxantinas. En el caso de los jarabes de agave tequilero, mostraron una
menor concentracion que las de agave pulquero, y cabe resaltar que la presencia de
compuestos propios del alimento influyen en su concentracion, debido a que estas
estructuras parten de una misma base (&cido betalamico), pero cuando existe la presencia de
compuestos como con un grupo amino la concentracion de betaxantinas aumenta (137) y
esto se corrobora con el jarabe de agave de la marca Maye®, ya que fue la que mayor

cantidad de proteina presento al igual que betaxantinas.

Acerca de la capacidad antioxidante de algunos edulcorantes naturales se ha reportado que
el jarabe de agave de la especie salmiana, tiene una mayor capacidad antioxidante con
respecto al jarabe de agave tequilero, la miel, la cafia de azlcar y el jarabe de maiz (28),
esto se muestra en la Tabla 16, corroborando que los jarabes con mayor actividad
antioxidante en los ensayos son de la especie pulquera y el JAERv*(DPPH*: 13.33 mg
ET/100g, ABTS™": 28.54 mg ET/100g y FRAP: 6.17 mmol Fe (11)/ 100 g respectivamente).
De igual forma, se demuestra que la concentracion del aguamiel con ERV, incrementa la
actividad antioxidante en el jarabe, ya que es un estudio de extracto de A. angustifolia
reporté una actividad de captacion de radicales libres de 2.43 mg ET/g en DPPH, 6.16 mg
ET/100g en ABTS y 0.14 mmo ET/g en FRAP (169).

Por otro lado, se analizo la viscosidad de los jarabes o mieles de agave, indicando una gran
diferencia en ellas, siendo el JAERv* la que obtuvo mayor viscosidad (3224.66 cP), (Tabla

16), aun cuando presentaron valores de SST similares a los jarabes de jarabe de agave de
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las marcas Abeja Reyna ® y Enature ® (Tabla 12). Estos resultados indica que el JAERv*
contiene moléculas diferentes a los jarabes comerciales. En el aguamiel se ha reportado
compuestos como fructooligosacaridos, los cuales tiene un grado de polimerizacién de 3 a
10 unidades con enlaces de tipo B-2,1 y -2,6, estos fructoligosacaridos pueden ser inulinas,
levan o0 agavinas al igual que compuestos como 1-ketosa, 1-nistosa y 1-F-B-
fructofuranosilnistosa (13,113), estos productos al ser de un grado mayor de polimerizacion
comparado con mono o disacaridos afectan la viscosidad. Un estudio analizé la influencia
de los tratamientos térmicos en la composicién del aguamiel y el jarabe de agave de la
especie salmiana, los autores reportaron que al realizar procesos como pasteurizacion a
121°C durante 15 minutos, disminuye la concentracion de 1-ketosa y la eliminacion de 1-
nistosa y 1-F-B-Fructofuranosilnistosa (72), por lo que, al realizar un pretratamiento, de la
materia prima, con una temperatura no mayor a 80°C y una concentracion a una
temperatura no mayor de 70°C del aguamiel, es posible que la alta viscosidad de la
muestra se debe a la presencia de estos compuestos, suponiendo que aln se preservan con

la concentracion por ERV.

De igual forma se puede observar en la Tabla 12, que el jarabe que presentdé mayor
contenido en azucares reductores fue de la marca Abeja Reyna ®, lo cual indica que es una
posible fuente alta en fructosa, mientras que el jarabe obtenido experimentalmente JAERvV*
mostrd la menor concentracion de estos azucares, esta diferencia se puede deber al proceso
de hidrdlisis en la elaboracion, ya que en el jarabe de agave por ERV, no se realiza una
hidrolisis total, como en el caso de los jarabes pulqueros (marca Maye ® y Hacienda de
Amoltepec) y el jarabe de agave tequilero Enature ®. Con respecto al contenido de
sacarosa, se observa que los jarabes de agave pulquero fueron los que obtuvieron los
valores mas altos, siendo el jarabe JAERV* el que tenia mayor contenido (49.52 g/100g), y
en segundo lugar el jarabe de la marca Maye® (30.139/100g y Hacienda de Amoltepec
(22.61 g/100g) y en los jarabes o miles de agave tequilero azul se observan cantidades
trazas. El resultado obtenido de los diferentes jarabes analizados coincide con lo reportado
por Leal-Diaz et al., debido a que ellos reportan que la concentracion de aguamiel de Agave
salmiana contiene un mayor contenido de sacarosa, seguido de glucosa y menor

concentracion de fructosa (44). Mufiiz-Marquez et al. (72), también contribuyen a esta
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informacion, ya que reportaron que el jarabe de agave contiene fructosa, glucosa y un
mayor contenido de sacarosa, al igual que se observa una disminucion de ketosa y
compuestos oligoméricos. Este cambio en la composicion de azlcares propios del
aguamiel, se debe a que los tratamientos térmicos favorecen la hidrélisis de carbohidratos
complejos a azucares libres de tipo mono y disacaridos (174,175). Es importante
mencionar, que la alta concentracion de azucares totales se obtuvo en el jarabe de la marca
Enature ® (69.31 g/100g) y también, fue quien presentd mayor contenido de azucares
reductores, indicando que en composicion existe una mayor concentracién de fructosa y
glucosa, con respecto al jarabe obtenido experimentalmente (JAERvV*), se observa una alta
concentracion de azucares totales (62.67 @/100g),pero esto se debe por su alta

concentracion de sacarosa y no de azUcares reductores (Tabla 12.)

Para la determinacién del indice glucémico se realiz6 una estimacion In vitro Tabla 17, un
valor de elG de 36.65 para JAERV*, siendo similar al valor del jarabe de jarabe de agave
tequilero de la marca Enature ® la cual tenia un valor de 38.78, estos valores indican que
los jarabes analizados contienen un bajo indice glucémico, ya que sus valores no
sobrepasan el valor de 55 establecido por la Asociacion Americana de Diabetes (33). Leal-
Diaz también analizaron el 1G del concentrado de aguamiel obtenido por ebullicion en
sistema abierto del Agave salmiana, obteniendo un IG de 47.6, catalogandolo ain como un
alimento con un bajo IG a pesar de las altas concentraciones de sacarosa y glucosa, ellos
plantean la hipdtesis de que “compuestos distintos de los azucares son los responsables del
bajo IG” (44). Realizando esta comparacion, se indica que la concentracion de aguamiel
por ERV, preserva estos compuestos que ayudan a que se mantenga su I1G bajo en el jarabe.
Al observar los cambios de concentracion de glucosa en la cinética in vitro (Anexo C-1), en
la determinacion del 1G, los cambios en la concentracion, el JAERv* mostré un aumento en
el contenido de glucosa a los 120 min, mientras que los jarabes de la marca Abeja Reyna®
y Hacienda de Amoltepec presentaron los picos mas altos a los 90 min. Espino et al. (176),
mencionan que un pico maximo de glucosa en la evaluacion de 1G in vivo al minuto 30
indica la presencia de carbohidratos de rapida digestion, mientras que los alimentos que
tiene un incremento después del minuto 120 indican la presencia de carbohidratos de lenta
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digestion. Al comparar los resultados de la viscosidad y la cinética del IG in vitro se puede

afirmar la posible presencia de carbohidratos complejos en el JAERvV*.
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IX CONCLUSIONES

e Lacomposicion inicial de la materia prima, influyo estadisticamente el desarrollo de
la superficie de respuesta y la reproducibilidad debido a que se ve afectada por

condiciones climaticas y de estacion del afio.

e El uso de un disefio de tipo Box-Behnken permitié optimizar los procesos de
obtencion del jarabe de agave pulquero con una buena reproducibilidad para SST,

ademas de permitir evaluar los cambios en los compuestos bioactivo de estudio.

e La obtencion del jarabe de agave por evaporacion rotatoria al vacio es un proceso
rapido y que afecta en menor medida las caracteristicas fisicoquimicas del aguamiel,

preservando sus compuestos bioactivos.

e La vida util del jarabe de agave pulquero almacenado a temperatura ambiente

evidencio estabilidad en los primeros 60 dias.

e El jarabe de agave pulquero presentd un bajo indice glucémico (36.65) y una
capacidad antioxidante mayor que los jarabes tequileros comerciales.
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X. RECOMENDACIONES

Para futuras investigacion se recomienda probar el jarabe de agave pulquero en
experimentos in vivo para la determinacion del 1G real y evaluar su efecto, benéfico en

pacientes con diabetes y obesidad.

Para incrementar el porcentaje de reproduccion de la prediccion, partir de un lote de

aguamiel homogenizado y de mayor volumen.

Realizar una determinacion para conocer el perfil y la concentracion de carbohidratos
(monosacaridos, disacaridos y fructooligosacaridos) presentes en el jarabe de agave
pulquero y evaluar la cristalizacion de la muestra debido a que influye con el tipo y

concentracion de carbohidratos presentes

Evaluar atributos como color, olor y sabor mediante pruebas sensoriales de tipo afectiva

para conocer el nivel de agrado por parte de consumidores potenciales.
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XI1. ANEXOS

Anexo A-1. Curva de calibracién de glucosa (concentraciones de 0 a 1000 mg/mL)
para la determinacion de azucares reductores método DNS
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Anexo A-2. Curva de calibracién con acido galico (0 a 300 mg EAG/100g) para
contenido de fenoles totales por el método Folin-Ciocalteu
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Anexo. A-3. Curva estandar de acido ascorbico (0 a 50 mg/L) para la determinacion
de acido ascérbico
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Anexo A-4. Curva estandar de Trolox ( 0 a 300 pumol ET/L) para la determinaciéon del
ensayo DPPH
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Anexo A-5. Curva estandar de Trolox ( 0 a 300 pmol ET/L) para la determinacion del
ensayo ABTS

01 y =-0.0007x + 0.618
' R? =0.9963

0 50 100 150 200 250 300
Trolox (umol/L)

Anexo A-6. Curva estandar de sulfato ferroso (0 a 50 mmol Fe (I1)/L) para la
determinacion en el ensayo FRAP

25
2
E
S s
[©2]
v
z 1
<
0.5 y = 0.0394x + 0.1745
R? = 0.9985
0
0 10 20 30 40 50

mmol Fe(Il) mmol/L

Anexo A-7. Curva de calibracion de glucosa (0 a 120 mg/L) para la determinacion de
carbohidratos por el método Orcinol
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Anexo A-8. Ecuaciones de regresion en unidades no codificadas de las diferentes
variables respuesta

°Brix = -513 + 17.5 Temperatura - 0.76 Vacio - 7.8 Tiempo - 0.149 Temperatura*Temperatura

- 0.0038 Vacio*Vacio - 0.017 Tiempo*Tiempo + 0.0033 Temperatura*Vacio
+ 0.200 Temperatura*Tiempo + 0.0033 Vacio*Tiempo

Fenoles (mg EAG/100g) = -577 + 11.7 Temperatura - 1.58 Vacio + 17.5 Tiempo
- 0.0924 Temperatura*Temperatura + 0.00341 Vacio*Vacio
- 0.121 Tiempo*Tiempo + 0.0404 Temperatura*Vacio
- 0.075 Temperatura*Tiempo - 0.0641 Vacio*Tiempo

Acido Ascorbico (mg EAA/100g) = -2204 + 22.5 Temperatura + 4.08 Vacio + 98.4 Tiempo
- 0.031 Temperatura*Temperatura - 0.0302 Vacio*Vacio
- 0.87 Tiempo*Tiempo + 0.0327 Temperatura*Vacio
- 0.716 Temperatura*Tiempo - 0.074 Vacio*Tiempo

Betacianinas mg/100g = -9.5 + 0.191 Temperatura + 0.246 Vacio - 0.49 Tiempo
+ 0.00068 Temperatura*Temperatura + 0.000969 Vacio*Vacio
+ 0.0185 Tiempo*Tiempo - 0.00353 Temperatura*Vacio
+ 0.0004 Temperatura*Tiempo - 0.00651 Vacio*Tiempo

Betaxantinas mg/100 g_1 = -8.2 + 0.172 Temperatura + 0.219 Vacio - 0.46 Tiempo
+ 0.00050 Temperatura*Temperatura + 0.000869 Vacio*Vacio
+ 0.0169 Tiempo*Tiempo - 0.00309 Temperatura*Vacio
+ 0.0006 Temperatura*Tiempo - 0.00599 Vacio*Tiempo

DPPH (mg ETrolox/ 100 g) = 19 + 0.53 Temperatura - 1.45 Vacio - 0.2 Tiempo
- 0.0423 Temperatura*Temperatura + 0.00157 Vacio*Vacio
- 0.247 Tiempo*Tiempo + 0.0039 Temperatura*Vacio
+ 0.1976 Temperatura*Tiempo + 0.0291 Vacio*Tiempo

ABTS (mg ETrolox/ 100 g) 932 - 32.6 Temperatura - 14.4 Vacio + 49 Tiempo
+ 0.143 Temperatura*Temperatura + 0.0452 Vacio*Vacio
- 0.92 Tiempo*Tiempo + 0.139 Temperatura*Vacio

+ 0.220 Temperatura*Tiempo - 0.126 Vacio*Tiempo

FRAP ( umol Fe(ll)/ 100 g)

73.1 + 0.70 Temperatura + 0.217 Vacio - 9.23 Tiempo

- 0.0198 Temperatura*Temperatura + 0.00805 Vacio*Vacio
+ 0.1136 Tiempo*Tiempo - 0.00666 Temperatura*Vacio

+ 0.1158 Temperatura*Tiempo - 0.04608 Vacio*Tiempo
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Anexo B-1. Resultados estadisticos indicados por el programa Minitab para la
variable respuesta SST (°Brix) vs. Temperatura, vacio y tiempo

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Modelo 9 5942.10 660.23 2459 0.001
Lineal 3 5864.06 195469 72.81  0.000
Temperatura 1 2964.50 2964.50 110.43  0.000
Vacio 1 1875.78 1875.78  69.87  0.000
Tiempo 1 1023.78 1023.78  38.14  0.002
Cuadrado 3 52.73 17.58 0.65 0.614
Temperatura*Temperatura 1 51.35 51.35 191 0.225
Vacio*Vacio 1 2.69 2.69 0.10 0.764
Tiempo*Tiempo 1 0.04 0.04 0.00 0.971
Interaccion de 2 factores 3 25.31 8.44 031 0.815
Temperatura*Vacio 1 0.25 0.25 0.01 0.927
Temperatura*Tiempo 1 25.00 25.00 0.93 0.379
Vacio*Tiempo 1 0.06 0.06 0.00 0.963
Error 5 134.23 26.85
Falta de ajuste 3 109.56 36.52 296 0.263
Error puro 2 24.67 12.33
Total 14 6076.33

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado)  (pred)

5.18130 97.79%  93.81% 70.24%
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Diagrama de Pareto y superficies de respuesta para la variable SST (°Brix)

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(larespuesta es °Brix, o = 0.05)
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Anexo B-2. Resultados estadisticos indicados por el programa Minitab para la
variable respuesta para contenido de fenoles vs. Temperatura, vacio y tiempo

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF Valorp
Modelo 9 321.868 35.763 2.05 0.222
Lineal 3  233.798 77.933 4.47 0.070
Temperatura 1 94.561 94.561 5.43 0.067
Vacio 1 76.316 76.316 438  0.091
Tiempo 1 62.922 62.922 3.61 0.116
Cuadrado 3 24.591 8.197 047  0.716
Temperatura*Temperatura 1 19.711 19.711 1.13 0.336
Vacio*Vacio 1 2.174 2.174 0.12 0.738
Tiempo*Tiempo 1 2.117 2117 0.12 0.742
Interaccion de 2 factores 3 63.478 21.159 121 0.395
Temperatura*Vacio 1 36.792 36.792 211 0.206
Temperatura*Tiempo 1 3.559 3.559 0.20 0.670
Vacio*Tiempo 1 23.127 23.127 1.33 0.301

Error 5 87.112 17.422
Falta de ajuste 3 77.935 25.978 5.66 0.154

Error puro 2 9.177 4,589

Total 14 408.980
Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)

4.17401 78.70% 40.36%  0.00%

Caroline Cor Jamera
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Diagrama de Pareto y superficies de respuesta para la variable respuesta fenoles totales

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados Contenido de fenoles (mg EAG/100 g) vs. Vacio, Temperatura
(la respuesta es Fenoles (mg EAG/100 g), a = 0.05)
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Anexo B-3. Resultados estadisticos indicados por el programa Minitab para la

variable respuesta para acido ascérbico vs. Temperatura, vacio y tiempo

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF Valorp
Modelo 9 607922 67547 150  0.340
Lineal 3 420769 140256 3.12 0.126
Temperatura 1 142718 142718 3.18 0.135
Vacio 1 269902 269902 6.01 0.058
Tiempo 1 8150 8150 0.18 0.688
Cuadrado 3 24165 8055 0.18 0.906
Temperatura*Temperatura 1 10313 10313 0.23 0.652
Vacio*Vacio 1 11984 11984 0.27 0.627
Tiempo*Tiempo 1 10 10 0.00 0.988
Interaccion de 2 factores 3 162987 54329 121 0.396
Temperatura*Vacio 1 43124 43124 0.96 0.372
Temperatura*Tiempo 1 27987 27987 0.62 0.466
Vacio*Tiempo 1 91876 91876 2.05 0.212

Error 5 224501 44900
Falta de ajuste 3 98283 32761 052 0.710

Error puro 2 126218 63109

Total 14 832423
Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)

211.897 73.03% 24.49%  0.00%

Caroline Cor Jamera
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Diagrama de Pareto para la variable respuesta acido ascorbico

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados Conteido de acido Ascorbico {mg EAAI100g) vs. Tiempo, Vacio
(la respuesta es Acido Ascorbico (mg EAA/100g), o = 0.05) —
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Anexo B-4. Resultados estadisticos indicados por el programa Minitab para la

variable respuesta para betacianinas vs. Temperatura, vacio y tiempo

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF Valorp
Modelo 9 159354  0.177060 1.59 0.317
Lineal 3 086243 0.287476 258  0.166
Temperatura 1 0.11884 0.118836 1.07 0.349
Vacio 1 055981 0.559811 5.03 0.075
Tiempo 1 0.18378 0.183782 165 0.255
Cuadrado 3 0.21195 0.070649 0.64  0.624
Temperatura*Temperatura 1 0.00106 0.001058 0.01 0.926
Vacio*Vacio 1 0.17545 0.175448 158  0.265
Tiempo*Tiempo 1 0.04939 0.049388 044  0.535
Interaccion de 2 factores 3 051917 0.173056 1.56 0.310
Temperatura*Vacio 1 0.28036 0.280362 2.52 0.173
Temperatura*Tiempo 1 0.00008 0.000080 0.00 0.980
Vacio*Tiempo 1 0.23873 0.238726 2.15 0.203
Error 5 055626 0.111253
Falta de ajuste 3 055237 0.184123 94.56 0.010
Error puro 2 0.00389 0.001947
Total 14 2.14981
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado)  (pred)
0.333546  74.12% 27.55%  0.00%

Caroline Cor Jamera
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Diagrama de Pareto para la variable respuesta betacianinas
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Anexo B-5. Resultados estadisticos indicados por el programa Minitab para la

variable respuesta para betaxantinas vs. Temperatura, vacio y tiempo

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF Valorp
Modelo 9 1.31001 0.145557 1.66  0.300
Lineal 3 0.72127 0.240422 274  0.153
Temperatura 1 0.10066  0.100655 1.15 0.333
Vacio 1 046429 0.464291 529  0.070
Tiempo 1 015632 0.156321 1.78  0.240
Cuadrado 3 017213 0.057377 0.65 0.614
Temperatura*Temperatura 1 0.00058 0.000581 0.01 0.938
Vacio*Vacio 1 014131 0.141310 1.61  0.260
Tiempo*Tiempo 1 0.04125 0.041247 0.47  0.523
Interaccion de 2 factores 3 041662 0.138872 158  0.305
Temperatura*Vacio 1 0.21461 0.214614 2.45 0.179
Temperatura*Tiempo 1 0.00023 0.000233 0.00 0.961
Vacio*Tiempo 1 020177 0.201770 230  0.190
Error 5 0.43878 0.087756
Falta de ajuste 3 043583 0.145277 98.49  0.010
Error puro 2 0.00295 0.001475
Total 14 1.74880
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado)  (pred)
0.296237 74.91% 29.75%  0.00%

Caroline Cor Jamera
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Diagrama de Pareto para la variable respuesta betaxantinas

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados Conte nido de betaxantinas (mg/ 400 g} vs. Vacio, Temperatura
(la respuesta es Betaxantinas mg/100 g 1, a = 0.05)
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Anexo B-6. Resultados estadisticos indicados por el programa Minitab para la

variable respuesta en el ensayo DPPH* vs. Temperatura, vacio y tiempo

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF Valorp
Modelo 9  282.661 31.407 6.97 0.023
Lineal 3 240.017 80.006  17.76  0.004
Temperatura 1 115.255 115.255 25.58 0.004
Vacio 1 49.972 49.972 11.09 0.021
Tiempo 1 74.790 74.790 16.60 0.010
Cuadrado 3 13.140 4.380 0.97 0.475
Temperatura*Temperatura 1 4,131 4,131 0.92 0.382
Vacio*Vacio 1 0.458 0.458 0.10 0.763
Tiempo*Tiempo 1 8.784 8.784 1.95 0.221
Interaccion de 2 factores 3 29.504 9.835 218  0.208
Temperatura*Vacio 1 0.342 0.342 0.08 0.794
Temperatura*Tiempo 1 24.403 24.403 5.42 0.067
Vacio*Tiempo 1 4.760 4.760 1.06 0.351

Error 5 22.524 4.505
Falta de ajuste 3 19.156 6.385 379 0.216

Error puro 2 3.367 1.684

Total 14 305.185
Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)

2.12245 92.62% 79.33%  0.00%

Caroline Cor Jamera
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Diagrama de Pareto para la variable respuesta en el ensayo DPPH"*

DPPH {mg ETrolox’ 100 g} ws. Vado, Temperatura
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Anexo B-7. Resultados estadisticos indicados por el programa Minitab para la

variable respuesta en el ensayo ABTS'* vs. Temperatura, vacio y tiempo

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF Valorp
Modelo 9 106118 1179.08 316  0.109
Lineal 3 9473.4 3157.79 8.47 0.021
Temperatura 1 1319.2 1319.20 3.54 0.119
Vacio 1 7664.1 7664.13 20.56 0.006
Tiempo 1 490.0 490.03 1.31 0.303
Cuadrado 3 580.9 193.64 0.52 0.687
Temperatura*Temperatura 1 47.4 47.37 0.13 0.736
Vacio*Vacio 1 382.2 382.22 1.03 0.358
Tiempo*Tiempo 1 122.4 122.38 0.33 0.591
Interaccion de 2 factores 3 557.5 185.83 050  0.699
Temperatura*Vacio 1 437.2 437.21 1.17 0.328
Temperatura*Tiempo 1 30.3 30.28 0.08 0.787
Vacio*Tiempo 1 90.0 89.99 024  0.644

Error 5 1863.8 372.75
Falta de ajuste 3 981.5 327.17 0.74  0.618

Error puro 2 882.3 441.13

Total 14 124755
Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)

19.3068 85.06% 58.17%  0.00%

Caroline Cor Jamera
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Diagrama de Pareto para la variable respuesta en el ensayo ABTS™*

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados ABT 5 (my ETrolox/ 100 g} vs. Vacio, T emperatura
(la respuesta es ABTS (mg ETrolox/ 100 mg), & = 0.05) [rrm———
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Anexo B-8. Resultados estadisticos indicados por el programa Minitab para la

variable respuesta en el ensayo FRAP vs. Temperatura, vacio y tiempo

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF Valorp
Modelo 9  362.687 40.299 9536  0.000
Lineal 3  326.337 108.779  257.40  0.000
Temperatura 1 130.279 130.279  308.28 0.000
Vacio 1 136.557 136.557 323.13 0.000
Tiempo 1 59.501 59.501 140.80 0.000
Cuadrado 3 15.027 5.009 11.85 0.010
Temperatura*Temperatura 1 0.905 0.905 2.14 0.203
Vacio*Vacio 1 12.115 12.115 28.67 0.003
Tiempo*Tiempo 1 1.863 1.863 441 0.090
Interaccion de 2 factores 3 21.323 7.108 16.82  0.005
Temperatura*Vacio 1 0.999 0.999 2.36 0.185
Temperatura*Tiempo 1 8.379 8.379 19.83 0.007
Vacio*Tiempo 1 11.946 11.946 28.27 0.003
Error 5 2.113 0.423
Falta de ajuste 3 1.986 0.662  10.40  0.089
Error puro 2 0.127 0.064
Total 14  364.800
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.650080 99.42% 98.38% 91.21%

Caroline Cor Jamera

135



Diagrama de Pareto para la variable respuesta en el ensayo FRAP

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados FRAP ( mmol Fe(ll)/ 100 g) vs. Vacio, Temperatura
(la respuesta es FRAP ( mmol Fe(11)/ 100 g), ot = 0.05)
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Anexo C-1. Estimacion del I1G in vitro de jarabes o mieles de agave

1000
900
800
S —e
g 700
>
S
c_: 600 —&— Glucosa
$ —0— JARV*
& 500
§ —0— Maye ®
% 400 ——Hacienda de Amoltepec
— —— Abeja Reyna ®
o
E@ 300 —e—Enature ®
+
100
0
0 30 60 90 120 150 180

Tiempo (min)

137



138



