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Contenido de aziicares totales, reductores
y no reductores en Agave cocui Trelease
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Resumen

El objetivo del trabajo fue determinar el contenido de azicares totales, reductores y no
reductores; asi como identificar los azicares presentes en la pifia cruda, pifia cocida y hojas del
Agave cocui Trelease. La pifia es la parte del Agave que tiene el talloy la base de las hojas pega-
das a €], considerada rica en azdcares. Se utilizaron métodos fotocolorimétricos: para los azi-
cares totales el método de Dubois a 490 nm; para los azticares reductores, el método de Miller
(DNS) a 540 nmy por diferencia se calcularon los azticares no reductores. Para identificar los
azucares se utilizé cromatografia de alta resoluciéon (HPLC). Los resultados sugieren como
azidcares presentes en la pifia cruda: fructosa y glucosa; en las hojas: arabinosa y manosa; en la
pina cocida: xilosa, arabinosa y manosa. Esta planta es promisoria para la obtencion de alcoho-
les que no solo sirvan para bebidas sino también como biocombustibles.
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Content of total, Reducing and Non-Reducing Sugars

in Agave cocui Trelease

Abstract

The objective of this work was to determine the content of total, reducing and non-
reducing sugars, as well as to identify the sugars present in the raw “pineapple,” cooked “pineap-
ple” and the leaves of Agave cocui Trelease. The “pineapple” is a part of the Agave plant attached
to the stem and leaf bases, considered rich in sugars and used to obtain liquor. Photocolormetric
methods were used in these determinations: for total sugars, the Dubois method at 490 nm; for
reducing sugars, the Miller method (DNS) at 540 nm. Non-reducing sugars were calculated by
the difference. Sugars were identified using high performance liquid chromatography (HPLC).
Results suggest that the sugars present in the raw pineapple are fructose and glucose; in the
leaves, arabinose and mannose; and in the cooked pineapple, xilose, arabinose and mannose.
This plant is promising for obtaining alcohol not only for drinking, but also as a biofuel.

Keywords: sugars, Agave cocui Trelease, HPLC.

Introduccion

Los Agaves son plantas tropicales de usos multiples en-
tre los cuales destaca su utilizacion para obtencion de lico-
res, el empleo artesanal de la fibra de sus hojas y la aplica-
cién tradicional en la medicina. Agave cocui Trelease (co-
munmente conocida como cocuy) es una planta que perte-
nece a la familia Agavaceae, debido a sus largos ciclos bio-
16gicos (7 a 12 afios), son plantas multianuales que forman
parte del paisaje natural y rural de las poblaciones donde
crecen. Estas plantas son aprovechables antes de la flora-
cion; por lo tanto se inhibe la reproduccion sexual cortan-
do el eje floral, para asegurar que en el talloy la base de las
hojas se almacenen los polisacaridos [8]. Esta especie ve-
nezolana crece en forma silvestre en las zonas aridas y se-
midridas de los estados Falcon y Lara [10].

Antes de lallegada de los espanoles los Agaves eran uti-
lizados para la produccion de azicares y fibras, los indige-
nas lo utilizaban como alimento en tiempos de falta de
maizy otros insumos. Su uso decayd cuando el cultivo de la
cafia de azticar llegé a América con los conquistadoresy se
empez6 a hacer mas relevante en la obtencién de licores.
Histéricamente el A. cocui ha sido utilizada desde épocas
precolombinas para la produccion de licor, y éste se ha co-
mercializado desde principios del siglo XX tanto en Vene-
zuela como en las Antillas Neerlandesas [10].

Uno de los constituyentes principales de los Agaves son
los polisacaridos, razon por la cual el pasadoy presente de
estas plantas estdn acompanados por la obtencion de alco-
holes para fabricar licores; sin embargo, el futuro pudiera
estar acompanado por la obtencion de alcoholes para fa-
bricar combustibles [12]. De la inestabilidad de los precios
del petroleo, la inseguridad en el abastecimientoy la preo-
cupacion por el medio ambiente, surge la necesidad de de-
sarrollar fuentes alternativas al petréleo en forma de com-
bustibles. Aun cuando Venezuela posee suficiente petro-
leo, la preocupacion por aumentar la seguridad energética
y disminuir los danos ambientales ha llevado a pensar en
sustitutos para la gasolina o0 mezclas que sean més limpias
desde el punto de vista atmosférico [12, 22]. Entre los bio-
combustibles mas desarrollados se encuentran el bioeta-
nol y el biodiesel; el bioetanol se obtiene a partir de mate-
rias primas ricas en carbohidratos entre las que destacan el
maiz, sorgo, cafia de azdcar y remolacha azucarera princi-
palmente, mientras que el biodiesel se elabora a partir de
materias primas ricas en aceites vegetales como la palma
aceitera, canola, soya y algodon [1].

Para el afio 2007, ya Brasil y Estados Unidos eran los
principales paises productores de bioetanol en el mundo;
el primero a partir de la cafia de azdcar y el segundo a par-
tir del almidon de maiz [24]. Buscando materiales que no
compitan con materia prima de origen alimentario se han
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realizado trabajos en los cuales se han utilizado plantas de
Agave para la obtencion del bioetanol, tal es el caso de
Agave fourcroydes Lem [15], las pencas enteras (bases y
puntas) de Agave tequilana [17,25]y otras investigaciones,
en las que se ha demostrado que el bagazo de agave proce-
dente de la industria agavera contiene azicares que pue-
den ser convertidos en etanol para uso combustible [4]. La
Revista Global Change Biology BIOENERGY en el afio
2011 dedic6 un numero especial al Agave, centrado en el
potencial de esta planta como materia prima para la bioe-
nergia [7]. Una de las ideas expresadas es la necesidad de
cultivos bioenergéticos con bajo riesgo de cambio involun-
tario en el uso de la tierra.

La biomasa de Agave puede ser cosechada como un
co-producto de la producciéon de tequila sin exigencias
adicionales de tierra. El Agave, conocido principalmente
por suuso en la produccion de bebidas alcohdlicasyy las fi-
bras, se desarrolla en las regiones semidridas donde es
menos probable que entre en conflicto con los alimentos.
Es una materia prima dnica por su alta eficiencia de uso
del agua y la capacidad de sobrevivir sin agua entre las
lluvias, lo que da potencial como materia prima para la
bioenergia [6].

En el procedimiento para la extraccion del licor de co-
cuy, se acostumbra cortar las hojas alrededor del tallo de-
jando parte de las hojas pegadas al tallo en ese corte, por
ser la parte de la planta mads rica en azicares. A ese corte
de seudo tallo con parte de las hojas, es a lo que se le llama
cormo o pifia ya que los cortes lo asemejan a esa fruta [19].
Estaesla parte que después se hornea para obtener el jugo
que una vez fermentado por la accién de levaduras (mos-
to) se destila para obtener el licor de cocuy. Las hojas, en
este caso, se consideran como la parte desechable al cortar
el cormo, ya que se presume que esta parte no es tan rica
en azucares como en fibra [13, 21].

Materiales y métodos

Descripcion de las muestras

Las pifias crudas y las hojas de A. cocui utilizadas para
este trabajo se obtuvieron de plantas que crecen en la po-
blacion de Pecaya (municipio Sucre del estado Falcon).
Las pifias cocidas fueron facilitadas por uno de los produc-
tores de cocuy de la zona. El material fue transportado en
cavas con hielo al laboratorio del Centro de Investigacio-
nes de Ciencias Basicas (CICBa) de la Universidad Nacio-
nal Francisco de Miranda, donde se cort6 en pequefos
trozos para congelarlo, liofilizarlo y después extraerlo con
metanol y realizar el posterior estudio.
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Cuantificacion de azicares totales

La concentracién de azticares totales se determiné a
través de una curva de calibracion de la absorbancia en
funcion de la concentracion para la cual se prepararon so-
luciones de 10-70 mg/L utilizando manosa como estandar.
Como blanco para las lecturas se utiliz agua destilada
aplicandole el mismo tratamiento. Para la aplicacion del
método Dubois [9] (Método Fenol-Sulfurico), se mezcla-
ron 2 mL de muestra con 2 mL de fenol al 5% en tubos di-
gestores y se colocaron en una gradilla sumergida en un
bano de agua fria. A los tubos se les afadieron 5 mL de
H,SO,, se dejaron reposar por 15 miny se analizaron en un
espectrofotometro (Genesys 10vis) a una longitud de
onda de 490 nm. Los ensayos se realizaron por triplicado
para obtener valores promedios. Las desviaciones estan-
dar fueron menores al 5%.

Cuantificacion de azicares reductores

Segin el método Miller [16], los aztdcares reductores
pueden reducir al acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) bajo
determinadas condiciones. Cuando el acido 3,5-dinitrosa-
licilico es reducido en presencia de calor, por los azicares
reductores que entran en contacto con €1, se desarrolla un
cambio de color parecido al café (con variaciones de ama-
rillo hasta café). El cambio de coloraciéon puede entonces
determinarse por lecturas de densidad Optica, leidas por
espectrofotometria a una determinada longitud de onda.
La concentracion de los azdcares reductores totales libe-
rados en la muestra se determina haciendo una interpola-
cién en la curva patrén del azdcar utilizado, graficando la
absorbancia en funcion de la concentracion. Para la aplica-
cién del método DNS de Miller se necesita preparar el
reactivo DNS, disolviendo 0,8 g de NaOH en agua destila-
da, luego se adicionan 15 g de tartrato de sodio y potasio
tetra hidratadoy 0,5 gde DNS (4cido 3,5-dinitrosalisilico).

Esta mezcla se afora a 50 mL con agua destilada y se al-
macena en un frasco dmbar a 4°C. La concentracion de
azucares reductores se determina utilizando una curva de
calibraciéon absorbancia en funcion de concentracion.
Para obtener esta curva se prepararon soluciones de
200-1000 mg/L, utilizando glucosa como estdndar. A estas
soluciones se les aplicd el método DNS y se ley6 la absor-
bancia de cada una de ellas en un espectrofotémetro (Ge-
nesys 10vis) a una longitud de onda 540 nm. Una vez cons-
truida la curva patrén se aplicé el método DNS a cada una
de las muestras, para lo cual se mezclaron 0,5 mL de cada
una con 0,5 mL del reactivo DNS, se colocaron a ebulli-
cién por 5 min en bafio de maria e inmediatamente se de-
tuvo la reaccion con bafno de agua y hielo. Se reconstruye-
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ron las muestras con 5 mL de agua destilada, se agitaron,
se dejaron en reposo por 15 min, y se determind su absor-
bancia a 540 nm. El mismo tratamiento se realiz6 para el
blanco con agua destilada. Leyendo la absorbancia de
cada una de las muestras en la curva patron se determind
la concentracion de azicares reductores. Para el promedio
se utilizaron tres replicaciones y las desviaciones estandar
fueron méaximo de 10%.

Cuantificacion de azicares no reductores

La cuantificacion de los aziicares no reductores se ob-
tuvo por diferencia entre los azdcares totales y los aztica-
res reductores.

Determinacion individual de aziicares

Para la identificacion de los aziicares presentes en las
muestras, por cromatografia de alta resolucion, se utilizd
la metodologia estandarizada por Chirino [5]. Se conside-
raron siete azicares: xilosa, arabinosa, fructosa, glucosa,
manosa, sacarosa y maltosa. La mezcla de estos azuicares
al 1,5y 8 % se inyect6 al cromatdgrafo (Varian) con detec-
tor de indice de refraccion encontrandose la mejor resolu-
cién para los picos presentes con la concentracion al 1%
utilizando como fase mévil una mezcla Acetonitrilo: Agua
enunarelacién 84:16, un flujo de 1,5 mL/miny una presién
de 860psi. En estas condiciones el tiempo total de croma-
tograma fue de 15 min, utilizando una columna para de-
terminacion de carbohidratos (39X300mm).

Las curvas de calibracion mostraron coeficientes de co-
rrelacion muy cercanos a la unidad. Se prepararon solu-
ciones patrones individuales con los aztcares para asi de-
terminar el tiempo de retencion de cada azucar, utilizando
las mismas condiciones utilizadas en la mezcla e inyectan-
do dos veces para ver la reproducibilidad del método. La
comparacion del tiempo de retencion de cada azicar (ex-
presado en minutos) con los tiempos de los picos en la
mezcla patron permitio la correlacion y asignacion de los
tiempos de retencion de la siguiente manera: xilosa: 4,708;
arabinosa: 5,491; fructosa: 6,042; manosa: 6,525; glucosa:
6,851; sacarosa: 11,004 y maltosa: 13,801. Para preparar las
muestras se consideraron los extractos de pifia cruda, pina
cociday hojas de la planta. De cada una de ellas se pesaron
5 gy se diluyeron con agua destilada a un volumen de 50
mL. Se tomaron 2 mL de cada una de ellas y se filtraron
para eliminar las particulas solidas y luego inyectarlas (por
duplicado) a un volumen de 30 uL en el cromatografo. Los
tiempos de retencion permanecieron casi constantes en
las muestras con un minimo margen de error ya que la des-
viacion estandar fue siempre menor al 2%.

Resultados y discusion

Cuantificacion de azicares totales

El contenido de azicares totales se determin aplican-
do el método Dubois [9], utilizando manosa como es-
tandar (10-70 mg/mL). En la Figura 1 puede verse la curva
patrén construida para cuantificar los aztcares totalesy en
la Tabla 1 los resultados para cada muestra, las cuales fue-
ron diluidas para su lectura y luego multiplicadas por el
factor de dilucion 10% Estos resultados indican que la me-
nor concentracion de aziicares totales se encuentra en las
hojas, la pifa cruda tiene una concentracion mas elevaday
la mayor concentracion se presenta en la pifia cocida.

Cuantificacion de azicares reductores

y no reductores

La Figura 2 muestra la Grafica utilizando glucosa como
patrén para determinar el contenido de azicares reducto-
resy en la Tabla 2 pueden verse los resultados consideran-
do también los respectivos factores de dilucién 102 En la
misma tabla se presentan las concentraciones de los azu-
cares no reductores, calculados por diferencia entre los to-
talesy los reductores. Los resultados para azicares totales
y reductores coinciden en que el mayor contenido se en-
cuentra en la pifia cruday el menor en las hojas, esto resul-
ta 16gico, puesto que la mayor concentracion de aziicares
reductores se encuentra en la pina (16 a 28%) y la menor
en las hojas (3,3 a 16,1%) [14]. El mayor contenido para la
pifa cocida posiblemente se deba a la hidrdlisis 4cida de
los polisacaridos ocurrida durante la coccion la cual libera
otros azicares mas simples. Los agaves contienen carbohi-
dratos complejos que se degradan por la accién de la aci-
dez del jugo y del calor en el cocimiento [18, 20]. En esta
etapa es importante controlar la temperatura, si es mas
baja que la necesaria, el polisacarido no se degradara y si
es muy alta ocurrird la caramelizacion de los azdcares, en
ambos casos se tendra menor cantidad de azticares [3].

El contenido promedio de azdcares reductores presen-
tes en la pifa del agave, varia entre 20 y 30% en peso.
Cuando un agave tiene un contenido menor al 20% es con-
siderado de baja calidad y si presenta entre el 25y 30% es
de buena calidad [11, 23]. Este analisis es importante por-
que el alcohol obtenido en la fermentacion depende de la
cantidad de azicares reductores presentes [2]. En un estu-
dio realizado con Agave tequilana Weber [2], el contenido
de azicares reductores en las pinas crudas se encontrd en
el intervalo de 25 a 30%, el resultado para. Agave cocui en
el presente estudio fue de 34%, un poco por encima del va-
lor promedio considerado para la buena calidad. No se
realizaron estudios en las hojas ni en la pifia cocida de A.



MULTICIENCIAS VOL. 12, N°2,2012 (129 -135) / NUCLEO PUNTO FLJO - UNIVERSIDAD DEL ZULIA

. y = 0,0042x
Curva de azucar D
0,4 R” =0,9816
0,3
8 ' —&— Serie
< 0,2
0.1 Lineal
(Serie 1)
0 T

1
0 50 100
Concentraciones (m/L)

Figura 1. Curva para cuantificar los aziicares totales.

Tabla 1. Porcentaje promedio de aztcares totales.

Muestra Porcentaje (%) promedio
Extracto de pifia cruda (79,1 = 2,0)
Extracto de hoja (47,3 £0,2)
Extracto de pina cocida (84,6 = 1,0)

Azucares reductores

@ 0,6
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Figura 2. Curva para cuantificar azdcares reductoress.

Tabla 2. Porcentaje promedio de azicares reductores y
no reductores

Muestra Azlcares Azucares no
reductores (%)  reductores (%)
Extracto de pina cruda (34,1 = 10,0) 45,0
Extracto de hoja (9,4 =2,0) 37,9
Extracto de pifia cocida (55,0 = 2,0) 29,6

2479 wig W16
5946
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tequilana por lo que no pudo compararse. Otro estudio
también con Agave tequilana Weber [17] mas reciente,
con el objetivo de obtener bioetanol, reporta para la pifia
cocida 80,35% de azicares reductores, bastante alto si se
compara con el encontrado en este estudio de 55,00%.
Para el estudio con A. tequilana en este caso se controla-
ron todas las variables, especialmente la temperatura, y
obviamente eso influye sobre un mayor rendimiento. En
el caso de A. cocui, se utilizaron las pinas suministradas
directamente por lo productores de licor, sin controlar
variables. Esto pudo haber influido sobre el rendimiento
de los azicares.

Determinacion individual de azicares

Para determinar los azdcares presentes en las mues-
tras se analizaron los cromatogramas de las Figuras 3,4y
5 correspondientes a pifia cruda, hoja y pifia cocida res-
pectivamente, se obtuvieron dos cromatogramas para
cada muestray se tomd el valor promedio de ambas como
criterio de tiempo de retencion. Por esarazon, los valores
observados en los cromatogramas no son exactamente
igual a los reportados. Para pina cruda, en la Figura 3, se
observan tres picos cuyos tiempos de retencion promedio
son de: 5,975; 6,868 y 11,089 minutos, los cuales se pue-
den asignar a fructosa, glucosa y sacarosa respectivamen-
te. Para las hojas, en la Figura 4, se observan cuatro picos:
5,693; 6,481; 9,871 y 17,238 minutos, que corresponde-
rian a arabinosa, y manosa, los otros dos picos no se pue-
den asignar por lo tanto son aziicares sin identificar. Para
la pifia cocida, en la Figura 5, también se observan cuatro
picos con tiempos de retencion: 4,633; 5,707; 6,372 y
9,909 minutos, los cuales se pueden asignar a xilosa, ara-
binosa, manosa y un cuarto pico que no se puede asignar
porque no se observa este tiempo de retencion en ningu-
no de los patrones.
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Figura 3. Cromatograma en la pifia cruda, indicando los tiempos de retencion de los azicares.
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Figura 4. Cromatograma en la hoja, indicando los tiempos de retencion de los azucares.
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Figura 5. Cromatograma en la pifia, cocida indicando los tiempos de retencion de los azicares.

Consideraciones finales

Se determiné la cantidad de azicares totales, reducto-
resy no reductores de las hojas, la pifia cruday cocida de A.
cocui, ademads se identificaron los azdcares presentes. El
contenido de azicares reductores en Agave cocui indica
que esta planta es promisoria para ser utilizada en la ob-
tencion de alcoholes que no solo sirvan para preparar be-
bidas alcohdlicas sino también con fines energéticos. Es
importante tomar en cuenta que las plantas pertenecien-
tes al género Agave son cultivos bioenergéticos potencia-
les de baja huella hidrica (consumo de agua), que pueden
cultivarse en zonas semidridas con escasa pluviosidad y
ademads tienen un rendimiento energético bueno ya que la
huella de carbono (emisiones de didxido de carbono) tam-
bién es baja [6].
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