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Resumen. EI 75 % de las especies del género Agave se encuentran distribuidas en el territorio mexicano. Agave salmiana Otto ex
Salm-Dick es la méas abundante en el altiplano potosino - zacatecano y se utiliza principalmente para la elaboracién de mezcal. En
la region potosina el proceso tradicional de produccién de mezcal se realiza en cinco etapas: seleccién de la materia prima,
coccion, molienda, fermentacion y destilacion. Durante la coccién con vapor se genera gran cantidad de efluvios ricos en
carbohidratos fermentables que regularmente son desechados por la presencia de saponinas, ya que pueden influir de manera
negativa en la fermentacion. Se obtuvieron muestras de efluvios cada 3 h durante el tiempo de coccién de las cabezas enteras de
maguey, y se les midi6 el pH, temperatura, sélidos totales y abundancia de saponinas por la espuma durante agitacion. La
concentracién de azlcares reductores se obtuvo por método de Fehling-Soxhlet y por CLAR. La cuantificacién de saponinas se
realizé por el método descrito por Baccou. Se registr6 una disminucion gradual del pH y la concentracion de saponinas, y un
incremento en los azlcares reductores. Hubo una tendencia similar entre las dos técnicas para saponinas. No hubo diferencias
significativas entre las técnicas de Fehling-Soxhlety CLAR.

Palabras clave Mezcal potosino, Agave salmiana, saponinas y azlcares reductores.

Abstract. The 75 % of the species of the genus Agave are distributed the Mexican territory. Agave salmiana Otto ex Salm-Dick,
the most abundant in the highlands of San Luis Potosi and Zacatecas, is primarily used for making mezcal. In this region the
traditional process of mezcal production has five steps: selection of raw material, cooking, squeezing, fermentation and
distillation. During steam cooking, a great amount of fermentable carbohydrate rich effluents and regularly discarded because its
saponins, may produce a negative effect on fermentation. In effluents samples collected every 3 h during the cooking of heads of
maguey, we measured pH, temperature, total solids and the abundance of saponins by the column of foam formed by agitation.
Reducing sugar concentration was obtained by Fehling-Soxhlet method and by HPLC. Quantification of saponins was performed
by the method described by Baccou. The results show a gradual decrease in pH, concentration of saponins and an increase in
reducing sugars during cooking time. There were no significant differences between Felinhg and HPLC techniques.
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Introduccion

Maguey es el nombre comun aplicado a las especies del género Agave (familia Agavaceae, endémica de
América). El género comprende alrededor de 200 especies de las cuales la mayor parte se encuentran en
México, territorio considerado como su centro de origen y domesticacion [1-4]. Las especies mexicanas de
maguey pueden encontrarse desde el nivel del mar hasta los 3400 m de altitud y son especialmente
abundantes en las comunidades vegetales xerofiticas [3].

En el altiplano potosino crece en forma silvestre Agave salmiana (maguey mezcalero), y por su abundancia
en la region representa un elemento importante de la vegetacion natural [5,6]. Su aprovechamiento es
diverso y ha jugado un papel importante en la vida de los ancestros y de los actuales pobladores de la
regién; actualmente, en el area de estudio su principal aprovechamiento es para la elaboracién de mezcal
[6]. ElI mezcal es una bebida alcohdlica que se obtiene de la fermentacién y destilacion de los jugos
extraidos de pifias o cabezas (tallo y bases de pencas) de maguey maduro previamente cocidas [6]. Se carece
de informacion detallada del proceso de coccién en la elaboracién del mezcal en esta zona. Sin embargo,
Aguirre et al. [6] estimaron indirectamente una ineficiencia global de 50% en el proceso, el cual podria
mejorarse al menos en un 100 % al corregir limitaciones de cada una de sus etapas.

El proceso de elaboracion de mezcal en la regién potosina es tradicional y se realiza en cinco etapas [7]. 1)
Se inicia en el campo con la recoleccion de plantas quiotillas, castradas o quiotadas, de las cuales las
primeras presentan mayor concentracion de fructanos (polisacaridos de reserva del maguey) [6, 8]. Una vez
seleccionadas las plantas, se desviran (eliminacion de las hojas desde su base, con mayor concentracion de
saponinas) y finalmente se tumban [6, 9]. 2) Posteriormente se realiza la coccion para hidrolizar los
fructanos en fructosa y glucosa (monosacaridos fermentables), y posiblemente generar compuestos
organolépticos que le confieren el aroma caracteristico al mezcal [7, 10]. Las pifias enteras se cuecen en
hornos elevados de mamposteria ordinaria (20 t aproximadamente), con techos de boveda, una abertura
mayor al frente (donde se inicia la carga) y otra menor en la boveda (donde se termina la carga); el piso esta
cubierto con una tarima ranurada para la recoleccion de efluvios. Los hornos son calentados de manera
intermitente desde abajo de la tarima con vapor proveniente de una caldera (2 kg/cm?) durante 27 a 36 h,
alcanzando una temperatura maxima de 119 °C. Durante las primeras 16 h se generan cerca de 2000 L de
efluvios que son desechados por la presencia de saponinas. Después de este tiempo (17-36 h) se produce
otra cantidad igual, que en algunas épocas del afio es recuperada, condensada y adicionada al jugo extraido
de las cabezas cocidas. En época de lluvia el total de efluvios se desecha. Las saponinas son metabolitos
secundarios presentes en varias especies vegetales; por sus propiedades quimicas, forma soluciones
espumantes, aumenta la permeabilidad celular y destruye las membranas celulares [11,12]. En el maguey se
ha reconocido la presencia de saponinas esteriodales [13,14]. 3) La extraccién de jugos se realiza durante la
molienda, mediante un molino de piedra con forma circular, el cual se hace girar sobre un piso de sillar con
drenaje para los jugos [15]. El subproducto generado (bagazo) se lava con agua caliente en una pila de
lavado y luego se exprime en una prensa de tornillo; esta solucidon azucarada se incorpora a los jugos de
molienda. 4) La fermentacion de azucares y formacion implicita de alcoholes forma parte del metabolismo
de microorganismos como Saccharomyces cerevisiae, y otros como Clavispora lusitaniae, Pichia
fermentans y Kluyveromyces marxianus como levaduras, y algunas bacterias Zymomonas mobilis
subsp.mobilis y Z. mobilis subsp. pomaceae, Weisella cibaria, W. paramesenteroides, Lactobacillus kefiri,
L. plantarum L. pontis y L. farraginis encontrados en el inoculo para la produccion de mezcal de A.
salmiana. [16,17,18]. Sin embargo, la presencia de saponinas en los jugos de maguey, incrementa el tiempo
de fermentacion, produce mal sabor y genera un rendimiento pobre del mezcal. Estos efectos probablemente
se deben a que la propiedad histolitica de las saponinas destruye las levaduras [19]. La fermentacién se
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realiza en pilas de mamposteria ordinaria con una capacidad aproximada de 8000 a 12000 L a 35 °C durante
36 h, y es inducida por una cepa nativa reciclada [7]. 5) La destilacion del vino se realiza por etapas en
alambiques de cobre, para lo cual la temperatura se controla de manera rudimentaria a través de la presion
de vapor de un serpentin interior. En la primera etapa se separan las “cabezas”, compuestas principalmente
por metanol (55 a 80 °GL). Posteriormente se condensa el “corazon” o mezcal, compuesto principalmente
por etanol (45 °GL) y por altimo se obtienen las “colas” (< 25 °GL) compuestas por alcoholes superiores y
agua [7].

El estado de San Luis Potosi cuenta con la Denominacién de Origen para la produccion de mezcal, por ello
el uso racional del recurso es de vital importancia, asi como la implementacion de mejoras en el proceso
actual de produccion del mezcal en sus diferentes fases, principalmente en la de coccion. Por lo anterior, el
objetivo de este trabajo fue conocer la variacion de la concentracion de azucares y saponinas en los efluvios
generados durante la coccion del maguey mezcalero potosino en la empresa Laguna Seca, con la finalidad
de fundamentar su aprovechamiento para mejorar el rendimiento de mezcal por unidad de materia prima.

Materiales y Métodos

El estudio se realizd en 2009, durante las épocas seca y lluviosa en la empresa mezcalera “Laguna Seca”
ubicada en el municipio de Charcas, San Luis Potosi (23° 17’ 44’’ de Latitud Norte, 100° 55’ 49°" de Latitud
Oeste y 1962 msnm). Los analisis se llevaron a cabo en los laboratorios del Instituto de Investigacion de
Zonas Desérticas (11ZD) de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi.

Obtencion de la muestra

Durante la coccion se tomaron muestras de efluvios por triplicado de dos cargas completas (unas 20 t cada
una), en dos diferentes épocas del afio, seca (marzo-junio) Yy lluviosa (julio-octubre). Al tomar las muestras
en el registro del drenaje de efluvios, se les midio la temperatura (Termdmetro Brannan, Termolab, México)
y el pH (Potenciémetro HANNA instruments, 98127). Las muestras obtenidas se filtraron y se les registro el
contenido de solidos suspendidos (Refractdmetro Leica AR200) y la altura de la espuma que se formaba.
Posteriormente las muestras fueron congeladas y trasladadas al 11ZD para cuantificar los azlcares
fermentables y las saponinas.

Abundancia de saponinas por el método de cantidad de espuma

Inmediatamente después de recolectar los efluvios, 1 mL de ellos se colocd en un tubo de ensaye con rosca,
se agitd vigorosamente durante 30 seg y se dejo reposar por 15 min, posteriormente se midio el grosor de la
capa de espuma persistente [20].

Extraccion de sapogeninas
Hidrdlisis

En un tubo de ensaye se colocaron 5 mL del efluvio y 2 mL de acido sulfarico 2 N, posteriormente, se
calentaron a 110 °C durante 1.5 h en un bafio seco. Luego, se llevaron a temperatura ambiente y se realizo la
extraccion con acetato de etilo. Para ello, se agregaron 5 mL del disolvente, se sonicaron durante 1 miny se
separ0 la capa organica en otro tubo de ensaye para posteriormente medir la concentracion de las
sapogeninas. Este procedimiento se realizé por duplicado.
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Concentracién de sapogeninas

La medicion de la concentracion de sapogeninas se realizd con el método descrito por Baccou et al. [21],
para lo cual se utiliz6 una curva estdndar de 5, 10, 20, 30 y 40 pg/mL de diosgenina (Sigma, St. Louis Mo) y
430 nm de longitud de onda, en un espectrofotometro (Agilent HP 8453 UV visible Deutschland,
Alemania).

Concentracion de azucares reductores (AR) por Fehling-Soxhlet

La concentracion de aztcares reductores se obtuvo por el método de Fehling, mezclando volimenes iguales
(2 mL) de los reactivos “A” y “B”, en presencia del indicador azul de metileno y 60 mL de agua. El titulo se
midid con las muestras.

Concentracién de azucares reductores por cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR)

Los AR (glucosa y fructosa) se cuantificaron por CLAR, en un cromatografo Agilent HP serie 1100
(Waldbronn, Alemania); para ello en fase reversa se utilizd una columna no polar Zorbax Cg especifica para
carbohidratos (4.6 mm i.d. x 250 mm x 5 um de tamafo de particula), y acetonitrilo agua 75:25 (v/v) como
fase movil polar [8]. La identificacion y cuantificacion de la glucosa y fructosa en los efluvios se efectud
comparando los tiempos de retencion con los obtenidos por los estdndares de referencia (Sigma, St. Louis
Mo). Se construy6 una curva de calibracion lineal de 0.5, 1, 2, 3, 4 y 5 % de glucosa y fructosa. Las
muestras fueron pasadas a través de filtros de nylon de 0.45 um de didmetro y aforadas a 500 pL con una
solucion de 50:50 acetronitrilo:agua [8].

Disefio experimental

El disefio experimental fue completamente al azar, con un arreglo factorial de tratamientos (2 x 2 x 10) y
mediciones repetidas en el tiempo; donde el factor A es la época funcional (seca y lluviosa), B son los lotes
(uno y dos) y C el tiempo de muestreo cada 3 h. Los datos fueron analizados con el procedimiento PROC
GLM de SAS [22] y las medias se compararon con la prueba de Tukey. Se consider6 la p<0.01 como el
nivel de significacion estadistica.

Resultados y discusién

En la empresa Laguna Seca se utilizan como combustible principalmente restos de magueyes e izotes
(Yucca spp.) muertos, recolectados en los agostaderos circundantes. Con este material se alimenta la caldera
que provee de vapor al horno donde se cuecen las cabezas de maguey. Si no se cuenta con suficiente
combustible o si estd humedo, la presion de la caldera es insuficiente y el tiempo de coccion es mayor,
porque el flujo del calor no es constante y el proceso de coccion es discontinuo. Esta puede ser una de las
causas del bajo rendimiento (hidrolisis incompleta) sefialado por Aguirre et al. [6].

ISSN: 1665-5745 4/11 www.e-gnosis.udg.mx/vol8/art7



© 2010, e-Gnosis [online] Vol. 8 Art. 7

Variacion de la... Cynthya Z. P. et. al.

Tabla 1. Cuadrados medios del analisis de varianza y prueba de F para pH, temperatura (°C), columna de

espuma (cm) concentracion de sapogeninas (mg/mL de efluvio) y azucares reductores (%) en los efluvios
provenientes de la coccion de maguey.

PV SL Temeu gn Cmr  Cmmmmie AT AR
Lote 1 48.0500 0.0004 0.0151 88599.9661 0.3386 0.7857
Epoca 1 832.0500** 0.0806** 57.2911** 472.0208** 0.00004 0.9453
Tiempo 9  224.8277** 0.1879** 1.9911** 860.3076™ 9.2243**  8.9254**
Epoca x 9  152.1611**  0.0204** 0.6136** 196.5940** 0.6558**  0.1345**
tiempo

Error 59 18.4906 0.0029 0.1705 162.7225 0.03878 0.1086
CV.% 5.8484 1.0606 14.3956 20.82 8.4872 15.1127

**Altamente significativo en los niveles de probabilidad de 0.01, G.L.=Grados de libertad; CV=Coeficiente de variacién

Temperatura

Las temperaturas registradas entre épocas en los efluvios de salida fueron diferentes estadisticamente (Tabla
1). En la hora 15 y 18 se observo una caida brusca de temperatura en los lotes de la temporada seca (55 y 51
°C, respectivamente). Esta disminucion se debié a una insuficiencia de combustible para la caldera sin
embargo, en las horas subsecuentes la temperatura se recuperd y se mantuvo constante (75 a 79 °C) hasta el
final de la coccion. En las temperaturas del lote de la temporada lluviosa no se observaron cambios tan
marcados (Figura 1). La mayor temperatura registrada en este periodo probablemente se debid a la mayor
temperatura ambiental prevaleciente en esta época del afio.

85
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—5-Epoca lluviosa

Figura 1. Efecto del tiempo de coccion y la época del afio en la temperatura de salida de los efluvios de
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pH

En los valores de pH se registraron diferencias significativas (Tabla 1) entre las dos épocas. El pH tendi6 a
disminuir con el tiempo de coccion, pues comenz6 en 5.3 y termind en 4.8, solamente se presentd un
incremento en la época de seca, a las 18 h (Figura 2), posiblemente debido a la disminucion de vapor de la
caldera, con la caida consecuente de la temperatura de los efluvios a la misma hora. Esta tendencia
registrada en la disminucion del pH (5.3 a 4.8), concuerda con lo obtenido por Mancilla-Margalli y Lopez,
M. G [10] y Waleckx et al. [23], al monitorizar la coccion de A. tequilana. De acuerdo con Mancilla-
Margalli y Lépez, M. G [10], la disminucion de pH puede deberse a la formacion de acidos organicos, o a la
incapacidad de los grupos amino para actuar como bases en el proceso de hidrolisis, cuando los compuestos
amino si han reaccionado. Cedefio y Alvarez-Jacobs [24], mencionan que uno de los resultados favorables
de la coccion es la reduccion del pH a 4.5 ya que junto con la temperatura ello influyen positivamente en la
hidrolisis de los fructanos. Por lo tanto es posible que el valor minimo de pH observado en esta
investigacion (4.8), se deba al propio proceso de la coccion.

5.50
5.40
5.30
5.20

5.10 .
—eo—Epoca seca

pH de los efluvios

5.00 : .
—=—Epoca lluviosa

4.90
4.80

4.70
3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Tiempo de coccion (h)

Figura 2. Efecto del tiempo de coccion y la época del afio en el pH de salida en efluvios de maguey.
°Brix

Las mediciones registradas de sélidos totales en los efluvios, mostraron un incremento conforme avanzé el
tiempo de la coccidn en las dos épocas analizadas.

Cuantificacion de saponinas

La persistencia de espuma en los efluvios por méas de 15 min después de agitarlos indica la presencia de
saponinas. A pesar de que el calor puede hidrolizarlas, la coccién actual resulta insuficiente, pues las
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muestras de efluvios aun formaron espuma. Durante las primeras horas del proceso de coccion las pifias se
lavan con el vapor inyectado, lo cual permite liberarlas de las saponinas y toda clase de particulas libres
(suelo y materia organica) contenidas en su superficie. En la Figura 3 se observa que la longitud persistente
de la columna de espuma en los efluvios iniciales fue de 3.5 y 2.35 cm en la época himeda y seca,
respectivamente, pero estos valores se incrementaron a partir de las seis horas. Esto se debe probablemente a
que en las primeras horas los efluvios contienen diversos materiales que estaban adheridos a las pifias, los
cuales son los primeros en ser arrastrados por el agua. A partir de la hora nueve se alcanzo el valor maximo
en la longitud de la columna de espuma en ambas estaciones (4.5 y 2.5 cm, respectivamente). Luego, en
dicha longitud tendié a disminuir, hasta 2.5 y 1.25 cm respectivamente. En las muestras de la época seca, en
la hora 18, la longitud de la columna de espuma presentd una marcada disminucion, debido a la deficiencia
de vapor por la falta de combustible anteriormente mencionada. EI hecho de que la concentracién se
incremente a partir de las 9 h y hasta las 15 h, se debe a que en la base de pencas la concentracion de
saponinas es mayor que en el tallo [6, 25] y éstas estan mas expuestas al contacto con el vapor.

140.0 5

120.0 42
2 [ '
= 100.0 m = & Conc. Epoca seca
% ) 2
3 g ,
TEI 80.0 - 'g'_ ——Conc. Epoca lluviosa
E 5 B
= \ L ‘
s 600 T s = Colum. Epoca seca
‘= ‘ 25 g
S I =
2 40.0 8 '
3 : 2 —e—Colum. Epoca

M lluviosa
20.0 ) 15
~
0.0 = 1

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Tiempo de coccion (h)

Figura 3. Efecto del tiempo de coccion y la época del afio en la concentracion de saponinas en los efluvios
de maguey.

En la Figura 3 se presentan las concentraciones de sapogeninas obtenidas por el método de Baccou [21]. Se
observa una reduccion en la concentracion de sapogeninas de los efluvios conforme avanza el proceso de
coccidn en la época seca; sin embargo, en la época lluviosa las concentraciones fueron mas estables. En la
época seca las concentraciones fueron mas altas, lo cual puede ser una reaccion de la planta al estrés hidrico,
y posiblemente pérdida de agua en dicha época [26]. En la Figura 3 se aprecia que las tendencias de los
datos obtenidos con las dos técnicas (Bauccou y longitud de la columna de espuma persistente) fueron
similares en las dos épocas. La técnica de la espuma indirecta, representa una opcion viable para estimar in
situ la cantidad de saponinas en los efluvios, y asi decidir a partir de qué momento utilizarlos en la
fermentacion y evitar el desperdicio de azucares.
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AzUcares reductores

Con base en los resultados de los analisis por CLAR, se observé una diferencia significativa (Tabla 1) en la
concentracion de fructosa y glucosa en los efluvios conforme avanzo la coccion, aunque fue mucho mayor
el incremento registrado en la fructosa, lo cual evidencid, la hidrdlisis térmica de los fructanos [27]. En la
época seca la concentracion de los carbohidratos fermentables en los efluvios se incrementd (Figura 4), lo
cual coincide con lo registrado por Aguirre et al. [6], ya que la pérdida de agua en esta época concentra los
componentes quimicos de la planta [26]. En época de lluvias dichos componentes se diluyen debido al
incremento en la suculencia del maguey.

4.00
3.50
3.00

2.50

—&—Fruc (S)
—=—Gluc (S)
——Gluc (LI)
—e—Fruc (LI

2.00

1.50

AR de los efluvios (%)

1.00

0.50

0.00
3 6 9 12 15 18 21 24 27 30

Tiempo de coccion (h)

Figura 4. Efecto del tiempo de coccion y la época del afio en la concentracion de fructosa y glucosa en
efluvios de maguey.

Para la cuantificacion de AR se utilizaron dos técnicas, una semicuantitativa, sin necesidad de equipo
sofisticado (Fehling-Soxhlet), y otra cuantitativa en donde se requiere de un equipo costoso y sofisticado
(CLAR). No se observo diferencia significativa (p>0.01) en los resultados generados con ambos métodos
(Figura 5), por lo que el método de Fehling-Soxhlet resultd ser una prueba préctica y confiable con fines de
control en diferentes etapas del proceso.
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Figura 5. Porcentaje de azucares reductores estimados con la técnica de Fehling-Soxhlet y por CLAR, en
los efluvios generados durante la coccion de maguey.

Conclusiones

El proceso de coccidn en la empresa Laguna Seca es tradicional, para lo cual utiliza combustibles organicos
de la region (restos secos de maguey e izotes). La temperatura de los hornos es variable durante el proceso,
depende de la presién de la caldera y esto a su vez de la disposicion de combustible. Los valores de pH de
los efluvios tienden a bajar durante la coccidn. Los azucares reductores aumentan conforme avanza el
tiempo de coccion; las dos técnicas empleadas para estimar su concentracion (Fehling-Soxhlet y CLAR)
generaron resultados similares. La concentracion de saponinas en los efluvios disminuy6 hacia el final de la
coccion. La técnica de la espuma representa una técnica confiable para la cuantificacion de saponinas. Por lo
anterior, consideramos la utilizacion de los efluvios a partir de las 15 h de coccién.
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