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Resumen:

Antecedentes y Objetivos: El maguey pulquero (Agave salmiana) del altiplano central de México representa historia, cultura y riqueza. En Tlaxcala
se siembran preferentemente cuatro cultivares de Agave salmiana subsp. salmiana: Ayoteco, Chalquefio, Manso y Pla Larga. Su uso estd limitado a
la produccién de pulque y actualmente no hay informacion sobre la composicién quimica que pueda ayudar a los agricultores a seleccionar los ejem-
plares dependiendo de su propdsito. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el perfil de biomoléculas producidas por estos cuatro cultivares.
Métodos: Se evalud la produccidn de biomoléculas en cuatro cultivares de la subespecie salmiana a través de un disefo experimental de dos factores:
cultivar y etapa fenoldgica, con cuatro niveles para cada factor. Las variables respuesta fueron: el contenido de inulina (INU), fructooligosacéridos
(FOS), aztcares reductores directos (ARD), aztcares reductores totales (ART), acidos grasos (AG), ésteres (ES) y otras moléculas.

Resultados clave: El analisis factorial mostrd que, para ART, FOS e INU, las diferencias contrastantes fueron entre las etapas fenoldgicas capdén y edad
media. El analisis de componentes principales indicé que el componente uno esta representado por los ART, FOS y INU y que hay una alta correlacion
(>0.8) de los ART con los FOS y INU. El componente dos representd los grados de polimerizacién promedio (GPP), tanto de la INU como de los FOS.
Por su parte, el andlisis de CG-MSD permitio la identificacidn tentativa de moléculas con potencial uso.

Conclusiones: Los resultados podrian servir para aprovechar de manera estratégica los diferentes cultivares de Agave del altiplano central de México.
Palabras clave: acidos grasos, ésteres, fructooligosacaridos, inulina, maguey pulquero.

Abstract:

Background and Aims: The maguey pulquero (Agave salmiana) of the Mexican central plateau represents history, culture and wealth. In Tlaxcala
four cultivars of Agave salmiana subsp. salmiana are preferentially planted: Ayoteco, Chalquefio, Manso and Pua Larga. Their use is limited to the
production of pulque and currently there is no information about chemical composition that helps farmers to select specimens depending on their
purpose. The objective of this research was to evaluate the profile of biomolecules produced by four cultivars.

Methods: The production of biomolecules in four cultivars of the subspecies in A. salmiana was evaluated through an experimental design of two
factors: cultivar and phenological stage, with four levels of each factor. The response variables were the content of inulin (INU), fructooligosaccharides
(FOS), direct reducing sugars (ARD), total reducing sugars (ART), fatty acids (FA), esters (ES) and other molecules.

Key results: The factorial analysis showed that for ART, FOS and INU, the contrasting differences were between the early flowering and middle phe-
nological stages. The principal component analysis indicated that component one is represented by the ART, FOS and INU, and that there is a high
correlation (>0.8) of ART with FOS and INU. The component two represents the degrees of average polymerization (GPP), of INU and FOS. On the
other hand, the GC-MSD analysis allowed for the tentative identification of molecules with potential use.

Conclusions: The results could be used to take strategic advantage of the different Agave cultivars of the Mexican central plateau.

Key words: esters, fatty acids, fructooligosaccharides, inulin, maguey pulquero.
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Introduccion

En la zona del altiplano central de México se aprovechan
de manera preferente cuatro cultivares de Agave salmiana
Otto ex Salm-Dyck subsp. salmiana: Ayoteco, Chalquefio,
Manso y Pla Larga. En el estado de Tlaxcala el aprovecha-
miento de estos cultivares se limita a la produccién de pul-
que, utilizaciéon de pencas para barbacoa y obtencién de
gusanos comestibles (Alvarez-Duarte et al., 2018), mientras
gue en algunas regiones los cultivares han sido selecciona-
dos por los productores acorde a sus caracteristicas para
obtener aguamiel de buena calidad. Las caracteristicas de
los cultivares Ayoteco, Chalquefio, Manso y Pua Larga han
sido reportadas por Madrigal et al. (2014) y Marquez-Palla-
res et al. (2024) y se detallan en el Cuadro 1.

El estudio integral del agave debe de considerar tanto
el tipo de cultivar como la fenologia. La fenologia hace re-
ferencia al estudio de los eventos recurrentes en el ciclo de
vida de las plantas (Tang et al., 2016) y en el agave pulquero
los productores tienen identificado al menos cuatro etapas
fenoldgicas: 1) edad media vegetativa, que corresponde al
momento en que la planta alcanza la mitad de su tamafio
de adulto, 2) capdn, que es el momento en que el meyolote
(cogollo o meristemo antes de su florecimiento) inicia su
crecimiento y el maguey es capado con lo que iniciara el
afiejamiento y se esperard alrededor de ocho meses para
ser raspado, 3) productivo, que es el momento en que el
agave es raspado y se obtiene aguamiel y 4) senescencia,
que es el momento en que la pifia (tallo o bola) termina de
ser raspada y solo quedan las pencas u hojas. La figura 1

muestra imagenes de los tipos de cultivares y etapas feno-
l6gicas de Agave salmania subsp. salmiana.

Actualmente, la siembra de A. salmiana presenta
grandes desafios, ya que su uso se ha destinado principal-
mente a la venta de pulque y para obtenerlo es necesario
esperar entre 10 y 14 afios. Sin embargo, es posible obte-
ner el maximo beneficio si se conoce la etapa fenoldgica y
el tipo de cultivar de las plantas. Algunos estudios que diri-
gieron sus esfuerzos en conocer los cultivares y/o aprove-
char integralmente a A. salmiana son los de Michel-Cuello
et al. (2012), quienes utilizaron el jugo de las plantas de A.
salmiana obtenidas del estado de San Luis Potosi, México,
con una edad aproximada de siete a nueve afios y un afio
de castracion (corte de pedunculo floral) para realizar una
hidrdlisis enzimatica de fructanos; sin embargo, no se indi-
c6 el tipo de cultivar de los agaves seleccionados. Por otro
lado, Godinez-Hernandez et al. (2016) cuantificaron fruc-
tanos de A. salmiana en el tallo o bola del agave, seleccio-
nando diferentes tamafos y rasgos de madurez fisioldgica;
sin embargo, no se indicé el cultivar de los agaves. Ldinez
et al. (2018) realizaron la hidrdlisis de azucares simples de
las hojas de A. salmiana obtenido en Veracruz, México; sin
embargo, en este estudio no se indicd el tipo de cultivar
ni etapa fenolégica de los agaves. También se ha explora-
do el uso de residuos de A. salmiana para obtencion de
moléculas y elaboraciéon de medios de cultivo, tal como lo
reportaron Santos-Zea et al. (2019), quienes utilizaron el
bagazo de A. salmiana obtenido como un subproducto de
la recoleccion de la savia para la extraccion de moléculas

Cuadro 1: Caracteristicas de los cultivares de Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck predominantes en Tlaxcala, México. (-) No reportado. Tomado de

Marquez-Pallares et al. (2024) y Madrigal et al. (2014).

Caracteristica/cultivar Ayoteco
Peso (kg) 1200
Altura (m) 43
Longitud de la hoja (m) 2.36
Longitud de la espina apical (cm) 6.0
Produccién de aguamiel 10a12lporla
mafianay 7|
por la tarde
Produccién de aguamiel (meses) 5
Grados Brix del aguamiel 10-12
Tiempo en llegar a su etapa productiva (afios) 12-14
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Chalqueiio Manso Pua Larga
1200 800-900 1000
2.87 2.93 2.83
1.53 1.46 1.64
5.17 6.37 6.17
- 6-7 | de aguamiel por 8 | de aguamiel por la
la mafianay 3| porla mafanay 4 | por la tarde
tarde
5 4 4
10-11 14-15 12-13
12-14 9-10 8a9
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Figura 1: Cultivares y etapas fenoldgicas de Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck del estado de Tlaxcala, México. A. Ayoteco; B. Manso; C. Chalquefio;

D. Pua Larga; E. Edad media; F. Capdn; G. Productiva; H. Senescencia.

y la determinacion de su capacidad antioxidante; en este
estudio no se especificé el tipo de cultivar del agave. Por su
parte, Balderas-Herndndez et al. (2021) reportaron que el
jarabe de A. salmiana aumento la produccidn de interleu-
cina 2 y demostraron el uso potencial de los agaves para
generar productos biotecnoldgicos alternativos y valiosos,
ademas de la produccién de bebidas alcohdlicas; en este
estudio tampoco se indicd el tipo de cultivar de los agaves.
Por otro lado, Veldazquez-De Lucio et al. (2022) elaboraron
medios de cultivo con el bagazo de la pifia de A. salmiana
provenientes de Tlaxcala, México, y cultivaron al hongo
Pleurotus djamor (Rumph. ex Fr.) Boedijn; en este estudio
no se indicé el tipo de cultivar de donde se obtuvo el baga-
z0. Marquez-Pallares et al. (2024) determinaron la morfo-
logia y la composicion quimico proximal de las pencas de
los cultivares Chalqueiio, Manso, PUa Larga y Ayoteco obte-
nidos en el estado de Tlaxcala, México y Robles-Arias et al.
(2024) evaluaron la produccion de fructooligosacdridos en
las hojas de A. salmiana obtenido en el estado de Hidalgo,
Meéxico, y con un estado de madurez fisioldgico (cuando el
pedunculo floral emerge del meristemo); en este estudio
no se especifico el tipo de cultivar.

Como se puede notar en los reportes anteriormente
mencionados, solo se determina la actividad biolégica o la
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produccion de moléculas por A. salmiana en la etapa de
madurez fisioldgica y en la mayoria de los casos no se es-
pecifican el tipo de cultivar y etapa fenoldgica de la planta.
Hasta donde sabemos, solo en el reporte de Aldrete-He-
rrera et al. (2019) se determiné el contenido de azlcares y
perfil de fructanos en agaves a diferentes edades (2-4 afios,
6-8 afios y 10-12 afios) y para Agave ssp., A. atrovirens
Karw. ex Salm, A. salmiana subsp. crassipina (Trel.) Gentry,
A. tequilana Weber cv. Cenizo y A. salmiana cv. Chino.

Es indispensable realizar estudios comparativos en
las diferentes etapas fenoldgicas para aprovechar de for-
ma eficiente, rentable y sustentable los cultivares de A.
salmiana. El objetivo de esta investigacién fue evaluar el
perfil de inulina (INU), fructooligosacaridos (FOS), azuca-
res reductores directos (ARD) y totales (ART), acidos grasos
(AG), ésteres (ES) y otras moléculas detectadas por croma-
tografia de gases de los cuatro cultivares de la subespecie
salmiana predominantes en Tlaxcala, México.

Materiales y Métodos

Material vegetal

Con la finalidad de determinar el perfil quimico de los cul-
tivares Ayoteco, Chalquefio, Manso y Pua Larga, se obtu-
vieron pencas completas de A. salmiana subsp. salmiana
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donadas por el rancho San Isidro, localizado en Nanaca-
milpa en el estado de Tlaxcala, México (19°29'32.4"N,
98°32'46.5"'W). Se obtuvieron tres pencas completas de
los cultivares en cuatro etapas fenolégicas: edad media ve-
getativa, capodn, productivo y senescencia. La edad media
correspondio a cuatro afios para los cultivares Pla Larga y
Manso (cultivares precoces) y a seis afios para los cultivares
Ayoteco y Chalquefio.

Aunque en la plantacion existio un control de las
edades de los ejemplares de agave, las edades fueron apro-
ximadas, ya que el criterio mas importante fue la manifes-
tacion fenoldgica (etapa edad media, capdn, productiva
y senescencia). La edad media fue establecida cuando la
planta alcanzd la altura media de una planta madura, la eta-
pa capona cuando el pedunculo floral emergié del meriste-
mo. La etapa productiva fue establecida como el momento
medio de produccion de aguamiel, es decir a los tres meses
después de iniciado el raspado. Finalmente, la senescencia
fue establecida como el momento en que el agave termind
de producir aguamiel y se le consideré desecho. De cada
penca se obtuvieron tres muestras por cultivar y etapa fe-
noldgica. A lo ancho de cada penca se trazé una linea que
la dividia en dos partes iguales; de esta linea divisoriay a lo
ancho de toda la penca, se cortd un trozo de penca con una
dimension de 1 cm que fue utilizada para la obtencién del
polvo de agave.

Obtencidn del polvo de agave

La parte media de las pencas fue procesada como se de-
talla a continuacidn para obtener un polvo, el cudl fue uti-
lizado determinar el perfil quimico (INU, FOS, ARD, ART y
otras moléculas detectadas por cromatografia de gases).
Las partes medias de las pencas fueron secadas a 60 °C en
un horno (Thermo Fisher Scientific, 51028156, Waltham,
EUA) hasta alcanzar un 6% de humedad determinada en un
analizador de humedad (Mettler Toledo, MAC210/WH, Co-
lumbus, EUA). Las muestras fueron trituradas en un molino
de martillos (Schutte Hammermill serie 18, Buffalo, EUA) y
posteriormente, utilizando tamices malla 40 (0.420 mm),
se tamizaron para eliminar los residuos de fibra. El polvo
obtenido se guardé en recipientes herméticos y se almace-
nd en oscuridad a temperatura ambiente para su posterior
analisis.
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Extraccion de carbohidratos

Para extraer los carbohidratos, se pesé un gramo de pol-
vo de agave que se disolvido en 6 ml de agua destilada, y
luego se agitd a 150 rpm por 60 min a 50 °C en una incu-
badora con agitacién (Zhicheng, ZHWY-1102C, Jiangsu, Chi-
na) (Montafiez-Soto et al., 2011). Después, se centrifugo a
10,000 rpm durante 10 min (Hermle Labnet, Z326K, Midd-
lesex, EUA) y el sobrenadante fue utilizado para la determi-
nacion glucosa (G), ARD, fructosa (F) y ART. Posteriormente,
se realizd una hidrélisis enzimatica para la determinacion
de FOS y INU. El procedimiento para estas determinaciones
se menciona a continuacion.

Azucares reductores directos (ARD)

La cuantificacion de azucares reductores directos (ARD) se
realizé de acuerdo con el protocolo propuesto por Miller
(1959). En este ensayo solo se cuantificaron los ARD; es
decir, aquellos que se extrajeron de manera directa en el
extracto, sin que se realizard una hidrdlisis quimica o enzi-
matica. La determinacidn se basé en la reduccién del acido
3,5-dinitrosalicilico por la presencia de azucares reducto-
res. La mezcla de reaccion contenia 1 ml del extracto de
carbohidratos y 1 ml del reactivo DNS. La mezcla se llevéd a
ebulliciéon por 5 min y después se enfrié con hielo. Simul-
tdneamente se realizé una curva patréon de glucosa de 0 a
2 g/l. Finalmente, la absorbancia se determiné en un es-
pectrofotometro UV/VIS a 540 nm (Perkin Helmer, Genesys
10S, Hopkinton, EUA) y se calcularon las concentraciones
de acuerdo con la curva patrén de glucosa.

Analisis de azucares reductores totales (ART)

Se realizé una hidrdlisis con acido sulfurico concentrado y
la reaccidn con fenol al extracto de carbohidratos (Dubois
et al., 1956). Para ello en un tubo de ensayo se agregd 1 ml
de extracto de carbohidratos, 0.6 ml de fenol al 5% (p/v) y
3.6 ml de 4cido sulfurico concentrado. El tubo de ensayo
fue enfriado por 30 min en una tina de hielo para evitar
calentamiento por el agregado del acido y se determind
la absorbancia en un espectrofotémetro UV/VIS a 540 nm
(Perkin Helmer, Genesys 10S, Hopkinton, EUA). Se realizd
una curva patrén de glucosa a concentraciones de 10 a 200
mg/ml tratada bajo las mismas condiciones del ensayo.
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Cuantificacion de glucosa (G)

La glucosa se cuantificd con la enzima glucosa oxidasa (EC
1.1.3.4) obtenida de la empresa Enziquim, México, y de
acuerdo con el método descrito por Trinder (1969). Para el
analisis se utilizaron 2 ml del reactivo compuesto por la glu-
cosa oxidasa y la 4-aminofenazona, se adicionaron 20 pl del
extracto de carbohidratos y se incubd a 37 °C por 10 min en
un termobafio (ICB, BSD100755, Guadalajara, México). La
absorbancia se determind en un espectrofotémetro UV/VIS
a 505 nm (Perkin Helmer, Genesys 10S, Hopkinton, EUA). Se
realizd una curva patrdén de glucosa de 0 a 200 mg/ml bajo
las mismas condiciones de ensayo.

Cuantificacion indirecta de fructosa (F)

La fructosa (F) se calculé como la diferencia entre los ARD
y la G. Lo anterior se realizé bajo el supuesto que los ARD
estan constituidos Unicamente por glucosa y fructosa.

Cuantificacion de fructooligosacaridos (FOS)

Para cuantificar los FOS se realizé una hidrélisis enzimatica
al extracto de carbohidratos. La reaccién catalitica conte-
nia 10 ml del extracto de carbohidratos, 200 U de enzimas
(inulinasa EC 3.2.1.7 y beta fructofuranosidasa EC 3.2.1.26)
obtenidas de la empresa Enziquim, México, y que fueron
disueltas en buffer de acetatos 0.2 M, pH 4.5. La reaccidn
se mantuvo en agitacién por 4 h a 50 °C en una incubado-
ra con agitacion (Zhicheng, ZHWY-1102C, Jiangsu, China).
En los extractos ya hidrolizados se determind nuevamente
la concentracion de azucares reductores directos (ARD,),
glucosa (G,) y fructosa (F,) de acuerdo con los métodos ya
descritos anteriormente. La cuantificacion de FOS se reali-
z6 segun el algoritmo reportado por Montanez-Soto et al.
(2011) donde FOS=ARD,-ARD. El grado de polimerizacion

promedio (GPP_) se obtuvo como: (F, - Gl)/Gl' El peso

)
FOS
molecular promedio de los FOS (PMP__ /) se obtuvo con el
siguiente algoritmo (Livingston Ill, 1990): PMPFOS=(GPP

*162.

FOS)

Cuantificacién de inulinas (INU)

La cuantificacion de INU se realizd por el método propues-
to por Guevara Apraez y Vallejo Castillo (2015). Para ello,
se realizé una hidrdlisis acida, la cual consistié en tomar 5
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ml del extracto de carbohidratos y adicionar 5 ml de HCI 2
N. La hidrdlisis se llevd a cabo a 70 °C durante 30 min. Pos-
teriormente la mezcla se enfridé en una tina con hielo para
continuar con la neutralizacién con NaOH 2N aforando a
50 ml con agua destilada. A la muestra hidrolizada se le
determinaron los azlcares reductores totales (ART,), glu-
cosa (G,) y fructosa (F,) con los procedimientos ya descri-
tos. La concentracion de inulina se calculd con la siguiente
expresion matematica: INU= ART_-ARD-FOS. El grado de
polimerizacion promedio de las inulinas (GPP, ) se calculd
de acuerdo con Livingston Il (1990), utilizando el siguien-
te algoritmo: GPP = (F,+G,)/G,. De manera analoga a los
FOS, se obtuvo el peso molecular promedio de las inulinas

con el siguiente algoritmo: PMP,_ =(GPP ) * 162.

INU INU

Analisis por cromatografia de gases acoplado a
espectrofotometria de masas (CG/MSD)

La determinacion de biomoléculas también se llevd a cabo
por CG/MSD. Para ello se disolvié 1 g de polvo de agave en
5 ml de etanol grado absoluto, se agitdé en un Vortex (Sci-
entific Industries, Genie-2, New York, EUA) y se centrifugd
a 10000 rpm durante 10 min (Hermle Labnet, Z326K, Mid-
dlesex, EUA). Se recuperd el sobrenadante para inyeccion
en un equipo de cromatografia de gases acoplado a espec-
trometria de masas (Agilent Technologies modelo 7890A y
5975C respectivamente, Santa Clara, EUA). Se utilizd una
columna capilar HP 5 ms de 30 m x 0.25 mm x 250 um con
un volumen de inyeccion de 2 pl con un método de 60 °C
por un 1 min, rampa de temperatura de 15 °C/min hasta
300 °C por 15 min. Con un flujo de helio de 1.1 ml/min, en
modo “scan” para la adquisicion de datos con el software
Chemstation v. 1.0 (Agilent Technologies, 2005). El detec-
tor de masas se operd en modo “scan” de masa relativa
de 30 a 600 m/z con un “threshold” de 150, temperatura
de la fuente de iones de 230 °C, temperatura del cuadru-
polo de 150 °C, ionizacién electrénica a 70 eV y 300 pA.
La identificacion de biomoléculas se realizé por porcentaje
de similitud mayor al 70% comparando los espectros ob-
tenidos con la base de datos NIST v. 2.0 (Mass Spectropy
Data Center, 2021). La abundancia se tomé en referencia
al porcentaje area de cada compuesto que es una medida
directa de la presencia de cada compuesto en la muestra.
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Diseno experimental y analisis estadistico

Se disefid un experimento completo de dos factores: cul-
tivar y etapa fenoldgica. El primer factor tuvo los niveles
Ayoteco, Pua Larga, Manso y Chalquefo. El segundo factor
tuvo los niveles media vida, capdn, productiva y senescen-
cia. Todos los experimentos se realizaron con al menos tres
réplicas. Se realizd un analisis de varianza con dos factores
con una comparacion de medias por la prueba de Tukey (o=
0.05) y se obtuvo el analisis correspondiente de componen-
tes principales (ACP). Para el andlisis se utilizd el software
SPSS Statistics v. 25 (IBM Corp., 2017).

Resultados

Azucares reductores directos

Se encontraron diferencias significativas en el contenido
de ARD (Fig. 2). Las diferencias mas evidentes se obser-
varon en la etapa fenoldgica productivo (momento en el
que se raspa la pifia para obtener aguamiel) para el cultivar
Ayoteco. Es de notar que los cultivares Manso y Pula Larga
presentaron mayor cantidad de ARD en la senescencia res-
pecto a la etapa productiva. Para el caso de Pula Larga se
observo un incremento de cuatro veces la cantidad de ARD
y en el Manso de 19 veces, en contraste con los cultivares
Ayoteco y Chalquefio, los cuales disminuyeron 2.7 y 1.7 ve-
ces, respectivamente.
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Figura 2: Azucares reductores directos en cuatro cultivares de Agave
salmiana Otto ex Salm-Dyck en cuatro etapas fenologicas. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0.05), comparacion entre
etapa fenoldgica.
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Azucares reductores totales

Los resultados de los ART se observan en la figura 3. En
la edad media no se encontré una diferencia estadistica
(p>0.05) entre los cultivares Manso, Ayoteco y Chalquefio,
los cuales presentaron valores de alrededor del 40% de
ART. Sin embargo, si hubo una diferencia estadistica con el
cultivar de Pua Larga (18.32%). En la etapa capdn, el cul-
tivar Chalquefio presentd el contenido mas alto de ART y
también mostrod el valor mds alto de ARD. Se observd una
correlacidn de los ART con los ARD para este cultivar y fue
el Unico que presentd este patrdn. Por otra parte, el culti-
var Manso en la etapa productiva mostrod los niveles mas
altos de ART (70%), lo que contrasta con sus bajos niveles
de ARD. En esta misma etapa fenoldgica, la variante Pua
Larga sélo presentd un 24% de ART. Respecto a la etapa
senescencia, destacd el cultivar Plda Larga con 84% de ART
y no se encontré diferencia significativa entre los cultivares
Ayoteco, Manso y Chalquefio.

Fructooligosacaridos e inulina

Los FOS se encontraron en un amplio rango: 5.25 + 0.9 has-
ta 20.66 + 3.5% (Cuadro 2). El analisis estadistico mostrd
seis grupos (a, ¢, d, ab, bc y cd), los cuales no se correla-
cionaron con las etapas fenolégicas. En la etapa capdn no
se encontrd diferencia significativa por cultivar y en la se-
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Figura 3: Azucares reductores totales en cuatro cultivares de Agave
salmiana Otto ex Salm-Dyck en cuatro etapas fenoldgicas. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0.05), comparacién entre
etapa fenoldgica.
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Cuadro 2: Fructooligosacaridos e inulina en las cuatro etapas fenoldgicas de cultivares de Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck. *Promediotdesviacion
estdndar. Letras distintas indican diferencias significativas, comparacién entre columnas (p<0.05). FOS: fructooligosacaridos, GPP: grado de

polimerizacion promedio e INU: inulina.

Etapa fenoldgica Cultivar FOS (%) GPP (Residuos) INU (%) GPP (Residuos)
Edad media Manso 13.25+0.7c* 4.4+1.2a 20.43%2.6¢ 23.40%3.7c
Ayoteco 13.93+3.5bc 4.7+1.0a 18.45+1.9cd 25.60+2.6b
Pla Larga 5.25+0.9d 4.5+0.5a 9.65+0.7d 24.30+4.1cb
Chalquefio 10.65+1.8cd 4.610.8a 15.454+1.3cd 21.01+1.9¢
Capdn Manso 15.14+1.5ab 3.0+0.2b 25.69+5.6¢cb 19.10+1.9c¢
Ayoteco 17.55+3.8ab 3.740.3b 28.63+1.8b 20.60+2.0c
Pla Larga 17.98+3.4ab 3.410.2b 23.00+2.6¢ 19.80+1.0c
Chalquefio 17.86+3.1ab 3.5+0.1b 41.42+5.43 19.20+1.2c
Productivo Manso 8.45%0.7d 4.3%0.5a 11.98+2.2d 24.10%2.4cb
Ayoteco 20.06+1.9a 4.4+0.7a 40.34+3.7a 21.90+2.8c
Pla Larga 7.87+0.7d 4.3+0.6a 13.86+1.1d 22.40+3.1c
Chalquefio 5.86+0.3d 4.7+1.1a 20.54+1.9c 24.3045.2cb
Senescencia Manso 8.5610.4d 4.6%1.2a 9.65%1.0d 31.20+2.3a
Ayoteco 8.45+1.1d 4.8+1.3a 13.81+2.1d 32.50+3.3a
Pla Larga 20.66+3.5a 4.6x1.1a 45.61+4.52 35.40+2.1a
Chalquefio 8.22+2.2d 4.1+0.7ab 10.8740.3d 32.10+3.2a

nescencia el cultivar Pua Larga presentd un incremento de
aproximadamente 2.5 veces en comparacion con el resto
de los cultivares. Se observod el mismo comportamiento en
la etapa productiva donde el cultivar Ayoteco presentd un
incremento de FOS de 2.4, 2.5 y 3.5 veces en comparacion
con Manso, Pua Larga y Chalquefio, respectivamente. Res-
pecto a la INU, los resultados se distribuyeron en seis gru-
pos estadisticos (a, b, ¢, d, cd y cb). El grupo de mayor con-
tenido de INU fue conformado por Pua Larga-senescencia,
Ayoteco-productivo y Chalquefio-capdn. Los GPP de los FOS
no mostraron diferencias contrastantes, a diferencia de los
GPP de la INU que mostraron cuatro grupos estadisticos.

Analisis por factor: cultivar

Se analizaron los resultados por cultivar: para ello se obtu-
vieron los promedios de ARD, ART, FOS e INU de cada eta-
pa fenoldgica (Cuadro 3). El cultivar Chalquefio mostré un
incremento del 61.2% para los ARD en comparacién con el
cultivar Pua Larga. Con relacién a los ART, el cultivar Ayo-
teco presentd los valores mas altos en comparacién con
Manso. Respecto a los FOS se observé que Ayoteco tuvo los
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mayores valores comparando con el resto de los cultivares.
En cuanto a la INU, no se detectaron diferencias significa-
tivas en los cultivares Ayoteco, Chalquefo y Pla Larga. La
INU en Ayoteco se incrementd 1.4 veces en comparacion
con Manso.

Analisis por factor: etapa fenoldgica

Se analizaron los resultados por etapa fenoldgica: para ello
se obtuvieron los promedios de ARD, ART, FOS e INU de
cada cultivar (Cuadro 4). Se observaron dos etapas fenolo-
gicas con resultados contrastantes: en un extremo se en-
contrd la etapa capdn con los valores mds altos para todos
los carbohidratos (ARD, ART, FOS e INU) y en el otro extre-
mo la etapa edad media con los valores mas bajos para ART
e INU.

Analisis por componentes principales

La matriz de correlaciones obtenida por el analisis de com-
ponentes principales indicd que existe alta correlacién en-
tre los ART con la INU (0.871) y con los FOS (0.820) (ver
Apéndice). Estas correlaciones se observan de manera gra-
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Cuadro 3: Perfil de carbohidratos en cultivares de Agave salmiana Otto
ex Salm-Dyck analizados por el factor cultivar. Para cada cultivar se
presentan los promedios de las cuatro etapas fenoldgicas (edad media,
capon, productivo, senescencia). *Promediotdesviacion estandar. Letras
distintas indican diferencias significativas, comparacién entre columnas
(p<0.05). ARD: azucares reductores directos, ART: azlcares reductores
totales, FOS: fructooligosacaridos, INU: inulina.

Cultivar ARD (%) ART FOS INU

Ayoteco 10.50+2.3b* 52.49%6.1a 15.05+2.1a 24.19+1.3b
Manso 12.00+1.1ab 43.08%3.7c 11.39+£2.8bc  16.94%4.3b
Chalquefio 13.30+0.0a 48.73t5.9ab  10.67+1.7c 22.06+1.2b
Pua Larga 8.14+0.8¢c 44.75%6.2bc  12.99+1.1b 21.22+2.1b

fica en el plano de variables (Fig. 4). El componente 1 explicd
46.96% de la varianza de todas las variables y el componente
2 21.34%. Este resultado indicé que bajo las condiciones de
estudio es posible correlacionar una medida relativamente
sencilla a nivel laboratorio (ART) con mediciones mds espe-
cificas (INU y FOS). La correlacion de los ART con el GPP, |y
GPP_ . es muy baja, lo que significa que los ART no explican
los GPP, lo cual es una limitante del presente analisis. Final-
mente, la matriz de componente mostrd baja correlacion
de la componente 2 con los GPP tanto de INU como de FOS
(<0.7), por lo que no es posible establecer alguna conclusién.

Analisis por CG/MSD en cultivares a diferentes
etapas fenoloégicas

En la figura 5 se muestran los compuestos identificados por
CG-MSD. Mayoritariamente se encontraron acidos grasos y
ésteres, aunque también se identificaron azucares, alcoho-
les y 4cidos. El acido oleico estuvo presente en 15 de las 16
muestras, siendo mas abundante en los cultivares Manso-
senescencia y Ayoteco-senescencia. El acido linoleico se
detecté en 15 de las 16 muestras analizadas, siendo mas
abundante en el cultivar Manso-senescencia. El acido vac-
cénico se encontrd en todos los cultivares y etapas fenoldgi-
cas, excepto en Chalqueio-productiva. De manera adicional
algunas muestras presentaron acido butanoico, acético, D-
manoheptosa y L-treitol.

Respecto a los ésteres, no se observé una consistencia
en el tipo y contenido de estos compuestos, lo cual sugiere
una gran diversidad en el tipo de ésteres para cada cultivar y
etapa fenoldgica.
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Cuadro 4: Perfil de carbohidratos en cultivares de Agave salmiana
Otto ex Salm-Dyck analizados por etapa fenoldgica. Para cada etapa
fenoldgica se presenta el promedio de los cuatro cultivares (Ayoteco,
Manso, Pua Larga y Chalqueiio). *Promediotdesviacion estandar. Letras
distintas indican diferencias significativas, comparacién entre columnas
(p<0.05). ARD: azucares reductores directos, ART: azlcares reductores
totales, FOS: fructooligosacaridos, INU: inulina.

Etapa ARD (%) ART FOS INU
fenolégica
Edad media 10.11+1.0b* 34.96%4.5c 10.81+1.6b 16.02+1.1bc
Capon 13.23+£2.9a 64.10+8.3a 17.16+3.6a 27.84+3.3a
productivo 10.91+1.1b 45.89+5.8b 10.62+0.9b 21.68+2.3b
Senescencia 9.84+0.9b 44.1046.2b 11.50+1.3b 18.90+2.0ab
Discusion

Las diferencias encontradas en la concentracién de los ARD
para los cultivares y etapas fenolégicas pueden ser causa de
diversos factores en la fenologia del agave, como la tasa de
fotosintesis, los azlcares liberados en forma de aguamiel y
de la tasa de hidrdlisis de fructanos. Es importante mencio-
nar que los cultivares Manso y Pua Larga se distinguen por
producir aguamiel con altos niveles de azlcares (14 °Bx) y
llegan a su etapa productiva a edad mas temprana (9 afios),
por lo que se les ha denominado “precoces”. Por otro lado,
los cultivares Ayoteco y Chalqueio llegan a su etapa pro-
ductiva entre los 12 y 14 afios, produciendo aguamiel de
10 °Bx y debido a su gran tamafio se les denominan “gigan-

”

tes”. Para la etapa productiva se observd que los cultiva-
res gigantes tienen mas azucares directos en las pencas, lo
gue sugiere una baja migracion de ARD a la pifia, ya que su
aguamiel suele ser menos dulce (10 °Bx), contrastando con
los cultivares “precoces”, cuya aguamiel suele ser de 14 °Bx
y la concentracién de ARD en las pencas fueron un orden
de magnitud menor respecto a los “gigantes”. Por otro lado,
estos cultivares también se caracterizan por tener menor
tamafio, lo que significa que una mayor cantidad de energia
se destina a la reproduccién y mantenimiento vegetativo.
Robles-Arias et al. (2024) reportaron la concentra-
cién de carbohidratos totales en A. salmiana en su madu-
rez fisioldgica (etapa capdn) dividiendo las pencas en tres
partes: punta, centro y base, y obtuvieron valores de 6.50,
11.98 y 16.70%, respectivamente. Sin embargo, en este es-
tudio no se reportd el tipo de cultivar utilizado. Los resulta-
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Figura 4: Plano de variables del analisis de componentes principales. Los
dos componentes explican el 70% de la varianza en la matriz de datos.
ART: azucares reductores totales, ARD: azlcares reductores directos,
FOS: fructooligosacaridos, INU: inulina, GPPINU: grado de polimerizacion
promedio de INU, GPPFOS: grado de polimerizacion promedio de FOS.

Cultivar/Compuesto

RT

(min)
Hidroxil amina 1.388
Acido etanimidico, éster etilico 1.414
1,2 etanodiol 1.453
1 propanol 1.679
Acido acético 1.815
Acido butanoico 1.951
Acido propenoico, 2-hidroxietil ester 2.420
2,5-dioxo-3-furanil éster 2.526
Acido pentanoico, 3-hidroxi-4-metil-, éster metilico 2.655
Etil formato 3.076
2. Furametanol 3.328
1,3 dihidroxi 2 propanona 3.846
D-manoheptosa 4.558

Acido formico, 2-metilpropil ester

Acido formico, 2-metiletil éster

Acido etanimidico, éster etilico
Hidroxidihidromaltol

Tetrahidro 4 piranol

4 hidroxi 3 metil 2 butanona

Acido tiocianico 2-propinil éster

Acido tiocianico, éster 2-propinilico

Acido hexanoico, 3-hidroxi- éster metilico

2,4 bis (1,1 dimetil etil) fenol

2-deoxi D-ribosa

Acido propanoico, 3-hidroxi-, éster metilico
Dimetil amina

3-deoxi- D- lactona manoico

L-treitol

Acido oleico

Acido linoleico

Acido vaccénico

Acido hexadecanoico, 2,3-dihidroxipropil éster
Acido trans-13-Octadecenoico 2-hidroxi-1- etil ester

Nivel mas bajo

dos encontrados para Chalquefio-capén (Fig. 2) superan los
valores encontrados por Robles-Arias et al. (2024) para la
base de las pencas en un 11.68% y estan dentro del rango
para el resto de los cultivares. Esto indica que existen varia-
ciones dependiendo del tipo de cultivar y también refleja la
necesidad de hacer estudios para determinar las moléculas
presentes en diversas secciones de las pencas para diversos
cultivares y etapas fenoldgicas.

De acuerdo con Mora-Ldpez et al. (2011), el inicio del
crecimiento del pedunculo floral indica el cambio fisioldgi-
co del maguey de un estado vegetativo a reproductivo, a
lo que los productores le denominan “maguey capon”; en
esta etapa los fructanos se despolimerizan para proporcio-
nar energia a los érganos reproductores. Esto indica que los
mayores niveles de ARD estan presentes en la etapa fenolo-
gica capodn, lo cual es cierto para los cultivares Manso, Pua
Larga y Chalquefio y no asi para el cultivar Ayoteco, donde
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Figura 5: Compuestos identificados por CG/MSD en Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck en cultivares de Tlaxcala, México. 1: edad media, 2: capdn,

3: productivo, 4: senescencia. RT: Tiempo de retencion.
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se observod su nivel mas alto en la etapa productiva. Esto
contrasta con el reporte de Aldrete-Herrera et al. (2019),
quienes evaluaron la presencia de ARD en pencas de A.
salmiana cv. Chino y reportaron que los ARD alcanzaron su
maxima concentracion en la primera etapa de crecimiento.
A la edad de 2-4 afios obtuvieron valores de 26.40 g/100 g
de agave seco y disminuyeron conforme crecia la planta. A
la edad de 10-12 afios obtuvieron valores de 13.08 g/100 g
de agave seco. Esto sugiere la disposicion de azucares sim-
ples para el crecimiento vegetativo de la planta.

En los cultivares Pla Larga y Manso, se observo la
mayor concentracion de ARD en la senescencia en compa-
racién con la etapa productiva. Por lo tanto, se puede in-
ferir para el cultivar Plda Larga que, al dejar de “raspar el
maguey”, los azlcares se concentran en las pencas y para
el cultivar Manso que los azlcares se agotaron durante la
extraccion de aguamiel. En general, se observaron diferen-
cias entre los cultivares en cada etapa fenoldgica, lo que
sugiere que la composicion quimica de la planta es un pro-
ceso dindmico.

Los diferentes cultivares pueden ser aprovechados
de manera estratégica dependiendo su fin. Por ejemplo, si
el objetivo es extraer ARD de las pencas con pocas opera-
ciones unitarias, los cultivares recomendados serian Chal-
quefo y Ayoteco. Los ARD pueden ser aprovechados para
generar jarabes, bioetanol y diversos productos fermenta-
dos (Lainez et al., 2019; Vicente-Magueyal et al., 2020). Si
el objetivo es aprovechar el aguamiel, los cultivares Manso
y Pla Larga son los candidatos adecuados, ya que produ-
cen aguamiel con mayor cantidad de azucar. El aguamiel
se podria utilizar para generar bebidas funcionales, pulque,
destilado de pulque, concentrado de aguamiel o diversos
productos como galletas, pan, dulces, etc.

Con respecto a los ART, no se observd un patrén uni-
forme para los cuatro cultivares respecto al momento en
gue alcanzan los mayores niveles de ART. Sin embargo, se
ha reportado en las vacuolas de protoplastos de mesontle
(tallo) de A. tequilana cv. Weber Blue que la mayor activi-
dad de las hidrolasas de los fructooligosacéridos (que ge-
neran azucares simples y contribuyen con los ART) ocurre
entre los dos y cuatro afios de crecimiento de la planta
(Mellado-Mojica y Lopez, 2012). Esto contrasta con los re-
sultados encontrados para los cuatro cultivares estudiados
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(Fig. 3) y corrobora la propuesta de este trabajo: el mejor
criterio para la determinacion y caracterizacién de los aga-
ves no se debe fundamentar en la edad, sino mas bien en
la etapa fenoldgica. La mayor concentracién de ART para el
cultivar Pua Larga se observd en la senescencia. Es desta-
cable este ultimo hecho, ya que en la senescencia la plan-
ta inicia su proceso de muerte y se esperarian niveles mas
bajos de azucares, lo cual podria explicarse considerando
que la mayoria de los azlcares estdn polimerizados (8%
de ARD). Los resultados de ART para casi todos los culti-
vares y etapas fenoldgicas (excepto Pua Larga-edad media
y PuUa Larga-productiva) estan dentro del rango reportado
por Montafiez-Soto et al. (2011) en pencas de ocho afios
de edad de A. tequilana cv. Weber Blue (26.30 a 80.20 %).
En A. salmiana se han reportado valores de 85% de ART
(Ldinez et al., 2018). El contenido de INU y FOS de los cua-
tro cultivares predominantes en Tlaxcala hasta ahora no
habian sido reportados.

Las diferencias encontradas en este trabajo son im-
portantes para el proceso de extraccién de azlcares y para
estandarizar procesos como el aprovechamiento de la
planta. Por ejemplo, el cultivar Ayoteco es atractivo, ya que
después de producir aguamiel aun es posible obtener altos
niveles de azUcares para otros procesos. Los métodos pro-
puestos en el presente trabajo para extraer los azicares son
una alternativa viable. Sin embargo, también se ha experi-
mentado con otros métodos para la obtencién de azucares
por medio de la conversién de lignina y celulosa (Lainez et
al., 2018), aunque esta conversién involucra métodos qui-
micos agresivos que ambientalmente no son sustentables.

En cuanto a los FOS, las mayores concentraciones en-
contradas sugieren una despolimerizacién de INU a FOS o
una alta tasa de biosintesis de FOS. La concentracion pro-
medio de INU en la etapa capdn fue de 20.6%, lo que su-
giere que hay una transformacion de INU a FOS (debido a
gue capoén presentd altos niveles de FOS). Esto indica que
el agave se prepara energéticamente para el desarrollo del
escapo floral y por consiguiente a la reproduccién. Monta-
fiez-Soto et al. (2011) reportaron en A. tequilana cv. Weber
Blue el contenido de FOS para los tallos, bases de hoja y
apices de las hojas de 25, 14 y 6%, respectivamente. Esto
sugiere que la despolimerizacién de la INU en FOS lleva un
proceso de migracidn de los dpices de la hoja hacia la pifia,
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en donde se acumulan para nutrir a las estructuras repro-
ductivas del agave. Esta tendencia también fue observada
por Gonzalez-Llanes et al. (2018). El contenido de FOS en
diversas especies de agave oscila alrededor de 12% (Gue-
vara Apraez y Vallejo Castillo, 2015). Sin embargo, estos es-
tudios se han realizado en una sola etapa fenolégica. Los
resultados encontrados en este trabajo para los FOS e INU
estan dentro del rango reportado por Montafiez-Soto et al.
(2011). Aunado a esto, Aldrete-Herrera et al. (2019) encon-
traron GPP de 19 para los fructanos de A. salmiana en la
etapa fenoldgica capdn y esta fue dependiente del lugar de
origen del agave. Esto confirma la versatilidad de los agaves
ya que sus respuestas quimicas dependen de variables del
clima y suelo (Mellado-Mojica y Lopez, 2012).

En el andlisis por cultivar y por etapa fenolégica po-
demos notar que el valor maximo para INU fue de 24.19 y
27.84%, respectivamente (Cuadros 2, 3). Sin embargo, en
A. tequilana y utilizando los mismos métodos analiticos se
han reportado niveles de INU superiores (43%) (Montafiez-
Soto et al., 2011). Dichas diferencias se pueden deber a la
especie de agave y a la etapa fenoldgica, aunado a la “plas-
ticidad” de los agaves que se traduce en diversos fenotipos
(Trejo et al., 2020). Estos resultados concuerdan con los de
Regalado-Renteria et al. (2021) y Godinez-Hernandez et al.
(2016), quienes obtuvieron el mayor contenido de carbohi-
dratos en los magueyes capones (quiotillo), en el momento
en el que se adelgaza el cogollo con valores maximos de
INU de 50%. Hasta ahora, las diferencias morfolégicas eran
los Unicos parametros para distinguir entre cultivares, ya
que los andlisis por marcadores moleculares (ITS) no son
suficientes para establecer una diferencia molecular, lo cual
se puede deber probablemente al poco tiempo de domesti-
cacion (Trejo et al., 2020).

Los AG identificados en este trabajo resultan intere-
santes desde el punto de vista tecnoldgico y de aplicacion.
Lo mds importante de estos hallazgos radica en que los
AG se identificaron en diferentes etapas fenoldgicas, por
lo cual los cultivares pueden ser aprovechados en etapas
tempranas. En este trabajo se han encontrado algunos AG
como el oleico y linoleico identificados previamente repor-
tados en A. salmiana, A. angustifolia Haw. y A. tequilana
(Pefia-Alvarez et al., 2004; Jiménez-Ferrer et al.,, 2022).
En A. sisalana Perrine se han identificado AG alfa y ome-
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ga (Gutiérrez et al., 2008). Es importante mencionar que,
aunque se ha obtenido un perfil de AG y ES similar a lo ya
reportado, hasta el momento no hay un estudio que eva-
[Ue la presencia de estos compuestos en diferentes etapas
fenoldgicas. Tanto los AG como los ES pueden tener muy
diversas aplicaciones, resaltando las industrias cosmética,
de alimentos y farmacéutica, entre otras (Cerone y Smith,
2021). En otros trabajos han encontrado amplia gama de
terpenos (Pefia-Alvarez et al., 2004), lo cual contrasta con
nuestros resultados ya que este grupo de compuestos no
fueron detectados. Una diferencia sustancial es que dichos
trabajos estan orientados al aprovechamiento de los tallos
(Martinez-Aguilar y Pefia-Alvarez, 2009) para la industria
tequilera o mezcalera, por lo que sus analisis fueron rea-
lizados con extractos de las pifias, durante el procedimien-
to de destilacion para detectar los aromas caracteristicos
(Pefa-Alvarez et al., 2004) o bien durante el procesamiento
térmico.

El presente trabajo permite conocer los mejores cul-
tivares y etapas fenoldgicas de la planta para la obtencion
de carbohidratos, AG, ES y otras moléculas y se brindan
herramientas para distinguir los cultivares desde un punto
de vista quimico. Es importante mencionar que hasta este
momento no existen reportes previos para los cultivares
utilizados en este trabajo. El andlisis por factor cultivar per-
mite valorar el potencial de los cultivos de A. salmiana para
algun propdsito tecnolégico, sobre todo para aquellos cul-
tivos en los que prevalece un cultivar en particular. Aunado
a esto, se confirma que es importante considerar la etapa
fenoldgica y no la edad cronolégica como criterio para se-
leccionar las plantaciones.

Conclusiones

Los cuatro cultivares en sus cuatro etapas fenoldgicas pre-
sentaron potencial para extraer compuestos de interés co-
mercial. Para el aprovechamiento integral de Agave salmia-
na subsp. salmiana, es necesario conceptualizarlo como un
elemento “cultivar-etapa fenoldgica”, ya que las caracteris-
ticas quimicas de los cultivares dependen de la fenologia y
no directamente de la edad como se ha reportado. Es nece-
sario realizar investigacidn para determinar la distribucion
de los GPP ya que en funcidn de esto también es el destino
tecnoldgico.
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Apéndice: Matriz de Correlaciones Determinante = 0.028. ART: azucares reductores totales, ARD: azUcares reductores directos, FOS:

fructooligosacaridos, INU: inulina, GPPINU: grado de polimerizacién promedio de INU, GPP__ : grado de polimerizacién promedio de FOS.

Correlacion INU FOS GPPINU GPPFOS ARD ART

INU 1.000 0.762 -0.123 -0.122 -0.122 0.871
FOS 0.762 1.000 -0.211 -0.342 -0.149 0.820
GPPINU -0.123 -0.211 1.000 0.390 -0.055 -0.173
GPPFOS -0.122 -0.342 0.390 1.000 -0.071 -0.262
ARD -0.122 -0.149 -0.055 -0.071 1.000 0.160
ART 0.871 0.820 -0.173 -0.262 0.160 1.000
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